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RESUMO

Com a finalidade de desenvolver um método de andlise da expressdao de genes no tecido
mamdrio, amostras de bidpsias de glandula mamadria e de leite foram submetidas a extragdo de
RNA total. A presenca de transcritos especificos foi investigada pela deteccdo do RNA
mensageiro de k-caseina utilizando a reagdo em cadeia da polimerase a partir de DNA
complementar (RT-PCR). A quantidade de RNA total obtido foi suficiente para a detecgdo de
produto de transcri¢do exclusivo da glindula mamadria tanto nas amostras de biépsias quanto
nas de leite, sendo essas ultimas uma alternativa para aumentar a flexibilidade das andlises de
expressdo nesse tecido. Resultados preliminares sugerem uma maior abundancia de transcritos
do alelo B desse gene quando comparados aos do alelo A.

INTRODUCAO

O polimorfismo das proteinas do leite foi associado a diferencas na qualidade do leite e de
suas caracteristicas de processamento. O queijo produzido com o leite de animais
heterozigotos para o alelo B de x-caseina apresenta maior rendimento do que o produzido
com o leite de animais de genétipo AA, pois apresenta maior velocidade de coagulagdo e uma
firmeza maior do codgulo. Os alelos B de k-caseina ¢ A de B-lactoglobulina influenciam
positivamente a concentragdo de proteina no leite. Estudos realizados com animais
heterozigotos para a x-caseina e [-lactoglobulina demonstraram a existéncia de maior
quantidade das proteinas correspondentes aos alelos B e A de x-caseina e [-lactoglobulina,
respectivamente. No presente trabalho apresentamos um método para extragdao de RNA a
partir de amostras de leite e de bidpsias de glandula mamadria e posterior identificagcdo de
RNAm especificos desse tecido.

MATERIAL E METODOS

Bidpsias de aproximadamente lg de tecido de glandula mamdria de 2 fémeas da raca
Canchim em lactagdo e heterozigotas para o polimorfismo da k-caseina foram obtidas. O
fragmento de tecido foi imediatamente armazenado em nitrogénio liquido para prevenir a
degradacdo do RNA. Amostras de 25 ml de leite de 12 fémeas da raca Holandesa foram
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coletadas no Sistema de Produgdo de Leite da Embrapa-CPPSE, e levadas imediatamente ao
laboratdrio para extracdo do RNA. O leite foi centrifugado a 173xg por 10 minutos a 4°C. A
gordura e o sobrenadante foram descartados ficando apenas o precipitado de células onde foi
adicionado Trizol™ (Gibco) para prosseguir com a extragio do RNA total, como descrito a
seguir para amostras de biopsia. Um fragmento de aproximadamente 100 mg do tecido foi
dissolvido em 750 pl de Trizol™ e 250 pl de 4gua livre de RNAse obtida pelo tratadamento
com dietil pirocarbonato (DEPC). Esse material fo1 incubado a 30°C por 5 minutos. Apds
esse periodo de incubagdo, foram acrescentados 200 pl de cloroférmio e seguiu-se uma nova
incubagio de 10 minutos nas mesmas condigdes de temperatura. O material foi centrifugado a
12.000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa superior foi transferida para um tubo limpo e
foi adicionado 500 pl de isopropanol para a precipitagio do RNA. Apds a precipitacido,
seguiu-se nova centrifugacdo a 12.000xg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com etanol 75% em uma centrifugagdo a 7.500xg por 10 minutos a 4°C. Apds
secagem, o RNA foi ressuspendido em 50 pl de dgua livre de RNAse. A quantificagdo do
RNA foi obtida em espectrofotdmetro modelo Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech). A
sintese do cDNA fita simples foi realizada utilizando o kit SuperScript Il RT™ (Gibco). Para
tal reacdo foram utilizados 1-5ug de RNA total, 1pul de oligo dT (0,5ug/ul) e dgua DEPC,
incubados a 70°C por 10 minutos. Apés a incubagdo foi preparada uma nova mistura de
reagdo constituida de 2pl de PCR buffer 10X, 2ul de MgCl, 25mM, 1ul de ANTP mix 10 mM
e 2ul de DTT 0,1 M totalizando um volume de 7ul. Esses 7 pl da mistura de reagdo foram
adicionados em cada mistura RNA/primer e incubadas por 5 minutos a 42°C. Posteriormente,
foi adicionado 1pl (200u) da enzima de transcri¢do reversa SuperScript II RT em cada tubo e
incubou-se a 42° por 50 minutos. Uma reagdo controle foi preparada contendo todos os
reagentes exceto a enzima SuperScript II RT para certificar de que o molde da amplificagao
foi RNA e ndo DNA. As reagdes foram interrompidas colocando-se as amostras a 70°C por
15 minutos. Foi adicionado 1pl de RNAse H em cada amostra e incubado a 37°C por 20
minutos para que fosse eliminado todo o RNA da amostra e permanecesse s6 o cDNA. Com
a finalidade de detectar a presenca de transcritos exclusivos da glandula mamaria o cDNA foi
submetido a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o “primer forward” descrito
por Medrano & Aguilar-Cordova (1990) e o “primer reverse” descrito por Zadworny &
Kuhnlein (1990), complementares a uma regido do exon IV da x-caseina. Os produtos de
PCR foram identificados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% com posterior
coloragdo com nitrato de prata (Comincini et al., 1995). A eletroforese se deu em
equipamento para sequenciamento S-2 (Life Technologies, BRL) a 1.300V, 35mA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O RNA extraido das amostras de bidpsia de glandula mamdria e de leite foi quantificado em
espectrofotometro. A quantidade de RNA obtida das bidpsia variou de 10 a 25 pg e a
quantidade de RNA obtida de células do leite variou entre 20 e 75 pg, tendo entdo a extragao
de RNA de amostras de leite apresentado maior rendimento de RNA total. A identificagdo de
RNAm de k-caseina foi possivel tanto nas amostras de RNA extraidas de bidpsias quanto
naquelas obtidas a partir de células do leite, demonstrando que apesar do nimero relativo de
células epiteliais mamdrias ser reduzido em relagdo ao total de células presentes no leite, a
quantidade de RNA especifico € suficiente para a detecgdo por RT-PCR. Este resultado
amplia as possibilidades de estudos da expressdo de genes no tecido mamdrio, pois permite a
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coleta de um maior nimero de amostras, em diferentes estdgios da lactacdo e em lactagdes
sucessivas, o que nem sempre € vidvel quando da utiliza¢do de bidpsias.

Resultados preliminares da andlise de RNAm transcrito a partir dos alelos A e B do gene da
k-caseina, realizados nos animais heterozigotos, sugerem uma maior abundincia de
transcritos do alelo B. Esses resultados, se confirmados, podem demonstrar que a diferencga no
teor de proteina associada a presenca do alelo B seja resultante da maior abundéancia desse

RNA mensageiro em relagdo ao transcrito pelo alelo A, sendo portanto um efeito direto da
varia¢do genética nesse loco.
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