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A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) € uma patologia que afeta o sistema respiratdrio
principalmente de recém-nascidos pré-termo (RNPT) com idade gestacional de 28 a 34 semanas.
Esta doenca pode estar relacionada a polimorfismos nos genes que codificam as proteinas A e B
do surfactante pulmonar. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para o estudo das
principais mutacdes do gene que codifica a proteina B do surfactante pulmonar em amostras de
RNPT com e sem SDR. Foram avaliadas variaveis nas metodologias de extracdo de DNA a partir
de sangue periférico obtido dos RNPT e da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo das regides potencialmente mutadas no gene da proteina B do surfactante
pulmonar. Ao analisar todas as condi¢cGes testadas, foi determinado um protocolo padrdo que
pode ser utilizado para estudos de genética populacional da Sindrome do Desconforto
Respiratorio.
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A Sindrome do Desconforto Respiratério — SDR é uma patologia que afeta o sistema
respiratorio, originada pela auséncia ou deficiéncia na producdo de surfactante pulmonar,
dificultando a vida ao nascimento, principalmente de recém-nascidos pré-termo (RNPT). Essa
Sindrome foi anteriormente denominada de Doenca da Membrana Hialina ou ainda Sindrome da
Angustia Respiratoria (MIYOSHI; KOPELMAN, 2005). A SDR ocorre principalmente em RNPT,
entre as idades gestacionais de 28 a 34 semanas, devido a sintetizacdo total do surfactante
ocorrer com a idade gestacional de 35 semanas, havendo assim, um desequilibrio alveolar com
consequente atelectasia e diminuicdo da complacéncia pulmonar (LLIODROMITI et al., 2013). A

prevencdo da SDR consiste em evitar partos prematuros ou utilizar corticoides antenatais para



acelerar a maturidade pulmonar. O tratamento da SDR consiste basicamente na oferta de
oxigenoterapia através da ventilacdo mecanica, suporte hemodindmico, manutencdo da
temperatura para evitar hipotermia e terapia com surfactante exégeno (MIYOSHI; KOPELMAN,
2005).

As diferencas entre os RNPT e diferentes respostas ao inserir a prevencgéo e o tratamento da
SDR refletem na possibilidade de influéncias genéticas (FARREL et al., 1976). Contribuem para o
desenvolvimento da SDR, ndo somente a prematuridade, mas também o sexo (mais frequente no
sexo masculino e de racga branca), diabetes materna e gemelaridade (FARREL et al., 1976). Esta
doenca possui causas relacionadas a polimorfismos nos genes que codificam proteinas do
surfactante, que tem por funcdo manter a estabilidade da membrana alvéolo pulmonar, evitando o
seu colabamento (LIN, 2000). Varios estudos indicam uma correlagdo entre mutagdes nos genes
codificadores das proteinas A e B do surfactante e o desenvolvimento da SDR (TSITOURA et al.,
2016).

A proteina do surfactante SP-A é codificada no cromossomo 10 22 — g23. Autores
verificaram que a resisténcia para a SDR ocorre quando os alelos 6A3 e 1A! se associam e a
susceptibilidade ocorre na associacdo dos alelos 1A! e 1A2 (SUGUILHARA, 2006). Entretanto,
ainda ha lacunas no estudo da proteina do surfactante SP-B, que é codificada por um gene
localizado no cromossomo 2. Em 70% dos casos a deficiéncia dessa proteina é devido a
mutacbes em 121ins2, a heranca é do tipo autossémica recessiva, sendo 0s heterozigotos
assintomaticos (HARTL; GRIESE, 2005; HAMVAS, 2006; EPAUD et al., 2008).

Nosso estudo teve por objetivo a padronizacdo do método a ser utilizado para a investigacao
de mutacdes em SP-B de amostras de sangue obtidas de RNPT com e sem SDR. Para tanto,
utilizamos a Reacédo em Cadeia da Polimerase — PCR e posterior Sequenciamento de DNA para
deteccéo dos polimorfismos G/C 8714 e C/T 1580 (LIN et al., 2000; LYRA et al., 2010).

Metodologia

Amostras

Amostras de sangue humano foram coletadas de recém-nascidos apds o projeto estar
devidamente cadastrado e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Fortaleza, sob o Parecer n° 2.723.801. As amostras foram devidamente armazenadas sob

refrigeracdo até o seu processamento.

Padronizacdo de protocolo para obtencdo de DNA genémico

Amostras de sangue humano controle foram inicialmente processadas por meio de método
de lise osmotica dos eritrécitos para promover a obtencdo de globulos brancos. Para tal, foram
testadas 3 diferentes solu¢des: solucdo A (5 mM MgClI2, 10 mM NaCl e 10 mM Tris-HCI pH 7,6)
(OLIVEIRA et al., 2007), solucéo B (144 mM NH4CI e 17 mM Tris-base pH 7,3) (MENEZES, 2008)
e solucdo C (155 mM NH4CI, 10 mM NaHCO3 e 0,1 mM EDTA pH 7,4) (TECHINICAL
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RESOURCES, 2018). Cada amostra foi centrifugada a 1500 x g a 4 °C por 15 min e o plasma foi
descartado. O conteldo restante foi diluido em 1:10 na solucao de lise, gentilmente misturado por
inversdo e incubado por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, foi submetido a
centrifugacdo a 300 x g por 5 min e descartado o sobrenadante. O pellet obtido foi ressuspendido
e incubado sucessivas vezes com a solugdo de lise até ser obtido um pellet de leucécitos sem

resquicios de células vermelhas.

Globulos brancos foram ressuspendidos em 5 mM Tris-HCI pH 8,8 e incubados a 95 °C
por 10 min. Apoés resfriamento em gelo, foi adicionado proteinase K (concentracéo final de 0,33
mg/mL) e incubado a 56 °C por 30 min seguida de inativacdo da enzima a 95 °C por 10 min. Por
fim, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 1 min e o sobrenadante contendo o DNA

gendmico foi transferido para um novo microtubo.

Padronizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase e Analise de Sequenciamento

Para a analise dos genétipos SP-B1 e SP-B3, inicialmente foi extraido DNA genbmico de
amostra de sangue controle com o kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega)
e realizada a PCR utilizando-se 0s iniciadores SP-B1-F:
CTCGAATTCAGGACATACACACAGTCCCT,; SP-B1-R: CCAGCTGAGCTTTCAGCAGA e SP-B3-
F: CTCGAATTCACTCGTGAACTCCAGCACCC; SP-B3-R: GTGAGCTTGCAGCCCTCTCA com
amplicons de 785 e 230 pb respectivamente (LIN et al., 2000; LYRA et al.,, 2010). A PCR foi
conduzida com a enzima de alta fidelidade TransStart® FastPfu DNA Polymerase (TransGen
Biotech) de acordo com as especificagcbes do fabricante e o produto foi analisado em gel de
agarose 1 % seguida de purificagcdo com kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Cerca de 30 ng do produto de PCR purificado foi enviado para sequenciamento de
DNA na empresa ACTGene Andlises Moleculares. Os resultados obtidos foram comparados com
0 banco de dados do genoma humano (Genbank) através de alinhamento com o software BioEdit
(Mbio, EUA).

Associacdo das técnicas padronizadas para a analise de polimorfismos

ApOs padronizacdo das técnicas de hemdlise e PCR, foram conduzidas ambas as etapas
sequencialmente utilizando dois microlitros do lisado de glébulos brancos como DNA molde na
PCR. Foram analisados o DNA gendmico de 2 pacientes de grupo teste (com SDR) e 2 pacientes

do grupo controle (sem SDR) seguindo os parametros e condicfes acima informados.

Resultados e Discussao

A identificacdo dos polimorfismos G/C 8714 e C/T 1580 se da através da amplificacdo de
partes dos genétipos SP-B1 e SP-B3, respectivamente. Portanto, iniciadores especificos (LIN et
al., 2000; LYRA et al., 2010) foram contruidos para que essas regides sejam aplificadas. A Figura

1 mostra que os iniciadores utilizados tiveram suas reacdes de amplificacdo padronizadas, além



de amplificarem as distintas regidoes de interesse em 785 pb (SP-B1) e 230 pb (SP-B3), sem
inespecificidades. Para tal, utilizou-se de um DNA controle sem modificacdes de polimorfismos.

Figura 1. Padronizacdo de iniciadores para es especificas regides de interesse.

SP-B1 SP-B3 N

700 pb

200 pb

Bandas nos tamanhos esperados e sem amplificacdo na reacdo sem DNA (N) indicam o bom
funcionamento PCR. Setas indicam bandas do marcador que se aproximam do peso das
amostras.

A fim de se garantir que as sequéncias amplificadas sdo exatamente as sequéncias de
interesse do gene SP-B, as regifes amplificadas foram enviadas para sequenciamento de DNA.
As sequéncias amplificadas alinharam-se completamente a sequéncia de referéncia do gene que
estd depositada no banco de dados GenBank (Figura 2). O total alinhamento entre a amostra de
DNA nédo polimoérfica e a sequéncia de referéncia garante que qualquer amostra, com ou sem

modificagdo, sera, através de sequenciamento, identificada.

Figura 2. Cromatograma e alinhamento de SP-B1 e SP-B3 contra sequéncia depositada em

banco de dados.

REF AGACGGGCTCTGGGACCH

c REF GCACTTGGTTGCACTGGGGCAT
SP-B1 AGACGGGCTCTGGGACCA

G
G Sp-B3 GCACTTGGTTGCACTGGGGCAT

A esquerda temos parte da sequéncia de SP-B1 alinhada ao gendma de referéncia e seu
respective cromatograma. A direita temos parte da sequéncia de SP-B3 alinhada ao genéma de
referéncia e seu respective cromatograma.

ApOGs a padronizacdo da PCR e sequenciamento de DNA das amostras controle, fez-se
necessario a padronizacdo da metodologia de hemdlise para extracdo de DNA de sangue de
RNPT. A etapa de hemdlise, que consiste em incubagdo com tampdo de lise e lavagens, €
fundamental pois a hemoglobina dos eritrocitos pode inibir a amplificacdo, ja que os ions Fe** sao
competidores dos ions Mg** necesséarios & DNA polimerase (AL-SOUD & RADSTROM, 2001). O
protocolo da solucdo B (Figura 3A) foi o Unico a apresentar capacidade hemolitica entre os
demais protocolos testados. Ao final dos processos de lavagem (Figura 3B), o protocolo B obteve
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sobrenadante translicido e precipitado esbranquicado, caracteristico de leucécitos, células
brancas nucleadas do sangue.

Figura 3. Teste de trés protocolos de homolise para extracdo de DNA.

A. Teste de hemdlise positivo apenas para o protocolo B (meio). B. Lavagem final com formacéo
de precipitado de células brancas nucleadas.

O resultado final foi a aplicagdo do protocolo de hemolise da solucdo B para extracdo de
DNA em sangue de RNPT. Logo, quatro amostras foram processadas pelo protocolo escolhido,
duas de bebés portadores de SDR (RN1 e RN2) e duas de bebés néo portadores de SDR (RN3 e
RN4), para ambas as regides de polimorfismo SP-B1 (Figura 4A) e SP-B3 (Figura 4B). A figura
abaixo deixa claro que as etapas do processamento ja mencionadas sdo funcionais e estéo
padronizadas para este tipo de avaliacdo, pois todas as amostras RN, incluindo o controle de
DNA extraido de sangue fresco (P1), amplificaram conforme esperado.

Figura 4. Amplificac&o das regifes polimorficas em SP-B a partir de sangue de
RNPT com e sem SDR.

700 pb
200 pb

A. PCR com iniciadores para SP-B1. B. PCR com iniciadores para SP-B3. Recém-nascidos
portadores da sindrome (RN1 e RN2) e recém-nascidos ndo portadores da sindrome (RN3 e
RN4). Controle positivo com extracdo de DNA pelo protocolo da solugcédo B de sangue colhido a
fresco (P1) e controle positivo extraido com kit comercial (P2). Controle negativo (N). Setas

indicam bandas do marcador que se aproximam do peso das amostras.

Através da técnica de PCR foram determinadas as condi¢des ideais para a amplificacao e
sequenciamento de DNA de duas regides polimérficas do gene SP-B em uma amostra de sangue
com DNA purificado a partir de kit comercial. Posteriormente, foi demonstrado o melhor
procedimento para a separacdo da fracdo leucocitaria e purificacdo do DNA do sangue periférico
obtido dos RNPT dentre trés protocolos distintos. Com isso, fica estabelecido um protocolo
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barato, de facil execuc¢do e boa reprodutibilidade que sera utilizado em estudos de associacéo

entre mutacBes genéticas no gene que codifica a proteina B do surfactante pulmonar e a

ocorréncia da Sindrome do Desconforto Respiratorio em recém-nascidos pré-termo.
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