Avaliacdo da expressao do gene BDNF em doengas neurodegenerativas
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RESUMO

O Factor Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) esta associado a processos de
crescimento, diferenciagdo e sobrevivéncia das células neuronais. A expressdo diferencial do
BDNF, particularmente no hipocampo, esta relacionada com a manifestacdo clinica de algumas
doencas do foro psiquiatrico e cognitivo como a doenca de Huntington, Alzheimer, depresséo e
esquizofrenia.

Este trabalho pretende dar conhecimento das técnicas utilizadas para avaliar a expressdo do
gene BDNF. As técnicas de ELISA, IHC e Western blot, por permitirem a avaliacdo precisa da
expressdo de BDNF, sdo Uteis para uma melhor compreensdo, diagndstico e tratamento de
algumas doencas neurodegenerativas.

Palavras — Chave: Factor Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), doencas
neurodegenerativas, ELISA, Imunohistoquimica (IHC), Western blot.

The Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is associated with processes of growth,
differentiation and survival of neuronal cells. The differential expression of BDNF, particularly
in the hippocampus, is related to the clinical manifestation of some psychiatric and cognitive
diseases like Huntington's disease, Alzheimer's, depression and schizophrenia.

This work aims to give knowledge of techniques used to evaluate the expression of the BDNF
gene. The techniques of ELISA, IHC and Western blot, by allowing precise evaluation of the
expression of BDNF, are useful for improved understanding, diagnosis and treatment of some
neurodegenerative diseases.

Key - words: Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), neurodegenerative diseases, ELISA,
Immunohistochemistry (IHC), Western blot.

1. INTRODUCAO

O Factor Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), pertence a familia das neurotrofinas, esta envolvido em
processos de regulacdo e manutencdo do sistema nervoso central e periférico (Angelucci et al., 2005).

O gene codificador da proteina BDNF localiza-se no cromossoma 11p13, desempenhando um papel
fundamental na organizacdo das redes neuronais e na plasticidade sinéptica, principalmente a nivel do
hipocampo (Muglia et al., 2003; Peng et al., 2005).

Actualmente, relaciona-se a variacdo da expressdo da proteina BDNF com o desenvolvimento de certas
deméncias como a doenca de Huntington, Alzheimer, depressdo e esquizofrenia (Zuccato et al., 2001; Peng
et al., 2005; Angelucci et al., 2005).

A doenca de Huntington é um distarbio genético autossomico dominante caracterizado por movimentos
involuntérios de todas as partes do corpo, deterioracdo das fungdes cognitivas e, com frequéncia, grave
perturbacdo emocional. A proteina huntingtina mutada (repeticdo de poliglutamina) é a responsavel pelo
desenvolvimento desta doenca. A transcricio do gene BDNF nos neurdnios corticais € regulada
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positivamente pela proteina huntingtina nativa, originando um pro-factor cuja funcéo é a sustentacdo da
integridade dos neurodnios estriatais (Zuccato et al., 2001). A doenca de Alzheimer é um distirbio
neuroldgico progressivo, caracterizado clinicamente por perda da memoria, comprometimento cognitivo e,
numa fase final, deméncia. Recentes estudos demonstram que o BDNF apresenta baixos niveis de expressao
em estados precoces da doenca, contribuindo para a perda da fungdo sinaptica e disfungdo celular,
subjacentes ao comprometimento cognitivo (Peng et al., 2005; Ferrer et al., 1999; Murer et al., 2001). A
depressdo traduz-se num transtorno emocional grave mediante um acontecimento, normalmente
desproporcional relativamente a magnitude do facto e persiste para além de um periodo justificado. Em
situacBes de stress emocional, como no caso da imobilizacdo, os niveis de expressao do BDNF encontram-se
diminuidos (Angelucci et al., 2005). Por outro lado, em condicdes de relevante exercicio fisico os niveis
apresentam-se mais elevados (Cotman et al., 2002). A esquizofrenia é uma perturbacdo mental grave
caracterizada por uma perda de contacto com a realidade (psicose), alucinacdes, delirios, pensamento
anormal e, consequente, alteracdo do funcionamento social e laboral. Na esquizofrenia (Angelucci et al.,
2005), estudos apontam para uma relagdo entre os polimorfismos no gene BDNF, verificados em individuos
com esquizofrenia, e 0 aumento da expressdo do gene BDNF (Angelucci et al., 2005).

Dada a relevancia clinica destes valores, o uso de técnicas imunolégicas precisas e sensiveis para
avaliacdo dos niveis de expressdo da proteina BDNF revelam-se fundamentais.

De entre as técnicas complementares ao diagnostico clinico, destaca-se a técnica Enzyme-linked immuno
assay (ELISA) que permite deteccdo e quantificacdo precisa da proteina BDNF em amostras de sangue e
liquido cefaloraquidiano.

De forma a estimar a expressédo da proteina BDNF nos tecidos, recorre-se a marcacéo especifica in situ da
proteina BDNF pelo método de imunohistoquimica (IHC), o qual se baseia na identificacdo de antigénios
celulares ou tecidulares através do uso de anticorpos especificos.

A quantificacdo de intensidade da expressdo da proteina BDNF em tecidos é estimada pela técnica de
Western blot, em que se efectua a separacdo das proteinas a partir de um extracto proteico por electroforese
em condicOes desnaturantes e a deteccdo da proteina BDNF através de anticorpos especificos para essa
proteina.

Sendo assim, pretende-se com este trabalho dar conhecimento das técnicas utilizadas para avaliar a
expressdo do gene BDNF em doencas neurodegenerativas.

2. METODOS DE DETECCAO

2.1 ELISA

A proteina BDNF esté presente no sangue e liquido cefaloraquidiano e, como tal, é possivel a identificagéo e
quantificacdo da proteina em individuos que apresentem sinais dos disturbios como a doenca de Huntington,
Alzheimer, depressao e esquizofrenia (Zuccato et al., 2001).

O sangue e/ou liquido cefaloraquidiano deve ser colhido e submetido a uma centrifugacdo para colectar o
soro para a realizacdo da técnica ELISA. O método usado é o sandwich (Figural), o qual consiste na deteccdo
da proteina BDNF através da utilizagdo de dois anticorpos monoclonais dirigidos a diferentes epitopes da
proteina BDNF, um dos anticorpos (anticorpo de captura) esti adsorvido aos pocos da placa, enquanto o
outro estd conjugado com uma enzima (anticorpo de detecc¢do), usualmente a peroxidase.

A primeira etapa consiste na adi¢do do soro nos pogos previamente revestidos com o anticorpo de
captura. Durante o periodo de incubagdo a proteina BDNF, presente no soro, liga ao anticorpo adsorvido aos
pocos da placa.

Apos uma lavagem dos pogos da placa com uma solucdo tampéo de lavagem para a remocéo do anticorpo
que ndo reagiu, € adicionado aos po¢os uma solucdo tampdo de revelagdo. Esta solugdo tampdo contém um
substrato para a enzima que estd acoplada ao anticorpo de deteccdo. Assim, a enzima reage com o substrato,
originado um produto final colorido soltvel.

Neste método, a intensidade da coloragdo é proporcional & quantidade de proteina presente no soro.
Quando se pretende quantificar a proteina BDNF, utiliza-se uma proteina padrdo para realizar a curva padréo.
A leitura € realizada num espectofotémetro a um dado comprimento de onda de luz da regido do visivel do
espectro electromagnético.
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Figura 1. Esquema ilustrativo das principais etapas aplicadas na técnica de ELISA sandwich.
1.Utilizacdo de uma placa revestida com anticorpos anti-BDNF. 2. Adicdo da amostra aos
pocos e incubacdo, para formacdo do complexo antigénio-anticorpo. 3. Incubacdo com
anticorpo secundario acoplado a uma enzima. 4. Adicdo de um substrato cromogénio para a
enzima e leitura colorimétrica por espectofotometro.

2.2 Imunohistoquimica

Esta técnica é (til no estudo das regides cerebrais onde é expressa a proteina BDNF, permitindo identificar as
regides do cérebro onde a proteina é expressa em situagdes fisiologicamente normais ou alteradas, bem como
avaliar alteracBes da expressdo da proteina (Chena et al., 2001).

O material bioldgico utilizado para a realizagdo deste método séo cortes histolégicos de tecido cerebral
previamente fixado, processado e embebido em parafina ou cortes de tecido congelado. Os tecidos fixados
em formaldeido necessitam de um pré-tratamento para os epitopes da proteina ficarem acessiveis ao
anticorpo, sendo necessaria a realizacdo de uma recuperacdo antigénica. Existem vérios métodos de
recuperacdo antigénica e a escolha do método a utilizar depende do tipo de tecido e da proteina que se
pretende detectar. Para realizar a recuperacdo antigénica pode-se utilizar o calor ou, entdo, a digestdo
enzimatica para romper ligacOes péptidicas nas proteinas do citoesqueleto, para assim, permitir a difusdo do
anticorpo no tecido.

Varios métodos de IHC podem ser usados, destacando-se 0 método enzimatico indirecto (Figura2) onde é
usado um anticorpo acoplado a uma enzima ou a biotina, dirigido ao anticorpo primario para a detec¢do do
complexo antigénio-anticorpo.

De forma a prevenir a ligacdo do anticorpo secundario ao tecido (ligagdes inespecificas), é realizada uma
incubacdo com soro do animal onde foram produzidos os anticorpos secundérios, antes de proceder a
incubacdo com o anticorpo priméario. Quando a enzima acoplada ao anticorpo secundério € a peroxidase, é
necessario inibir as peroxidases enddgenas, atraves da incubacdo dos cortes histoldgicos numa solucéo de
peroxido de hidrogénio a 3% para evitar uma marcagao inespecifica.
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Figura 2. Esquema representativo das principais etapas do método imunohistoquimico
enzimatico indirecto. No primeiro passo estd representada a recuperacdo antigénica por
digestdo enzimatica, que permite a remocao de ligacGes cruzadas entre as proteinas causadas
pela fixacdo do tecido com formaldeido. Para evitar as ligacGes inespecificas do anticorpo
secundario a epitopes do tecido, este é incubado com soro de blogueio de ligacGes
inespecificas. Nos passos 3,4,5 esta representada a marcacédo do tecido com anticorpos, pelo
método indirecto, para amplificacdo de sinal. Ap6s adicdo do substrato da enzima visualiza-se
a marcacao especifica do BDNF no tecido.

2.3 Western blot

A aplicacdo da técnica de Western blot torna-se fundamental quando o objectivo é quantificar os niveis de
uma dada proteina num extracto proteico obtido de um fluido orgéanico ou de tecido sélido de uma dada area
anatomica (Chen et al., 2003).

As amostras de tecidos post mortem séo observadas microscopicamente, através de cortes de congelacéo
corados pela hematoxilina e eosina de forma a seleccionar zonas de interesse a serem dissecadas. Apés a
dissecacdo, as amostras sdo congeladas em isopentano e arrefecidas em gelo seco, e, posteriormente, sdo
homogeneizadas em meio de extrac¢do, o qual deve conter, Tris/HCI, NaCl, EDTA, Triton X-100, NP-40,
inibidores de fosfatases e de proteases. No final de permanecer cerca de uma hora em gelo, é realizada a
centrifugacdo da amostra, sendo o sobrenadante recolhido para estudo. As células resultantes podem ser
lisadas por meios ultrasénicos, e o extracto proteico obtido deve ser quantificado, por exemplo pelo método
colorimétrico de Bradford.

Numa segunda etapa, as proteinas sdo submetidas a uma electroforese em gel de poliacrilamida sob
condi¢Bes desnaturantes (SDS-PAGE) (Figura3). Assim, as proteinas quando sujeitas a um campo eléctrico
migram no sentido do &nodo, sendo separadas pelo peso molecular. De forma a inferir a massa molecular das
proteinas separadas, deve ser usados marcadores de peso molecular, cuja massa molecular é conhecida.

A fase seguinte consiste na transferéncia por contacto das proteinas presentes no gel para uma membrana
de nitrocelulose, sendo mantido 0 mesmo padrdo da posicao relativa do gel. Inicialmente, a membrana deve
ser bloqueada com leite magro em pé para prevenir ligages dos anticorpos a prépria membrana sendo, de
seguida, a membrana incubada com o anticorpo primério, o qual estabelece uma ligagéo especifica com a
proteina formando o complexo antigénio-anticorpo. Para a deteccdo do complexo antigénio-anticorpo, é
adicionado um anticorpo secundario, dirigido ao anticorpo priméario, que se encontra conjugado a uma
enzima. Ap6s uma lavagem da membrana, com o tampéo de lavagem, é adicionada uma solucdo tampéo de
revelacdo que contém um substrato luxogénico para a enzima. A enzima metaboliza o substrato luxogénico,
originando um produto final que emite luz. A exposi¢do da membrana a uma pelicula de filme de raios X vai
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impressiona-la. Apds a revelacdo da pelicula de raios X sdo visualizadas as bandas correspondentes a
proteinas que se pretende detectar. Este processo de detec¢do ndo radioactivo tem vindo a substituir o
processo radioactivo, no qual os anticorpos secundarios estdo marcados com um grupo radioactivo, uma vez
que tem se tornado prejudicial para a satde.

No final, a comparacdo entre a membrana e o gel permite a identificagdo da proteina em estudo e,
eventualmente, o seu isolamento e caracterizagdo. Quando o objectivo é quantificar o sinal obtido, realiza-se
a electroforese da proteina padrdo em quantidades diferentes para tracar a curva padrdo ou detecta-se em
simultaneo a proteina com expressdo constitutiva para semi-quantificacgao.
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Figura 3. Esquema representativo da metodologia aplicada no Western blot, o qual pode ser
aplicado a tecidos fixados e embebidos em parafina. O primeiro passo consiste na separacao
electroforética das proteinas pelo peso molecular. Segue-se a transferéncia das proteinas para
uma membrana de nitrocelulose (2B), incubacé@o com anticorpos primarios anti-BDNF (3C).
Posterior incubacdo com enzima acoplada a anticorpos secundarios (3D). A reacgdo
resultante da adi¢é@o do substrato enzimético detecta-se pelo sistema de quimioluminescéncia
(3E).

3. CONCLUSOES

Um diagnéstico clinico precoce e preciso das doengas neurodegenerativas torna-se imperativo para uma
atitude terapéutica dirigida, de forma que cada doenga tenha o tratamento mais especifico possivel. Deste
modo, na seleccdo de exames diagnosticos deve ser tido em conta a informacéo que se pretende obter, por
exemplo, qual a localizacdo da proteina (IHC), ou qual a sua concentracdo (Western blot), assim como
também se deve considerar o material bioldgico disponivel, pois, por exemplo, no método ELISA, utilizam-se
amostras de sangue ou liquido cefaloraquidiano, enquanto na IHC se utiliza tecido parafinado.

O método ELISA é usado na deteccdo e quantificagdo da expressdo da proteina BDNF em amostras de
sangue e liquido cefaloraquidiano, permitindo a utilizacéo desses dados num diagnéstico clinico, assim como
também pode ser usado para avaliar o efeito de um farmaco.

A IHC permite avaliar a expressao da proteina BDNF, dando uma resposta qualitativa. Este método é
usado pois permite avaliar a localizagdo da expressdo da proteina em questdo, destacando-se de outros
métodos por fornecer esses mesmos dados.
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O Western blot por sua vez é usado como um método complementar, pois fornece dados quantitativos da
intensidade da expressdo da proteina BDNF. Para além da desvantagem economica este método é
relativamente mais moroso que a IHC, sendo que apenas é realizado quando hd uma necessidade justificada
de dados quantitativos.

Em suma, os exames diagnosticos baseados nas técnicas de ELISA, IHC e Western blot, permitem uma
avaliacdo precisa da expressdo da proteina BDNF em tecido post mortem e em doentes, podendo
potencialmente contribuir para a melhoria do diagndstico e tratamento de algumas doencas
neurodegenerativas.
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