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CAPITULO 1

Técnicas e analises de
biologia molecular

A biologia molecular é a drea da biotecnologia que surgiu a partir da deducao
da estrutura tridimensional da molécula de dcido desoxirribonucléico (DNA)
e envolve diversos principios e técnicas que permitem analisar o material
genético dos organismos. O desenvolvimento da biologia molecular

permitiu diversas aplicagdes, como o diagnéstico de doencas genéticas

e patologias, 0 melhoramento genético animal e vegetal, e a genética
forense. Neste capitulo, estao descritas as principais técnicas de biologia
molecular utilizadas na obten¢ao, manipulacao e andlise de DNA, bem

como os principais tipos de analises realizadas no diagnéstico de doencgas,

na determinagdo de paternidade e no auxilio a elucidacéo de crimes.

OBJETIVOS DE APRENDIZAGEM

» Conhecer as técnicas de extracdo, quantificacao, amplificacao e
sequenciamento de DNA.

» Compreender as anélises moleculares no diagnédstico de doencas,
determinacéo de paternidade e auxilio na elucidacdo de crimes.
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>> Técnicas de biologia molecular

As técnicas de biologia molecular sdo aquelas que utilizam os acidos nucleicos — acido
desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) — provenientes de amostras biol6gicas
como matéria-prima para a realizacdo dos mais variados procedimentos. O material genético dos
organismos estd localizado no interior da célula, disperso no citoplasma, no caso dos procariotos,
ou no nucleo e em organelas especificas (mitocondrias e cloroplastos) nos eucariotos. Para a
realizacdo das analises moleculares com eficiéncia é necesséria a separagdo dos acidos nucleicos
do restante dos constituintes das células, utilizando técnicas de extracdo de DNA ou RNA.

Vocé encontra mais informagdes sobre material genético no Capitulo 6 do livro Biotecnologia . )

> Extracao de DNA e RNA

Existem vdrios protocolos de extracao de DNA e RNA descritos na literatura, e a escolha do mais
adequado deve levar em consideracao a molécula desejada (DNA e/ou RNA), o tipo de amostra,
o grau de pureza e o rendimento desejado, além da disponibilidade de recursos para a sua
realizacdo. O conhecimento a respeito das caracteristicas dos organismos envolvidos, como
suas especificidades e a localizacdo das moléculas de &cidos nucleicos, é importante para o
planejamento dos procedimentos a serem utilizados, visando as aplicagdes especificas posteriores.
A sequir, sao descritas e ilustradas (Fig. 1.1) as principais etapas das extracdes de acidos nucleicos.

Preparagdao das amostras

As amostras podem ser obtidas por meio de diferentes procedimentos, como puncao de vasos
sanguineos, bidpsias, esfregacos, cultivos microbiolégicos ou fragmentos de tecidos, de acordo
com o organismo envolvido. As amostras também podem ser obtidas a partir de folhas, insetos
ou larvas, por exemplo. O acondicionamento adequado das amostras ap6s a coleta é essencial
para a sua preservagao até o momento da extracao. O DNA apresenta estabilidade maior,
enquanto o RNA é rapidamente degradado apés a coleta. Isso pode ser evitado por meio do
congelamento das amostras em nitrogénio liquido ou do uso de reagentes conservantes.

Amostras liquidas, como sangue, urina ou liquor, geralmente sdo centrifugadas para a
separacao de células nucleadas, no precipitado, ou de particulas virais, no sobrenadante. Ja os
tecidos solidos, como folhas, musculos ou pedacos de outros 6rgdos, precisam passar por uma
etapa de quebra das estruturas rigidas, com o objetivo de aumentar a superficie de contato
para a acao dos reagentes nas etapas seguintes. A quebra pode ser realizada por picotagem,
utilizando tesouras, ou por maceracao, muitas vezes utilizando almofariz e pistilo associados
ao congelamento das amostras com nitrogénio liquido. As amostras de pequeno tamanho
podem ser maceradas utilizado um bastdo de vidro em um tubo de fundo cénico de 1,5 ou 2
mL contendo a solu¢do tampao de extracdo (também denominada solugao tampao de lise).
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0 acondicionamento adequado das amostras apds a coleta é essencial para a sua preservacao

até o momento da extracdo. Além disso, todo o material utilizado no procedimento deve ser
esterilizado, a fim de evitar a contaminacao do DNA ou RNA.

Lise celular

A lise celular envolve o rompimento das células e deve ser realizada em solu¢des tamponadas,
geralmente contendo um detergente e os reagentes tris-hidroximetil aminometano (Tris),
cloreto de sédio (NaCl) e acido etileno diamino tetra-acético (EDTA).

O detergente atua sobre os lipideos, promovendo o rompimento das membranas e a liberagcao
do conteudo celular. Diferentes tipos de detergentes sdo utilizados, como o dodecil sulfato de
sodio (SDS), tween-20, triton X-100, sarcosil e brometo de cetil-trimetilamonio (CTAB), sendo
que cada um apresenta especificidades e aplicagdes distintas. O CTAB, por exemplo, também é
utilizado para a separacdo dos polissacarideos dos acidos nucleicos, mediante centrifugacao.

0 reagente Tris mantém o pH da solugdo tampao de lise estavel (préximo a 8,0), evitando que o
DNA, ao ser liberado, sofra o ataque das enzimas desoxirribonucleases (DNases) endégenas que
o degradam, as quais atuam em pH étimo de 7,8. A adi¢do do agente quelante EDTA também
auxilia na inibicdo da acdo das DNases por se ligar aos cofatores Ca*? e Mg*? da enzima DNase.
0 NaCl contribui rompendo liga¢ées idnicas das cadeias peptidicas, auxiliando na desnaturacao
das proteinas e adicionalmente promove a aglomeracdo das moléculas de DNA.

Agentes quelantes sao substancias capazes de formar complexos com ions metélicos. O EDTA é

um quelante que possui aplicacdes em diversas areas, como nas industrias alimenticia, quimica e
cosmética, na agricultura e também na saude, atuando como anticoagulante.

Muitas vezes adiciona-se a enzima proteinase Kao tampao de lise para a digestdo de proteinas,
o que auxilia na lise das células e na separacao dos constituintes celulares (etapa a sequir).
Agentes antioxidantes, como B-mercaptoetanol, PVP (polivinilpirrolodona) e BSA (albumina
do soro bovino), também podem ser acrescidos a solu¢ao de extracdo. O B-mercaptoetanol
evita a oxidacdo dos acidos nucleicos pelo contato com compostos fendlicos presentes
especialmente em tecidos vegetais.

Separacao dos constituintes celulares

Apés a lise das membranas, os dcidos nucleicos sdo liberados na solu¢do aquosa juntamente
com outros constituintes celulares dos quais devem ser isolados. Para esse fim, sao utilizados
solventes organicos, como o fenol ou cloroférmio, que desnaturam proteinas. Nessa etapa,
apos a centrifugacdo, o DNA permanecerd soltvel na fase aquosa (sobrenadante), a qual
é transferida para um novo tubo, separando os acidos nucleicos de proteinas e demais
constituintes celulares presentes na interfase e fase organica (Fig. 1.1). A repeticao dessa
etapa pode elevar a pureza, entretanto pode resultar em perdas de DNA.
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Precipitacao do DNA

Em condicoes de baixa temperatura e elevada concentracao salina (devido ao NaCl presente
no tampao de lise), a adicao de etanol absoluto, isopropanol ou solugdes acetatos de
amaonio ou sédio resulta na precipitacao do DNA, o que forma em solu¢do um aglomerado
de filamentos esbranquicados que podem ser “pescados” com um bastdo de vidro ou
concentrados no fundo do tubo por centrifugacao.

Alguns kits de extragao de DNA comerciais utilizam membranas porosas com alta afinidade
para os acidos nucleicos visando a sua separacao por meio da filtragem da solucdo de interesse.
Em elevada concentracao salina, os dcidos nucleicos ficam retidos na membrana enquanto os
contaminantes sao descartados no filtrado. O DNA é entdo liberado da membrana por meio
da utilizacao de uma solucéo de baixa concentracdo salina.

Lavagem e ressuspensao do DNA

Geralmente a lavagem do DNA é realizada com etanol 70% para a remocdo dos sais,
detergentes e de outras impurezas. Apo6s a secagem por evaporacdo, o DNA é solubilizado
preferencialmente em solucao tampao TE (Tris-HCI e EDTA). O DNA também pode ser
ressuspendido em dgua ultrapura, Fig. 1.1.

) 2. Purificacao
(desnaturante protéico)

3. Precipitagdo DNA 4.Lavagem do DNA  5.Ressuspensao (TE)
(etanol absoluto) (etanol 70%)

Figura 1.1 > Principais etapas da técnica de extracdo de DNA.

Fonte: Os autores.
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o
No site do Grupo A (loja.grupoa.com.br) estao disponiveis exemplos de protocolos de extracdo Www
de DNA e a composicao das solugoes utilizadas nas extragoes.

Associe as solucdes de 1 a 5 a suas respectivas fungdes nas extracoes de DNA:

1. Etanol absoluto ou isopropanol () Ressuspensao de DNA (colocar

gelado ou solugdes acetatos DNA em solugao)
2. Etanol 70% () Desnaturacao/remocao de protei-
nas
3. Solugéo cloroférmio-alcool isoa-
milico (ou fenol-cloroférmio) () Lavagem de DNA

4. Tampdo de lise/extracdo (Tris, () Precipitacdo de DNA

EDTA, CTAB e NaCl)
() Rompimento das membranas celu-

5. Tampao TE (Tris e EDTA) lares e extracao de DNA das células

>»> Determinacao da concentrac¢ao e qualidade do DNA

Apos a realizacdo da extracdo do DNA, muitas vezes é importante conhecer qual foi o
rendimento do procedimento antes de utilizd-lo nas analises seguintes. A concentragao das
amostras de DNA geralmente é avaliada por dois métodos: espectrofotometria e eletroforese.

Espectrofotometria

A quantificacdo de DNA por espectrofotometria é realizada por medicdo da quantidade de
luz absorvida pelo DNA em solucao no comprimento de onda de 260 nm (Fig. 1.2). Quanto
maior for a absor¢do de luz nesse comprimento de onda, maior a concentragdo de DNA na
solugdo. Assim, sabendo que o valor de absorbancia (A) de 1,0 corresponde a uma concentragdo
de 50 g de DNA (fita dupla) por mililitro (mL), é possivel calcular a concentracao do DNA
obtido das amostras. Muitas vezes, em razao do volume das cubetas de espectrofotdmetros
ser maior que o obtido nas extragdes, é necessario diluir as amostras de DNA 100 ou 200
vezes para a realizacao da medicdo, o que deve ser levado em consideracao no célculo da
concentracao. Aparelhos especificos para a medicdo da concentracdo de DNA utilizam apenas
1 uL de amostra evitando a necessidade do fator de diluicao.
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Figura 1.2 > Leitura da absorbancia da amostra
no comprimento de luz de 260 nm.

Fonte: Os autores.

O calculo da concentracdo do DNA nas amostras é realizado utilizando a seguinte férmula:

Concentracao DNA (ng/ul) = A x F.D. x 50

260nm

Sendo:

A, o = absorbancia da amostra no comprimento de luz de 260 nm

F.D. =fator de dilui¢do
A espectrofotometria também é utilizada para a avaliacdo da qualidade das amostras de DNA,
obtida pela razdo entre os valores de absorbancias medidos nos comprimentos de onda de 260

nm e 280 nm. Valores entre 1,4 e 2,0 indicam pureza adequada das extra¢cées de DNA, enquanto
valores abaixo de 1,4 podem significar a presenca de proteinas ou outros contaminantes.

Pureza DNA=A /A

260nm 280nm

............................................................................................................

Calcule a quantidade de DNA extraido e o indice de pureza das amostras 1 e 2
analisadas por espectrofotometria. Qual amostra apresenta maior quantidade e
qualidade de DNA?

Amostra 1: DO 260 nm =0,038

DO 280 nm =0,034
Amostra 2: DO 260 nm = 0,065

DO 280 nm =0,035
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Eletroforese

A eletroforese consiste em um método de separacdo de macromoléculas, como DNA, RNA e
proteinas, por aplicacdo de corrente elétrica. As moléculas de DNA apresentam carga elétrica
negativa em razdo do grupo fosfato dos nucleotideos e, portanto, quando submetidas a um
campo elétrico, direcionam-se para o polo positivo. Quanto menor o tamanho da molécula de
DNA, ou seja, a quantidade de nucleotideos, mais rapido sera o seu deslocamento e, portanto,
maior serd a distancia percorrida. Moléculas de mesmo tamanho migram a mesma distancia
e se concentram em uma determinada regido chamada de banda, independentemente da
sequéncia de seus nucleotideos.

A eletroforese pode ser realizada em capilar ou em gel. Ambas separam as moléculas por
tamanho molecular, mas, na eletroforese capilar, a migracdo das amostras acontece em um
capilar (tubo fino). Nessa técnica, as amostras sao marcadas com radicais fluorescentes que,
ao passarem por um feixe de laser, sdo registradas sob a forma de picos em um gréfico. A
representacdo grafica dos picos é denominada eletroferograma (ver Fig.1.8).

A eletroforese em gel pode ser realizada de forma horizontal ou vertical. Na forma
horizontal, normalmente sao utilizados géis de agarose e um recipiente (cuba) Unico, que
apresenta os polos positivo e negativo e onde se adiciona solucdo tampao (Fig. 1.3). Jd a
eletroforese vertical é realizada com géis de poliacrilamida, e cada polo da cuba estd em
um recipiente com tampdo em niveis separados (0 negativo acima e o positivo abaixo),
conectados pelo gel. Em ambas, a corrente elétrica atravessa o gel e induz a migracao das
moléculas de DNA (negativas) em dire¢do ao polo positivo.

A eletroforese em gel horizontal ou vertical é empregada para diferentes propésitos, de
acordo com o tamanho das moléculas que permite separar. Moléculas de DNA entre 100 e
1.000 nucleotideos (pares de base = pb), por exemplo, sdo separadas adequadamente em
géis de agarose de 1 a 2%, enquanto moléculas maiores, com tamanhos entre 1 a 30 milhares
de bases (1.000 pb = 1 Kb), apresentam melhor distincdo em géis de agarose de 0,5 a 0,8%.
Os géis de poliacrilamida, por sua vez, permitem a diferenciacao de moléculas com variacoes
no tamanho de até 1 pb, apresentando sensibilidade maior em relagao aos géis de agarose.

Assim, os fragmentos de DNA provenientes das extracdes ou amplificacdes com diferenca
grande de comprimento sao geralmente visualizados em géis de agarose horizontal, e as
andlises de microssatélites e sequenciamento de DNA sdo realizados em géis verticais de
poliacrilamida.

Na eletroforese em gel as amostras de DNA sao aplicadas com o auxilio de micropipetas em
canaletas localizadas em uma das extremidades do gel. O gel fica imerso em uma solucédo
tampdo que permite a passagem da corrente elétrica, resultando na migragéo das moléculas ao
longo do gel (Fig. 1.3). As solucdes tampao mais utilizadas sao a TBE (Tris, 4cido Bérico e EDTA)
e a TAE (Tris, 4cido Acético e EDTA), mesmas solucdes em que é homogeneizada a agarose ou
as acrilamidas para o preparo do gel. Apés certo periodo de tempo de migragao das amostras, a
corrente elétrica é desligada, e o gel é retirado da cuba para avaliagdo do resultado.
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Na eletroforese, o tempo de migragdo das amostras e a voltagem ou amperagem aplicada sao
parametros importantes. Quanto maior o tempo de migracao, maior é a separagdo dos
fragmentos, cuidando-se para que as amostras ndo migrem para fora do gel. Quanto maior a
voltagem ou amperagem, menor é o tempo de migracdo das amostras no gel. Entretanto,
voltagens e amperagens muito altas podem determinar a evaporacao das amostras.

(a) DNA aplicado nos pocos
. Gel de agarose
Pipeta

yd ‘ Fonte de
eletroforese

Figura 1.3 >> Eletroforese em gel horizontal: (a) aplicacao das amostras
no gel, (b) migragao e separacao dos fragmentos de DNA por tamanho
molecular.

Fonte: Watson et al. (2009, p. 78).

O resultado da eletroforese é visualizado pela adicdo, ao gel ou as amostras, de corantes
fluorescentes com alta afinidade pelo DNA. Um exemplo desse tipo de corante é o brometo
de etideo, comum em géis de agarose, que se liga ao DNA intercalando-se entre as fitas
duplas, e que sob luz ultravioleta (UV), emite fluorescéncia alaranjada, formando bandas
visiveis nas regides do gel onde estd o DNA. Outros corantes com afinidade pelo DNA, como
GelRed, GelGreen e SybrGreen, também sao utilizados em géis de agarose para visualizar as
amostras de DNA, com a vantagem de nao apresentarem os niveis de toxicidade do brometo
de etideo. Em géis de poliacrilamida comumente é utilizada uma solucao de nitrato de prata,
o qual se liga ao DNA formando bandas escuras no gel.

Ainda, juntamente com as amostras de DNA, adiciona-se nas canaletas do gel uma solucao
tampao de migracgdo constituida de um acucar, como ficol ou glicerol, para dar densidade as
amostras, e um corante, como o azul de bromofenol, para visualizar a migracdo no gel.
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A andlise das bandas do gel, que correspondem a moléculas de DNA, é realizada aplicando-se
também no gel dois tipos de solugdes padrao, dependendo do objetivo da andlise, que pode ser:

e quantificar e avaliar a integridade do DNA proveniente das técnicas de extracdo; ou

e estimar o tamanho das moléculas das bandas nos géis por comparacao com solucdes com
fragmentos de DNA de tamanho conhecido, chamados de marcadores de peso molecular.

Nas extragdes podem-se obter grandes moléculas, que incluem cromossomos inteiros ou
cromossomos fragmentados. Amostras de boa qualidade formam bandas integras, enquanto
amostras degradadas ou com presenca de moléculas de RNA apresentam rastros ao longo
do gel. A quantificacdo é feita pela comparacao entre a intensidade da fluorescéncia das
amostras extraidas com uma solu¢ao de DNA de concentracao conhecida, como por
exemplo, solu¢des contendo DNA do fago lambda (Fig. 1.4).

Figura 1.4 > Quantificacdo de amostras de DNA (1 a 8) por
eletroforese em gel, utilizando-se DNA do fago lambda (A) em
concentragoes conhecidas. As bandas na altura das bandas do A
correspondem ao DNA, no rastro abaixo se encontra RNA e DNA
degradado.

Fonte: Os autores.

: - g . WWW°
No site do Grupo A (loja.grupoa.com.br) esta disponivel um protocolo de eletroforese
horizontal em gel de agarose.

Apos a obtencao de amostras de DNA e de sua avaliacao quantitativa e qualitativa, pode ser
realizada a etapa de analise de DNA. Para o entendimento dessas analises, serdo detalhados

métodos que envolvem o uso de enzimas de restricao e de amplificacdo e sequenciamento
de DNA.
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> Enzimas de restricao

Enzimas de restricao, ou endonucleases do tipo Il, sao enzimas que apresentam a capacidade
de clivar moléculas de DNA por meio da quebra da fita dupla. Cada enzima reconhece uma
sequéncia especifica de nucleotideos, chamada de sitio de corte ou sitio de restri¢do, e apenas
moléculas de DNA que apresentem essa sequéncia serdo cortadas.

As enzimas de restricao sao encontradas em bactérias e as protegem da infec¢ao por virus
por meio do corte das moléculas de DNA destes, impedindo a sua replicagao.

Com o desenvolvimento das técnicas da biologia molecular, os genes que codificam as
enzimas de restricao em diferentes microrganismos foram isolados e clonados em cepas de
E. coli de fécil cultivo, o que permitiu sua producdo comercial. Atualmente, ja foram isoladas
diversas enzimas de restricao.

A nomenclatura das enzimas de restricdo utiliza uma sigla representando as iniciais da
espécie da qual foram isoladas. A primeira letra, relativa a inicial do género, é maiuscula; as
outras duas, relativas as iniciais da espécie, séo minusculas. Ha ainda um nimero romano para
diferenciar as diferentes enzimas descobertas na mesma espécie. Exemplos de sitios de corte
de diferentes enzimas de restricao sao apresentados no Quadro 1.1.

A separacao (-) indica a posicao em que ocorre a quebra da ligacao fosfodiéster entre os
nucleotideos em cada uma das fitas do DNA. Observe que, em algumas, a posicao coincide e
produz extremidades retas, mas em outras a diferenca na posicao do corte cria extremidades
desparelhas. Enquanto algumas enzimas de restricdo cortam as duas fitas do DNA na mesma
posicao (retas), produzindo extremidades cegas, outras enzimas cortam as duas fitas do
DNA de maneira assimétrica (desparelhas), formando pequenas sequéncias de fita simples
nas extremidades dos fragmentos, chamadas de extremidades coesivas (Fig. 1.5).

Quadro 1.1 >» Exemplos de enzimas de restricao apresentando a sigla, o organismo do
qual cada enzima foi isolada e o sitio de corte

Enzima Microrganismo Sitio de clivagem
5" AGC-GCT 3’

Afel Alcaligenes faecalis
3'TCG-CGA 5’
5'AG-CT3

Alul Arthrobacter luteus
3'TC-GA 5’
5'C-TAG 3’

Bfal Bacteroides fragilis

3'GAT-C5’
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Enzima Microrganismo Sitio de clivagem

5'TTT-AAA 3
Dral Deinococcus radiophilus

3'AAATTT S

5'G-AATTC 3’
EcoRl Escherichia coli cepaRY13

3'CTTAA-G S’

5'GG-CC3’
Hae lll Haemophilus aegypticus

3'CC-GG 5’

5'A-AGCTT 3’
Hind Il Haemophilus influenzae

3'TTCGA-A 5’

5'CA-TATG 3’
Ndel Neisseriade nitrificans

3'GTAT-AC5’

5'T-CTAGA 3’
Xbal Xanthomonas badrii

3'AGATCT 5’

Fonte: Os autores.

(@) Producéo de extremidades cegas
—N N A G C T N N— Aul —N-N-A-G C T N N—
— . . . .
—N N T C G A N N— -N-N-T-C G A N N—
‘N'=A,G,CouT Extremidades cegas

(b) Producdo de extremidades coesivas
—NNGAATTCNNECORlNNG A-A-T-T-C-N-N-

—
CN-N-C-T-T-A-A-G-N-N- —NNCTTAA\GNN—

Extremldades coesivas

(c) As mesmas extremidades coesivas produzidas
por diferentes endonucleases de restricao.

-N-N-G G-A-T-C-C-N-N-
BamH| . . . . . .

-N-N-C-C-T-A-G G-N-N-

N N A G-A-T-C-T-N-N-
Bglll -

—N N T C-T-A-G A-N-N-

—N N N G-A-T-C- N N N—
Sau3A

—N N N C-T-A-G N N N—

Figura 1.5 > Tipos de cortes feitos por enzimas de restricao: (a) extremidades cegas promovidas pela
Alul e (b) extremidades coesivas geradas pela EcoRlI. (c) Obtencao de extremidades coesivas utilizando
as enzimas de restricao BamHI, Bg/ll e Sau3.

Fonte: Brown (2003, p. 75).
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Todas as moléculas de DNA cortadas com a mesma enzima de restricdo apresentam a mesma
extremidade coesiva, permitindo a unidao dos fragmentos pela complementaridade dos
nucleotideos das fitas simples. A descoberta das enzimas de restricdo foi essencial para o
surgimento da tecnologia do DNA recombinante, na qual moléculas de DNA de organismos
diferentes podem ser cortadas e posteriormente unidas por complementaridade das duas
fitas de DNA e acao da enzima DNA ligase, que refaz as ligacées fosfodiéster (Fig. 1.6).

(a) (b)

. EcoRl produz Mfel produz
Hindll produz extremidades extremidades
extremidades cegas coesivas coesivas

extremidades coesivas usando

Jungao de fragmentos com
DNA ligase

Figura 1.6 > Formacdo de moléculas de DNA recombinante a partir de fragmentos de DNA de espécies
diferentes clivados por enzima de restricao.
Fonte: Watson et al. (2009, p. 80).

As enzimas de restricao sao muito utilizadas na biologia molecular para a manipulagao de
moléculas de DNA com diferentes objetivos. Na unido de fragmentos de organismos de
espécies diferentes, o objetivo pode ser a clonagem de moléculas de DNA recombinante
(Fig. 1.6), a obtencao de organismos transgénicos ou terapia génica. Um gene alvo pode ser
isolado do genoma de um organismo por meio da clivagem do DNA com uma enzima de
restricdo e unido a um vetor, como um plasmideo, que foi clivado com a mesma enzima.

Plasmideos correspondem a moléculas de DNA fita dupla e circular que podem existir em
bactérias e leveduras. Os plasmideos podem apresentar de centenas a alguns milhares de

nucleotideos e replicam-se independentemente do cromossomo celular, podendo atingir um
elevado ndmero de cépias dentro da célula. Os plasmideos geralmente apresentam genes para
diferentes caracteristicas, como genes de resisténcia a antibiodticos, producao de toxinas e enzimas
metabodlicas e genes de conjugacao bacteriana.
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As enzimas de restricdo também séo usadas no diagndstico de doencas genéticas e infecciosas,
uma vez que a ocorréncia de mutacdes nas sequéncias de DNA pode resultar na eliminacao ou
no ganho de sitios de corte, permitindo a diferenciacao entre moléculas de DNA portadoras de
mutagdes, com base no tamanho dos fragmentos formados ap6s a clivagem.

As reagoes de clivagem do DNA ocorrem em pH e temperaturas especificos e na presenca do
cofator ion magnésio (Mg*?) em concentra¢des adequadas. A mistura, contendo a enzima,
cofator, DNA alvo e uma solugao tampéo, é incubada na temperatura de atividade méaxima da
enzima, que pode ser 37°C, por exemplo, normalmente por uma hora para a digestao do DNA.
A verificacao do resultado pode ser realizada mediante eletroforese em gel para a visualizacao
dos fragmentos formados.

Amplificacao de DNA pela reacao
em cadeia da DNA polimerase

Em 1983, um quimico com doutorado em bioquimica chamado Karry Mullis desenvolveu uma
técnica de multiplicagdo de moléculas de DNA em laboratério denominada reacao em cadeia
da polimerase (PCR), baseando-se no processo celular de duplicacdo de DNA. O método de
PCR é considerado uma das grandes invencdes da Ciéncia, sendo uma das técnicas mais
realizadas em laboratérios de biologia molecular.

Para saber mais sobre o processo celular de duplicacao do DNA, leia o Capitulo 6 do livro ‘
Biotecnologia l.

Antes do desenvolvimento da PCR, a multiplicagdo de sequéncias de DNA era realizada por )

meio da cultura de coldnias de bactérias e leveduras. Este processo, denominado clonagem,

se caracteriza pelo isolamento e insercao de fragmentos de DNA em vetores, que podem ser
plasmideos, cosmideos ou virus, os quais sao introduzidos em células procariéticas por
procedimento denominado transformacao genética. Nesse método, as bactérias e leveduras
(transgénicas), ao se reproduzirem, multiplicam os fragmentos de DNA nelas inseridos, clonando
assim essas sequéncias. As grandes dificuldades do processo de clonagem consistem na
manutencao e distribuicao entre os pesquisadores dos bancos de clones, que foram superadas
entdo com a invengao da PCR.

A PCR é um método de sintese enzimatica de fragmentos de DNA que inclui as etapas de
desnaturagao, anelamento e extensao (ou polimerizacdo), descritas e ilustradas na Fig. 1.7.

Desnaturagao: As moléculas de DNA sao inicialmente desnaturadas por alta temperatura
(acima de 90°C), ou seja, as duas fitas das moléculas sdo separadas pelo rompimento das
ligacoes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas de nucleotideos complementares.
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Anelamento: A seguir, a temperatura é diminuida (usualmente entre 45°C e 65°C) e dois
oligonucleotideos iniciadores (primers) pareiam-se com suas sequéncias complementares nas
fitas molde. Cada primer ird se ligar a uma das fitas do DNA alvo. Em razao da caracteristica
antiparalela da dupla fita de DNA, é citado que um primer se liga na extremidade 3’ da regiao
alvo (primer direto ou forward), enquanto o outro se liga na extremidade 5’ na fita oposta
(primer reverso ou reverse).

Polimerizacao: Posteriormente, pela disponibilidade de extremidade 3'OH dos primers, a
enzima DNA polimerase realiza a sintese das novas fitas utilizando as originais como molde.
A DNA polimerase promove a ligacdo fosfodiéster entre o ultimo nucleotideo da nova fita e
nucleotideo trifosfatado a ser adicionado.

Leia sobre a andlise das sequéncias de DNA e o desenvolvimento dos primers para a realizagdo ]
de PCR no Capitulo 5 deste livro.

As trés etapas da PCR sdo repetidas, geralmente, de 20 a 30 ciclos. A cada ciclo ocorre a
duplicacao das moléculas de DNA, determinando, dessa forma sua multiplicacdo in vitro.
Assim, na PCR, partindo-se de uma molécula inicial, por exemplo, no primeiro ciclo sao
formadas duas moléculas e, nos ciclos seguintes, quatro, oito, dezesseis, trinta e duas, sessenta
e quatro, e assim sucessivamente (Fig. 1.7).

A PCR é realizada em um equipamento denominado termociclador, que permite variacoes
de temperatura de forma rapida. No termociclador sao colocados microtubos contendo
0s reagentes necessarios para que ocorra a reacdo enzimatica. As rea¢des incluem agua
ultrapura, moléculas de DNA a serem duplicadas (DNA molde), desoxirribonucleotideos
trifosfatos (ANTPs), primers, enzima DNA polimerase, solucao de cloreto de magnésio (cofator
da enzima DNA polimerase) e solu¢ao tampao para a DNA polimerase (Fig. 1.7).

Nas reacdes de PCR, a enzima DNA polimerase normalmente utilizada é proveniente da

bactéria termofila Thermus aquaticus, espécie coletada pela primeira vez em géiseres e fontes
térmicas do Parque Nacional de Yellowstone, nos Estados Unidos. Essas bactérias estao adaptadas
avida em aguas que atingem altas temperaturas, aproximadamente 80°C. A enzima é
denominada Tag DNA polimerase (iniciais do género e espécie da bactéria), apresenta
temperatura 6tima de atividade a 72°C e permanece ativa (ndo desnatura) nas altas temperaturas
que a PCR atinge.

Os nucleotideos trifosfatos (ANTPs) correspondem a uma mistura dos
desoxirribonucleotideos trifosfatados dATP, dCTP, dGTP e dTTP, respectivamente compostos
pelas bases nitrogenadas adenina, citosina, guanina e timina.
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Figura 1.7 > Esquema do PCR: etapas, amplificacao por duplicacéo a cada ciclo e
visualizacao dos fragmentos amplificados por eletroforese em gel.
Fonte: Brown (2003, p. 189).

As etapas da PCR sdo promovidas por aumento e diminuicdo de temperatura, da seguinte forma:

Desnaturacao: 94°C a 99°C (préximo do ponto de ebulicao da agua)

Anelamento: geralmente entre 45°C a 65°C (determinada pela sequéncia de nucleotideos dos primers)

Extensao: 72°C (temperatura 6tima de funcionamento da Tag DNA polimerase)
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Nos dois alelos (a) e (b) representados abaixo, indique o local de anelamento dos
primers 5'-GCCTCT-3' e 3'-GGATCC-5"e os tamanhos dos fragmentos amplificados
por PCR, em pares de base (pb).

(a)
5'- AGGCCTCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTCCTAGGTTCGAT -3
3'- TCCGGAGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGAGGATCCAAGCTA -5’
(b)

5’- AGGCCTCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCT
AGCTAGCTAGCTAGCTAGCTCCTAGGTTCGAT -3

3'- TCCGGAGATCGATCGATCGATCGATCGATCGA
TCGATCGATCGATCGATCGAGGATCCAAGCTA -5

Apos seu estabelecimento algumas variacoes de PCR foram desenvolvidas, como:

PCR multiplex: Na PCR multiplex, mais de um par de primers sdo utilizados, promovendo a
amplificacdo de fragmentos de diferentes tamanhos em um mesmo tubo, ou seja, permitindo
a amplificacdo de diferentes regides em uma sé reacao.

RT-PCR: Neste tipo de PCR, utiliza-se inicialmente a enzima transcriptase reversa (RT, enzima
de virus de genomas de RNA) e como molde moléculas de RNA. A acdo da enzima determina
a sintese de molécula de DNA complementar (cDNA) ao RNA, que é entao amplificado por
PCR. Esse tipo de PCR permite a analise da expressao de genes por partir de moléculas de RNA
mensageiro (RNAm).

Nested PCR: A fim de aumentar a sensibilidade da PCR, desenvolveu-se a estratégia de
utilizar dois pares de primers complementares a sequéncia alvo. Inicialmente é realizada a
amplificacdo com o par mais externo e, posteriormente, o produto desta PCR é amplificado
com um par interno ao primeiro (aninhado), que utilizara os fragmentos multiplicados na
primeira reacdo como molde.

PCR em tempo real: Na PCR em tempo real, além dos dois primers que determinam a
amplificacdo de determinada regido do DNA alvo, é adicionada uma sonda complementar
a regido do DNA localizada entre os dois primers, contendo, em uma extremidade, uma
molécula fluorescente (fluoréforo) e, na outra extremidade, uma molécula inibidora. Na
sonda integra, a molécula inibidora impede a emissdo de fluorescéncia. Durante a reacao de
sintese, a sonda hibridiza-se ao DNA alvo e é degradada pela atividade 5-3’ exonuclease da
enzima Taq polimerase, resultando na emissdo da fluorescéncia. A emissao de fluorescéncia é
medida a cada ciclo, permitindo acompanhar o seu aumento ao longo da rea¢do, geralmente
por um computador acoplado ao termociclador (por isso, a denominacdo “em tempo real”).
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A quantidade de fluorescéncia emitida pela reacdo ira aumentar exponencialmente conforme
as moléculas sdo sintetizadas, sendo proporcional a quantidade inicial de DNA alvo. A técnica
de PCR em tempo real permite a quantificacdo precisa de moléculas de DNA e tem sido
utilizada para a quantificacdo de patégenos virais e bacterianos em amostras bioldgicas,
na genotipagem de variantes genéticas, na avaliacdo dos niveis de expressdo génica e na
deteccdo de produtos transgénicos em alimentos.

Sequenciamento de acidos nucleicos

A informacao contida nas sequéncias de nucleotideos das moléculas de DNA e RNA é tao
rica que possibilita diversas aplicagdes, como identificar o organismo ao qual pertence
uma amostra, diagnosticar uma doenca genética e diferenciar cepas de microrganismos
patogénicos.

A determinacao da sequéncia nucleotidica é possivel gracas a técnica desenvolvida por
Sanger e colaboradores na década de 1970 e se tornou acessivel por meio dos avancos
recentes na fabricacdo de equipamentos autométicos. A variacdo no tamanho dos
fragmentos é provocada pela adicdo a reacdo de sintese de nucleotideos modificados, os
didesoxirribonucleosideos trifosfatados (ddNTPs), em baixa concentracdo, juntamente com
os nucleotideos normais (dNTPs). Os ddNTPs, por nao conterem o radical hidroxila no carbono
3’ da ribose, ao serem incorporados na fita que esta sendo produzida interrompem a sua
sintese. A adicdo aleatdria dos ddNTPs ird produzir fragmentos terminando em cada uma das
posicoes dos nucleotideos da sequéncia de DNA em analise.

0 método de Sanger consiste na producao de fragmentos de DNA com tamanhos que

diferem em um (1) nucleotideo, utilizando como molde uma fita simples de DNA. A utilizacéo
de um primer complementar ao DNA alvo determina qual sequéncia sera produzida.

Atualmente, equipamentos automatizados de sequenciamento utilizam capilares
extremamente finos nos quais, por meio da migracdo por eletroforese capilar, os fragmentos
sao alinhados com base no seu tamanho, do menor ao maior, e sdo detectados por um feixe de
laser. A marcacgdo de cada um dos quatro ddNTPs (A, T, Cou G) com uma molécula fluorescente
diferente permite identificar qual foi o nucleotideo adicionado em cada posicéo terminal dos
fragmentos, construindo-se assim a sequéncia da molécula de DNA alvo (Fig. 1.8). Essa técnica
permite o sequenciamento de moléculas entre 100 e 1000 pb aproximadamente.

A combinagdo do sequenciamento utilizando equipamentos automatizados com diferentes
abordagens de clonagem e mapeamento genético tem permitido a obtenc¢do da informacéo
do genoma inteiro de diferentes organismos, resultando em grandes avancos nos estudos
genéticos.
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Figura 1.8 > Sequenciamento automatico de DNA pelo método de Sanger.
Fonte: Cox, Doudna e O’'Donnell (2012, p. 232).
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No site do Grupo A, loja.grupoa.com.br, vocé encontra mais informacdes sobre
sequenciamento de DNA.

O Projeto Genoma Humano (PGH) consistiu em um consdrcio internacional organizado no

final da década de 1980 com o objetivo de realizar o sequenciamento completo do genoma
humano. Considerado uma conquista cientifica de extrema relevancia, o PGH envolvia grande
expectativa quanto as suas consequéncias praticas. Ap6s uma acirrada disputa entre dois grupos
de pesquisa (um publico e um privado), os primeiros resultados foram publicados em 2001,
consistindo em um rascunho dos trés bilhdes de nucleotideos do genoma humano. Além da
grande quantidade de conhecimento gerada sobre a constituicao genética da espécie humana, o
PGH resultou em avancos na tecnologia de sequenciamento de DNA que beneficiaram o estudo
de outros organismos e a pesquisa genética como um todo.

wwWe

No site do Grupo A, loja.grupoa.com.br estdo disponiveis dois artigos sobre o projeto Genoma
Humano.

I —

>»> Aplicacbes da analise do DNA

Agora que as principais técnicas de biologia molecular foram descritas, estudaremos algumas
aplicacoes das analises de DNA.

>»> Diagnostico de doencas genéticas

As doencas genéticas sdo provocadas por alteragdes no DNA, afetando diferentes componentes
dos organismos, como enzimas, receptores, fatores de crescimento, proteinas estruturais,
organelas e hormonios. Essas alteracdes ocorrem tanto nas regides dos genes responsaveis
pela determinacao da sequéncia de aminoacidos das proteinas (exons) quanto nas regides
intervenientes (introns) e mesmo nas regides reguladoras, que determinam a expressao do gene.
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Aidentificacdo das mutacoes responsaveis pelas doencas torna possivel o maior entendimento
de sua patogénese, evolucdo dos tratamentos e disponibilizacdo de testes para o diagndstico
da enfermidade, mesmo antes do desenvolvimento dos sintomas. A sequéncia do gene
candidato de individuos portadores da doenca pode ser determinada por comparacao com
a sequéncia de individuos sem a doenca, sendo a presenca significativamente maior da
mutacdo nos individuos doentes um indicativo da sua associacao com a moléstia.

Uma vez determinada a(s) mutagao(6es) responsavel(is) pela doenca, testes para a
identificacao da sua presenca em outros individuos ou em outras popula¢des podem ser
desenvolvidos. Conhecendo a sequéncia do gene causador da doenca, é possivel desenvolver
primers para a amplificacdo total ou parcial do gene por PCR e também a clivagem por
enzimas de restricdo ou mesmo o sequenciamento do gene.

Uma das etapas para a descoberta dessas muta¢des é o mapeamento genético, no qual se
avalia a frequéncia de recombinacdes entre dois genes (ou entre um gene e um marcador
molecular neutro), os quais se espera que estejam no mesmo cromossomo. Em razéo da
ocorréncia de crossing over durante o pareamento dos cromossomos, genes que estdo em um
mesmo cromossomo sofrerdo recombinacdo. Quanto maior a distancia entre os dois, maior
serd a frequéncia de recombinacéo por crossing over; ja uma distancia muito pequena resulta
em uma pequena probabilidade de recombinacdo, e as caracteristicas serao herdadas juntas,
ou seja, serao ligadas.

Para saber mais sobre heranca genética, leia o Capitulo 9 deste livro.

A analise de ligacao entre a caracteristica de interesse, por exemplo, uma doenca, e genes
ou marcadores distribuidos ao longo dos cromossomos permite determinar a regiao do
genoma na qual ocorre a menor frequéncia de recombinacées, indicando a localizacdo do
gene responsavel. A precisdo dessa localizacdo ira depender da densidade dos marcadores
utilizados no mapeamento. Por meio dos esforcos de muitos grupos de pesquisa estdo
disponiveis mapas completos do genoma humano e de muitas outras espécies.

Apd6s o mapeamento, utilizam-se técnicas de DNA recombinante para a clonagem e
sequenciamento da regido do gene. De maneira geral, o DNA é clivado com enzimas de
restricdo, inserido em vetores de clonagem, plasmideo ou um cromossomo artificial, e
multiplicado dentro de células de microrganismos como Escherichia coli ou Saccharomyches
cerevisiae. Esse processo permitira a producdo de cdpias do gene para a caracterizacdo de sua
sequéncia, além da avaliacdo da transcricdo do RNA mensageiro ou da traducao da proteina
do gene para a confirmacao de sua funcao.

Uma estratégia alternativa ao mapeamento é o estudo de genes candidatos, definidos como
genes conhecidos previamente por afetarem a rota metabélica envolvida na doenca genética
ou mesmo por provocarem uma doenca semelhante em outras espécies. Em alguns casos, o
gene candidato ja foi estudado e sequenciado em outras espécies, fornecendo informacées
importantes para a analise.
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Apds a associacdo de mutacao génica com o desenvolvimento de uma doenca, andlises
bioquimicas, fisioldgicas ou de bioinformatica posteriores podem avaliar a consequéncia dessa
alteracao para a estrutura e a fungédo da proteina, colaborando para a confirmacéo de seu papel
na determinagdo da moléstia.

No diagnéstico das doencas, os alelos portadores das mutagdes podem ser detectados por
meio da técnica de PCR, no caso de alteracées por insercao ou delecdo de nucleotideos, por
ser o alelo causador da doenca maior ou menor do que o alelo “normal’”.

No caso de doencas determinadas por mutagdes por substituicdo de nucleotideos, a amplificagao
por PCR dos alelos “mutante” e “normal” desse gene produz fragmentos de mesmo tamanho.
Assim, ap6s a PCR, uma alternativa é efetuar a digestao desses fragmentos com enzima de
restricdo que apresente sitio de clivagem na posicao que os fragmentos diferem, gerando um
polimorfismo de comprimentos de tamanho de restricao (RFLP, Restriction Fragments Length
Polymorphism), sendo este método denominado PCR/RFLP. O diagnéstico molecular de doencas
genéticas pode também ser realizado por sequenciamento ou pela hibridizacao de sondas
especificas complementares a sequéncia dos diferentes alelos (Southern blot).

Para saber mais sobre mutagdes génicas, leia o Capitulo 6 do livro Biotecnologia l. )

1. Afigura abaixo representa uma eletroforese em gel de agarose. Analise o gel e de-
termine o genotipo e o fenétipo dos 11 individuos amostrados. Esta analise corres-
ponde ao diagndstico de uma doenga genética autossomica dominante, causada
pelo alelo de segundo menor tamanho amplificado por PCR.

Alel
clos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
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Fonte: Os autores.
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2. Afigura a seguir representa um gel de eletroforese em poliacrilamida que indica o
diagnéstico de uma determinada doenga monogénica autossdmica recessiva. Como
a amplificacao por PCR dos dois alelos deste gene produz fragmentos de mesmo ta-
manho, efetua-se a digestdo desses fragmentos ap6s a PCR com uma enzima de res-
tricdo, que gera um polimorfismo de comprimentos de tamanho de restricao (RFLP).
Nesse PCR/RFLP, o alelo mutante (causador da doenca) apresenta sitio de restricdo,
sendo cortado em dois pedacos de tamanhos distintos, enquanto o alelo “normal”
nao é clivado. A partir dessas informacoes, indique qual o genétipo e o fenétipo dos
individuos A, Be C.

Fonte: Os autores.

Pelo estudo dos genes que afetam a satde dos individuos, é possivel buscar o diagnoéstico
precoce de doencas, tratamentos adequados e a melhoria da qualidade de vida da populacao.

WWwWe

Um exemplo interessante do impacto das variagoes genéticas esta descrito no artigo “O gene
da intolerancia a lactose”, disponivel no site do Grupo A, loja.grupoa.com.br.

Atualmente, os métodos de sequenciamento em larga escala tém permitido a rapida determinacao
de milhdes de polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs, Single Nucleotide Polymorphism)
distribuidos ao longo do genoma. Com essa informacdo, cria-se um perfil genético individual
capaz de identificar a presenca de alelos associados as doencas genéticas complexas. Alguns
laboratérios oferecem o servico de avaliacdo do risco pessoal de desenvolvimento de diversas
doencas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares, distirbios mentais e alguns tipos de cancer.
Destaca-se que as doengas genéticas complexas nao apresentam heranca mendeliana simples,
sendo influenciadas por alteragcées em diversos genes e pelo ambiente. Nesses casos, utilizam-
se estudos de associacao genética nos quais é feita a comparac¢ao da frequéncia de variacdes
na sequéncia de DNA entre grupos de individuos afetados (casos) e grupos de pessoas sem a
doenca (controle), buscando-se variages significativas entre estes grupos.



CAPITULO 1 >> TECNICAS E ANALISES DE BIOLOGIA MOLECULAR

0 desenvolvimento de testes de diagnéstico genético-molecular tem tido impacto direto na
medicina, possibilitando a identificacdo dos gendtipos dos individuos para diversas mutagdes.
Enquanto a deteccdo de algumas alteracdes permite o diagndstico correto de doencas
genéticas, outras sdo caracterizadas apenas como fatores de risco para doencas complexas.
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No site do Grupo A, loja.grupoa.com.br esté disponivel um artigo sobre as consequéncias dos
testes de diagndstico e uma lista dos principais testes disponibilizados em laboratérios.

> Doencas infecciosas

0 diagnostico molecular de doencas infecciosas envolve a detec¢ao dos patégenos ou agentes
infecciosos, a quantificacdo da sua presenca e a tipificacdo ou genotipagem de variantes
presentes. Os microrganismos a serem identificados podem ser bactérias, protozoarios,
fungos ou virus, e os hospedeiros beneficiados com as técnicas abrangem desde plantas a
animais, incluindo espécies silvestres, domésticas e humanos.

Por amplificar as moléculas de DNA, a PCR propicia alta sensibilidade aos testes moleculares, o

permitindo a deteccdo de organismos presentes em baixas quantidades, normalmente sem a
necessidade de multiplicagdo prévia em meios de cultura.

Um requisito importante para a realizacao dos testes moleculares é o conhecimento total ou
parcial da sequéncia de nucleotideos do patégeno, a fim de desenhar primers que funcionam
como sondas complementares especificos ao DNA do patdgeno. Assim, coleta-se material do
individuo e realizam-se os procedimentos de extracdao de DNA do individuo, e juntamente
do patdgeno, no caso de individuos infectados. Neste caso, apenas o DNA do patdgeno sera
amplificado na PCR, em razéo da especificidade dos primers a sequéncia de DNA do agente
causador da doenga, determinando um resultado positivo.

Eimportante também determinar a variabilidade da sequéncia dentro da espécie e a similaridade
com outras espécies, a fim de atingir a especificidade desejada. Por exemplo, pode-se desejar
a deteccdo das diferentes espécies de bactéria pertencentes a um género envolvido com
contaminagdes de alimentos. A utilizacdo de uma regiao do DNA conservada entre essas espécies
resultara na amplificacao de todas as presentes nas amostras. Se o objetivo for a deteccdo de uma
determinada espécie ou cepa com uma caracteristica de interesse (p.ex., patogenicidade), deve-
se utilizar uma regido com polimorfismos em relacao as demais para a amplificacdo exclusiva
do alvo. A Figura 1.9 ilustra as diferentes estratégias empregadas no desenho de sondas para a
deteccao de patdgenos utilizando regides do DNA conservadas ou polimorficas.





