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Introducao

Até a metade do século 20, a manipulacio de genes indivi-
’ duais ou de pequenos trechos regulatérios do DNA parecia
1§ matarefa intransponivel para os geneticistas. Tal fato se deve
principalmente 4 natureza da molécula de DNA e da informa-
fdonela contida. Apesar de os diferentes genes atuarem como
entidades funcionalmente individuais, estes nao sio isolados
&M unidades fisicamente discretas nas células. Isso porque
¢l se encontram como componentes de uma grande moleé-
Cl_llade DNA, que contém inumeros outros genes € regioes
| locodificantes. No entanto, uma verdadeira revolugao nos
Pemitiu compreender melhor a estrutura e a ‘funqio dos aci-
. Snucleicos, a partir das décadas de 1970 e 1980, ao ponto
i Geatualmente, ser comum isolar e estudar um trecho de DNA
1 particular. Esses avancos deram origem 2 disciplina a qual
boje 005 referimos como biologia molecular, que nada mais ¢
$eaincorporacio de metodologias de bioquimica e biofisica
- #8studo da genética,
| C‘H_losameme, as ferramentas que proporcionaram tal re-
30 ndo foram inventadas pelo ser humano, e sim origl-
Bigs g Propria natureza. Sio enzimas provenientes majori-
cmente de microrganismos, envolvidas nos procgssos fi-
CQs bisicos ligados a0 metabolismo de DNA, tais cOmO
Polimerases, DNA ligases e nucleases. Essas enzimas
$er purificadas em grandes quantidades e usadas para
2t DNA em um tubo de ensaio.
8te capitulo, ser4 abordado o conjunto bésico de meto-
3 Mais usadas em estudos de biologia molecular que
Iionaram (e continuam proporcionando) uma ver-
dTevolucio na biologia moderna. Contudo, € P‘;’eClSO
8T que é impossivel descrever em detalhe todas Iqs
gias atualmente existentes e toda a gama de etx,p 1;
0ssiveis para elas, Pretende-se aqui langar um@ ;‘5
42 0 entendimento das ferramentas basicas de bio ct>-
e algumas de suas aplicagoes mals comumente

i
b

Manipulando o Gene |
Tecnicas de Biologia
Molecular

Rodrigo da Silva Galhardo e Cristina Elisa Alvarez Martinez

Neste capitulo serao descritos os fundamentos das principais técnicas de biologia molecular. Essas metodologias sao rotineiras em labo-
ratorios de pesquisa, bem como em investigagoes clinicas e forenses. Frequentemente, os métodos de manipulacao de DNA e RNA in vitro
envolvem o uso de enzimas purificadas, oriundas de diversos organismos. Primeiramente, serao apresentadas as metodologias basicas
demanipulacao do DNA, que tornam possivel a separacao e a clonagem de fragmentos de DNA ou cDNA. Posteriormente, serao expli-
radas as metodologias que permitem a amplificagao e o sequenciamento de DNA em pequena e em larga escala, assim como o estudo
daexpressao génica. Algumas aplicagdes praticas, como a identificagdo humana por meio da analise de DNA, também serao abordadas.

empregadas. Portanto, parte-se das técnicas mais fundamen-
tais para separagdo, clonagem, detecgdo e amplificagio de
acidos nucleicos. Em outros capitulos, serao apresentados al-
guns exemplos de experimentos nos quais essas técnicas fun-
damentais sdo empregadas para desvendar a fungio de genes
em sistemas biologicos.

Enzimas de restricao | Ferramentas basicas
da engenharia genética

O primeiro grande passo em direcao a biologia molecular mo-
derna foi, sem duvidas, a descoberta das enzimas de restrigao.
A importéncia dessas enzimas como ferramentas de biologia
molecular é tdao grande que seus principais descobridores -
Daniel Nathans, Werner Arber e Hamilton Smith - foram
agraciados com o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em
1978.

Tais enzimas sdo endonucleases, ou seja, capazes de pro-
mover a clivagem de uma ligacéo fosfodiéster do DNA; elas
estdo presentes em bactérias e fazem parte do sistema chama-
do “restri¢ao-modificagdo” A funcao bioldgica desse sistema
é proteger as bactérias contra o ataque de bacteriéfagos, pois
as endonucleases de restri¢ao clivam o DNA viral quando este
entra na célula, impedindo que o bacteri6fago inicie um ciclo
infeccioso. A légica desse sistema consiste em dois fatores. Em
primeiro lugar, essas enzimas sao altamente especificas: cli-
vam o DNA apenas quando ele apresenta uma determinada
sequéncia de nucleotideos em particular, comumente chama-
da de sitio de restri¢do. Em segundo lugar, o reconhecimento
dessa sequéncia é afetado pela metilacio do DNA. Assim, a
mesma bactéria que produz uma determinada enzima de res-
tricao que reconhece a sequéncia “xX” no DNA vi.ral também
protege 0 seu proprio DNA, por produzir uma enzima chama-
da metilase, impossibilitando o reconhecimento desse mesmo
sitio “X” no seu genoma pela endonuclease. Desse modo, essas
enzimas funcionam como um mecanismo de defesa para as
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i eda
bactérias que as contém. A nomenclatura dess;s elxﬁ;marso ivém.
de acordo com 0 microrganismo do qual ca a]u ichli)a P
Por exemplo, a enzima EcoRI foi isolgda de I'ch tc{a B
a enzima Pstl é produzida pela bactéria Providenc S

Como mencionado anteriormente, tais enzimas ri o
cem sequéncias especificas no DNA. Existem res (tilp(:estriqio
zimas de restrigao (tipos I, Il e 111). ":&swenzuml's:i ed i
do tipo II cortam 0 DNA em uma posi¢ao definida, ‘]?; e
proprio sitio de reconhecimento; ate 0 mome'mo, milh =
enzimas dessa classe ja foram identlﬁcadaf. J4 as enzimas
tipos I e III reconhecem 0 seu sitio espe'c1'ﬁco, mas cortam :
regio em seu entorno de maneira aleaton.a (ou até mesmo
uma grande distancia do sitio de reconhecimento) e, por ]c;f.sa
razao, apresentam menor utilidade como ferramenta de bio-

logia molecular.

Existe uma grande variedade de sitios
de restrigao e tipos de corte

Os sitios de enzimas de restrigdo apresentam caracteristicas
especificas. A maioria das enzimas reconhece sequéncias de 6
nucleotideos, mas muitas outras reconhecem sequéncias de 4
ou 8 nucleotideos. Algumas enzimas de restricao e seus sitios
de reconhecimento esto ilustrados na Figura 11.1.

Embora haja algumas variagdes, a maioria das enzimas
de restricdo funciona de maneira semelhante. Primeiramen-
te, 0s sitios de restri¢ao costumam ser sequéncias palindro-
micas diretas (p. ex., o sitio da enzima EcoRI, mostrado na

Figura 11.1). A sequéncia 5 "(_SAATT(?':)’, € uma Palindrop,
ois a sequéncia complementar que lida no mesm,q Sel’ltide,
(5-3) éidéntica. Outra caracteristica das enzimas de re“ﬂﬁo
éa especiﬁcidade dq corte. A ligag.ao fosfodiéster queé cli\'ado
em uma fita é tambem a regiao clivada na outra fita g, pah’na
drome. Consideremos as enzimas n}ostradas na Figura | ].
A enzima EcoRI corta 0 seu sitio 5-GAATTC-3’ sempre da
mesma maneira: entre 0 primeiro € o segundo nucleotide no
sentido 5'-3’ em ambas as fitas. O DNA resultante desse corte
contém extremidades ditas coesivas. Tal denominagao oo
justamente pelo fato de que essas pontas podem se reassociy

pela formagao de pontes de hidrogénic cntre as bases nitroge.
nadas das extremidades protuberantes. No caso de DNA cor-
tado com EcoRI, ambas as pontas tém: uima extremidade pro.
tuberante 5’ de 4 nucleotideos. Outras - n7imas geram pontas
coesivas diferentes, com protuberanciz 3 de 2 nucleotideos,
ou protuberéncias 5’ de 2 ou 4 nuclecticdeos. A enzima P],
mostrada na Figura 11.1, deixa extremidades coesivas com

protuberancia 3’ Existem outras enzinias que cortam exata-
mente no centro do palindromo, tal como Smal (Figura 1L1).
Neste caso, as pontas de DNA geradas nao apresentam protu-
berincias, e sdo chamadas de pontas cegas.

A frequéncia de sitios de restrigao é variavel

Imagine uma sequéncia de DNA aleatéria composta de
proporgées iguais de A, C, Ge T. A probabilidade de um
sitio qualquer de 6 nucleotideos ocorrer nessa sequeéncia ¢

|
) v
EcoRI BYTTTTITTIITGAAT T C yrrrrrrrrr 3

LI CTTAAG

v

ST G

3:1!1(22 !!!CTTAAS'

3" : S
SAATTC 3
G- 5

O corte co i ;
m a enzima EcoRl forma pontas Coesivas com extremidades protuberantes 5'

Capitulo 11 <

yx % X 1 x Y X IA' X Y4; ou seja, %.096. Isso ('1u.er dizer que
lﬁ | sitioacada 4 mtl pares de base (pb), em média. Seguindo
o mesmo raciocn}:o, en'21~mas que reconhe‘ce.m sequéncias de
spenas 4 nucleotideos irdo cortar, em ‘medla, 1 sitio a cada
256 pb € enzimas que recoilhccem sitios de 8 nucleotideos
irio cortar uma vez cada 65.000 pb. Np entanto, a sequéncia
4o DNA nos Cromossomos d’os seres vivos obviamente nio é
Jleatoria, € nem sempre m'c‘nic(uluiﬁ 4;ch DNA' apresentam igual
propﬂffiﬂo dos 4 nucleotideos. Assim, até mesmo entre as
cqzimas com sitios de reconhecimento de mesmo tamanho
oxiste uma grande variedacle na frequéncia desses sitios em
diferentes genomas. Logo. ‘bilidade no uso dessas fer-
amentas e, dependendo oo aplicusdo, pode-se desejar usar
uma enzima que corte * ou menor frequéncia o

DNA em estudo.

Enzimas de restricdo ¢ o primeiros

mapas genéticos moleculares

As enzimas de restri¢dao sio ferramentas bdsicas no processo
mais fundamental da biologia molecular: a clonagem (discu-
tida mais adiante neste capitulo). Contudo, cabe ressaltar que
¢55as enzimas proporcionaram também outro avango na gené-
tica: elas tornaram possivel a construgao dos primeiros mapas
fisicos de moléculas de DNA. Até a década de 1970, os mapas de
romossomos de organismos bem estudados eram mapas ge-
néticos. No Capitulo 19, é mostrado em detalhes o modo como
mapas genéticos humanos sao obtidos. Basicamente, os mapas
g_enéticos tém como base a posi¢do relativa de genes que estao
ligados (i. e, no mesmo cromossomo), e dependem de dois
fatores para sua construcio: genes que produzem um fenoti-
PO'd_eleclével quando alterados e anilise de cruzamentos (ou
;ﬂ.alise de historia familiar, em caso de humanos). J& os mapas
sliilgl(:s b'aseiam-se em caracteristicas da molécula de DNA em

»2U5€)3, na sua composigdo de nucleotideos.

Adidos hucleicos de tamanhos diferentes
Podem ser separados por eletroforese

Aansl?n:lz.ccfnti_nuar a discussio sobre as ferramenfasdutilfiza-
amentallo ogia molecular, vale apresentar um metodo unl-
$5a téc L to.(!as as demais técnicas: a eletroforese em}!tg‘e::1 :
i"ersasmci.l ¢ utilizada para a anilise de amostras de DNA de
T fry Origens, tais como plasmideos e virus, € pard sepa-
- resfiin?“ms de DNA obtidos apos digestao com er_1z11m=§:
0ecul: ol Sl varios outros procedl_mentos c}e blz Oi .
tro| Oreser que serdo discutidos nas proximas seg:oes.d em
U caron 1o 14°S€ Na separagdo de moléculas de acor ?‘Coda
: bmga- total. Assim, uma amostra qualquer a ser anaisd

{0ta] pozti't‘_ia 4 um campo elétrico, e as m‘oléculas clom ca;tgisf
Y9) oy cét“;la Ou negativa migram para 0 anodo (polo nfgogr s
Pira an;l)- o (polo positivo), respectivamente. A eletro e
Utlizan ise de amostras de DNA é realizada em fase SOlC2
ODNy ;o€ UMa matriz porosa chamada de gel. Uma vez que
k0 g . Carga total negativa (pela presensd do grupo fos-
elelrofofadela fosfodiéster externa), sua migragao flureipteae:
oucirCulee em gel depende apenas de conformasao (h l:eA !
(Wstrag :f relaxada ou superenovelada) e de seu tamanho- e
for"‘adu ¢ DNA a serem analisadas sio colocadas € po¢ :
Umg 1.0 8¢, ¢ a corrente elétrica é aplicada na present;? de
raygs gao tampdo, o que torna possivel que © DNA ::llgz )
Quando OS POros do gel na diregdo do catodo (Figura ra&it;

DNA est4 na conformagdo linear, sua Mg
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passa a depender apenas de seu tamanho, possibilitando sepa-
rar ¢ identificar o tamanho de diferentes fragmentos de DNA
€m uma amostra. Para isso, também é colocada no gel uma
amostra de DNA com fragmentos de tamanho conhecido,
ch-amac_la de marcador de peso molecular (Figura 11.2). Apés
migracao em gel, o DNA pode ser visualizado pelo uso de um
corante fluorescente capaz de ligar-se a0 DNA, como o brome-
to de etideo, uma molécula que se intercala entre as bases ni-
trogenadas da fita de DNA, gerando fluorescéncia facilmente
visualizada sob luz ultravioleta (Figura 11.2).

A separacao de dcidos nucleicos por eletroforese pode
ser feita em géis de agarose ou de poliacrilamida

De modo geral, a eletroforese torna possivel separar fragmen-
tos de DNA na faixa de 10 pb até 50 Kpb. No entanto, a matriz
a ser utilizada varia de acordo com o grau de separagio e a
faixa de tamanho que se deseja analisar, podendo ser agarose
ou poliacrilamida.

A agarose é um polissacarideo que forma poros de 100 a
300 nm de didmetro e é bastante utilizada para analisar amos-
tras de DNA até 10 Kpb, sendo a mais comumente usada no
dia a dia de um laboratdrio de biologia molecular. Além dis-
50, é possivel variar a concentragao de agarose no gel de acor-
do com a faixa de tamanho do DNA que serd analisado: géis
contendo maiores concentragdes de agarose formam poros

Pogos para aplicagdo das amostras

© | ©

Solugao-
tampao

10.000 pb
8.000 pb
6.000 pb
5.000 pb
4.000 pb
3.500 pb
3.000 pb

2.500 pb
2.000 pb

Sentido da migragao

1.500 pb

1.200 pb

1.000 pb
900 pb
—800 pb

B v

. 3 DNA por eletroforese em gel de agarose. A.
P 11;12e aSFe’g :;igat.?ti?iiado pg?a a corrida eletroforética horizontal
Esqu:erae RNA. B. Visualizagao sob luz ultravioleta de fragmentos de
gf\lg depois da separagdo em gel e coloracdo com brometo de eti-
deo. Pela comparagao com o marcador de peso mole'culgr, é possivel
detérmlnar os tamanhos dos fragmentos obtidos apds digestao com

enzimas de restrigao.
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1
| menores, sendo usados para a andlise de fragme;ltos ;);qsg-
3, nos; géis com menores concentragoes de agarose to;mrandes.
i ros maiores, que facilitam a migragao de fras‘;meall'tli o dga o
| No entanto, quando a amostrade DNA a seran s]f- b
i posta por fragmentos pequenos, Menores que 100 Pfr, Ot:n% et
! do se deseja obter um grau de separacao maior de frag s
| de até 1.500 pb, utiliza-se a poliacrilamida. Nesse casicll, 0 % L
| composto por uma mistura de dois monomeros: acr ami i
bisacrilamida, e a propor¢io de cada uma delas, juntamen
i com a concentragio final dos monomeros, determina 0 tama-
t nho dos poros e, consequentemente, 0 grau de separagao que
i ser4 obtido. Esse tipo de gel torna possivel identificar diferengas
|
|
i
|

de apenas um nucleotideo entre diferentes amostras, 0 que é
bastante util, por exemplo, para o sequenciamento de DNA.

Grandes trechos de DNA podem ser separados
por eletroforese em campo pulsado

i Fragmentos de DNA na faixa de dezenas de Kpb nao séo capa-
| zes de penetrar pelos poros formados pela agarose na eletro-
‘ forese convencional e, por isso, migram a partir de uma das
extremidades da molécula, independentemente do seu tama-
nho. Desse modo, ndo é possivel obter um grau de separagio
satisfatério das moléculas nessa faixa de tamanho por meio
da eletroforese convencional. Assim, a eletroforese em campo
pulsado foi desenvolvida para possibilitar a analise precisa de
grandes fragmentos de DNA. Em vez de se utilizar de um cam-
po elétrico unidirecional, na eletroforese em campo pulsado a
corrente elétrica é aplicada em pulsos provenientes de duas
diregdes, de maneira a causar um movimento em zigue-zague
das moléculas de DNA. Assim, cada vez que a direcdo do cam-
i po elétrico ¢ alterada, as moléculas sio forcadas para a nova
e direcdo, o que ocorre de modo mais répido com moléculas
i menores, facilitando a separacio por tamanho dos diferentes

} fragmentos de DNA presentes na amostra (Figura 11.3). Essa
variacao na técnica de eletroforese tornou possivel a anlise
de Cromossomos bacterianos inteiros e até de cromossomos
de eucariotos superiores, desde que previamente cortados em
fragmentos menores, pelo uso de enzimas de restricio que re-
conhecem poucos sitios na molécula.

++++

onamento da eletroforesa €m cam
inuam E:Itgmado entre as orjen.-
s €0sey ngovimento em

A eletroforese em gel também € comumente utilizag, Pa
2 analise de amostras de RNA A m'olecula de RNA form, inl?
2 Tas estruturas secundarias que lpterferem Na andlise dq ta:
manho por eletroforese em gel. Assim, o RNA deve ser tratad,
com um agente desnaturante, geralmente o_lormaldeido, anteg

de ser aplicado no gel.

Fragmentos de DNA separados por
eletroforese podem ser recuperacics de géis

E interessante notar que a eletroforese = uma técnica anglig.
ca que possibilita separar varios fragme ios -;le DNA de um,
mistura complexa e determinar seus (::/1a::hos; no entanto,
também pode ser usada para obter pui:ica:des de um DNA
de interesse. A purificagao de fragmen:«  dc DNA a partir de
amostras separadas por eletroforese é 2.1 Lurefa rotineira em
laboratérios de biologia molecular. Im:gine que vocé deseja
obter uma preparagio de apenas um (ii:'co (ragmento obtido
por digestao de uma molécula de DNA com enzimas de restri-
¢do, sendo que essa digestdo gerou quairo outros fragmentos
de tamanhos diferentes. Apds a eletroforese, o fragmento de
interesse pode ser recuperado do gel, pois ¢ possivel recortar
abanda do gel e purificd-la por meio de metodologias bioqui-
micas simples. Esse procedimento ¢ fundamental em virios
experimentos de biologia molecular, isto que, além de sepa-
rar um fragmento especifico dos demais, também purificao
DNA, livrando-o da presenga de enzimas e sais usados em ex-
perimentos anteriores.

Tecnologia do DNA recombinante e
clonagem de genes

Para estudos de biologia molecular, é desejavel que s P.ossf
obter quantidades ilimitadas do fragmento de DNA 05 mt:o
resse, de modo que nio seja necessario obter nova prepafﬁdo
de DNA genomico, digestio e purificagdo da regido em N
Iss0 se tornou possivel com o advento da tecnologia @ haria
recombinante, mais popularmente conhecida como engenl‘ona-
genética, que permitiu que fragmentos de DNA fosse™ CS I
dos - ou seja, reproduzidos em milhdes de copias idéntic® e
de.sdobramentO da clonagem é a construgao de bi bliom?“ifresse
Micas, nas quais nao se clona apenas um fragmento deg m p&
€ na verdade, todo 0 DNA de uma célula é fracionad® f-:dos-
quenos fragmentos e varios clones diferentes $30 P rOdu'zrlnas
Agora que j4 se conhece o funcionamento das EImrou
testricao, € possivel imaginar que um gene (0u giale elpe
parte de uma sequéncia de DNA que seja de interesi pNA
€studo) pode ser separado do restante da molécu estrif®?
Por meio da clivagem com uma ou mais enzimas eal‘ﬂ e
No jargio da biologia molecular, essa clivagem € €% omplo
18€sldo com enzimag de restricio; tomemos B com?
~0a molécula de DNA relativamente simples, 2 inal g
D _A do fago lambda, que tem 48,5 Kpb. E facil imag rnenlos
adigestio desse DNA e a posterior separaga® 4o ras ¢ inl"é
tesultantes por eletroforese isolem um ou mais 8°° a tare
;:SS‘E do restante do DNA. Para genomas maiores: zzs 0 tama.
e o o 2 s
€sse caso, 3 Bedidiesstio/com caca eémicas L s
et cadeiazi construcéo de bibliotecas gen mente em i
o @ polimerase (PCR) sio frequente™ = g0
» OO Serd visto adiante, Contudo, é necessdt loﬂ“gem'
Uas fﬁrramantas fundamentais no processo c

B35ES € 05 vetores genéticos.

Capitulo 11 «

Jsode DNA ligases em biologia molecular |
Novas combinagoes de sequéncias de DNA

Agsim como as enzimas d_e res['l‘i(;{lo, as D-NA ligases sio en-
Jimas que desempen}”lam importante fung@o na natureza, por
ealizarem uma fungdo ~crucml nos processos de replicagio e
(epar0 de DNA. A reagdo que essas enzimas catalisam pode
ercolocada em termos sunplcs: ajungao de uma extremidade
5.p livre com outra extremidade 3’-OH livre (Figura 11.4).
Imagine dois DNA de origens liferentes, como ilustrados
paFigura 11.5. Ambos forain corta ":ns com a enzima EcoR[ e,
portanto, apresent'an.l as exiremida x coesivas, com protube-
rincias 3’ caracteristicas. ¢ »mo o «nzima EcoRI deixa sempre
2 mesmas pontas coesiv cimentares no DNA, estas
podem se associar transic: pelo emparelhamento de
hases entre as protuberdt: ita simples. Misturando-
e 05 dois fragmentos de /INA <o origens diferentes em um
tubo de ensaio e adicionando a enziina DNA ligase, € possivel
produzir uma molécula de DNA quimérica, ou recombinante
(Figura 11.5). Esse tipo de experimento é base fundamental
Qatecnologia do DNA recombinante e possibilita a construgio
de novas combinagdes de sequéncias de DNA. O emparelha-
mento de poucas bases proporcionado pelas pontas coesivas
deixadas por enzimas de restri¢io aumenta bastante a eficién-
da das reagoes com a DNA ligase in vitro, por possibilitar
ima associago transiente, mas especifica, entre as moléculas.
ADNA ligase também é capaz de ligar duas pontas cegas de
DNA,tais como aquelas produzidas pela agio da enzima Smal
(Figura 1L5). Contudo, a eficiéncia desse processo ¢ menor
fuea obtida na ligacio de duas pontas coesivas compativeis.

Vetores permitem a clonagem de genes

(i:;:?er::e ddescrito anteriormente, ¢ desejivel que um
“lﬂizam-:e e DNA em estudo possa ser f:Ionado; para 1§soi
Screver 005 Chamado§ vetores. De maneira geral, é possnlrf:
2 de Dgxetores mais usado§ para clonag_en§ como molé-
Olestante ¢ Capazes de se replicar de l_nanelra mdepend;ptﬁ
Manuseiq o (’lgenon.fa’. dentro de orgamfn.]os-modelo de fac
Meig ¢y usm aboratério (tais como bactérias e leveduras). Por
d 0 da tecnologia do DNA recombinante, fragmentos
tlo cat:lil:at;;esse podem ser ipseridos em vetore(s),d Tgc :crl::

tla Presency g Poruma I?NA ligase. Os vetores m iR
M clyly FIE Inserto de interesse podem ser reintroduz! OIS
mulﬁplican(&spedeua, na qual se mantém de maneira estével,
0-5¢ a0 longo das geragdes deste organismo.

3 O7585.07
M[e'midad 3 \ & R
5 ® 3-OH livre P“ Extremidade 5' fosfato livre
in o
1§ F‘”‘"“"i‘OH ,-—-—1-—1—7-?""'!""3
AL Y (0F, T
DNA ligase
8 O O
3%“" 0-PL OrrrrrrrTTT 2
e S S e B 0 0 0 B
hnd’:‘“‘q ME i 3 romo_
10y, 2 form. ~<2MSmo simplificado de agao da DNA ligase: P

emidades

0 m
esp |ivraeca° de uma ligagso fosfodiéster entre ext
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Figura 11.5 Produg:
rentes (repres
enzimas deres
ranjo pela ativid
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0§ plasmideos bacterianos sao 0s
Principais vetores para clonagem

Os vetores de escolha para a maioria dos experimentos de clo-
nagem de trechos pequenos de DNA (de até 10 Kpb) sio os
p_lasmldeos da bactéria E. coli. Fragmentos de DNA maiores
$30 geralmente instaveis em plasmideos, podendo ser clona-
dos em outros vetores,

Plasmideos sdo moléculas de DNA de replicagdo autonoma
que ocorrem naturalmente em bactérias, apresentando, em
sua grande maioria, conformagio circular. Os vetores mais
utilizados em biologia molecular derivam desses plasmideos
naturais, mas foram modificados extensamente pelos pesqui-
_sgdores para apresentarem uma série de caracteristicas dese-
javeis. As moléculas de DNA plasmidial utilizadas em biologia
molecular sao relativamente pequenas, e podem ser separa-
das do DNA cromossomico e isoladas das células por meio
de técnicas bioquimicas relativamente simples. Algumas das
caracteristicas comumente encontradas nesses vetores estio
listadas a seguir e representadas pelo exemplo da Figura 11.6:

* Presenca de um ou vdrios sitios de restricio: muitos dos
vetores mais modernos tém uma regido inserida artificial-
mente que contém um grande nimero de sitios inicos (ou
seja, que s6 ocorrem uma vez na molécula do plasmideo),
chamada de sitio multiplo de clonagem

e Presenca de um marcador seleciondvel, que possibilita uma
selecdo positiva (ou seja, um crescimento seletivo) das células
que apresentam o plasmideo. Os marcadores selecionaveis
mais utilizados s3o genes de resisténcia a antibidticos. Assim,
apenas bactérias portadoras do plasmideo podem crescer em
meio de cultura contendo o antibi6tico em questio

o Genes reporteres que possibilitam a distingdo entre bacté-
rias que carregam plasmideos recombinantes (isto ¢, com
inserto) daquelas que tém o plasmideo “vazio” Nem todos
os plasmideos usados em clonagem apresentam essa carac-
teristica, mas ela est4 presente nos mais populares. A maio-
ria dos vetores mais usados tem parte do gene que codifica
a enzima betagalactosidase, lacZ. A atividade desta enzima

5 s G 5 5'A-A-T-T-C 57 3 - DNA
3 'ul.l.’.’. C-T-T-A-A5' G Leldddl 5 ligase
5 w7 G-AAT-T-CTrTTTT 3

31 bbbl CT-T-AAG el 5

i i igacdo de duas
A recombinante produzuiq pela ligagéo
ex?nzmidades coesivas produzidas pela enzima EcoRlI

! a1 C-C-C3' 5G-G-GTTTTTTd | DNA
:- Lt G-G-GS' 3'C-C-C deloieldeds 5 ligase
5 rrrrr7CC-CGCETTTITTS

g LAl G-G-G-C-C-C Lidlddd s

roduzido pela ligagéo de duas

DNA recombinante p duzidas pela enzima Smal

extremidades cegas pro
50 de DNA recombinante. DNA de o_rigens dife-
entados por cores diferentes) que foram clivados com
trigao sao covalentemente associados em um novo ar-

ade da enzima DNA ligase.
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pode ser facilmente detectada em colénias de bactérias, s
o meio de cultura for adicionado de um substrato cromo-
génico. Quando a enzima estd presente, este §ubst'rat.o é
metabolizado, dando cor azul s colénias. O sitio multiplo
i de clonagem desses vetores se localiza precisamente dentro
il do gene lacZ (Figura 11.6). Quando um insgrto é mtrgdu-
zido nesse vetor, o gene é interrompido, ndo produ_zmdo
mais a enzima funcional. Como consequéncia, colonias de
£ bactérias que tém o plasmideo vazio apresentam f:or azul,
enquanto aquelas com plasmideos com inserto exibem cor
branca.

TN — g St

Introduzindo genes em vetores plasmidiais

A Figura 11.7 mostra os principais passos em um experimento
de clonagem usando um vetor plasmidial que redineas caracte-
risticas citadas anteriormente. Um trecho de DNA de interesse
digerido com uma enzima de restrio foi isolado e ligado no
plasmideo previamente digerido com a mesma enzima, utili-
zando-se a enzima DNA ligase. Apds a reagdo de ligagdo, essas
moléculas sao introduzidas nas células bacterianas por meio
g de transformagdo genética. Se as bactérias forem semeadas em
it meios de cultura contendo o antibiético apropriado, apenas
i aquelas contendo plasmideos irdo crescer e formar coldnias.
e Dentre as colonias formadas, é possivel identificar aquelas
s que contém plasmideos recombinantes (ou seja, contendo o
inserto de DNA desejado) pela coloragao diferencial no meio
de cultura, que foi acrescido do substrato cromogénico para a
enzima betagalactosidase (o composto X-Gal).

O poder dessa clonagem pode ser ilustrado com uma con-
ta simples. Ao crescer uma colonia bacteriana contendo um
plasmideo recombinante em cultura, obtém-se densidades de
até 10° células/m¢. Cada célula bacteriana carrega uma cen-
tena de copias do plasmideo. Portanto, em apenas 1 m¢é de
cultura bacteriana, é possivel obter 10" copias do plasmideo
portando o seu gene de interesse.

E necessdrio destacar que a gama de plasmideos existen-
tes para clonagem de genes é muito grande. Muitos desses

it
e

e bi
(replicacéo g
plasmidial) (_resmtgnua

d ampicilina)

1o suas principais capge.

U8ncias
MNag ,mmppa;a

plasmideos apresentam caracteristicas ac'iicionais relevame
Alguns so chamados Qe vetores po'nrtg, Pois replicam tap, - 5.
bactérias quanto em cel_ulas eucarioticas; outros Possibilitay,
que o gene clonado seja €Xpresso, constitutivamente ou de
maneira regulada, porque posicionam o gene inserido sob o
controle de promotores conhecidos (para mais detalhes sobre
promotores e controle da expressdo génica, ver Capitylo 6)
Estes sio chamados de vetores de expressio. Qutra caracterisj.
ca importante presente em alguns vetores £ a possibilidade de
expressar proteinas recombinantes em grandes quantidades
e gerando fusGes a pequenos peptideos gue permitem 3 gy,
purificagio. Esses vetores plasmidiais sio i:uito valiosos ng
estudo funcional de genes.

Fragmentos grandes de DNA sao ciunados
em outros tipos de vetores

Além dos plasmideos, a técnica de clonagem pode ser feita
com vérios vetores diferentes. Em geral. esses vetores alter-
nativos podem carregar fragmentos de DNA maiores que os
suportados pelos plasmideos.

Bacteriéfagos

Os bacteridfagos proporcionaram uma série de avangos na
genética. Por serem modelos de estudo bem conhecidos, nio
tardaram a ser utilizados como vetores genéticos com o adven-
to da tecnologia do DNA recombinante. O bacteriofago mais
usado para este fim ¢ o fago lambda, que tem um genoma i
near de 48,5 Kpb, que é empacotado no capsideo viral. Destes:
aproximadamente 15 Kpb codificam genes dispensaveis pard
o ciclo litico do fago, e podem ser substituidos por DNA ex0-
geno por meio da metodologia do DNA recombinante. Assi™
0 fago lambda pode ser usado para clonar fragmentos de
manho superior aos suportados por plasmideos, mas 0 tam
nho dos insertos também tem um limite. Os capsideos virais
nao incorporam moléculas de DNA menores que 37 Kpb, neft
maiores que 52 Kpb. Uma vez que aproximadamente 33 KP_
d.e DNA enddgeno do fago sdo essenciais para seu cicloem ;
tiplicacéo, o tamanho miximo de DNA exogeno comportd
POr esses vetores fica em torno de 18 Kpb.

Cosmideos

‘ ! e to (4
Closmfdeos 50 vetores artificias, com caracteristicas talgc .
P a;mldeos quanto do bacteriéfago lambda. Essas 00 pactt-
Podem ser mantidas como P]asmideos Circulares em

5 Kpb:
Iias e geralmente apresentam tamanhos menores 44 10

0
C : z idas co™

'O.ntudo, 05 cosmideos tém as sequéncias conht‘—C'd 1-
Sitios cos

S DNdo fago lan’lbda, necessarias para 0 €mpP af,o ams‘fr
A em particulas virais. Dessa maneirs P de e
€mpacotados por um sistema in vitro (uma mistur? e'ﬂ-‘ %

Ln_"‘s Purificadas do fago lambda), que reconhece & £
folsI;:?;%ora (;)s cosmideos em particulas virais: c.ogo i
mente PIoprio genoma do virus. Conforme Vi¢ de
.0 @S particulas virajs comportam até 52 52 e

aSSlm’ um {
até 42 Kpb-COSmldeo de 10 Kpb pode carregar fra

P .
"0duzindo cromossomos artificiais | BAC e YAC sey®

] ; me g
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4 COMossomo nas células da levedurd 5%
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cerevisiae, é necessério que os YAC tenham todos 08 elemen-.
tos funcionais de um cromossomo natural (ver Capitulo 10):
origens de replicagdo, que garantem a duplicagdo d(_) cromos-
somo na fase S; centromeros, que garantem a partigao correta
dos cromossomos durante a divisao celular; e telén_teros, ne-
cessarios para a manutencéo e replicagdo das' e_xtremlc!ades do.
cromossomo. A capacidade desses vetores € impressionante:
fragmentos de até 1 Mpb (megapares de base, ou sej2, 1 mi-
Ihao de pares de bases) podem ser clonados. No entanto, 0
DNA clonado em YAC tende a sofrer uma série de rearranjos,
insergoes e delegdes. Assim, 0 uso desses vetores é limitado
e, quando possivel, outros vetores mais estéveis, como BAFJ
devem ser escolhidos. Os BAC representam os vetores mais
populares atualmente para clonagem de longos trecho.s de
DNA, e foram extensamente usados nos primeiros projetos
de sequenciamento completo de genomas (ver Capitulo 12).
Sao derivados do plasmideo F de E.coli, 0 qual se mantém em
poucas copias na célula e € capaz de carregar grandes trechos
de DNA estavelmente. Os BAC comportam insertos de até
300 Kpb.

Conjuntos de genes podem ser clonados
5 em bibliotecas genomicas e de cDNA

‘ Além de clonar genes individuais, é possivel obter um con-
junto de clones que represente todo o genoma: sio as cha-
madas bibliotecas gendmicas. A construgio de uma biblioteca
I gendmica estd ilustrada na Figura 11.8. Todo o DNA gen¢-
118 mico é digerido com uma enzima de restrico, e clonado em
um vetor apropriado. Assim, em vez de clonar um fragmento
especifico, todos os fragmentos obtidos por digestio de um
longo trecho de DNA sio clonados. Obviamente, na prati-
ca, € virtualmente impossivel conseguir que uma biblioteca
rep-resente de fato todo o genoma, por virios fatores, Pri-
meiramente, porque alguns fragmentos de DNA sio intrin-
sicamente dificeis de serem clonados, pois sio instaveis ou
1 toXicos para as células bacterianas. A distribuicio de sitios
- de restricdo também impossibilita a clonagem de alguns tre-
chos de DNA. Por tltimo, uma vez que a clonagem ocorre ao
acaso, alguns genes serio representados vérias vezes (ou seja
em vdrios clones), enquanto outros sio pouco representadlos’
ou ate mesmo ausentes, por simples variacao estatistica, qu,
obedece a uma distribuicio de Poisson, Apesar dessas i'q ¥
tagoes, bibliotecas gendmicas sao ferramentas podero e
estudos de biologia molecular, e
Er(xix se tratagdo de organismos eucariéticos,
grande parte do genoma nio é codifi
imensa parcela dos clones de uma bibl;::t?atci cIl’: r[t)?]lx)' S
- mico ird conter apenas DNA nio codificante (Figur gleno_
ou genes incompletos. Além disso, muito frequentg;l e
~ objetivo da constru¢do de uma biblioteca ¢ dispor dmente, 2
S C°1¢§§9 de genes de um determinado OIganismo oy fiode s
- ‘q‘ue‘.estao sendo expressos em uma condicio fisio), 603' genes
cular. Nesse caso, uma biblioteca genodmica gaan
idade, e pode-se construir uma bibliotecy 4, 1;;’,“ Pouca
uema da Fog:struc;io de uma biblioteca de cDN; A G
na Figura 11.9. Para isso, ¢ necessério pr ;Sta: Iepre-
‘ RNA tOtal pl'esente na Céluia ou tecido de‘;z"' DNA
gragas a enzima transcriptase r, Dteresse,
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eriiir?mento de DNA representado contém exons destacados €

trons e demais regides nao codificantes em cinza-

®

manej : s ter um?
aneiras de se produzir uma biblioteca de cDNA € o todos

Preparacio de RNA total de um organismo, que COntén:adores
:ill;}NA Ineénsageiros nao processados, RNA transpor rese 40
A nb0336micos, além dos mRNA maduros: A sintes™ o

; oli-
CDNA pode ser feita utilizando-se um oligonucleotldeoelflilad“

;znﬁ(l)q Iniciador, de modo que apenas a fragao Poli-ile cDNA
A total serd usada como molde. Este conjunto
Pode ser entjq

‘bliotec®
clonado para a produgio de uma biblio
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?Enq?;: - Esquema de construgao de uma biblioteca de cDNA utili-
Ma transcriptase reversa.
ident‘ :
realizlaﬁciir *Sse clone em meio aos demais. Uma maneira de
forme | Usca € pelo uso de técnicas de hibridizagao cocrll-
Bra ) do posteriormente neste capitulo € detdalhae rﬁ
U, %ria 14. Bibliotecas podem ser ainda constryi as )
fies taj ¢ vetores que possibilitem analises funaonal;‘ le
iotee * C0mo vetores de expressdo e vetores-ponte: ais
Podem ser ysadas em varreduras que b'usque;:
la, Por 8enes que desempenham fungoes espec1f.‘1casc o2
Doy UM ¢ t.lm°’ é possivel obter a sequéncia de vérios 2
i e e @ Oibliotecy de cDNA, de modo a sé alcangar U
Pessio ganica em condicoes de interesse:
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Técnicas de hibridacao de acidos nucleicos

'SI:rCnilrcaaS que se__Paseiam na hibridagio de zicid_os'l'lucleicos

giram a partir de meados dos anos 1970, viabilizando a
r?ahzaq:ﬁo de uma série de estudos de mapeamento e expres-
a0 de? genes de interesse. O DNA forma uma fita dupla devi-
do a Interagdes entre bases nitrogenadas complementares de
fitas independentes, ou dentro da mesma fita. Esse pareamen-
to entre bases complementares pode ser facilmente desfeito
por agentes como o calor e o pH alcalino, em um processo
chamado desnaturagdo. Além disso, a desnaturagio do DNA é
reversivel e, uma vez reestabelecidas as condicées ideais, ocor-
re novamente o anelamento entre regides complementares e a
renaturagdo do DNA; ou seja, o pareamento entre essas bases
e formagdo de um duplex. A hibridagdo de 4cidos nucleicos
consiste no anelamento entre fitas de DNA ou RNA de dife-
rentes origens.

Sondas genéticas sao usadas em
experimentos de hibridacao

Por meio da hibridagdo, pode-se localizar uma regido de inte-
resse em uma amostra de DNA ou RNA. Para isso, utiliza-se
uma sonda, que consiste em um fragmento de DNA corres-
pondente a uma parte da regiao a ser identificada, e que con-
tém uma molécula ou dtomo com marca¢io facilmente detec-
tavel, o que torna possivel identificar o local em que ocorreu a
hibridagio ao DNA alvo.

O método de marcagio de sondas mais utilizado tem como
base o uso de um atomo radioativo, geralmente o **P ou *P, que
produz sondas com alta sensibilidade de deteccdo. A marcacdo
radioativa de sondas com **P pode ser feita pelo acoplamen-
to desse atomo na extremidade do fragmento de DNA pre-
viamente isolado, ou pela incorporagdo do dtomo radioativo
durante a sintese in vitro da sonda (Figura 11.10). A marcagao
na extremidade da molécula de DNA ¢ realizada pelo uso da
enzima polinucleotideo quinase e de *P af:oplado a .molécula
do ATP na posicio ¥ ([y-*PJATP). A enzima fosforila o gru-
pamento 5°.0H do DNA desfosforilado us'ando o ato.mo'mar-
cado. Na marcagdo por incorporagao do atomo radioativo, a
sonda é sintetizada a partir de um molde, l_mhzando uma d-as
vérias DNA polimerases disponiveis (a' mais us'ada.l é a porgdo
Klenow da DNA polimerase I de !'S.colz) ou a técnica de ?CR.
Um dos quatro desoxirribonucleotideos presentes na reacao de
sintese contém *2P na posi¢io o ( [a-”?] dNTP), que é retido na
molécula de DNA durantea sintese (Figura 1 1.10). A marcacio
por sintese é mais eficiente, uma vez que o atomo radioativo é
incorporado a0 longo de toda a molécula de DNA, geralmente
sendo o método de escolha para estudos de hibrida¢ao dF aci-
dos nucleicos. No entanto, as sondas rr.narcadas na extremidade
tém grande utilidade para outras técnicas fie biologia molecu-
lar — que ainda serdo discutidas neste cz_ipltulo. A presenca de
sondas marcadas radioativamente é fac_lln:ientedc'letgctada. Pgr
aqutorradiografia, que consiste na deteccao da radiacao emitida

ica mes de raios X.
e exp?esrlg:ﬁteel.r:/éﬁrlios métodos ndo radioativos para a mar-
l{eczx; sondas foram desenvolvidos, e tém se tornado caEla
Geas omuns por evitar riscos associados a manipulacao
ki iividade- Em um desses métodos, a sonda € mar-
de radics m nucleotideo acoplado 3 molécula digoxigeni-
caiates) 'lrlnenina-ll-dUTP). Para a detec¢do da sonda apds
e gdlggxlio utiliza-se um anticorpo antidigoxinenina, €o
a l:rlll;l]';x ?an’tigenO-anﬁCOl'PO ¢ detectado por fluorescéncia,
co.
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Figura 11.10 Representacao de dois métodos de marcacdo de sondas radioativas, A. Marcac3 i ! i a reagdo de e
Tl S 5 . A, ¢ao na extremidade 5': consiste em um i 4 w80
fosforilagao, e apenas o fosfato da posicdo ydo ATP éincorporado na sonda, Notar que o oligonucleotideo sintetizado in vitro possui uma extrem 2 :“]

dade 5"-OH (nao fosforilada). B. Marcacao por sintese: a molécula de AMP éj dioative

n —li i = jtornora
deve estar na posicio o do ATP. corporada na sonda - liberando pirofosfato —, e 0 3to

AW B
)7 7
uimioluminescéncia ou métodos imétri : ; > ling &
- 11.11). A detecca e GOI?nmemms (Figu- Apds a eletroforese, o gel é submerso em solugao alca D)
ra 11.11). A detecgdo por fluorescéncia é direta, uma vezqueo  (pH ) n g i
anticorpo esta acoplado a uma molécula que emite | Pt > 13) para total desnaturagio do DNA. Em ma . s (ELERE
; ST queemiteluzquando ¢ realizad ’ i, & obtida U Figura 19 . = das com dUTP-digoxigenina (DIG) por fluorescéncia. A. Deteccéo direta: aHl
Bditos o et iy s pli " tramferéncm e Seja:' hama®® Pesahi .:“ R_epresentagao demétodosdeldetecdoseolicas e e idigoxigenina (anti-DIG). B. Detecgéo indireta (método colorimé- HE
indiretos. 0 anticorpo esta acoplado auma enzima, que catalj ;epllca io gel emuma folha de pap dl Gk nalloﬂa: ocor ref g 'Utlilti):adagao' 0 complexo sonda-alvo é detectado pelo u[;?(_;(;e anetlrce(::g)r?haerég olgntigorpo anti-DIG e esta acoplado a uma enzima que catalisa
a . 2 € memoran ibridacé éncia po Tears. -Se também ) dario (anti-anti-DIG), qu
:n um:o :i:.lat?o 1111: pre'stenl-;a de sv:lbstrato f:sl?ec1ﬁ<3 » formando simplesmentg de hlbn.dac.a gk transferilnc_ls el; membra® 0 detectagy por méfaznctclnclg:ip;:;tiiccl:)noj rclg?xi(mioiuminescent&
o Pl_,eci it cﬁ) Coi:ln(l: 0610;1: _(mefo'dolquzmwlummescente) U Sobre o gel e por ;?Pllarldade, colocan otéo - prc,cessoe . .
riméph‘icog Além da dig el oo = (método colo- aCeleradg In o lente: s decido; o e de eqUiP"‘men: Alécnica d medida da quantidade de transcritos do gene ali presentes e,
Lie a;'a'marca i dongegma, outras mqleculas tém sido o O'Fe 0 uso de vicuo, com o auxilio colica 40 gel ¢ g & Northern blot detecta a presenca portanto, dos niveis de expressdo do gene. Para isso, deve-s_e uti-
-é'm gerali sao utiliza gflgs er::(:::li ?nmdmamas' No entanto, incubar::’:cl Bisicbrana contendo @ repe;pon ente? €um gene de interesse lizar um excesso de sonda, o que 'garan_ te que a sua qumqgage
~er > principios similares aos descritog aqui. . = da €0m a sonda contendo o DNP} corr aret n¢d? 197;0 lempg ap0s 0 surgimento da técnica de Southern blobem  naq serd o fator limitante na hibridagao, mas sim a quantidade
§'€0 ce interesse, possibilitando a hibridaga0 €2/ %y se- | h g

s Atécnica de Southern blot detecta Sequéncias de
A em amostras separadas por eletroforese

das técnicas de hibridacio usando :
or Edwin Southern em 1975, sendo ;‘:}‘:‘:::tgeie:eq-
. ,.?_lat (Flgur? 11.12). Esta técnica tornou possxi:rl::i
a identificacio de um gepe de interess
A, ou até mesmo o sey

4 sonda na regiao da membrana onde estd O sond®
quéncia idéntica, Ey geral, utiliza-se um excess? _c(lie 00
Dy ue torna mai provavel o anelamento € 2 hibrk anNA-
DNA alvo com 4 sonda, em vez da renaturagi® =~ ;g
Utilizandg-ge um DNA marcador de peso molecul? et
de agarose, & possivel determinar o tamanho 42 f:’:?omn,
?uil .0 8ene ou a regido de interesse: B lnt i
€ destacar que 5 hibridacio ocorre até mesm? 2 riedad"
":ttl:os que nap apresentam 100% de Compleme;t;s paf“s
distint:[;e: 4 que uma parte significativa OY ¥ com"aw

i 3 sonda tenham complementarieda &

Sim, & ennﬁcaf:
» € Possive] ep, inds DA i
ekl contrar um gene ain o
s
; i
. 9rganismo, desde que eles apr: esent
cquéncia significativa,

0 de outrg
dade de

Ontey,
N © todag as moléculas de RNA de uma célula, s€ 0
N rincia-em estudos de expressdo génica. Ela segue 05 M
!&aﬁﬁnadl;ms do Southern blot: a amostra de RNA tam

e 10
{500

b, 8elde fi
e, a Im
1 (}Cs&Zer 28arose deve conter um agente desnaturant

2 i k _
Banismo usando como sonda um 822¢ ) it :wg"’s a Lr.ut“l‘ as secundarias presentes na
e

i : s £ 0

0 4. _esenvolvidas modificagdes que possibilitaram

0 . 5 ’
dr?fgf“}:s :e eSt.u’dos similares em amostras de mRNA ext'ralgg
Nnﬂhem ’blucamﬁcas ou procaridticas. A técnica: denomina 1
Uy %, permite detectar, quantificar e estimar 0 tama

205Critos de um gene de inferesse em uma nustrtl‘;’g

d()s

bém

1o LF tamanho por meio de eletroforese em gelde

chtanto, ndo hy necessidade de tratamento péé"tlﬁ

2 mne % moléculas de RNA sio bem menores € ¢¢ o
Veniente para separacdo em gel. Além disso, ne

s moléculas de

e de
fidagio com sonda especifica para 0 8€n

4 Quantidyg da amostra é uma

e de sonda retida em ca

de RNA complementar presente na amostra.

Microarranjos de DNA monitoram a expressao

de milhares de genes a0 mesmo tempo

microarranjos de DNA também se lftiliza do ‘prin-

< io de hibridagdo de 4cidos nucleicos, e evoluiu a partir das
cIpig de Southern e Northern blot para tornar possivel a and-
tfé g ressio génica global de uma célula. Assim, fra}gmen-
lise da exp ntando todos ou a maioria dos genes conhecidos de
tos TePfes‘?smo si0 imobilizados em uma lamina em alta den-
um orga;_l ra 11.13). Para isso, utilizavam-se originalmen-
sidade (Figu ¢ DNA obtidos a partir de uma biblioteca de
te fragmentos ismo de interesse; contudo, com 0 advento do
¢DNA do organ omas em larga escala, passaram a ser

i de gen ol
seﬁuera%:‘;r‘:’g‘:genmi pequenos sintetizados in vitro com base
utiliza

A técnicade
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i da para comparar os niveis de expressio
- presentados em uma limina entre duas
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\sy DNA gendmico
Digestdo com enzimas de restri¢ao
el
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l Eletroforese em gel

para membrana
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Figura11.12 Esquema da técnica de Southern blot. A técnica possibilitaii
por digestao de um DNA genémico com uma ou
encontrado em fragmentos de tamanho distintos, como mostrado nafig

na sequéncia conhecida dos genes do 0rganismo. Amostras de

cDNA total de células ou tecidos sio marcadas com molécy-

las fluorescentes, os fluordforos, e, assim, todas as moléculas de
CDNA presentes na amostra funcionam como sondas, hibri-
dando por complementariedade na posicio correspondente

lamina (Figura 11.13). A intensidade de fluorescéncia emitida
em cada posicao da lamina Iepresenta o x

nimero total de mq.
léculas .de cDNA presentes e, consequentemente, o nﬁme:glg
transcritos de cada um dos genes. Conforme serj POssive] vef'

com mais detalhes no Capitulo 13, essa técnicy € muito sy

de todos o genes re-
condicGes dj

em um Winico experimento. Para isso, basta cl;;esasd;f,:::m'

<D} _'_decada-umadas condigﬁesasercompamda est tras

marcadas com um fluoréforo diferente (Figura 1,13) ffj,am

f a emitida em cada posicig da limina se;é 5

.dois -ﬂuoréfoms:_ekrepresentaré, PO i

i Itanto, -
N mamados com os fluoréforog ? 2 l;an

mais enzimas de restrj

<]
i)
- N 8
N N =
S & =
— = =3
= it > «——Membrana
‘ = o LTS
|
= Desnaturagdo do TTT DNA | Seiss
—— | DNAe transferéncia + VACUO

Membrana contendo
DNA + sonda especifica

1 : Solugdo com sonda
B B (marcada com *P)
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s
-

Membrana
Lavagem e exposi¢do
a filme de raio X

i x t
dentificarum gene de interesse em uma mistura de fragmen

3 : Zoo bt a
£0. Quando diferentes enzimas sao utilizadas, o gene ©! P
ura,

05 0btid®
rte dele®

Técnicas de hibridacio sdo Gteis para
buscar genes em bibliotecas ostruide®
Neste ponto, vocé j4 sabe o que sdo e como $29 C(:,S jsolar®
bibliotecas de DNA e cDNA. Muitas vezes, d€s€) amrganisma
clonar um gene de interesse de um determinado ‘(l,)liot‘*‘:a %
1550 pode ser feito se tivermos a disposigao uma b nte @ y
lones degse 0rganismo e uma sonda corresp opds ibfidaqat.)
€140 do gene de ineresse, usando-se a tEcnic el pias P27
thamada de colony blot (Figura 11.14). Por ela, Cos abibhge
terianas representande virios clones independert® o me

teca 530 dispostas em uma placa de petri contern 5feﬂﬁ
Culturg apropriado, Apés o crescimento, elas ¢ uma P

P;éra Uma membrana de hibridacéo, produzin é’on

da 58 4 placa. Essa transferéncia ¢ feita POT €071

0
dmaet?;ambrma com a placa. Em seguida, 2 mec a5 dt;111 ;
4 Uma série de tratamentos que lisam 2% " 1 1da ¢

;zde: € fxam 0 DNA, A membrana ¢ ent30 inr"—; hibridﬂ
"2 Para 0 gene de estudo, O local onde 0¢°
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’\ ==  marcagdo com "\\ —_
\ g A wos distintos s
~N J\ / fluérofo dist ﬁ J\ /
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Condigao 1 Condigao 2
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Fluof i RErEhah
Mistur: bridacdo
dos A com
8888£ \ . 30 < Cada posigao

00000« Yolole contém um
000000000000 gene imobilizado
000000000000
000000000000

Lamina de microarranjo

Amarelo; '/, verde,
'l, vermelho

= W

N
S

W\

Caga & ,
na Ie‘;da-t'po de cDNA forma um hibrido na posicdo correspondente

Mina; intensidade de fluorescéncia indica a razao do numero
de moléculas de cDNA entre as condigdes 1€ 2

Figy 2
Dagrar:cl:r;n R‘-:Presentagao da técnica de microarranjos de gN;:
Ondicge (Fj’?"acao do padrao global de expressao génica entre slrjn ;
SWantiq d 'ferentgs. A coloragdo amarela indica que uma me e
ey orig eni de Moléculas marcadas com fluoréforo vermelho e ve

ibridos na posigao.

R
d eCOnt(')nda € 0 alvo corresponde a um clone da bibliotec

ey M um inserto com parte ou todo o gene de ixlltere::ie_.
8ing], ¢ fggf a merpbrana ¢é uma réplica perfexta dap a:;zm :
es : lden.tlﬁcar a coldnia de bactéria que con
€jadg (Figura 11.1 4).

Perj
usad:)':‘ €Ntos de hibridacsio podem ser
Al "2 localizar genes em cromossomos 1
G gl g, 3¢ Southern blo depende da extragio do DNA tota
LET sen:is oy tecidos e sua digestﬁo com enzimas de resfrn;a_o,
3 ge“eso 3Pz de fornecer informagdes sobre a locahzacqla(;
© Cromossomo, muito importante para estudo
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Cltogenéticos, por exemplo. Em 1969, antes até do desenvol-
vimento da técnica de Southern blot, Joseph Gall e Mary Lou
Pardue .descreveram uma técnica que usava a hibridagio para
determinar a posicio de uma sequéncia de DNA de interesse
NO cromossomo de células in situ; ou seja, no seu contexto ce-
lular. Na época, a técnica se utilizava de sondas radioativas, o
que dificultava bastante a sua utilizagdo. Posteriormente, em
1977, as sondas radioativas foram substituidas por marcado-
res fluorescentes, cuja detecgdo tem como base os mesmos
principios ja descritos na Figura 11.11. A técnica foi entio
chamada de FISH, do termo em inglés fluorescence in situ hy-
bridization. Na hibridacio por FISH, as células ou tecidos sio
fixados a uma limina e tratadas com agentes que desnaturam
0 DNA sem alterar a estrutura dos cromossomos. Ap0s a hi-
bridagio com a sonda e a lavagem do material, a localizacio
da fluorescéncia emitida pela sonda é detectada em micros-
copio apropriado. Usando-se sondas marcadas com fluoré-
foros diferentes, é possivel localizar varios genes de interesse
simultaneamente. A técnica de FISH foi fundamental para os
primeiros estudos de mapeamento de genes em cromossomos
humanos e, atualmente, é muito usada no diagnéstico clinico
de doengas genéticas associadas a rearranjos cromossémicos.
Também tem sido muito utilizada para a localizacio de trans-
critos de RNA no interior da célula. Nesse caso, a hibridacio
ocorre sem uma etapa de desnaturacao, o que garante que o
DNA celular nao seré hibridado com a sonda, somente o RNA.

Reac¢dao em cadeia da polimerase (PCR)

No final da década de 1980, Mullis e Faloona desenvolve-
ram uma técnica que revolucionou e impulsionou a biologia
molecular: a PCR (do inglés, polymerase chain reaction), ou
reagio em cadeia da polimerase. Tal técnica possibilita a ob-
tengdo de milhares de cépias de um gene ou 'sequéncia de
interesse a partir de poucas ou apenas uma molécula de DNA
molde (o que chamamos de ampl{ficagdg do DNA), em uma
reacdo simples realizada in vitro. O boxe “Como a PCR surgiu
e dominou a biologia molecular” mostra a histéria da con-
cepgdo dessa técnica. '

A reagio de PCR consiste, portanto, na sintese Fle novas
moléculas de DNA, mediada por uma enzima do tipo DNA
polimerase. A sintese de DNA pelas DNA polimerases ocorre
a partir de uma extremidade 3’-OH de uma pequena mo’le-
cula iniciadora. Do mesmo modo, a reagdo de PCR também
necessita de iniciadores, pequenos fl:agmentos de- DNA com-
plementares as extremidades da regidoa ser'arnphﬁcada, cha-
mados de oligonucleotideos. Os ohgonucleofldeo; de qualc-lut.?r
sequéncia desejada podem ser facilmente sintetizados quimi-
camente, sendo também u'sad'os como sonda§ em experimen-
tos de hibridagdo ou nas tecnicas de sequenciamento de DNA
— mostradas na proxima secao deste capitulo. Po'rtantg, para
¢ao de um gene de interesse por PCR, ¢ preciso ter
bre a sequéncia da regiao a ser amplificada ou
tremidades dessa regidao. Com o sequencia-
s, é cada vez mais facil obte:ér inforcrlna;geli

énci enes de interesse, e a técnica de
sgzi:dsaeszze Irlxc;:;sds(:fb%tituindo o uso de bibliotecas de DNA
4 i enes.
BEOE lsocliag;li)lliitgo(xilfxfleotidc—:os iniciadores confere outra ca-
ra:t)ell';:?ica importante a PCR, a especificidade. O uso de d?iis
.+ sadores de tamanho relativamente pequeno (em torno le
%g:res de base cada um) costuma ser suficiente para garantir

quea regido a ser amp

amplifica
informagoes so
pelo menos das ex
mento de genoma

lificada seja tinica, mesmo em genomas
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Atransferéncia das colonias
para a membrana forma uma
réplica da placa original.
Tratamento para lise das células
e desnaturagao do DNA

Placa de Petri com as colénias
obtidas ap6s transformagao de
E. coli com biblioteca de DNA

i

i ‘Como a PCR surgiu e dominou a biologia molecular

! O primeiro trabalho que descreveu a técnica de PCR foi publicado na

} revista Science, em dezembro de 1985. O estudo original descreve a

i : amplificacdo in vitro de um gene de copia Unica de mamiferos, com o
i objetivo de desenvolver um método diagnostico rapido e mais sensivel
i para uma doenca genética humana. O pesquisador responsavel pela

‘ descoberta, o quimico Kary Mullis, trabalhava na empresa de biotecno-

logia Cetus Corporation (California, EUA) e concebeu a técnica enquan-

: to dirigia seu carro, em uma das longas viagens que fazia todos os fins

i de semana.

~ Noentanto, quase 15 anos antes, o pesquisador indiano Har Gobind

Khorana (Prémio Nobel de Medicina em 1968 por seus estudos sobre o

c6digo genético) e seus colaboradores ja haviam proposto uma ideia

similar para sintese de genes de RNA transportador, sem, contudo, colo-

3 ca-laem pratica. A ideia de Khorana foi esquecida rapidamente, pois, na
b1 €poca, parecia inviavel: nao havia informacoes disponiveis sobre as se-
‘ quéncias de genes, e a sintese quimica de oligonucleotideos paraserem
usados como iniciadores era um processo extremamente complexo.

& .‘Da mesma maneira, a técnica de PCR (como foi proposta no trabalho
original de 1985 e descrita em detalhes em um artigo posterior, publica-
do em 1987) era bastante trabalhosa e jamais teria sido tio impactante
se nao tivesse sido modificada, 3 anos depois, pelo uso da enzima ter-
mggs_tive_l Taq DNA polimerase. No inicio, utilizava-se como polimerase
para a reacao a enzima Klenow DNA polimerase | purificada de £, ol

“que perdia a atividade a cada ciclo de desnaturacio do DNA. Assim eta'

necessario adicionar mais enzima nos tubos de reagio a cada nov;: i

clo, 0 que impedia a automatizagio do processo, Em 1988, Kary Mulfils

seus colegas da Cetus aprimoraram a tecnologia com o uso da enzi-
rificada de Thermus aquaticus, Taq DNA polimerase, a mais

ento. A bactéria T. i 2 usada

entr . aquaticus foi isolada e descrita por Thomas

realizados a temperaturas mais elevadas, o
o de produtos inespecificos. A partir dai,a tsécn?c:edr:d P‘(I:Ziaas:
psivam : 0S anos 1980, tomou
‘biologia molecular. O pesquisador Kary Mulli‘;o;;?\I":nm5
| de Quimica em 1993 pela invencio da técnica da PCR.ou
\

Omum a tarefa de

S5 * £Tagmentos ampjfj-
or PCR podem ser facilmente clonados em g‘;:f:;ﬁs

genéticos, ou usados como sondas ;
ridagio. e experimentos

30 de PCR usa uma DNA polimerase
stavel e amplifica o DNA exponencialmente

Figura 11.14 Esquema daidentificagdo de uma colénia contendo um inserto de interesse em uma biblioteca de DNA usandc

Hibridagaocom  Exposigo a fiilme de Placa
sonda marcada raio X: identificagéo da original
colnia que possui
o inserto de interesse
t=cnica de colony blot,
contém a regido a ser amplificada, um par de oligonucleo-

tideos, sendo cada um deles complementar a uma das extre-
midades do alvo, a enzima DNA polimerase e uma mistura
equimolar dos quatro desoxirribonucleotideos, que serdo in-
corporados durante a sintese das novas moléculas. A técnica
consiste em ciclos sucessivos de trés etapas principais: des-
naturagdo, anelamento e extensdo. O primeiro passo € a des-
naturacdo do DNA molde, que ocorre pelo tratamento com
alta temperatura (94°C) por um tempo curto. Em seguida,a
temperatura é reduzida para aproximadamente 60°C, o que
possibilita o anelamento de cada um dos oligonucleotideosa
uma das fitas-molde do DNA desnaturado. Eventualmentt
pode ocorrer a renaturagio do DNA molde, mas a utiliza-
¢d0 de um excesso de oligonucleotideos na reagao favorec
0 pareamento molde-oligonucleotideo. A terceira etapa ¢
extensdo, ou seja, a sintese das novas moléculas de DNA 3
partir da extremidade 3’-OH de cada um dos pares molde-
oligonucleotideo que foram formados. Essa etapa 0c0r™® "
72°C, temperatura ideal para funcionamento da DNA Poé
llr'nerase usada na reagdo. Como a reagio de PCR 'e:.wolvi-
\tarias incubacdes em temperatura de 94°C, € necessario “L_
lizar uma DNA polimerase termoestével, ou seja, qU€ nao;aq
fra perda de atividade em altas temperaturas. A enzim? Jica
DNA polimerase isolada da espécie de bactéria termo,t;'.;a.
T_herm"-‘ aquaticus passou a ser a mais usada para amP l l(,es

§30 de DNA por PCR, por sua alta eficiéncia nas condi
necessariag Para a reagio. CR di
Fomo Mmostra a Figura 11.15, o primeiro ciclo da By .
g,rlgem a duas moléculas novas e longas, com 2 e"“e':,;nino
3'?o‘i§ﬁmda' por cada um dos oligonucleoﬁ’deos elit;ite da
JH aleatério, que geralmente vai bem além dO pCR#
Tegiao de interesse, No entanto, a cada novo ciclo intest
sovas moléculas sintetizadas se tornam moldes par? 3 il
© mais moléculas, de modo que, a partir do 682" 45des
da PCR, 3 obtidos f('] : com extre™ g0
delimitadas pg] 5 apenas fragmentos > dos 1 a6 %
Freiin SI; Gs ois oligonucleotideos us 20 ¢lc. osé’e_o,
T g m total de aproximadamente 0 da reaqzlo
quando a Ieacao de PCR padrﬁo. No inl Cada ¢l )
08 Teagentes estao presentes em €XCESS® " es P
e amplificacio prog s léculas prese” cidh
ciclo anterjoy eaP uz o d_obro de molec ola eX entes g
seguida, o amplificagdo ocorre em €S8 5, iian 0

» 08 Teagentes disponiveis se tornam = " oce

a taxa € am hf‘ 5 ; i
chegue 3 satull"aq;:a‘;ao comega a reduzir, ate 4
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Figura 17

30 de s Rep’?seﬂtacéo dos dois primeiros ciclos de amplifica-

Pela técnica de PCR. O primeiro ciclo da origem a dois
gido 3'indecf? M extremidade 5’ definida pelos oligonucleotideos e
tig 505 Inida. A partir do segundo ciclo, ja comegam a ser ob-

T : 5
135 dya 49mentos de tamanho delimitado pelos oligonucleotideos
S extremidades,

'ragment()s'

Técni(a de PCR

Bora 3
i lc(};:; 0Ce sabe o funcionamento da técnica de PCR, sua
arapidame eficiéncia, fica mais ficil compreender como
oy ) sumer-ue.tomol-l conta dos laboratérios de biologia mo-
o €Xag tituindo, em muitos casos, o uso de técnicas mais
Oy e So ¢ Uabalhosas, como construgdo de bibliotecas de
N gene uthern blot, Com ela, ficou muito mais ficil isolar
;‘jfm dissoecsequé“da conhecida em diversos organismos.
tm“u" e;,e[:n ? mostra a proxima segdo, a tecnica posstlo
! ]arga esca] Olvimento das estratégias de sequenciamen 2
%de o, 3 A PCR facilita também a introdugao de si

oo 02j
‘mphﬁcad s de restricao nas extremidades dos fragmentos
oy ey, inclui-

> Pastando, para isso, que tais sitios sejam
:{:p liﬁca?;:emlqad% dos oligontllcleotl’deos usados para t:
de“ados em SSim, esses fragmentos podem ser facilmen
Yetores de interesse diversos, usando-se 0s SItiOS
foduzidos por PCR. A PCR permitiu também

l'es e
a°btet1:19.a° int
d
e 2 : e
genes contendo mutagoes de interesse, © qu

(o ¢
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chamamos de ¢ iti mutacao € in
utagénese sitio-dirigid, 0 €é1i i

s giaa. A mutagio é i d

Na sequéncia de o] : i

G Iif.lgoxzucleotideos iniciadores, e os produtos
d T p 1ca<;_ao passam a cpnter a mutacao, servindo
s para novos cnclo§ de amplificagio.
técnicarazao <lie sua espec1ﬁci-dade e da alta sensibilidade da
» qQue € capaz de amplificar amostras que contenham
apenas uma molécula do alvo, a PCR é muito usada também
no diagnéstico de doengas genéticas e no de doengas infec-
ciosas (pela deteccio de sequéncias de DNA de patégenos em
amostras clinicas). Além disso, a PCR veio a contribuir bas-
tante con-1 estudos arqueoldgicos, possibilitando a analise de
DNA obtido a partir de fragmentos de ossos e outros fésseis.
A fim de elucidar como essa técnica impactou a identificacdo
bumana e a genética forense, ver o boxe “A identificacdo de
individuos pela anilise de polimorfismos”

CDNA de interesse também podem
ser obtidos por PCR

A técnica de PCR também foi adaptada para a amplificacio de
DNA a partir de amostras de RNA, o que chamamos de RT-
PCR (do inglés, reverse transcriptase PCR). A RT-PCR tem sido
muito utilizada para a detecgio de transcritos pouco abundan-
tes (de dificil deteccdo por Northern blot), e também possibilita
a construgdo de bibliotecas de cDNA quando apenas pequenas
quantidades de mRNA estdo disponiveis. No RT-PCR, é neces-
sario adicionar uma etapa de sintese de cDNA a partir do RNA

A identificacao de individuos pela analise de polimorfismos
A técnica de PCR também possibilitou a identificagdo de individuos a
partir de amostras de baixa qualidade e/ou contendo quantidades mi-
nimas de DNA, como tragos de sémen, saliva e até um fio de cabelo. Esse
tipo de teste é especialmente importante na drea forense, para identi-

ficagdo de criminosos a partir de amostras obtidas em cenas de crime.
Mesmo antes do uso da PCR, a identificagao de individuos ja se ba-
seava na analise de polimorfismos da sequéncia de DNA. Polimorfismos
sdo variagdes na sequéncia de bases em um mesmo local do cromos-
somo entre os individuos de uma populagao; podem ser variagoes de
uma ou poucas bases e que ocorrema aproximadamente cada 1.000 pb
no cromossomo, ou podem ser variagées no tamanho de uma regiao
contendo repeticoes de uma sequéncia pequena. Tais regides sao cha-
madas de microssatélites, e tém tamanho bastante varidvel de pessoa

para pessoa. Assim, cada individuo tem o seu padrao de polimorfismo.
Muitas vezes, esses polimorfismos modificam o padrao de fragmen-
tos de DNA obtido apos digestdo com uma ou mais e_nzin:nas. Essas va-
riacdes no padréo de clivagem por enzimas de restricdo sao chamadas
RFLP. (do inglés, restriction fragment Iepgh.t polymorphisr'ns). Assim, as
técnicas tradicionais de identificacdo de mdl\fiduos consistiam na analise
por Southern blot do padréo de digestdo obtido em amostras de suspei-
tos, com o padrao gerado pela amostra coletada na cena do crime. Pela
anilise dos perfis de digestdo obtidos com um grupo de sondas diferen-
tes, é possivel identificar com alta precisao o individuo entre um grupo
de suspeitos. No entanto, havia muita dificuldade em obter amostras de
DNA de qualidade e quantidade suficiente para a ané_h§g por Southern
blot. Por possibilitara amplificagao do_l.')h_lA daamostra inicial para poste-

rior anélise por Southern blot, a PCR eliminou esse problema.
Alternativamente, 05 polimorfismos podem ser caracterizados dire-
tamente por PCR, detectando-se diferengas no tamanho de fragmentos
roduzidos pela amplificaao de regides ?olimérﬂcas. A Figura 11.16
P 2 um exemplo de genotipagem de individuos usando essa téc-
mgasnl;ara uma identificagdo sem ambiguidade, varios loci polimérficos
e er analisados.

d'f%’ﬁ;‘;ﬁigﬁgz;:ﬂlar & utilizada para testes de paternidade, conforme
dona Figura 11.17. Paraisso, é obtida uma amostra de DNA do fi-
mess Imente de sangue, mas pode ser feitoa partirde saliva oufio de
lho (glerae T; a ou mais amostras dos possiveis pais e da mae. Para cada
cael lisado, um dos alelos do filho é proveniente da mae e outro
locisiang rma possivel identificar os padrdes paterno e materno.

do pal, 0 que tor
| dopal, 0 quetormap
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Individuo 2

Individuo 1

Alelo
matemo

Alelo
patemo

i‘ @R e eletroforese em c_@
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| Figura 11.16 Genotipagem humana utilizando PCR. Regices poli-
i mérficas correspondendo a microssatélites (caixas verdes) sao flan-
i queadas por regioes nao variaveis (representadas em rosa e azul).
L Iniciadores de PCR (setas rosa e azul) podem ser utilizados para am-
' plificar a regido de microssatélites. O produto de amplificagao de um
individuo pode conter até duas bandas de tamanhos diferentes, uma
correspondente ao alelo materno e outra ao alelo paterno.

inicial, uma vez que a Tag DNA polimerase nao é capaz de sinte-
tizar DNA a partir de RNA. A sintese de cDNA é realizada pelo
uso de uma enzima do tipo transcriptase reversa, uma classe de
proteinas provenientes de retrovirus. Estas enzimas sdo capazes
de gerar uma fita simples de DNA complementar ao RNA mol-
de (Figura 11.18). Em seguida, o cDNA produzido é utilizado
como molde na reagao de PCR padréo. E importante notar quea
amostra de RNA nio pode conter nenhuma contaminacio com
DNA celular; caso contrério, 0 DNA contaminante pode causar
amplificacdo indesejével na reacio de PCR. Possiveis contami-
nagoes com DNA sao eliminadas pelo tratamento com enzimas
do tipo desoxirribonucleases (DNAse), que reconhecem e de-
gradam exclusivamente moléculas de DNA.

A sintese do cDNA pode ser realizada utilizando-se um
oligonucleotideo especifico para um transcrito de interesse
ou usando um oligonucleotideo inespecifico, capaz de anelar
em todas as moléculas de RNA disponiveis na amostra, o que
vai gerar uma amostra de cDNA total celular (Figura11.18),0
lig qcleoudeo mgspeciﬁco mais utilizado é o oligo(dT), que
ela na cauda poliA de mRNA eucariéticos, Apds a si;xtese

NA, areagao de PCR ¢ feita com um par de oligonucleo-
especifico para o gene de interesse. Alternativamente

:xlxil _;:SP, pode-se usar os random hexamer, que

n mlstllra de fragmentos de 6 nucleotideos
de anelar em Varias
A,

eira aleatéria, capazes
20 longo da molécula de RN

‘ |PCRem tempo rea|
§ u'sad'a‘par‘aquantxﬁcaram E
e DNA Por PCR ¢ mu(i)tso
ias

Amplificagéo de regides
polimérficas por PCR, analise
dos produtos por eletroforese em gel

l

Individuo 2
Filho Mae Individuo 1 (Paj)
) () (-] ey
Alelo materno «—— <>
it
L
Alelo paterno «—— RS- e »
v
i
Alelo paterno «—— — R Y |
I
== |
Alelo materno «—— I «» IR
[
[

Figura 11.17 Exemplo de andlise para determinagéo de paternldade—.
Produtos de amplificagdo de regides de microssatélites sao compaf?‘r
dos em corrida eletroforética. Metade das bandas do filho deve ser
igual as bandas obtidas com o DNA da mae. A outra metade deye tt:
correspondéncia no padrao paterno, para determinar a patern! 2 a'.
0 individuo 2 apresenta o padrio de bandas compativel Cquarzn-
ternidade da crianca. Neste exemplo simplificado, dois foc/ i ser
tes foram analisados, mas um nimero bem maior de foci devef[\;ma
analisados na pratica, para determinar com altos niveis de co"
estatistica,

€
por exemplo, na determinacio de carga viral em mosm;;’is
pacientes, No caso do RNA, esse tipo de anilise € cada veZ veri-
usado em estudos de expressio génica nas quais s deS? Ty,
ficar um ou poucos transcritos de interesse. No emanto,':wcéo
sensibilidade da técnica de PCR dificulta bastante 2 regl 1iéncia
de andlises quantitativas, pois variagoes minimas 12 IS
entre amostras sio maximizadas pela amplificagao €m escas
Ponencial dos produtos, levando a resultados incorretos. ~ g
08 primeiros métodos de quantificagdo por P CR co
andlise dos produtos finais da reagio eram bastante g e
Em 1992, Higuchi et al. desenvolveram um eq-ulg tid?
to de PCR que possibilitava detectar a ﬂuoreScénCla enté
Pelo brometo de etideo conforme essa molécul2
1 sendo incorporada nas novas moléculas de D ia 0
que iam se formando durante a amplificagdo: surgfl' car P
€M tMPpo real. Essa técnica & muito mais precisa € efiC™ o5
quantificacio por PCR, jé que, em vez de deteda{f?jal;i" .;or};
formeias tgeaqio, identifica os produtos de ?‘mpl Al tecﬂolog;a
e 9 sendo formados a cada novo cicle: aprimoraais
eteccdo dos produtos de reago foi bastant€ % ;1

:;:siv mente, utilizam-se marcadores fluor esczn f:s ue 18
€18 € menos téxic to de et{de®
bém se i 0 que o0 brome

40s produtos durante sua sintese
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Oigonucleotideo r_‘_‘ Anelamento
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Figur, ;
Nrﬂ;.;g'm Esquema da amplificagdo de um transcrito de interesse

) oy g R Apds a sintese do cONA especifico (lado esquerdo da figu-
CONA total (lado direito da figura) pela transcriptase reversa
Servem de molde em uma reagio de PCR padrao com
€05 para o gene de interesse (indicado pelas setas verdes).

R, 05 Ny
$0nuceotig

PCR
&
Mtempo real usa marcadores fluorescentes

Para J
Ry det.e.cta" a quantidade de DNA em cada ciclo
; Mplificaczo

is
os ‘lu:;i,r(:tsede Marcadores fluorescentes s3o os mais utilizados:
lex(msio'rciﬂam na dupla-fita de DNA recém-formada apos
fUeng 3 € sondas fluorescentes, que hibridam em uma pe-
b anela.ila(’ especifica do DNA fita simples durante as fases
fete g “hl0 € extenso (Figura 11.19). Nenhum deles in-
Senciy fllciéncia da reagdo de amplificagdo, caracteristica
A nojg Ard sua funcionalidade. y
“ﬁlizado cula SYR Green® é o marcador intercalante mais
5 um €nte e se liga a qualquer DNA fita dupla, o que
lnesl’eciﬂcemo Na sua fluorescéncia. Este tipo de marcagao ¢
i"‘PliﬁCado’ OU seja, detecta qualquer DNA que esteja sendo
$ne de int?a " reacdo, podendo ser utilizado para qualquer
everesse'. Uma desvantagem do uso dessef marc; Og

:stl{ans produtos inespecificos da reagdo tam a
1o Mrcacs ” erferindo na andlise. e
0 de g t © Por sonda fluorescente detecta apenas O P

Inte 5 : tos
'®Ss¢, nao sofrendo a influéncia de produ

Manipulando o Gene | Técnicas de Biologia Molecular 213

;ggslzsﬁliflgost:ﬁ;lidso; :sa; reagio. As sondaﬂs do tipo TaqMan‘
fluorescente na extremidags ;flSOS, s gt a
il e 'ade 5" e outra que aﬂbsorve a ﬂuore§—

a extremidade 3’ (no termo em inglés, quencher) (Fi-
gura 11.19). Assim, quando a sonda est4 intacta, o quencher
estd bem p}'éxinlo da fonte de fluorescéncia e nio permite que
a ﬂuqrescencia emitida seja detectada. Conforme a reagao
progride e surgem novas fitas simples, a sonda hibrida nessas
fitas, mantendo-se associada a elas, Durante a extensdo das
ﬁ'l'as lpela Taq DNA polimerase, sua atividade exonucledsica
S‘—>3 cliva a sonda, liberando a molécula fluorescente, que se
dfstancia de seu quencher. A molécula passa a emitir a fluores-
cencia, cuja intensidade ¢ proporcional a quantidade de DNA
presente na reagio. Outras sondas fluorescentes utilizadas em
PCR em tempo real sio as do tipo Scorpions e Molecular Bea-
cons, que utilizam principios similares de controle da emissio
de fluorescéncia pela proximidade a uma molécula quencher
descritos para a sonda TagMan®.

Diferencas nas quantidades de DNA sao
detectadas por PCR em tempo real

A PCR em tempo real utiliza equipamentos que amplificam e
quantificam o produto de amplificacio a0 mesmo tempo. A
alta sensibilidade do método possibilita que os produtos se-
jam detectados na fase exponencial de amplificagdo, quando
a reagao ¢ altamente eficiente e depende apenas da quantida-
de inicial de molde presente na amostra. Nessa fase, quanto
maior a quantidade de molde, menos ciclos de amplificagdo
serao necessarios para desenvolver uma quantidade detectavel
de produto. A quantificagdo se baseia na andlise de um gréfico
de amplificagdo que compara niimero de ciclos versus intensi-
dade de fluorescéncia (Figura 11.20). O nimero de ciclos no
qual a fluorescéncia detectada ultrapassa o limite minimo de
deteccio é chamado de C,. (Figura 11.20). Quanto mais DNA
molde estd presente na reagio, menos ciclos serao necessdrios
para detecgdo dos produtos, e menor serd o C.. Para a quantifi-
cacdo absoluta do nimero de copias de um gene, o valor de C,.
obtido na amostra é comparado a uma curva-padriao de uma
amostra de concentragdo conhecida. No entanto, muitas vezes,
desejamos fazer uma quantificagdo rel_ativa, que compara a
quantidade de um gene entre duas condi¢oes dlferentef. Nesse
caso, ndo é necessdria uma curva-padrao, e a comparacao entre
os C.. de cada condigdo demonstra a variagdo nas quantidades
relativas entre as condigoes. Esse tipo de anal_lse € muito usado
para confirmar dados de variagao de expressao de genes, como
os obtidos em ensaios de microarranjos Qe DNA de estudos de
transcriptoma — conforme mostra o Capitulo 13.

sequenciamento de DNA
e determinar a sequéncia debnl;cleotidecis de
é parte fundamental da biologia molecu-
mdécﬂ:inie ]ligiﬁricig Sanger e Walter Gilbert, idealizadores
lar mo-meire;s técnicas de sequenciamento, foram laureados
e Pl'lPrémio Nobel de Quimica, em 1980, juntamente com
oo g re, um dos pioneiros na tecnologia do DNA recombi-
P (IB\IE;ta se¢do, € possivel observar que as técnicas de se-
nae ento vém sendoalvo de intensas pesquisas, e estdo em
quenaa:n desenvolvimento. Enquanto as primeiras inventadas
s <ei terminar a sequéncia de apenas dezenas ou, no ma-
2 i :enas de bases de cada vez, as mais modernas podem
}:l::or;:i?ar sequéncias de genomas inteiros em questao de dias.
e

A habilidade d
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. SYBR 5

Green

@ plililiiiidlis] SSEER AT

Bt @ : Gt @ il Fluoréforo préximo do “quencher”: sem fluorescéncia

s j Cp SUERESENEETERERERRRENER ! @ R rbio's axtbncas

DNA fitasimples: SYBRndoligado o @ 5 £ @

.ﬂ : aN 5I

Inicio da extensdo: sonda intacta, sem [ rescéncia

Anelamento e extens&o l @
SO e
,——0-0c-00@

sSERt it ittt iRiiiiis cpEE ES : Lilis

Taq polimerase encontra a sonda: atividace nucleasica

Sintese de DNA: SYBR se liga as fitas duplas em formagao ; _ !
degrada o oligonucleotideo e libera o fiuoréforo

S o
<+

Término do ciclo

O FELO O IO RO O I O @
SYBR ligado ao longo de toda a molécula Fluoréforo distante do “Quencher”:
: B emissdo de fluorescéncia
Figura 11.19 Representacao dos dois métodos mais usados para detecgio dos produtos de amplificacdo durante a PCR em tempo real.

A. Marcador inespecifico: SYBR Green®. A fluorescéncia é detectada logo apds a fase de extensio de cada ciclo, quando o DNA estd em fita dupla.
B. Marcador especifico: TagMan®. A fluorescéncia é detectada apés a extensio pelaTag DNA polimerase.
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olde
€ inicial, pois o valor C; € maior que o obtido Naamostra 1

0 de Maxam e Gi
A0 ilbent 3“ 3 outro a 5’ de T, e outro a 5 de C ou T. U™
tée Sequenciamento de um pequeno trecho de D Pe DA
e C?ca € mostrado na Figura 11.21. O fragment® “: con
M fita simples a ser sequenciado é marcado na PO~ o8

fos et ta
fato fadioativo, e entio submetido aos quatro tré Jisad%

S€paradamente, ¢ o 50 530 andP o
S produ a reagdo S29 - idg,
PO eletroforese degratro s Ge.cadarenc rllam;

Ofs esnaturante em géis de poliac
"qu_'.e-‘p()SSIbllita a separacio de fragrgnentos difenn oa dcsSCS
oo Bucleotideo, A exposicdo autorradiogr :mdas b’
e '&;s, :0Ina possivel a deteccao do padrio de te ded??
Ppartir dal,;a'sequéncia do DNA pode ser facﬂmen ;

cum 2 “leitura dg gel”

Capitulo 11 <

Manipulando o Gene | Técnicas de Biologia Molecular 215

*P-5' CGAGCGTTCGCA 31

| | 1l

Reagdo de
clivagemem G

Reacgdo de
clivagem em G ou A

clivagemem C

_5 CGAGCGTTCGCA 3'
15 CGAGCGTTC 3'

-5/ CGAGC 3'

-5CGA3'

P-5C ‘P

‘D
P-.

*D_
i

Autorradiografia
do gel

lo método
Figura 11.21 Sequenciamento de um pequeno fragmento deDRADS

a Bj

| pinge, ,89r2 1122, Durante o sequenciamento de DR
TPHS * 50 adicionados dideso,drribonuc]eot_ideos (ddN
S de sintese de DNA in vitro. Estes $30

w0

*-5"CGAGCGTTCGC 3'
-3 CGAGCGTTC 3'

Tutura de ym desoxirribonucleotideo estd repre-

Reagdo de Reagao de
clivagemem Cou T

! I y
" CGAGCGTTCGCA 3' *P-5' CGAGCGTTCGCA 3' l

*P-5' CGAGCGTTCG 3'
*P-5' CGAGCGTT 3'

*P-5' CGAGCGTTCGCA 3'
*P-5' CGAGCGTTCG 3'
*P-5' CGAGCGTT 3’

-5 CGAGC 3’ *P-5' CGAG 3’ *P-5' CGAGCGT 3'
5'CGAY *P-5' CGAGCG 3'
S'CGY¥ *P-5' CGAG 3'
5:C 3!

Submeter todas as quatro
l reagGes a eletroforese em
gel de poliacrilamida
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de Maxam e Gilbert.

§ irri leotideos por apresentarem uma substitui-
Uene: xirribonucleotideos por apresentar
r‘:.ll_)encuamento enzimético de Sanger envolve g:: gzs;mpo 3-OH por um hidrogénio (Figura 11.22). Logo,
'e5de Polimerizacio do DNA e terminagao de esses nucleotideos podem ser utilizados normalmente pela
Slapor did irri ‘ limerase durante a sintese de DNA; contudo, uma vez
5 Idesoxirribonucleotideos DNA ;:r ::dos S pedem que a sintese de DNA continue, por
foj 0 de ; ; ento  incor ) : : 0
n::lf Ssﬁnvolvid?gl:: ?:;gen.tc;( rgalsg;saggsi?;é c‘:)rl;]: I: tec-  nao teremfg:'i“g‘t’ 3;&2‘]‘:‘5:::@ pard 4 formacgolde e
812 do [y e anecl: : bém ligagdo fosfodiéster S AR _
& Uso de Engg :secom'bmante e a PCR, tal g;;:;tca (t)?il:l i 8 O sequenciamento de S;:%eer Bgﬁnle :g::oz‘a g:;:r&;e:?i:f
deltia .c°mPreencllae‘i-nﬁc?}?as 2 nesttfe ca;(()).nam Ospmémdos diferentes de po:z;erl:;agexcesso de desoxirribonucleotideos
dog , Miagg de dn}e TS dar a estrutura  sas reagoes CTOE um dos quatro didesoxirribonucleotideos.
~ D%m_'cleotideos e s Derig I“B;% olimerases.  normais (dN )eloareagio feita com dNTP. + ddATP mos-
r"‘e.x‘"ib0Ilucleotic(:ez;nod? = ;(;ao ! ara DIEIA polime-  Tome COH;:? exe"g.z& Eles sdo misturados ao fragmento de
» NAqi fequer extrernid:i‘:ass;' S(;rl?lt‘l)ifrrgs para a sintese de trada na Figurd ciar, juntamente com um inicia-
A g 2

deseja sequen 5
dDgeng::acslz radi{)ativamente na sua ponta 5; e uma DNA

limera i a incorporar os
i e. A DNA polimerase comegard rar 0s
nﬁcle:tidseos na sintese de uma fita complementar, mas
diferentes 7 : ‘
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Didesoxirribonucleotideo

Desoxirribonucleotideo

i Figura 11.22 Comparagao entre as estruturas de um desoxirribonu-
‘ cleotideo e um didesoxirribonucleotideo. Os grupamentos presentes
na porcio 3'de cada um estao destacados pelos circulos marrons.

eventualmente incorporaré o ddATP, causando a interrupgao
} da sintese. Imagine que essa reagao esta sendo feita com mi-
lhares de cépias idénticas desse fragmento de DNA ao mes-
mo tempo no tubo. Assim, o produto final é uma cole¢éo de
fragmentos de tamanhos diferentes, todos eles terminados em
A por incorporacio do ddATP em diferentes posices. Agora
considere que foram feitas reacoes também com ddCTP, ddG-
| TP e ddTTP. As reacoes sdo entdo submetidas a eletrofore-
| se em gel de poliacrilamida, e as bandas do gel reveladas por

f ] autorradiografia. E possivel entao determinar a sequéncia de
it nucleotideos do DNA em questio (Figura 11.23).
L : E importante notar que o sequenciamento de Sanger requer

0 uso de uma DNA polimerase. Consequentemente, para que
ocorra a reacao de sequenciamento, é necessério um iniciador
it que se anele na regido imediatamente a montante (ou seja, a
I: | 57) da regido de interesse. Jé foi mostrado neste capitulo que
'

pequenos oligonucleotideos em fita simples podem ser sinteti-
zados in vitro, um processo rotineiro também no uso da tecno-
logia da reacdo em cadeia da polimerase. No entanto, a sintese
de um iniciador para sequenciamento requer um conhecimen-
to prévio da sequéncia que estd imediatamente a 5’ da regiao
de interesse. Como em muitas situacoes tal informagio nio
estd disponivel, frequentemente um fragmento de DNA de
sequéncia desconhecida é primeiramente clonado em vetores
plasmidiais. Uma vez obtido o clone, ele pode ser sequencia-
do usando-se iniciadores que anelam na regiao do plasmid,

a 5' do sitio onde o fragmento foi clonado, tornando 05sf e?
assim, o sequenciamento pelo método de Sanger. i

O método de Sanger foi aprimorado com o
TON | o u
didesoxirribonucleotidios fluorescentes e

teressante notar que o salto qualitativo dad
odologia foi muito grande, sendo POssivel soment

0S avangos em outros campos do conhecimentg :
a engenharia e a informitica, N

Com essa

o il que possibilitoy 5
aquinas . fDPUtadoms Poderosos nos quajs
também se base

cen 12 em dideso.
mas, neste caso, uma gpjc, reag:iooé

ECESSirias no método orj.

Tepresentou um avango enorme na tecnologia, pois 5 reduc

1o nimero de reagdes por um fator de 4 vezes facilitgy, , .

tomagdo do sequenciamento, caracteristica fundamentg) Par;;
processos de larga escala, tais como o sequenciamentq de ge.
nomas completos. Centenas de genomas de virus, bactérig
fungos e até mesmo 0 genoma humano foram sequenciag 0;
usando esta tecnologia.

Na Figura 11.24 € mostrado o esquema do sequenciameny,
usando fluorescéncia. Nessa reacdo, o DNA a ser sequenciady
¢ misturado com o iniciador, DNA polimerase, ANTB, e dqn.
TP. O diferencial é que cada um dos ddN'TP é marcado cop
um corante fluorescente que emite luz em um comprimen.
to de onda diferente. Assim, a terminacio de cadeia causady
pela incorporagdo de ddATP desenvolve iag mentos com umg
cor de fluorescéncia; aquelas causadas j:¢la incorporagio de
ddCTP dio origem fragmentos de outra < or, ¢ assim por diante,

Nos aparelhos modernos, os produic: dessa reagio so se-
parados por eletroforese em géis de poiiacrilamida contidos
em pequenos capilares, e a detecgdo da fluorescéncia de cada
banda ¢é feita pelo prdprio aparelho, que transmite os dados
para um computador acoplado. A fluorescéncia emitida por
cada banda ¢é lida em picos de intensidade, e o resultado des-
se processo ¢ a produgdo de um cromatograma de sequéncia
(Figura 11.24). Cada reagdo individual pode sequenciar até
aproximadamente 800 pb, e a maioria dos equipamentos atu-
ais possibilita a andlise dos produtos de muitas reagoes em pa-
ralelo, por apresentarem vérios capilares independentes.

Sequenciamento de nova geracao | Obtengao de
dados em larga escala

Imagine o potencial de uma tecnologia capaz de sequencir?
genoma humano inteiro em questio de dias. A perspectivd d
uma medicina individualizada, a partir do conhecimento 63
predisposicoes genéticas de cada paciente, pode parecer ﬁ“ag
cientifica, mas talvez acontega em um futuro mais Pfox"no.wS
que se pensa. Neste ponto, é desnecessdrio dizer que Mm% 25
dilemas éticos também deverdo ser encarados quando €%
metodologias se encontrarem largamente difundidas- cial
Néo ¢ dificil imaginar que existe um interesse comerhias
enorme nesse tipo de tecnologia. Assim, varias COmPa?o
de biotecnologia desenvolveram plataformas diferentes: 3
capazes de realizar sequenciamento de alta escala; o4 Se]c:lPi'
varios gigabases de DNA por corrida do aparelho- Negs op¥*
tulo sero discutidas apenas algumas plataformas mais P
lares: embora existam outras em uso e/ou desenvO VIES 0do’
Lo Portante salientar que a complexidade dessa? onpac
tgg‘“s € enorme, mas serao explicadas aqui pOr qu;'i;ida. aves
no futuro da biologia e da medicina sers, sem ¢ it
salador. Antes de discutir cada uma delas, pode-s¢ o4 erdd’
que elas tém em comum, O sequenciamento @€ nova Sue e
(next-generation sequencing) é também chamado qeﬂ"""
mente de sequenciamento de segunda geragio °% P
Tento macico em paralelo. Este tltimo ilustra bem 430 ¢
10 pOr trés dessas plataformas de proxima Bere o ™

< A es
Precisamente sequenciar virias moléculas diferent eno® )
110S fragmentos

: 0 8- o

diferentes provenientes 4o mes™ a5 M€

er:] Paralelo, Logo, elas difell')em fundamellti‘lmentee : al i
0glas de Sanger e de Maxam e Gilbert, €™ qur s 0Pl

Sequénci ; scifico ¢ G
ém cadaar;i € DNA, oriunda de um trecho €sP€* 2, de fe o

i : 30 " o8
4620. Isso ¢ possivel gracas @ integras em %
mentas de Nanotecnologia, robé%ica e informat<®

lhos de 4t desempenho,
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A mold T
DNA molde 3 T B CACTGTGACTGCAGTCACT 5'

Iniciador *P - 5'el 11T 11T

DNA polimerase
dNTP
ddATP

Fazer reagdes
também com
ddCTP, ddGTP
e ddTTP

3 TTTTTTTTTT CACTGTGACTGCAGTCACT 5
pogllil GTGACA 3

3 —-"-—-—~————~ CACTGTGACTGCAGTCACT 5'

5" GTGA 3
3 e CACTGTGACTGCAGTCACT &'
GRAA GTGACACTGA 3'
G ——= CACTGTGACTGCAGTCACT &'
‘P — 5’ GTGACACTGACGTCA 3'
| 3 CACTGTGACTGCAGTCACT 5'
p_ 5l llLLLLL GTGACACTGACGTCAGTGA'3!

quatro reagdes a eletroforese em
gel de poliacrilamida

l [ Desnaturar e submeter todas as ]

A (0] G T
3 |5 Sequéncia
P— A | T deduzidada
o G |c fita-molde
Autoradiografia . T 1A
3 c?o gel ] ©
— A [T
— C |G
s T (A
— G |C
o= C |G
— A 1T
o G |C
| s T A
| — © ‘.;’.
— : s
AT
A — G (o]
; amm T |A
! - G (C
; 5 (8]

Figy

raq

"aeg sir.nzn3 Seqye"damento de DNA pelo método de Sanger. Notar que,
3res 5o feitas com ddCTP, ddGTP e ddTTP.

para simpliﬁcacéo, apenas a reagao com ddATP foi mostrada, mas

E.:r:diferentes plataform tam limitagoes diferentes Em primeiro lu%ar, s :nl:gﬁzesgﬁo: ?lz(:?o::zo ;s:;:
e 8872l b A SapLesen Ay frag-  métodos de segunda geraga : 2
d:ntos de - -5€ apenas a sequéncia de pequenos X 8" aminados os seus principios fundamentais em comum:

o alem

A, por limitagdes das técnicas que Va

po i 50 de uma biblioteca que represente o genoma em
ciiPilcida deste texo, No entanto, é importante considerar a 40

e L contrério das bibliotecas gendmicas e de cDNA

€ assomp A modelos andlise. Ao 2 :
&dm“ca % ca;:sa de.ssas tecnologlas.l ;n;l sf:ise it vistas anteriormente, ?la nao é_ produzui;l cllaor clonagetm
g enas de i corrida desses aparelnos P< deia do que em vetores. Essas bibliotecas salqi)[,A n:';rer a; e, .coingos Es
&norepresenta gvgaia scde DN AeTg te; umgols diferentes de milhdes de fragmentos de gda m:l ectllleses;r:z?t ia : iti d;
ey, 5 Por e telembrarios tamanfics herichia coli sicamente uns dos outros, € cada gonideleen (cha?m cadp
M 46 pb g mplo: o genoma da bactéria Escheric! i em virias copias de pequeno grup
E Gph de gNA' € 0 genoma humano tem 2proximé clusters) de moléculas idénticas.
e
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DNAmolde 357 TTii 71
EERRE RN
|niciador 5' s

dNTP

ACTAGTCCGAGTACAAGC 5'

daarP~0) adeTP~)
4iCTP_@) «TTP_@)

Capitulo 11 «

) Cada um desses pequenos clusters é construido por frag-
"~ mentagio do DNA O“g”{a]_em pequenos fragmentos (ge-
ralmente por forga mecanica) e llgilqaf) de adaptadores
(pequenos trechos de DNA de'sequencm conhecida) nas
duas extremidades dessas molegulas. A colecio de frag-
mentos ligados aos adaptadores ¢ chamada de “biblioteca”
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3‘ dos nucleotideos, quanto a fluorescéncia conjugada. As-
Sim, um novo ciclo pode ser iniciado, adicionando-se nova-
mente nucleotideos fluorescentes bloqueados na porcio 3’
Esta me'todologia foi batizada de sequenciamento por sintese.
A Illumina pode produzir uma sequéncia de milhoes de pe-

DNA polimerase
| e i quenos fragmentos de até 150 pb em seus aparelhos mais
no jargdo do sequenciamento de nova geragio, embora modernos.

3 ACTAGTCCGAGTACAAGC &' pdo represente uma biblioteca de fragmentos de DNA clo-

portanto, tem importancia histérica. Foi utilizada até 2016,
quando cessou a comercializacdo da plataforma.

A construgdo de bibliotecas para o sequenciamento com a
plataforma 454 tem como base o principio de PCR em emul-
$d0. Basicamente, o DNA fragmentado é ligado a adaptadores
e misturado a um conjunto de mindsculas esferas de agarose
contendo milhares de cépias de oligonucleotideos ligados co-

I ._..,......----“ .. quencias conhecidas desses adapta- — Plataf R
| T FRRRRARA nados em vetor. As seq ‘ AR pta atatorma Roche 454
| : : ; | ; ; ; | L Lo o @ dores s3o usadas para a prodicao de vdrias c6pias de cada A plataforma Roche 454 foi a pioneira em te s comerciais
i e molécula por PCR. A proi <l vérias copias em cluster p rmo !
|
!

} GAGTACAAGC
3 ACTAGTCCGAGTACAAGCS' 3'5rirriiiir ACTAGTCC

1 gL LULIITILY roaTcAGGETC @
6 -@ —

| Y CGAGTACAAG(
’ 3T ACTAGTCCGAGTACAAGC S 3Ty ACTAGTC

HERERERE ¥
| AL L] TGATCAGGCTCA
! LU a o : e

¢ fundamental, pois ar - nal obtido pelas reaces
de sequenciamento subs

. Detecgdo do processo .
Ou seja, a cada ciclo de |
informacdo sobre uma ©

lhoes de fragmentos de 1

BEREEREEE
SERRRRRRAL imento em tempo real.
csses aparelhos, se obtém
vases de cada um dos mi-

' estdo sendo sequencia-

-

ia
e Clape 400 € Tegistrada no computador. Na seqUé‘:;i;
€ tfatamento quimico remove tanto 0 bloq

‘ . dos em paralelo. Essa detecqi ...\\7;.1-;\ pelz erl;}i)slslﬁo de IXZ valentemente a sua superficie (Figura 11.26). Estes sdo com-
f 1 ~ 2 ou ﬂUOI‘eSCénCia pOl‘ cada um dos clusters da biblioteca. S ]elnentares és se uéncias dos ada tadores_ Um 6Ieo é mis-
) o D R GAGTACAAGC & - : P q %
E‘ STTTTTTTTTT \CTAGTCCGAGTACAAGC S 5 Mt il emissdes de cada um dos clusters sio registradas pelo com- turado a esses componentes em solugio aquosa contendo os
AL EEEEN) TGAT-@ 5l __TGATCAGGCTCAT @ putador a cada ciclo, obtendo a sequéncia de cada um deles reagentes necessarios para uma reacio de PCR, resultando na i
,  wfinal do processo. formagao de pequenas micelas desse leo. A estequiometria oS
’ 4. Em todas as metodologias, o resultado final ¢ a sequéncia 4 tes é ajustada de modo que a maioria das micelas ira =L
: C5 3=t ACTAGTCCGAGTACAAGC 5 008! glas, 0s reagen j GREEY Lt
3 TTTTTTTTT ACTAGTCCGAGTACAAG TR de milhdes de pequenos trechos de DNA. A tarefa de re-  conter apenas uma esfera com um (nico fragmento de DNA Al
REERERRRL] JL GATCAGGCTCATG ~() ped o p .
5's mee= = IGATC @ y montar um genoma inteiro a partir de vérios fragmentos ligado por complementariedade de bases aos iniciadores. Essa 5 i
pequenos € um desafio enorme na bioinformatica, e varios mistura de micelas é submetida a ciclos de amplificagdo por L
_ 3T ACTAGTCCGAGTACAAGC S’ 3+ ACTAGTCCGAGTACAAGC 5' avancos vém sendo realizados nesse sentido. Contudo, tais  pcR e, dessa maneira, cada uma ‘Ij)rocll.uziéé l'l:liIh?reS c<iie cdpias ‘E"j :;} |
H SERRERRRRN) L TGATCAGGCTCATGT metodologias ji entdo sendo largamente empregadas para  de cada fragmento individual, to as ligadas 4 esfera de agaro- 8|l
£ 5 TGATCA~@ 5 @ varias aplicacges. E possivel usar os dados desse sequencia-  ge A mistura de esferas de agarose e_colocada em microplacas b it
J ; 5 mento para detectar polimorfismos no genoma humano, que contém poros de taman‘ho suficiente para acodea{ uma '# 5, %‘;
STTTTT T T ACTAGTCCGAGTACAAGC 5"  3'rrrrrrrrrr ACTAGTCCGAGTACAAGC POr comparagdo das sequéncias pequenas obtidas com 0 nica esfera. O material estd pronto para ser submetido 2 rea- - ‘l:] et
gllIIENT Y raaTCAG O S'MTGATCAGGCTCATGTT -0 §noma humano de referéncia. Além disso, os sequencia-  cjg de pirOSEquenz:iamento. : i [
Mentos de nova geracio também tém enorme valia nos es- Conforme explicado anteriormente, os nucleotideos pre- el B
tudos d a es da sintese de DNA sio trifosfatados. Quando usados Lt i 1
g . . ' € ex a0 géni cursor. ) - il ]
i ] i ACTAGTCCGAGTACAAGC§' 3 ACTAGTCCGAGTACAAGC 5 et 0 8cca. pela DNA polimerase, um pirofosfato é liberado, e a energia ‘ g&" {1l
5 poARREERE) ERERRERRA] Pl : idroli ligagdo deste com o restante do e
S’ TGATCAGG—Q) O e TGATCAGGCTCATGTTC —@ dtaforma llumina proveniente da hidrélise da ligagdo deste co |
] ideo é ara a formagdo da nova ligacio fosfo- i
. ey : tafonstrUan de bibliotecas para sequenciamento com a pl_a- nlulcleotigeo :i:nl:j;(ij: go pirosequerfciamento i %i e
Sl ] e occs MR L SToc o sTAcamec 5 e°rma luming requer a fragmentagio do DNA e a ligagdo d'leStCL' dl:? irofosfato durante sintese de DNA. Logo, esse
glittiaeeee TGATCAGGC-@ 5'LMLE.TGATCAGGCTCATGTTCG~Q sioa;i.aptadOfes a suas extremidades. Os fragmentos de DNé hb,et;a:;;gt:i : seguenciamento T R R BT R e
estioli'if*dos 4 superficie de uma lamina de vidro. Nesta, ja $ieciadores SN b 1 ol R isadto dh i
% 18adas milhges de copias de oligonucleotl-dgo.s com- beragdo de pirofosfato, utiliza-se uma sequéncia .de_ reagoes
o e 5 antares. 20s adaptadores, que servem como iniciadores o dticas (Figura 11.26), que culmina com a emisso de luz
G|c deguzig:‘?ia Me uu;";Phﬁcag:éo local dos fragmentos por PCR, (;0,?2)]; pela enzima luciferase. ; S
C |G fita-molde N O na Figura 11.25. Essa “amplificagio-ponte;, jamento, esferas ainda menores sdo adicio-
Orre &9 : Para o sequencia , es m :
T1A €om D i , produz deze imas necessarias ao pirossequen-
T | A Cromatograma gerado 2 o milhg 3 se dobrando sobre si mesmo pt ek contendo todas as enz e ﬁucleo?ideos
ﬂDetecﬁo da cle pelo computador tos pel, h €S de pequenos clusters de fragmentos esp ciamento ligadas. Solucoesi Con‘tl e et e
poreschacia ca. =0 adicionadas sequencialmente. Ima
T|A TGAT G ; Io i 1e.  sao adicionadas seq G
. de glad;o ?anda Az CRNGIGICITECIA T CIT T C L e Process de sequenciamento usa uma DNA Pf)]l_me ilhares de microporos, cada um qeles conten_d_o um unico
pos elatroforese . © Mucleqy : teristicas: M ; NA idénticas. Ao adicionar dATP,
CleG ,i P“!nei 0 Otideos modificados com duas carac &  cluster de moléculas de D i te anelados
| Mgy, 92 Um dos quatro diferentes nucleotideos exemplo, naqueles fragmentos propriamente an
o 15 esseSalno Jooh Corantes fluorescentes diferentes. Além disso, p:));rn um iniciador e cuja préxima base ?T’fa DNAuf;l-melc‘ian
elc Mgy, CreOtid & : > do quimica- € : dATP, liberando pirofosfato e culminando
Eng €0s tém o terminal 3’ bloqueado q ird incorporar ) Lo
@ 181 ijo 3’ podem  selr 5 im, um leitor ptico acoplado a um
it % over s 010 2 fluorescénci bloqueio 3’ po issdo de luz. Assim, u P _
AlT Tevery: Orescéncia quanto o bloq . com a emis: - o S GUEYE TR
n idos o uenciamento istra todos os micropor q
cle %53 ) POr tratamentos quimicos. O seqt . computador reg % g ciclos com to-
T|A log ell),lztaf()rma envolve a adicio dos nucleotideos mla)r;& emisI;io de luz. Ao real:zar( dllvg::::n\:;’-::: soesquéncia§ i
g < Pﬁlimerasg“%dos, Meistojentiojincomoens cll): lipenas dos os nudeoudeos’cigg?o‘sfeem cada microporo. Assim, as
i 5 3 R ) N S e
T M]a Ncorpoy oMo seu terminal 3’ estd bloqueaada cluster.  ses dos fra%menﬁflées e diferentes fragmentos pequenos sio
5 Wrescan o0 ¢ Possivel de cada vez para caca ¢ tema  sequénciascem lo. A plataforma 454 pode sequenciar frag-
dp“‘“ acg 1Icia emitida por cada cluster é lida pelo sis eradas em paralelo. A p

mentos de até 700 pb.




220 Parte5 < EradaGenomica

Ligagao a
superficie da
Jamina

|
Ny

Desnaturagao dos
fragmentos ligados

a adaptadores

3

Fada fragmento & amplificado por multiplos ciclos de Pcﬂ

st
i
— | L
P

CLET o

produzindo milhdes de clusters na lamina

Adicionar = Iniciad
niciador
= S
| e

Nucleotideos marcados
com fluorescéncia e
bloqueados no 3'

Ler fluorescéncia de cada cluster
Remover bloqueio 3'
Adicionar reagentes novamente

Sequeéncia de cluster 1: TAT...

Sequéncia de cluster 2: ACG...
Sequéncia de cluster 3: GTC...

Figura11.25 Sequenciamento de DNA na plataforma lllumina. Apenas trés clusters s3o mostrados para simplificagac:

lataforma lon Torrent (Thermo) quatro dNTP sequencialmente. Assim como

454, 0 sequenciamento de regides homopolim
,  Soesdeum nucleotideo, como a sequéncia 5'-G
exemplo) apresenta maior taxa de erro.

$ outras em pequenos pogos. A metodologia

a técnica de PCR foi u. e em
sada pela primeira veZ ;
apenas 30 anos, Passou a serpap]_igada em metodolOS‘

30 de 4cj : S Y
- §40dedcidos nucleicos em alta sensibilidade e.tem,l:sse-

Praficamente qualquer amostra biol6gica de &

8indo muito rapidamente, T embre-se, por exerp 91,55 o
¢

u i
9 sequenciamento ripido de gigabases de DNA €2 o

na Plataformf
éricas (6P
G-3,0%

g\sideragées finais e perspeCLVaf,—/w

também envolve a deteccs , idos I
de da DNA polimeras:?‘ioind:of;z;l: 2% As técnicas bisicas de andlise e manipulagéo d¢ addeo: g
i nascentea partc do ANTP Lbers x> LCSCTta neste capitulo permitiram um MO e
também um fon H', A deteccio dy oo COPreensio da genética e da biologia 49° Org’ " ovsS
ase desse se&Iuenciamer: 3l sendo o arcabougo para o desenvolVimentoe 130 Y
: metodologias de alta resolucio e larga escale 9% o, de 9%

em

.

Esfera

ntendo reagentes
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DNA ligado a adaptadores

d

:opnt:;s:;l’dlzor tanto, determinar em poucos dias a sequéncia
Y4 parg muclll'] genoma humano, abrmd'o _novas pc?r?pec‘t;-
Gda indjyiq edicina baseada nas c'aracte’rlstlcas gen_etlcas de
0 Conjuntg ’30' Da mesma forma, é possivel determinar todo
Microbiom, )e microrganismos presente em um amblentlg
*contraq, 3) a partir do sequenciamento de todo o DNA ali
0.
o °‘;2§azretzs de estudo tam,bé_m se desenvolveram explfur}-
_intétiCa' qUe%“°l°gI{IS nos ultimos anos, como a Biologia
odugir o usca sintetizar genes e até cmrlgenon'ms1 para
Semplo, simra_‘:terlstlcas de interesse. Agora é possivel, por
2358im ¢ etizar genes inteiros ligados a vetores de interes-
Vidug), Mo obter versges com mutagdes alterando indi-

.. ent S i
e, da.e cada um dos aminodcidos da proteina por ele

- h

| & técE!Jendememente das novas metodologias que surgirdo,
nlige eas de§critas neste capitulo sao as mais usadas para
oy Princim-amp',“laﬂzio de 4cidos nucleicos. A compreensao
Wog ., 108 bisicos dessas técnicas é fundamental para es-

: Versas dreas da Biologia moderna.

Sulfurilase

icacdo do DNA
el
DNA polimerase
B GAATCGGCATGCTAAGTCA ~---mmomoooooommmeee e
/ dNTP ——» GATTCAGT --------—--- O
Iniciador
PPi

l/ Adenosina-5'-fosfosulfato

ATP

Luciferina
Luciferaser

+ Oxiluciferina

Figura 11.26 Sequenciamento de DNA na plataforma 454. Na parte superior, é mostrado um esquema de produgao das esferas contendo um
ster de fragmentos idénticos. Na parte inferior, a deteccdo de cada ciclo de pirosequenciamento é detalhada.
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