Capitulo 4

Técnicas moleculares aplicadas ao
diagnostico de doencas genéticas

Com o advento das primeiras tecnologias moleculares de manipulagao do DNA, ini-
ciado na década de 1970, foi imediata a tentativa de transferéncia de praticamente
todos os tipos de técnicas de andlise do DNA para a identificagao dos genes respon-
sdveis por doengas, para o estudo das principais mutacoes patolégicas e para o
rastreamento dessas mutagoes em individuos e familias com casos de doengas here-
ditdrias. Existe um repertério muito diversificado de técnicas moleculares aplicadas ao
diagnostico e identificacao de afetados e de portadores normais de mutagoes em genes
responsaveis por doencas genéticas humanas, que seria muito longo descrever indivi-
dualmente. No entanto, todas essas metodologias t€m como principio algumas técnicas
bésicas de estudo da molécula de DNA, explicadas a seguir.

Obtencao do DNA para estudo

Os testes diagndsticos baseados em andlise de DNA sdo realizados em criangas e
adultos com relativa facilidade, a partir de procedimentos de extracio de DNA de
sangue periférico. Volumes de 5 a 10 m/ de sangue fornecem DNA mais do que su-
ficiente para varios exames moleculares, e a sobra do DNA extraido pode ser
armazenada por muitos anos. Se necessario, 0 DNA pode ser extraido de amostras
muito menores de sangue, como 500 p/, ou até mesmo de uma gota de sangue colhida
em papel de filtro, caso o objetivo seja estudar o DNA por PCR, técnica explicada em
outro capitulo.

Por meio das técnicas de diagndstico pré-natal, € possivel obter amostras de tecido
fetal para andlises bioquimicas, de DNA ou de cromossomos. A coleta de amostras de
vilosidade cordnica, de liquido amnidtico, ou mesmo de sangue fetal por cordocentese,
permite obter DNA em quantidade suficiente para as andlises que descreveremos a
seguir. Dentre essas técnicas de coleta, a amostra de vilosidade coridnica é a menos
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invasiva e a mais precoce (realizada entre a 82 e a 12* semana de gestacao). Por-
tanto. ela tem sido a preferida para obten¢dio de material para estudos de DNA em
exames pré-natais.

Técnica de Southern blotting

Uma das primeiras grandes inovagoes no estudo das moléculas de DNA foi o apareci-
mento da técnica de Southern blotting, desenvolvida pelo pesquisador E. Southern, na
década de 1970. O processo comega com a extra¢io de DNA de um tecido, por exem-
plo. o sangue de um individuo, e o corte das moléculas de DNA com as chamadas
enzimas de restricdo. Estas enzimas sdo extraidas de diversas espécies bacterianas,
cada uma com a capacidade de cortar as moléculas de DNA em sequéncias de bases
especificas. Isso significa que uma enzima de restricao deve cortar o DNA obtido de
um certo individuo sempre nas mesmas posigoes, ainda que o experimento seja repe-
tido vdrias vezes em ocasioes diferentes. Os fragmentos do DNA gendmico total de
um individuo, resultantes da clivagem com uma enzima de restri¢ao, sao, entdo, sepa-
rados por eletroforese. As amostras do DNA clivado sao aplicadas em pogos de um gel
poroso, mais comumente feito de agarose e submetidas a um campo elétrico. Os frag-
mentos menores migram mais facilmente no gel poroso, deslocando-se mais
rapidamente do que os fragmentos maiores. Apos a eletroforese, para cada individuo
corresponderid uma pista onde se deslocaram milhares de fragmentos de seu DNA. No
entanto. nessa pista nao podem ser identificados quais fragmentos pertencem a um
cromossomo ou gene especifico. O gel de agarose € posto em contato com uma mem-
brana de nailon, sobre a qual € colocada um pilha de papel absorvente. O gel estd sobre
um papel de filtro embebido em uma solu¢ao tampao. Apés algumas horas, o tampao
que embebe o gel de agarose € absorvido pela pilha de papel toalha, carregando con-
sigo as moléculas de DNA do gel e transferindo-as para a superficie da membrana de
ndilon. A membrana de ndilon passa a conter os fragmentos de DNA que estavam no
gel na mesma posicao, e representa, portanto, uma copia fiel do resultado da eletrofo-
rese. Para evidenciar nessa membrana um trecho especifico da molécula de DNA, por
exemplo. um gene relacionado a uma doenga que se deseja investigar, os fragmentos da
membrana sdo hibridados com um segmento especifico do DNA. Esse DNA previa-
mente conhecido e isolado no laboratério € chamado de sonda. Para a sonda evidenciar,
na membrana, os fragmentos que lhe sdo correspondentes, precisa estar marcada. Os
processos mais utilizados compreendem a marcag¢do da sonda com isétopos radioativos
ou substancias quimioluminescentes. Assim, a sonda previamente marcada € desnatu-
rada (a dupla-hélice do DNA ¢€ separada por calor ou tratamento com solugao alcalina).
O DNA da membrana também € tratado para sofrer desnatura¢io, e ambos sdo colo-
cados em contato por algumas horas, a uma temperatura que permita a hibridagdo
(reconstrucao da dupla-hélice) entre 0 DNA da sonda e o DNA imobilizado na mem-
brana. Apo6s a hibridagdo. aplicam-se métodos que permitam identificar o fragmento
que hibridou com a sonda. Por exemplo, ao se usarem isétopos radioativos, a membra-
na € colocada em contato com um filme de raios X, evidenciando, assim, a posigio dos
fragmentos do DNA da membrana hibridados com a sonda radioativa (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Representacao do método de Southern blotting.

Se um individuo tiver uma muta¢do gé€nica, por exemplo, substitui¢ao de uma tni-
ca base nitrogenada na regido do DNA correspondente ao gene da beta-globina, ele
pode ser portador da mutagdo que causa a anemia falciforme (essa substitui¢iio ocorre
exatamente no coédon correspondente ao aminoacido acido glutimico, que nos afetados
¢ substituido por um residuo de valina). Essa substituigdo faz com que o DNA dos
portadores deixe de ser cortado pela enzima de restricio Mst I1. Assim, se 0 DNA de
varios individuos for cortado com essa enzima, separado por eletrotorese e for reali-
zado o Southern blotting seguido de hibridagdo com sonda especifica do gene da
betaglobina, padroes diferentes de hibridagao serdao observados nos homozigotos nor-
mais, nos heterozigotos e nos homozigotos afetados pela anemia falciforme, como
mostra a Figura 4.2 .

A técnica de Southern blotting permite que se detecte, além das alteragoes de
sitios de corte das enzimas de restri¢io, outras mutagdes. COmo as que aumentam o
tamanho de um fragmento de DNA (causadas por inser¢des). Por exemplo, na Figu-
ra 4.3 vé-se esquematicamente o resultado de um exame feito por Southern blotting
para estudar individuos com a pré-mutac¢do e a mutacio completa da sindrome do
cromossomo X fragil.
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Fi_gslra 4.2 - Deteccao da mutacao no gene da anemia falciforme com uso de enzimas de res-
tricao e da técnica de Southern blotting.

Figura 4.3 - Deteccao da muta¢do do gene FMRT que leva a sindrome do cromossomo X fragil.
N é um homem normal, sem nenhuma expansao de trinucleotideos no loco FMR-1. TN & um
homem portador de pequena expansao naquele loco, a qual nao tem efeitos fenotipicos; nesse
caso, diz-se que o individuo é portador da pré-mutagdo. A ¢ um homem afetado pela sindromeé

apresentando retardo mental; ele é portador de enormes expansdes no loco FMR-1, ou seja, da
mutacao completa.



Técnicas moleculares aplicadas ao diagnéstico de doengas genéticas - 41

A técnica de Southern blotting também permite detectar mutagoes que diminuem
o tamanho de um fragmento de DNA (deleg¢oes). Quando nao ocorre hibridacao algu-
ma com a sonda, isso pode indicar a dele¢ao completa do fragmento que hibrida com
a sonda especifica. Essa estratégia foi utilizada, por muitos anos, para se estudar as
grandes delec¢oes no gene da distrofina (DMD). No esquema da Figura 4.4, mostra-se
o resultado da transferéncia de Southern seguida de hibridagdo com sondas do gene
da distrofina, revelando que vérios dos individuos afetados por distrofia muscular de
Duschenne tém dele¢des de tamanhos diversos nesse gene.
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Figura 4.4 - |dentificacao de delecoes na distrofia muscular de Duchenne utilizando sondas do
gene DMD. O DNA de meninos com DMD (pistas 1A a 4A) e seus irmaos normais (pistas 1B a 4B)
foi digerido com a enzima Taq | e hibridado com uma sonda de cDNA que detecta sete éxons
do gene nos individuos normais (i a vii). Os meninos afetados tém diversas dele¢oes, e o pacien-
te 4A apresenta um fragmento de tamanho anormal, além de outros éxons deletados. A pri-
meira pista apresenta os marcadores de peso molecular conhecido, cujos pesos moleculares (em
kb) sao mostrados a esquerda da figura.
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A revolucao da reacao em cadeia da pol

A técnica que acarretou uma verdadeira avalanche de inovagoes na 2o da genética
molecular for a chamada PCR (polymerase chain reaction), a rcacio ¢m cadeia da
polimerase, desenvolvida na década de 1980. A PCR consiste em uma sucessdo de
reagoes de replicagdo de uma molécula de DNA, feitas em tubo de ensaio. Parte-se de
uma amostra de DNA-alvo, por exemplo, uma certa amostra do DNA gen6mico de um
individuo. Sao fornecidos os reagentes necessarios a replicacao do DNA, que incluem
0s quatro tipos de nucleotideos na forma trifosfatada, ions e um par de inciadores da
reacao (primers), que sao oligonuleotideos com sequéncias de bases complementares
as sequéncias de bases que flanqueiam o segmento de DNA que se deseja amplificar
por PCR. A necessidade de um par de iniciadores da reacao decorre de uma peculia-
ridade do proprio mecanismo de replicagdo do DNA in vivo. As polimerases que
replicam o DNA sdo incapazes de iniciar a sintese de uma nova cadeia a partir da
cadeia molde; so sdao capazes de alongar uma cadeia de dcido nucleico pré-existente,
que lhe fornece uma extremidade com carbono 37 livre, onde serao adicionados os
novos nucleotideos trifosfatados. Na célula viva, os iniciadores (primers) sao adicio-
nados por uma RNA polimerase e sdo constituidos por ribonucleotideos que, depois
da replicacgao, sao substituidos de desoxirribonucleotideos. Na rea¢io da PCR, os
primers sdo sintetizados artificialmente e se constituem de curtos segmentos de 15 a
30 desoxirribonucleotideos. As sequéncias de bases dos primers sao escolhidas em
fungdo de sua complementaridade a sequéncia de bases que flanqueia o segmento de
DNA que se deseja amplificar. Apos sucessivos ciclos de desnaturacao do DNA (por
aquecimento da amostra), hibridagao dos primers (com o resfriamento da amostra) e
extensao dos fragmentos pela DNA polimerase (2 temperatura de cerca de 72°C), a
aliquota de DNA inicial é amplificada milhares de vezes, como mostra a Figura 4.5.

Nota-se que nem todo o DNA gendomico € amplificado nessa reacdo, mas somente
o segmento de DNA compreendido entre o local da hibridagao de ambos os primers. De
maneira andloga ao que ocorre na técnica de Southern blotting, a PCR permite eviden-
ciar, dentre uma colec¢io de fragmentos de DNA do genoma de um individuo, apenas
um pequeno trecho. As vantagens dessa técnica sdo inimeras: pequenas quantidades
de DNA podem ser analisadas e o resultado costuma ser obtido muito mais rapidamente
do que na técnica de Southern blotting. No entanto, o planejamento dos primers da
PCR requer conhecimento prévio, ao menos parcial, da sequéncia de bases do
DNA-alvo que se deseja amplificar.

A técnica tem algumas propriedades que a tornam extremamente vantajosa em
termos de pratica laboratorial. Em primeiro lugar, a quantidade de material para a re-
acdo ¢ de alguns nanogramas de DNA, em comparac¢ao com os 5 a 10 g necessarios
quando o DNA € obtido de um paciente que € estudado por meio da técnica de Southern
blotting. Um pouco de sangue (200 p/) e amostras de vilosidade coriénica podem ser
facilmente utilizados em procedimentos diagndsticos. Até mesmo a soluc¢ido obtida
apOs um bochecho com solugao salina pode conter células suficientes para analise por
PCR. Esta vantagem torna os programas de triagem mais vidaveis, em larga escala
populacional, de doengas genéticas, além de possibilitar uma série de analises com
finalidades forenses.

910 1+-C8-8L6
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Figura 4.5 - Esquema mostrando como funciona a técnica da reacado em cadeia da polimerase.

A segunda vantagem € que a deteccdo dos produtos da amp‘liﬁcagz"%o ¢ mu’it.(? mais
simples do que os procedimentos baseados no Sm.nhern blotting, pois a anal.lse dqs
resultados dispensa o uso de sondas. Quando consideramos que muitos dos q;agnés-
ticos de doengas sdo feitos com base em sqndas marcadas n'zldlf)fltlvamepte, d}sper‘\sar
a radiacdo do processo € altamente desejavel em lermos praticos. Os produtos Qa
amplificagdo podem ser analisados diretamente.,'upos eletrofprese em gel dé agarose
ou, dependendo do tamanho dos produtos amplificados, depois de eletroforese em gel
« ertlel?(;:ilSaa;/antaoem reside no tempo gasto pelos exames com base na PCR. Algu-
mas horas de amplificagao sao seguidas de mais algumas horas de eletroforese e os
produtos ja sdo analisados. E possivel fornecer um resultado em menos de 48 h, o que

é altamente desejavel, principalmente em diagnostico pré-natal. Em contrapartida, um
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método fundamentado em Southern blotting requer, no minimo, uma semana até o
resultado final.

Em ultimo lugar, a especificidade da rea¢do permite que varias sequéncias possam
ser amplificadas simultaneamente, desde que os produtos tenham tamanhos diferentes
e possam ser diferenciados apds eletroforese em gel. Essa estratégia € chamada de
multiplex.

Por exemplo, se um individuo for portador de uma substitui¢dao de bases em um cer-
to gene que altera o sitio de corte de uma enzima de restri¢cao, o produto obtido pela PCR
de um segmento desse gene pode ser clivado com a enzima. A andlise dos fragmentos
obtidos pode mostrar essa substitui¢do. De maneira andloga ao Southern blotting, o
tamanho do fragmento amplificado pode indicar uma dele¢io ou inser¢ao de bases. A
auséncia completa de amplificag¢io de um fragmento revela a dele¢ao completa da regido
do gene que esta contida entre os dois primers. Uma série de outras técnicas, incluindo
o proprio sequenciamento de bases do DNA, t€m a PCR como etapa inicial da analise,
simplificando muito o estudo de vérios genes relacionados a doengas.

Na Figura 4.6, a reacdo da PCR foi utilizada para amplificar um pequeno fragmen-
to do gene CFTR, cujas mutagdes em homozigose levam a fibrose cistica, doenga de
heranca autossdmica recessiva (estudada em outro capitulo). O fragmento de tamanho
menor corresponde ao alelo com a mutacdo (uma dele¢do de trés nucleotideos).

Na Figura 4.7, vé-se como a técnica de PCR em multiplex substituiu a hibridacao
com sondas nas pesquisas das delecdes no gene da distrofina, que causam a distrofia
muscular de Duchenne, tornando esse diagnostico molecular muito mais barato, pra-
tico e rapido.

Amostras de DNA de cada paciente sao amplificadas na presenca dos nove pares
de primers simultaneamente, e os produtos da PCR s@o analisados diretamente em gel

_JOl

(i e T ™ e ] W

Figura 4.6 - Resultados da reacao da PCR, revelando a mutagdo com uma dele¢ao de trés nu-
cleotideos, o que causa a fibrose cistica. O afetado (em preto) é homozigoto para a mutagao e
apresenta duas bandas de 47 pb; os individuos heterozigotos para a mutagao, indicados por um
ponto preto, apresentam duas bandas de tamanho distinto, 47 e 50 pb. (Figura modificada dos
resultados em uma familia brasileira atendida no laboratério da Dra. Maria Rita Passos Bueno,
da Universidade de Sao Paulo).
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Figura 4.7 - Diagnostico de distrofia muscular de Duchenne pela analise de éxons deletados
por PCR multiplo (multiplex). Foram sintetizados pares de primers para amplificar as nove regioes
do gene da distrofina deletadas com maior frequéncia nos afetados (padroes normais mostrados
na coluna C, a esquerda).

de agarose corado com brometo de etideo. Os pacientes | a 10 apresentam delecoes
diversas, a maioria delas diferente entre si. A figura foi aproveitada de um resultado de
exame realizado no laboratério das Dras. Mayana Zatz e Mariz Vainzof.

Sequenciamento das moléculas de DNA

A técnica que permite estudar de modo mais direto a estrutura de determinado gene ¢
o sequenciamento do DNA. Essa técnica também se baseia no mecanismo de replica-
¢do do DNA, e 0 método mais popular foi desenvolvido por Sanger, em 1974, A uma
molécula de DNA que sera o alvo do sequenciamento, € hibridado um unico primer.
De modo semelhante ao que ocorre na replicagao do DNA, uma polimerase do DNA
adiciona trinucleotideos trifosfatados a extremidade 37 livre do primer ¢ promove o
alongamento do segmento, sempre obedecendo as regras de complementaridade de
bases em relagdo a cadeia molde. A estratégia, entretanto, é que parte dos nucleotideos
utilizados na rea¢ao de polimerizacao sdo nucleotideos que possuem a pentose com a
extremidade 3” modificada, desprovida de hidroxila (nucleotideos didesoxi), que blo-
queiam a adi¢do de um novo nucleotideo na extremidade 3” apOs sua incorporagio.
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Assim, as novas cadeias sintetizadas sao interrompidas em posi¢oes diversas pela
adi¢do dos nucleotideos didesoxi. Os quatro tipos de nucleotideos didesoxi utilizados
na reacao de sequenciamento podem ser marcados com substincias fluorescentes de
quatro cores distintas (Figura 4.8).

As cadeias novas sintetizadas sio separadas por eletroforese em gel de acrilamida
(no método convencional) ou em um dos capilares de um analisador genético, conten-
do um polimero especial submetido a campo elétrico. A cor dos fragmentos que migram
no gel ou no polimero ¢ analisada por um detector a laser presente no analisador ge-
nético (também chamado popularmente de sequenciador), que transforma os sinais em
grafico, a partir do qual se deduz a sequéncia de cores, ou seja, das bases nitrogenadas
da cadeia complementar aquela que foi utilizada como molde da reagao de sequencia-
mento. O exemplo do resultado do sequenciamento de um trecho da molécula de DNA
¢ mostrado na Figura 4.9.

Depois da conclusao do projeto do Genoma Humano, a sequéncia nucleotidica de
praticamente todos os genes humanos esta disponivel em bancos de dados. Isso torna

— 900000000000 -
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Figura 4.8 - Uso de nucleotideos modificados didesdxi na técnica do sequenciamento.
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Figura 4.9 - Resultado do sequenciamento de um trecho de DNA.

possivel planejar pares de primers adequados para amplificar, pela PCR, qualquer trecho
do genoma humano e submeter esse mesmo fragmento, amplificado posteriormente, a
reacio de sequenciamento. Na pratica. desde que o gene relacionado a uma doenga seja
conhecido, € possivel sequenciar o gene todo para rastrear mutagoes em um tempo rela-
tivamente curto. Os éxons dos genes sao os preferencialmente rastreados em busca de
mutagoes. Pequenas altera¢es da sequéncia de nucleotideos, como substituigoes, peque-
nas insercoes e dele¢oes sao prontamente identificadas por esse método. No entanto, com
genes muito grandes, como o gene NF/, relacionado a neurofibromatose do tipo I ou
o gene DMD da distrofina, da distrofia de Duchenne, o rastreamento do gene todo pode
ser um processo trabalhoso e caro. Além disso. pode ndo ser rapido o suficiente se houver
uma demanda de diagnostico pré-natal. Por isso, estratégias indiretas de detec¢io de
alelos mutados podem ser mais eficazes em certas situagoes.
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Deteccao indireta de mutacoes: estudos de ligacao

Em muitas doengas hereditdrias atualmente em investigacao, ainda nao foi possivel
identificar o gene responsavel. Em outras, o gene jd foi identificado, mas ele é muito
grande ou existe uma enorme variedade de tipos de mutagoes que afetam o mesmo
gene, tornando a andlise da mutagdo invidvel em curto espago de tempo. Nesses casos
e naqueles das doengas com genes ainda ndo identificados, € possivel usar marcadores
gendéticos polimorficos, com localizagdo cromossémica conhecida, com indicadores
indiretos da segrega¢do de uma mutagdo patogénica em uma genealogia.

A primeira gera¢ao de marcadores genéticos utilizada com esse proposito foram os
RELP (restriction fragment length polymorphisms). Os RFLP correspondem a sitios
polimorficos que acarretam diferengas em sitios de restrigao entre os individuos da
populacdo em geral. Essas pequenas variagoes na sequéncia de bases do DNA, geral-
mente substituigoes de um unico nucleotideo que resultam em RFLP, ndao acarretam
efeitos fenotipicos e ndo sdo responsaveis pela doenca em si. Contudo, se localizados
muito proximos ao gene associado a doenga em estudo, servem como indicadores in-
diretos da segregacao da mutagdo que causa a doenga. Portanto, para usar um RFLP
em aconselhamento genético, € necessdrio antes saber que o marcador escolhido se
localiza proximo ao gene da doenga, existindo uma baixa probabilidade de ocorrer
permutagao entre eles. Obtém-se tal informagao por meio de estudos de mapeamento
realizados previamente entre o marcador e o gene relacionado a doenga. a partir de
varias tamilias. Na Figura 4.10, observa-se como um RFLP permite concluir quais sio
os provaveis individuos portadores de um gene mutado na genealogia, em que segrega
uma doenca de heranga ligada ao cromossomo X.

Convém lembrar, porém, que este método ndo representa um método de deteccao
direta da mutagdo e que tem limitagoes. Primeiramente, devem ser estudados varios
individuos da mesma familia para que se obtenham resultados conclusivos. Ainda, os
portadores certos da mutagdo devem ser informativos, ou seja, heterozigotos em relaciao
aos marcadores selecionados. Se 1ss0 nao ocorrer, deve-se procurar um outro marcador
molecular para o qual a familia seja informativa. Leva-se em conta também, no acon-
selhamento genético, a probabilidade, ainda que pequena, de que ocorra um evento de
recombinacado entre os marcadores ¢ o gene da doenga, levando a interpretacao errada
dos resultados. Para minimizar esse erro, varios marcadores genéticos devem ser estu-
dados simultaneamente. Mesmo com as limitagoes, esta metodologia € muito usada e
se podem oferecer resultados com confiabilidade superior a 95% as familias que buscam
aconselhamento genético. Também ¢é importante lembrar que, hoje em dia, qualquer
varia¢do de um tinico nucleotideo (SNP, single nucleotide polymorphism), ainda que
nao acarrete mudangas em sitios de restri¢ao, pode ser genotipada por varios métodos,
alguns dos quais automatizados, o que amplia muito a disponibilidade de marcadores
para estudos de ligagao.

Da mesma forma que os RFLP e os SNP, existem outros tipos de sequéncias poli-
morficas dispersas no genoma humano, igualmente tteis para mapeamento de genes
alterados que causam doengas e aconselhamento genético. Sao os chamados VNTR
(variable number of tandem repeats). Esses polimorfismos consistem em repeticoes
presentes em nidmero variavel de copias nos individuos da populagdo. Quando os mddulos
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Figura 4.10 - Heranca codominante de um RFLP mapeado no cromossomo X humano. Os ale-
los 1 e 2 diferem pela preseng¢a de um sitio de restricdo para a enzima Eco RI. Note que, nessa
familia, o alelo 2 segrega com a mutacao que causa doenca, enquanto o alelo 1 aparece no
individuo do sexo masculino que nao herdou a doenca da mae. Note ainda que a presenca do
alelo 2 em uma irma dos afetados permitiu a conclusao de que ela é heterozigota quanto a
mutacdo que causa a doenca.

constituintes das repetigoes sdo sequéncias repetitivas de 9 até cerca de 60 pares de
bases. esses polimorfismos sio chamados de minissatélites. Quando as sequéncias
repetitivas sao modulos menores que 9 pb, sao denominados microssatélites. Sao tan-
tos os comprimentos diferentes dos segmentos repetidos (o que os pesquisadores da
area chamam de “alelos™) na populagdo que praticamente todas as pessoas sao hetero-
zigotas quanto ao numero de copias dessas repetigoes (no caso dos RFLP. costumam
existir somente dois ou poucos “alelos™ diferentes na populagio). A grande vantagem
dos VNTR sobre os RFLP reside no maior grau de polimorfismo na populagio, o que
significa maior chance de que uma dada familia seja mformativa para um marcador.

A diferenca de tamanho entre os “alelos™ de um minissatélite pode ser detectada se
0 DNA dos individuos for digerido por uma enzima de restri¢io cujo sitio de corte
flanqueie 0 VNTR, seguido de cletroforese em gel de agarose, Southern e da bridagio
com sonda especifica. Também podem ser analisados diretamente por PCR seguida de
separagdo, por eletroforese. dos segmentos de DNA amplificados.

Quando uma sonda de DNA ¢ complementar a diversos minissatélites. a hibrida¢do
resulta em um padrio complexo de bandas denominado fingerprinting de DNA. ou
impressdo digital genética. Dado o alto grau de polimorfismo das bandas na populagao,
¢ praticamente impossivel que dois individuos ndo aparentados tenham os mesmos
comprimentos de fragmentos nos virios VNTR estudados simultaneamente. Dai o
nome de impressio digital genética (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Os locos da VNTR sao aqui representados por quatro repeti¢oes de uma sequén-
cia de 33 pb. A variabilidade em varios locos de VNTR pode gerar diversidade de fragmentos
suficiente para identificar os individuos. No exemplo, existem duas a oito copias da VNTR nos
trés locos diferentes (I a Ill), que sdo detectados simultaneamente pela mesma sonda. Embora
individuos diferentes possam ter alguns alelos em comum, a chance de que dois indiv'iduos te-
nham todos os fragmentos em comum € minima. Os sitios de corte das enzimas de restri¢ao
estao indicados por setas.
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A Figura4.12 mostra o resultado de um fingerprinting com bandas idénticas obtido
de gémeos monozigdticos e dizigdticos, de um par de irmios e de duas pessoas nao
aparentadas entre si.

O segundo tipo de polimorfismo de VNTR muito usado em estudos de ligagido ¢
identificagao de individuos sdo os chamados microssatélites. Eles sao. em geral, consti-
tuidos de sequéncias repetidas de dinucleotideos, trinucleotideos ou tetranucleotideos.
Por exemplo, repeti¢oes do dinucleotideo “AC™, de nimero varidvel, sdo constituintes
comuns desse tipo de polimorfismo. Como os “alelos™ diferem entre si por dois, trés
ou quatro nucleotideos apenas, a andlise ndo ¢ possivel em géis de agarose comuns,
Fragmentos pequenos de DNA contendo as repeti¢oes polimorficas sao amplificados
pela PCR com primers especificos. Os produtos da amplificagdo sao separados em géis
de acrilamida semelhantes aos usados para sequenciamento do DNA. Por empregar a
PCR, este método tem a vantagem de utilizar quantidades muito menores de DNA que
um “blotting™ comum seguido de hibridacao, e os resultados sao visualizados muito
mais rapidamente. Por 1sso, 0os microssatélites também sao utilizados para identificacio
de individuos ou para questoes de paternidade. Mais modernamente, eles também sdo
estudados nos analisadores genéticos automaticos. ou seja, 0s mesmos equipamentos
que analisam o sequenciamento automatizado do DNA, capazes de discriminar os
diferentes alelos e determinar o seu tamanho. A possibilidade de automacio na andli-
se tornou os microssatélites a ferramenta favorita em estudos de determinacao de
vinculo biologico, de identificacdo individual com finalidades forenses. além, € claro,
dos estudos de ligacdo para mapear genes relacionados a doencas e estudar a segrega-
¢do de mutagoes nas familias.
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Figura 4.12 - Fingerprinting obti- ——
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