Hibridizacao de Acidos
Nucleicos: Principios
e Aplicacoes

CONCEITOS PRINCIPAIS

» Na hibridizacao de dcidos nucleicos, populacoes conhecidas de dcidos nucleicos ou oligo-
nucleotideos (sondas) sdo utilizadas para identificar sequéncias relacionadas em amostras-
-teste contendo populagdes complexas, ou pouco conhecidas, de dcidos nucleicos.

A hibridizacao de dcidos nucleicos baseia-se na especificidade do pareamento entre as bases.
Os 4cidos nucleicos presentes em ambas as populagoes, sonda e amostra-teste, consistem
em moléculas fita simples que, ao serem misturadas, poderao formar heterodtiplices entre
as sequéncias das sondas e quaisquer sequéncias parcial ou totalmente complementares
(sequéncias-alvo) presentes na populagao da amostra-teste.

o Os heteroduiplices sao detectados pela marcacao de uma das populagoes de acidos nucleicos
em solugao aquosa, seguida pela incubacao e pela hibridizagao dessa com uma populacao
de acidos nucleicos nao marcada, imobilizada em um suporte sélido. Ap6s a lavagem, para
remover acidos nucleicos marcados e ndo hibridizados, qualquer marcac¢do que permanece
no suporte sélido serd devida a um heterodiiplice entre sonda e sequéncia-alvo.

e A estabilidade de um heterodiiplice depende do grau de complementaridade entre sonda e
sequéncia-alvo e é afetada por pardmetros como tamanho do segmento pareado, temperatu-
ra e natureza iénica do ambiente.

e Sondas de DNA e RNA comumente utilizadas contém centenas de nucleotideos de compri-
mento e sdo empregadas para identificar sequéncias-alvo que apresentam um alto grau de
similaridade de sequéncia com a sonda.

e Sondas de oligonucleotideos pequenas (contendo menos de 20 nucleotideos) podem ser
usadas para a distingdo entre sequéncias-alvo que diferem em um tinico nucleotideo.

e A marcagao dos dcidos nucleicos se da pela incorporagao de nucleotideos contendo radioi-
sétopos, ou grupos quimicamente modificados, que podem ser detectados por meio de en-
saios especificos.

Muitos ensaios de hibridiza¢ao envolvem a ligagdo de uma populagéo de dcidos nucleicos
que contém as sequéncias-alvo a uma superficie solida e posteriormente sua exposicao a
uma solugdo contendo a sonda marcada. O DNA imobilizado pode ter sido purificado ou
entdo estar presente em células ou cromossomos imobilizados na superficie.

o Ahibridizagao de microarranjos permite realizar muitos ensaios de hibridizagao simultanea-
mente. Milhares de sondas nao marcadas de DNA, ou de oligonucleotideos, sao fixadas em
uma superficie sélida, em formato de grade de alta densidade, sendo utilizadas para fazer a
triagem de populagdes de amostras complexas de DNA ou RNA marcadas em solugao.

e As principais aplicagoes da hibridizagdao em microarranjos sao o estudo do perfil de expres-
sdo génica e a andlise da variagao do DNA.
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As moléculas de DNA sdo muito grandes e quebram-se facilmente quando removidas das
células, o que torna dificil o seu estudo. O Capitulo 6 mostrou como a clonagem de DNA,
em células ou in vitro, permite a replicagao seletiva de moléculas de DNA individuais, com
a producao de um grande niimero de copias. Quando amplificado dessa maneira, 0o DNA
¢ efetivamente purificado, e a sua clonagem permite o estudo de sequéncias individuais
do DNA genémico, bem como de moléculas de RNA individuais, apds sua retrotranscrigao
em cDNA. Neste capitulo, serd considerada uma abordagem totalmente diferente. Em vez
de tentar purificar sequéncias de dacidos nucleicos individuais, o objetivo é rastrea-las de
maneira especifica em uma populagao complexa, que representa uma amostra de interes-
ses bioldgicos ou médicos.

Em pesquisa de nivel bdsico, a hibridiza¢ao de dcidos nucleicos é frequentemente uti-
lizada para rastrear transcritos de RNA e, assim, obter informacdes acerca da maneira como
os genes sao expressos. A hibridiza¢ao também é utilizada para identificar relagdes entre
sequéncias de DNA de diferentes fontes. Uma sequéncia inicial de DNA, por exemplo, pode
ser utilizada para identificar outras sequéncias relacionadas de diferentes organismos, ou
de diferentes individuos de uma mesma espécie, ou ainda sequéncias relacionadas presen-
tes no mesmo genoma que a sequéncia inicial. A hibridizacdo é muitas vezes usada também
como uma forma de identificar alelos e transcritos aberrantes associados a doengas.

7.1 PRINCIiPIOS DA HIBRIDIZAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Na hibridizacao de acidos nucleicos, uma populagao conhecida
interroga uma populacao pouco conhecida

A hibridizacdo de dcidos nucleicos é uma ferramenta fundamental em genética molecular.
Ela explora a habilidade que dcidos nucleicos de fita simples, parcial ou totalmente comple-
mentares em sequéncia tém de formar moléculas de dupla-fita pelo pareamento de bases en-
tre elas (hibridizagéo). Um glossdrio de termos relevantes é apresentado no Quadro 7.1 para

auxiliar leitores que porventura nao estejam familiarizados com aspectos da terminologia.

QUADRO 7.1 Um glossario para hibridizagao de acidos nucleicos

Anelar. Permitir a formagao de pontes de hidrogénio entre duas fitas
simples. Se dois acidos nucleicos de fita simples apresentarem comple-
mentaridade de bases suficiente, eles irdo formar um duplice de acido
nucleico dupla-fita. Anelar tem o significado oposto de desnaturar.

RNA antissenso. Uma sequéncia de RNA que é complementar em se-
quéncia a um RNA transcrito, permitindo o pareamento de bases entre
as duas sequéncias.

Complementaridade de bases. O grau com que as sequéncias de dois
acidos nucleicos de fita simples podem formar um dplice de dupla-fita por
pareamento de bases de Watson-Crick (A liga-se a T ou a U; C liga-se a G).
Desnaturar. Separar as fitas individuais de um ddplice de DNA dupla-fita
pela quebra das pontes de hidrogénio entre elas. Isso pode ser obtido
por aquecimento ou pela exposi¢ao do DNA a solventes alcalinos ou alta-
mente polares, como ureia ou formaldeido. Desnaturar tem o significado
oposto de anelar.

Chip de DNA. Qualquer arranjo em grade de alta densidade (microarranjo)
de clones de DNA ou oligonulceotideos usado em um ensaio de hibridizagao.
Caracteristica (de um microarranjo de DNA ou de oligonucleotideos). O
grande nimero idéntico de moléculas de DNA ou de oligonucleotideo em
qualquer uma das posi¢des de um microarranjo.

Heterodiiplice. Um &cido nucleico dupla-fita formado pelo pareamento
de bases entre dois dcidos nucleicos de fita simples que nao se origi-
nam do mesmo alelo. Pode haver 100% de complementaridade de bases
entre as duas sequéncias de um heteroduplice, especialmente quando
uma das sequéncias hibridizantes é uma sonda de oligonucleotideo, ou
quando as sequéncias sdo de diferentes alelos de um mesmo gene ou
apresentam relagao evolutiva proxima.

Homodliplice. Uma molécula de DNA dupla-fita formada quando duas
sequéncias de fita simples originadas de um mesmo alelo séo reane-
ladas. Um homoduplice tem 100% de complementaridade de bases e,
portanto, € normalmente mais estével que um heteroddplice.

Ensaio de hibridizacado. Um ensaio no qual uma populagao bem carac-
terizada de acidos nucleicos ou de oligonucleotideos (a sonda) é transfor-
mada em fita simples e € utilizada para localizar sequéncias-alvo comple-

mentares em uma populacao de acidos nucleicos pouco conhecida por
anelamento, formando heterodtplices.

Estringéncia de hibridizagao. O grau com que as condigdes de hibri-
dizacao toleram o mau pareamento de bases nos heteroduplices. Em
condicoes de alta estringéncia de hibridizagao, apenas as sequéncias
perfeitamente pareadas podem anelar, mas heterodiplices com maus
pareamentos significativos podem se tornar estaveis se a estringéncia for
diminuida pela reducdo da temperatura de anelamento ou pelo aumento
da concentragao de sal.

Hibridizagao in situ. Uma reacao de hibridizagao na qual uma sonda
marcada ¢ hibridizada a acidos nucleicos de modo a permitir a detecgao
de sua localizagdo morfologica em células ou cromossomos fixados.
Temperatura de desnaturacgao ou de dissociagao (melting tempera-
ture, T,). Temperatura correspondente ao ponto médio na transigao ob-
servada entre as formas de dupla-fita e fita simples dos &cidos nucleicos.
Microarranjo. Uma superficie sélida na qual moléculas de interesse
podem ser fixadas em coordenadas especificas de uma grade de alta
densidade para usar em algum ensaio. Um microarranjo de DNA ou de
oligonucleotideos possui muitas moléculas de DNA ou oligonucleotideos
nao marcadas, afixadas em posigoes precisas do arranjo, agindo como
sondas em um ensaio de hibridizagao. Cada posigao especifica apresenta
milhares de cépias idénticas de uma determinada molécula de DNA ou
de oligonucleotideo, constituindo uma caracteristica.

Sonda. Uma populacao de dcidos nucleicos ou de oligonucleotideos co-
nhecida que é utilizada em um ensaio de hibridizagdo para investigar uma
populagao geralmente complexa e ndo caracterizada de acidos nucleicos,
de modo a identificar sequéncias-alvo relacionadas pela formagao de he-
teroduplices.

Ribossonda. Uma sonda de RNA.

Similaridade de sequéncia. O grau com que duas sequéncias sao idén-
ticas em sequéncia ou em complementaridade de bases.
Sequéncia-alvo. Sequéncia de acido nucleico que apresenta similari-
dade suficiente de sequéncia a uma sonda para parear com ela em um
ensaio de hibridizacao, formando um heteroduplice estavel.
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A hibridizagdo de acidos nucleicos pode ser realizada de diversas formas, mas ha um
principio comum a todas elas: uma populagao conhecida e bem-caracterizada de molécu-
las de 4cidos nucleicos, ou de oligonucleotideos sintéticos, é utilizada para investigar uma
populagdo complexa de dcidos nucleicos presente em uma amostra-teste pouco conheci-
da, de interesse médico ou bioldgico.

A amostra-teste a ser estudada poderd conter moléculas de DNA, como o DNA total
dos leucdcitos de um tinico individuo ou de determinado tipo de célula tumoral; ou po-
derd conter RNA, como o RNA total ou o mRNA produzido por uma linhagem celular ou
um tecido especifico. Em ambos os casos, as moléculas de dcidos nucleicos presentes na
amostra precisam ser transformadas em moléculas de fita simples (desnaturagio) para
participar da hibridizagéo de 4cidos nucleicos. O DNA celular é naturalmente dupla-fita,
e o RNA apresenta quantidades significativas de regides internas também em dupla-fita,
devido a pontes de hidrogénio intramoleculares. As pontes de hidrogénio inter e intra-
moleculares podem ser rompidas por vdrios métodos. A desnaturagao inicial geralmen-
te envolve aquecimento ou tratamento com substéncia alcalina; se necessario, os acidos
nucleicos podem ser expostos a moléculas fortemente polares, tais como formamida ou
ureia, para manté-los no estado de fita simples por longos periodos.

A populacgdo conhecida consiste em sequéncias precisamente definidas de dcidos
nucleicos, os quais também precisam ser desnaturados, ou de oligonucleotideos sintéti-
cos de fita simples. Cada tipo de molécula nessa populagdo atuard como uma sonda para
localizar dcidos nucleicos parcial ou totalmente complementares (sequéncias-alvo) na
amostra-teste. Para tanto, ambas as populagoes de moléculas de fita simples (amostra-
-teste e sonda) sdo misturadas, permitindo o pareamento de bases entre as fitas simples
da sonda e as fitas complementares das sequéncias-alvo (anelamento). O objetivo é
formar heterodtiplices entre sondas e sequéncias-alvo (Figura 7.1); a especificidade da
interacdo entre sonda e sequéncia-alvo depende do grau de pareamento de bases entre
essas duas fitas.

Figura 7.1 Formagao de heterodiplices
entre sonda e sequéncia-alvo em

um ensaio de hibridizacao de acidos
nucleicos. Uma amostra-teste, formada
por uma mistura complexa de acidos
nucleicos e uma populagao definida

de sondas, composta por sequéncias
conhecidas de acidos nucleicos ou

de oligonucleotideos, sao ambas
transformadas em moléculas de fita simples
e posteriormente misturadas para permitir
seu anelamento. As sequéncias que haviam
previamente pareado nas populagoes da
amostra-teste e de sondas irao reanelar,
formando homoduplices (abaixo, esquerda
e direita). Além disso, novos heteroddplices
serao formados entre as sequéncias-alvo

e as sondas que apresentarem sequéncias
parcial ou totalmente complementares
(abaixo, centro). As condigoes de
hibridizagao podem ser ajustadas para
favorecer a formacao de heteroduplices.
Desta forma, as sondas se ligam
seletivamente e identificam acidos nucleicos
relacionados presentes em uma populagao
de acidos nucleicos complexa.
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Figura 7.2 Os heteroduplices formados
entre sondas e sequéncias-alvo sao
identificados de maneira mais eficiente
apods sua captura em um suporte

sdlido Ensaios de hibridizagao envolvem,
normalmente, a ligacao da amostra-teste

a superficie de um suporte solido (como
mostrado aqui) ou a fixagao da populacao
de sondas a esse suporte. A ligacao da
populagdo de moléculas ao suporte sélido é
feita de maneira a permitir que sequéncias
diferentes sejam fixadas em posigoes
definidas na superficie solida, mas ndo
necessariamente em apenas uma das
extremidades da superficie, como ilustrado
aqui. A outra populacdo é marcada e entao
adicionada & populagao imobilizada. Aqui,

€ utilizado o exemplo apresentado na

Figura 7.1, no qual a sonda é uma mistura
homogénea, e a amostra-teste é uma
mistura heterogénea de moléculas de DNA
diferentes. Para simplificar, é representada
apenas uma das fitas da sonda marcada.
Durante a incubagao das moléculas
marcadas de sonda fita simples com o
suporte sélido, elas podem ser capturadas
por hibridizagdo a moléculas-alvo
complementares, ligadas ao suporte. Apds a
hibridizacao, lavagens irdo remover qualquer
excesso de sonda que tenha permanecido
em solugdo ou gue tenha se ligado de
maneira inespecifica ao suporte. Desta
forma, qualquer marcagao que permanecer
no suporte sélido devera representar apenas
os heteroduplices formados entre sondas

e sequéncias-alvo, levando a identificagdo
das mesmas.
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Os heteroduplices formados entre sondas e sequéncias-alvo
sao mais facilmente identificados apos sua captura em um
suporte sdlido

A eficiéncia da identificagao dos heterodtiplices em solugéo ¢ baixa. Para auxiliar na sua
identificagdo, a populacdo de dcidos nucleicos da amostra-teste ou da sonda é imobiliza-
da em um suporte sélido, geralmente uma membrana pldstica, uma lamina de vidro, ou
uma pastilha de quartzo. A outra populagao - sonda ou amostra-teste, respectivamente - é
mantida em solucdo aquosa e é marcada pela incorporagido de uma molécula que conte-
nha um radioisétopo, ou um grupo quimico, que possa ser posteriormente detectado. A
populacido marcada é colocada em contato com o suporte sélido para permitir a interagao
entre as duas populacdes e a formagio de heteroduplices.

Na Figura 7.2, é ilustrada uma dessas possibilidades, na qual a populagao de sondas é
marcada e mantida em solugéo, enquanto a amostra-teste é imobilizada. Moléculas-alvo
de DNA na amostra-teste capturam moléculas marcadas de sonda que possuem uma se-
quéncia parcial ou totalmente complementar, formando heterodiiplices genuinos entre
sondas e sequéncias-alvo. Além disso, algumas moléculas marcadas de sonda podem
se ligar de maneira inespecifica ao suporte ou a moléculas nao relacionadas no suporte.
Entretanto, apds a hibridizagao, o suporte sélido é lavado vérias vezes para que a tinica
marcagao passivel de ser detectada no suporte seja devida a heteroduplices genuinos en-
tre sondas e sequéncias-alvo. Para maximizar as chances de formacéo de heterodiplices,
normalmente utiliza-se um excesso de sequéncias-alvo em relacgao as sondas.

A possibilidade alternativa - utilizar sondas imobilizadas e marcar os dcidos nuclei-
cos presentes na amostra-teste - serd considerada mais adiante neste capitulo, quando for
discutida a hibridiza¢do em microarranjo.
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TABELA 7.1 Equagoes para calcular T,,

Hibrido T, (°C)

DNA-DNA 81,5 + 16,6(I0g,,[Na'J") -+ 0,41(%GC?) — 500/L°

DNA-RNA ou RNA-RNA 79,8 + 18,5(log, [Na']’) + 0,58(%GC") + 11,8(%GC")* — 820/L°
Oligo-DNA ou oligo-RNA"

Para < 20 nucleotideos 2()

Para 20-35 nucleotideos 22 + 1,46(/)

"Qu para outro cétion monovalente, porém a acurécia é apenas para a faixa entre 0,01 e 0,4 M. "Acuracia apenas para

%GC de 30% a 75%. °L (length), tamanho do duplice em pares de base. “Oligo, oligonucleotideo; I,, tamanho efetivo do
primer = 2x(n°de G + C) + (n®de A + T). Para cada 1% de formamida, a T,, é reduzida em aproximadamente 0,6°C e
na presenca de ureia 6 M, a T, diminui em cerca de 30°C.

A desnaturacao e o anelamento sao afetados pela temperatura,
pelas caracteristicas quimicas do ambiente e pela quantidade de
pontes de hidrogénio

Quando sequéncias de dcidos nucleicos parcial ou totalmente complementares se asso-
ciam, formando heteroduplices, o nimero de novas pontes de hidrogénio formadas depen-
de do tamanho do duplice. Existe um niimero maior de pontes de hidrogénio em molécu-
las grandes de dcidos nucleicos e, portanto, uma maior quantidade de energia ¢ necessaria
para quebré-las. O aumento na estabilidade do diplice néao é diretamente proporcional ao
seu tamanho, e este efeito é particularmente observado em moléculas de tamanho menor.
Como serd descrito a seguir, 0 mau pareamento de bases reduz a estabilidade do duplice.

A composigao de bases e o ambiente quimico também sao fatores importantes para a
estabilidade do duplice. Uma grande porcentagem de pares GC implica grande dificulda-
de para separar as fitas de um diplice, pois pares GC possuem trés pontes de hidrogénio
enquanto pares AT apresentam apenas duas. A presenca de citions monovalentes (p. ex.:
Na ") estabiliza as pontes de hidrogénio em moléculas de dupla-fita, enquanto moléculas
fortemente polares (tais como formamida e ureia) promovem o rompimento de pontes de
hidrogénio, atuando como substincias quimicas desnaturantes.

Um aumento progressivo na temperatura também promove a desestabilizagio das pon-
tes de hidrogénio, por fim rompendo-as. A temperatura que corresponde ao ponto médio em
que se observa a transicao entre os estados de dupla-fita para fita simples é conhecida como
temperatura de desnaturagio ou de dissociagao (melting temperature, T, ). Para genomas
de mamiferos, cuja composigao de bases é cerca de 40% de GC, o DNA desnaturaauma 7T,
aproximada de 87°C em tampdes cujo pH e concentragao de sal sdo semelhantes a condi¢des
fisiolégicas. A T,, de hibridos perfeitos formados por sondas de DNA, RNA ou oligonucleoti-
deos pode ser determinada a partir de férmulas padronizadas (Tabela 7.1).

Condicoes de hibridizacao estringentes aumentam a
especificidade da formacao de duplice

Quando a hibridizagao de dcidos nucleicos é realizada, as condicoes de hibridizag¢ao sao
geralmente determinadas de maneira a maximizar a formacao de heterodiplices, mesmo
que isso implique a ocorréncia de algum grau de hibridizacao nao especifica. A tempera-
tura de hibridizagao, por exemplo, pode ser determinada em 25°C abaixo da T,, permitin-
do que as moléculas de sonda pareiem com moléculas de dcidos nucleicos pouco simila-
res em sequéncia, além do pareamento com moléculas-alvo de sequéncias semelhantes,
conforme esperado. Nestes casos, a estringéncia da hibridizacéo é considerada baixa.

Apds promover a ligagao entre sonda e sequéncias-alvo, lavagens sucessivas sdo rea-
lizadas em condig6es progressivamente menos tolerantes ao mau pareamento de bases
entre os heterodtiplices. Tais condig¢des podem ser obtidas pelo aumento progressivo da
temperatura, ou pela reducao gradual da concentragido de NaCl no tampao. O aumento
progressivo na estringéncia da hibridizac¢do permite a identificacdo de diferentes sequén-
cias-alvo que apresentam crescente similaridade as moléculas de sonda. A tltima lavagem
corresponde a uma condicao de alta estringéncia de hibridizagao, garantindo que a for-
macao de heterodtplices seja especifica.

Os heterodiiplices entre sonda e sequéncias-alvo sdo mais estdveis termodinamica-
mente quando a regido de formacao do diplice apresenta pareamento perfeito entre as
bases. O mau pareamento entre as duas fitas reduz a T, , e para sondas de DNA normais,
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Figura 7.3 Explorando o mau
pareamento entre sonda e
sequéncias-alvo durante a hibridizagao
de acidos nucleicos (A) Grandes

sondas de acidos nucleicos (com mais

de 100 pb) irdo formar heteroduplices
estaveis com sequéncias-alvo que sao
semelhantes, porém n&o idénticas a sonda,
se as condigdes de hibridizagao forem de
estringéncia reduzida. Isto permite a analise
de espécies diferentes e a identificagao
de membros de uma familia génica
distantemente relacionados. (B) Sondas
pequenas de oligonucleotideos sao menos
tolerantes ao mau pareamento entre as
sequéncias. Utilizando condiges altas

de estrigéncia de hibridizacao, é possivel
selecionar apenas duplices perfeitamente
pareados, permitindo a distin¢ao entre
sequéncias alélicas que diferem em um
tnico nucleotideo.
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cada 1% de mau pareamento diminui a 7,, em cerca de 1°C. Todavia, este efeito diminui o
tamanho da regido pareada. Assim, um grau considerdvel de mau pareamento pode ser to-
lerado se a regido complementar for grande (maior de 100 pb). Por outro lado, se a regiao
complementar for pequena, como ocorre quando oligonucleotideos sdo utilizados (em
torno de 15-20 nucleotideos), as condig¢des de hibridizagao poderado ser determinadas de
maneira que um heterodiplice com um tinico mau pareamento seja instavel (Figura 7.3).

A cinética de reassociacao do DNA também depende da
concentracao de DNA

Avelocidade com a qual fitas simples complementares se reassociam para formar uma mo-
lécula de DNA dupla-fita depende da concentragdo inicial de DNA na amostra. Se houver
uma grande concentragdo de sequéncias complementares de DNA, o tempo que qualquer
uma das moléculas de fita simples de DNA levara para encontrar uma molécula comple-
mentar e formar um duplice serd reduzida. A cinética de reassociagao pode ser medida uti-
lizando-se a concentragao inicial (C,) de uma sequéncia especifica de DNA, em moles por
litro, e o tempo de reagdo (), em segundos. Entretanto, o valor de Cyf (geralmente conhecido
como valor cot) também varia dependendo da temperatura de reassociagio e da concentra-
¢ao de cations monovalentes. Consequentemente, é comum utilizar valores de referéncia
fixos: uma temperatura de reassociacdo de 65°C e uma concentragdo de 0,3 M de NaCl.

A frequéncia de sequéncias-alvo em uma amostra-teste pode variar enormemente.
Quando uma sonda homogénea é hibridizada com uma populagao de dcidos nucleicos
heterogénea em uma amostra-teste, a concentragao de uma sequéncia-alvo qualquer pode
ser muito baixa e, consequentemente, ter uma lenta taxa de reassociacdo. Por exemplo, se
uma sonda do gene da -globina é hibridizada com uma amostra de DNA gendmico hu-
mano total, as sequéncias-alvo estardo presentes em concentragdo muito baixa (o gene da
B-globina corresponde a 0,00005% do DNA gendmico humano). Para promover a reagao de
hibridizagao, a quantidade de DNA-alvo necessita ser aumentada, e por isso vdrios micro-
gramas de DNA gen6mico humano seriam necessarios. Por outro lado, sequéncias que sao
altamente repetitivas no genoma humano representardo uma propor¢do maior do DNA
inicial e, portanto, irao reassociar de maneira comparativamente mais rapida.

Quando uma sonda marcada é usada, a for¢a do sinal de hibridiza¢do também é pro-
porcional ao nimero de cdpias da sequéncia-alvo: genes de cdpia tinica produzem sinais
de hibridizacgio fracos; sequéncias de DNA altamente repetitivo produzem sinais muito for-
tes. Se uma determinada sonda é heterogénea e contém uma sequéncia de cépia tnica, tal
como um gene especifico, e ainda uma sequéncia de DNA altamente repetitiva e abundan-
te, o fraco sinal de hibridizagao obtido pela sequéncia de cdpia tinica sera completamente
mascarado pelo forte sinal do DNA repetitivo. Este efeito pode, no entanto, ser superado
pelo passo pré-hibridizagio, conhecido como hibridizacdo compelitiva. Esse passo é rea-
lizado pela adi¢do de uma populagao de DNA nao marcado, enriquecida com sequéncias
de DNA repetitivas, a sonda marcada. Essa mistura de dcidos nucleicos é desnaturada e,
entdo, incubada para permitir sua reassociagao, quando os elementos repetitivos na sonda
marcada serdo efetivamente removidos. Os elementos repetitivos marcados irdo anelar-se
a sequéncias repetitivas complementares nao marcadas; as tinicas disponiveis para hibri-
dizagoes subsequentes na populagao de sondas resultardo em sequéncias nao repetitivas.
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7.2 MARCACAO DE ACIDOS NUCLEICOS E
OLIGONUCLEOTIDEOS

Na hibridizagao de dcidos nucleicos, uma populagéo de dcidos nucleicos ou de oligonu-
cleotideos é marcada e incubada com sequéncias complementares de outra populagio,
permitindo a hibridizagao entre elas. Nesta secdo, o foco principal serdo os principios e
as metodologias de marcacdo. Estes serdo ilustrados com referéncia 2 marcagao de po-
pulagdes de sondas, as quais geralmente sao populagoes homogéneas de sequéncias de
DNA, RNA ou oligonucleotideos. Reagoes de hibridizagdo nas quais os dcidos nucleicos da
amostra-teste sao marcados envolvem a marcagao de uma populacdo complexa e hetero-
génea de DNA ou RNA; estas reagoes serao consideradas na Se¢do 7.4.

Classes diferentes de sondas para hibridizacao podem ser
preparadas a partir de substratos de DNA, RNA ou oligonucleotideos

Quando ensaios de hibridizacao utilizam sondas marcadas, o substrato para marcagio pode
ser DNA, RNA ou oligonucleotideos sintéticos; estes podem ser obtidos por meio de vérios
métodos. Conforme necessdrio, a sonda marcada deverd ser desnaturada por aquecimento
para separacdo de duplas-fitas ou para romper pontes de hidrogénio intramoleculares.

Sondas de DNA convencionais sdo geralmente isoladas por ensaios de clonagem de
DNA baseado em células, ou por amplificagao de DNA utilizando PCR. Em ambos os ca-
sos, as sondas sdo inicialmente moléculas de dupla-fita. O DNA clonado em células pode
variar em tamanho desde 0,1 kb até centenas de quilobases, mas o DNA clonado por PCR
¢ muitas vezes menor do que algumas quilobases de extensdo. As sondas sdo marcadas
pela incorporagao de dNTPs (desoxinucleosideos trifosfato) marcados durante uma rea-
¢ao de sintese de DNA in vitro. Como sao originadas a partir de DNA dupla-fita, sondas
de DNA de fita simples consistem em uma mistura de sequéncias de ambas as fitas, nao
sendo ideais para a localizagao de transcritos especificos de RNA (uma vez que irao identi-
ficar simultaneamente os transcritos gerados a partir das fitas senso e antissenso do DNA).

Sondas de RNA sdo obtidas a partir de moléculas de RNA de fita simples, que geral-
mente contém de algumas centenas até virias quilobases de extensdo. O RNA é preparado
a partir de DNA clonado em um vetor de expressao plasmidial especializado (ver Capitulo
6) que contém uma sequéncia promotora de fago. A partir deste promotor seletivo, a RNA-
-polimerase do fago transcreve o inserto de DNA e produz cépias de RNA. A medida que a
reagdo de sintese de RNA é realizada com os quatro rNTPs, em que pelo menos um deles
¢ marcado, transcritos especificos de RNA marcados sao gerados a partir do inserto de
DNA clonado. Sondas de RNA antissenso de fita simples sdo titeis para a identificagao da
complementaridade de transcritos senso-especificos.

Sondas de oligonucleotideos possuem fitas simples e sdo muito pequenas (em torno de
15-50 nucleotideos de comprimento), sendo obtidas por meio de sintese quimica em vez de
clonagem de DNA. A sintese envolve a adi¢io de mononucleotideos, um de cada vez, a um
mononucleotideo inicial imobilizado a um suporte sdlido. Sondas de oligonucleotideos sdo
geralmente marcadas pela incorporagao de um grupo marcado em sua extremidade 5', e
podem distinguir entre alelos que diferem em apenas um tinico nucleotideo (ver Figura 7.3).

Sondas de acidos nucleicos extensas sao geralmente marcadas pela
incorporacao de nucleotideos marcados durante a sintese da cadeia

Para alguns propdsitos, os dcidos nucleicos sdo marcados pela adi¢ao de grupos marcados
as extremidades das moléculas. Oligonucleotideos de fita simples sao em geral marcados
com a utiliza¢do de uma cinase, que adiciona um grupo fosfato marcado a sua extremida-
de 5'. Fragmentos de DNA maiores também podem ser marcados em suas extremidades
por métodos alternativos, como o uso de primers modificados contendo um grupo mar-
cado em sua extremidade 5’. A medida que a reagio de PCR acontece, o primer com sua
extremidade 5" marcada € incorporado ao produto de PCR.

A marcagao de extremidades implica, contudo, que apenas um ou poucos grupos
marcados sdo inseridos por molécula. Portanto, os grupos marcados geralmente cor-
respondem a uma pequena porcentagem da massa total da sonda, especialmente para
sequéncias longas de nucleotideos. Consequentemente, 0 método mais comum para a
marcagao de DNA e RNA utiliza a marcacao de fitas durante sua sintese: uma nova fita de
DNA ou RNA é sintetizada in vitro e, durante a sintese, nucleotideos marcados sdo incor-
porados em vdrias posi¢oes ao longo da nova fita sintetizada. Com frequéncia, um DNA ou
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Figura 7.4 Marcacao de DNA por

nick translation. A DNase | pancreatica
introduz quebras (nicks) de fita simples pela
clivagem de pontes fosfodiéster internas
(p), gerando uma extremidade 3’ hidroxila
e um grupo fosfato 5'. Essas quebras
fornecem o substrato para a enzima
DNA-polimerase | de E. coli. Esta proteina
possui duas atividades enzimaticas: a
atividade de exonuclease 5'—3’ (exo) ataca
a extremidade 5" exposta de uma quebra e
remove sequencialmente os nucleotideos
na diregao 5'—3’; e a atividade de
DNA-polimerase (pol) adiciona novos
nucleotideos a hidroxila 3', continuando

na diregao 5'—3’ e substituindo os
nucleotideos removidos pela exonuclease,
o0 que causa o deslocamento lateral da
quebra. Pelo menos um dos dinucleotideos
trifosfato (dNTPs) é marcado (circulo
vermelho em CTP, no exemplo), e, portanto,
a marcagao € incorporada a cada C
adicionado a nova fita sintetizada.

5’ pApGpCPTPAPCPGPAPCPGPCPTPAPTPT. .« . . . 3
3’ pTpCPGPAPTPGPCPTPGPCPGPAPTPAPA. - . v v . .. 5!
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lDNase | pancredtica

DNA-polimerase | de E. coli
(5'—=3" exo e 5'—3' pol)
cCTP -®, dATR. dGTP. dTTP

pol \I I/exo

HO P
\
pPApG éprApCpGpApCpGpCprAprT .....
pTpCpGPARPTRGRCRTPGRCPGPAPTPAPA. .. .. .. ..
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? ¢ ¢ eu p
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um RNA-polimerase utiliza uma molécula de DNA clonada para produzir cpias de DNA
ou RNA, que serao marcados a partir do uso de uma mistura de marcagao, na qual pelo
menos um dos quatro dNTPs ou rNTPs é marcado.

Marcagao de DNA por nick translation

No método nick translation, quebras (nicks) de fita simples sao introduzidas no DNA, dei-
xando extremidades 3’ hidroxila e 5’ fosfato expostas. A introducdo de quebras no DNA
pode ser obtida com uso de uma endonuclease, tal como a desoxirribonuclease 1 (DNase
I) pancredtica. A quebra exposta serve como um ponto de infcio para a introdugio de no-
vos nucleotideos pela DNA-polimerase I de E. coli, uma enzima com muiltiplas subunida-
des que possui tanto as atividades de DNA-polimerase como as de exonuclease 5'—3'. Ao
mesmo tempo em que a atividade de DNA-polimerase adiciona novos nucleotideos na
extremidade 3’ hidroxila da quebra, a atividade de exonuclease 5'—3’ remove nucleoti-
deos existentes na outra extremidade da quebra. Portanto, a quebra serd movida progres-
sivamente ao longo do DNA, na dire¢io 5'—3' (Figura 7.4). Se a reagdo for conduzida em
uma temperatura relativamente baixa (em torno de 15°C), a reacdo produzird nao mais do
que uma renovacao completa da sequéncia de nucleotideos existente. Embora nao haja
sintese liquida de DNA a esta temperatura, a reagao de sintese permite a incorporacao de
nucleotideos marcados no lugar dos nucleotideos previamente existentes nao marcados.

Marcacao de DNA por random priming

O método de marcagdo do DNA por random priming (ligagao aleatdria) utiliza uma mis-
tura de varios hexanucleotideos diferentes para ligagédo aleatdria a sequéncias de hexanu-
cleotideos complementares em um molde de DNA, fornecendo pontos de inicio para a
sintese de uma nova fita de DNA (Figura 7.5). A sintese de novas fitas complementares é
catalizada pela subunidade Klenow da DNA-polimerase I de E. coli (que contém a ativida-
de de polimerase, mas ndo possui a atividade de exonuclease 5'—3’ associada).

Marcacao baseada na sintese de fitas por PCR

A reacido padrio de PCR pode ser modificada para incluir um ou mais nucleotideos pre-
cursores marcados, que serdo incorporados ao produto de PCR em toda sua extensao.

Marcacao de RNA

Sondas de RNA (ribossondas) podem ser obtidas pela transcrigao in vitro de DNA clona-
do em um vetor plasmidial de expressao adequado. Vetores de expressao contém uma
sequéncia promotora imediatamente adjacente ao sitio de insercdo para moléculas exo-
genas de DNA, permitindo que qualquer sequéncia de DNA inserida seja transcrita. Resis-
tentes promotores de fago sido geralmente utilizados, tais como promotores de fagos SP6,
T3 e T7, e a polimerase do fago correspondente é fornecida para assegurar a transcrigao
especifica da molécula de DNA clonada. A inclusao de ribonucleotideos marcados garante
que a nova molécula de RNA sintetizada serd marcada (Figura 7.6).
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Figura 7.5 Marcacao de DNA por
random priming. O DNA dupla-fita é
desnaturar  DNA despaturado e entao mis'turado aum
conjunto de hexanucleotideos aleatérios.
Os hexanucleotideos irdo se ligar a regides

5 3 complementares no DNA de fita simples,
servindo como iniciadores (primers) para a
3 5' sintese de novas fitas de DNA marcadas.
Utiliza-se a subunidade Klenow de E. coli,
p— e misturar com que apresenta atividade de polimerase
== hlexalr;u.cleotldeols §'—3', mas nao possui atividade de
i3 aleatorios e anelar exonuclease.
&1
5' a— 5' a—

subunidade Klenow da
DNA-polimerase | de
E. coli (5'—=3' pal)
dATR, dGTF, dTTR, cCTP

66 bos 4
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Radioisotopos podem ser usados para marcar acidos nucleicos,
mas apresentam vida média reduzida e podem ser perigosos

Tradicionalmente, os dcidos nucleicos eram marcados pela incorporagao de nucleotideos
que continham um radioisétopo passivel de ser detectado em solugéo ou, mais comu-
mente, em um suporte sélido (autorradiografia - Quadro 7.2). Uma autorradiografia

clonar DNA no MCS

!

promotor de SP6 it /P"””
. Figura 7.6 Sondas de RNA sao
o geralmente obtidas a partir da
vetor transcrigao de insertos de DNA clonados,
% pSP&4 utilizando uma RNA-polimerase de
oA

A fago. O vetor plasmidial pSP64 contém uma

3 sequéncia promotora para a RNA-polimerase
do fago SP6 ligada ao sitio de policlonagem
(multiple cloning site, MCS), juntamente

lchvarcom Puul com uma origem de replicagao (ori) e um

gene de resisténcia & ampicilina (Amp").
Um fragmento de DNA adequado é clonado
[ —— no MCS, e entao esta molécula de DNA
recombinante € purificada e linearizada
RNA-polimerase de SP6 utilizando-se a enzima de restricao Pwull.
ATPR, GTR, UTR CTP-o RNA'DO'imeraSE de SP6 e uma mistura
de NTPs (um dos quais & marcado) sao
. g adicionados, iniciando a transcrigao a partir
see] TR =l f— de um sitio especifico no promotor de SP6
.:-.J:. e continuando ao longo do inserto de DNA.
Vérios transcritos marcados de RNA do
miitiplos inserto de DNA serao produzidos. Muitos
AFanEEItos vetores de expressao semelhantes possuem
de RNA dois promotores de fago diferentes que
marcados flanqueiam o sitio de policlonagem, tais
como promotores de T3 e T7, e a respectiva
RNA-polimerase de fago é utilizada para a
geragao de ribossondas a partir das duas

bl ;. S fitas do DNA.
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QUADRO 7.2 Autorradiografia

A autorradiografia grava a posicao de um composto marcado radiativa-
mente em uma amostra fixada, produzindo uma imagem em uma emul-
sao fotografica. Em aplicagdes de genética molecular, os compostos ra-
diativamente marcados geralmente correspondem a moléculas de DNA
ou proteinas, e a amostra fixada podera corresponder a espécimes de
cromatina ou tecido, imobilizados a laminas de vidro. Alternativamente,
amostras de DNA ou proteina podem ser fixadas em um gel submetido a
eletroforese e que posteriormente € desidratado, ou em uma superficie
de uma membrana de nailon ou filtro de nitrocelulose.

A amostra fixada no suporte solido é colocada em contato com um
filme de raio X, que corresponde a uma folha plastica coberta por emul-
sao fotografica. A emulsao fotografica consiste em cristais de prata em
suspensao, em fase gelatinosa cristalina. A emissao radiativa da amostra
atinge a emulséo fotografica, convertendo fons Ag" em atomos Ag. A po-
sicao dos cristais de prata alterados pode ser detectada pela revelagao,
um processo de amplificagdo no qual o resto dos fons Ag" em cristais

alterados é reduzido, produzindo prata metélica. Qualquer cristal de prata
nao alterado serda, entao, removido pelo processo de fixagao. As areas
escuras no filme fotografico fornecem uma representagao bidimensional
da distribui¢ao da radiomarcagao na amostra original.

A autorradiografia direta € mais adequada para a detecgao de radio-
nuclideos que emitem particulas B de baixa a média intensidade (tais
como °H ou **S). Particulas B de alta energia (tais como as emitidas
pelo *°P) irdo atravessar o filme, desperdigando grande parte da energia
(Tabela 1). Para amostras que emitem radiagao de alta energia, é neces-
sario fazer uma modificag@o na qual a energia emitida € convertida em luz
por uma substancia quimica adequada (cintilador ou fiGior). A autorradio-
grafia indireta utiliza folhas de um cintilador sélido inorgénico como telas
intensificadoras, as quais so posicionadas atras do filme fotografico. As
emissoes que ultrapassarem a emulsao fotogréfica serdo absorvidas pela
tela e convertidas em luz, a qual por sua vez reduzira os fons de Ag',
intensificando a imagem autorradiografica direta.

Tabela 1 Radiois6topos comumente usados para marcagao de sondas de DNA e RNA

Isotopo  Meia-vida Decaimento Energia de emissao (MeV) Tempo de exposicao Adequacao para estudos de alta resolucao
H 12,4anos B 0,019 muito longo excelente

p 14,3 dias  p- 1,710 curto pouca

p 25, 5dias  B- 0,248 intermediario intermedidaria

=G 87, 4 dias  B- 0,167 intermediario intermediaria

fornece uma representacao bidimensional da distribuigdo da marcagéo radioativa na
amostra original. A intensidade do sinal autorradiogrifico depende da energia da radiagio
emitida e da duragio da exposicao.

O radioisétopo P foi amplamente utilizado em ensaios de hibridizagio de dcidos nu-
cleicos porque emite particulas 3 de alta energia, prontamente detectadas. Entretanto, as
particulas de alta energia também vao mais longe, espalhando o sinal, e por isso sdo des-
vantajosas quando se necessita de resolucdo fisica fina. Radioisétopos alternativos, como
%S, sdao mais liteis para estudos de expressao génica em células e tecidos que requerem
resolugio morfologica.

Radioisdtopos sdo prontamente detectados, mas constituem um perigo a satde.
Além disso, a radioatividade decai com o tempo, tornando necessdrio sintetizar novas
sondas antes de cada experimento. Portanto, a marcagao nao isotépica contendo grupos
quimicos distintos, que sdo estdveis e eficientemente detectados, € rotineiramente em-
pregada, atualmente.

Fluoréforos sao comumente utilizados na marcacao nao isotopica
de acidos nucleicos

A marcagdo nio isotdpica de dcidos nucleicos envolve a incorporagao de nucleotideos
que contém uma substancia quimica, ou molécula, que pode ser pronta e especificamen-
te detectada. A molécula incorporada pode ser detectada por um ensaio direto, no qual
serve diretamente como uma marcagao a ser medida pelo ensaio. Neste caso, geralmente
utiliza-se um fluoréforo, substancia quimica que pode ser prontamente detectada por-
que absorve energia em um determinado comprimento de onda (comprimento de onda
de excitagdo) e reemite a energia em um comprimento de onda maior, porém especifico
(comprimento de onda de emissio) (Quadro 7.3).

Outra alternativa ¢é utilizar um ensaio indireto, no qual a substéncia quimica incorpo-
rada serve como um reporter que ¢é especificamente reconhecido por alguma molécula
de afinidade e ligado a ela, como um anticorpo especifico. A molécula de afinidade possui
um marcador ligado a ela, tal como uma molécula ou substincia quimica, que podera ser
detectado em algum tipo de ensaio (Figura 7.7).

Existem dois sistemas de marcagdo para detecgdo indireta amplamente utilizados. O
sistema biotina-estreptavidina depende da afinidade extremamente alta entre dois ligan-
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QUADRO 7.3 Marcacao fluorescente de acidos nucleicos

A marcagéo fluorescente de &cidos nucleicos foi desenvolvida nos anos Figura 1 Estrutura
1980 e provou ser extremamente Gtil em varias aplicagoes diferentes, | de dois fluoréforos

incluindo a hibridizagao cromossémica in situ, a hibridizagao de tecidos in Z \i comuns. TRITC e uma
situ e o sequenciamento de DNA automatico. I\ I //.0 variedade de outros
Um fluoréforo € uma substancia quimica que absorve energia quan- X ¢ ~ fluoroforos foram
do exposto a um comprimento de luz especifico (excitagdo) e entao ree- J 5 derivados da rodamina.
mite essa energia em um comprimento de onda especifico, mais longo ‘/\* - “‘7/\
(Tabela 1 e Figura 1). A marcacao direta de acidos nucleicos com fluo- 1 I L
roforos é realizada pela incorporacao de nucleotideos modificados (geral- 07 N N0 g
mente, 2'-deoxiuridina-5'-trifosfato) contendo um fluoréforo apropriado.
Sistemas de marcag&o indireta também s&o utilizados. Nessa técnica, fluoresceina

o fluoroforo é usado como um marcador e é ligado a uma molécula de
afinidade (como a estreptavidina ou um anticorpo especifico para digoxi-
genina), que se liga especificamente a nucleotideos modificados conten-
do uma molécula repoérter (como biotina ou digoxigenina) (ver Figura 7.7).

Tabela 1 Fluoréforos para marcagao de acidos nucleicos

Maximo de comprimento de onda (nm)

Fluoroforo Excitacao Emissao NH
—— 2
Azul ’
rodamina
AMCA 350 450
DARI 3958 461 de onda de emissao. A luz emitida pelo fluoréforo passa diretamente
Verde pelo espelho dicroico, através de um filtro de barreira apropriado e pela
FITC 492 520 lente ocular do microscopio. Um outro dispositivo de partigdo de feixe
] pode permitir também que a luz seja armazenada em uma camera CCD
Fluoresceina (ver Figura 1) 494 523 (charge-coupled device).
Vermelho
CY3 550 570 é
TRITC 554 575 :
Redamina (ver Figura 1) 570 590
Texas red 596 620

CY5 650 670 filtro de excitagao e filtro de barreira

AMCA, aminometilcumarina; DAPI, 4',6'-diamidino-2-fenilindol; FITC, isotiocianato
de fluoresceina, CY3, indocarbociamina;TRITC, isotiocianato de tetrametilrodamina;
CY5, indodicarbociamina.

fonte

de luz |- espelho dicroico

Deteccao de acidos nucleicos marcados com fluoréforos
Acidos nucleicos marcados com fluoréforos podem ser detectados por
escaners a laser ou por microscopia de fluorescéncia. Os fluordforos sao objetiva
detectados pela passagem de um feixe de luz de uma fonte de luz ade- -l/l amostra marcada
quada (um laser de argdnio é utilizado no sequenciamento automatico £ fixada em lamina
de DNA, enquanto uma lampada de vapor de mercurio é utilizada na

microscopia de fluorescéncia) através de um filtro colorido apropriado. ~ Figura 2 Microscopia de fluorescéncia. O filtro de excitagao

0 filtro é projetado para transmitir a luz no comprimento de onda de ex- ~ PerMite apenas a passagem de luz de comprimento de onda apropriado.
citagdo desejado. No sistema de microscopia de fluorescéncia, essa luz A IUZ azul transmitida é refletida pelo espelho dicroico (dispositivo de
reflete na amostra marcada fluorescentemente, fixada em uma lamina  Particao de feixe) na amostra marcada, a qual entdo flucresce e emite
de microscépio, pelo uso de um espelho dicroico que reflete a luz em Uz @M um comprimento de onda mais longo (luz verde, neste caso).
certos comprimentos de onda, permitindo que a luz de outros compri- A luz verde emitida passa diretamente pelo espelho dicroico e entao
mentos de onda passe diretamente (Figura 2). A luz, entdo, excita o POr uma segunda barreira, um filtro que bloqueia a passagem de sinais
fluoréforo, que fluoresce; quando isso ocorre, o fluoréforo emite luz em fluorescentes indesejados, deixando apenas a emissao fluorescente

um comprimento de onda ligeiramente maior, chamado de comprimento  Verde desejada passar através da ocular do microscopio.

tes naturais. A biotina (uma vitamina) age como reparter, ligando-se de maneira especifica
a proteina bacteriana estreptavidina com uma afinidade constante (também conhecida
como constante de dissociagio) de 10", uma das mais altas conhecidas em biologia. Son-
das biotiniladas podem ser facilmente obtidas pela inclusido de um nucleotideo biotinila-
do nareagdo de marcagdo (Figura 7.8). A estreptavidina serve, entdo, como uma molécula
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Figura 7.7 Deteccao indireta de grupos
marcados em &cidos nucleicos. Acidos
nucleicos podem ser marcados com
substéncias quimicas que nao serao
detectadas diretamente. Em vez disso, as
moléculas incorporadas funcionam como
grupos reporter, que sao ligados com aita
especificidade a uma molécula de afinidade
contendo um marcador a ser detectado.
Este marcador podera ser detectado de
diversas maneiras. Se possuir um corante
fluorescente especifico, podera ser
detectado por microscopia de fluorescéncia.
Uma alternativa comum envolve o uso de
uma enzima, tal como a fosfatase alcalina,
para converter um substrato em um produto
com cor, que sera medido por colorimetria.
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de afinidade. Outro repdrter amplamente utilizado é a digoxigenina, um esteroide isolado
de plantas Digitalis (ver Figura 7.8). Um anticorpo especifico produzido contra a digoxige-
nina age como uma molécula de afinidade, neste caso.

Uma variedade de moléculas marcadoras diferentes pode ser conjugada a moléculas
de afinidade, tais como estreptavidina e o anticorpo contra digoxigenina. Estas molécu-
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Figura 7.8 Estrutura de nucleotideos modificados com biotina e digoxigenina. As substancias reporter biotina e digoxigenina apresentadas aqui
sao ligadas ao &tomo de carbono na posicdo 5' da uridina do dUTP por moléculas espagadoras que correspondem, respectivamente, a um total de 16
atomos de carbono (biotina-16-dUTP) ou a 11 atomos de carbono (digoxigenina-11-dUTP). As moléculas espagadoras sao necessérias para assegurar a
separagao fisica entre a molécula repérter e o arcabougo do acido nucleico, de maneira que a molécula repérter se projete suficientemente distante dele
para permitir a ligagdo da molécula de afinidade.
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las marcadoras incluem vidrios fluoréforos que podem ser detectados por microscopia de
fluorescéncia, ou por enzimas como a fosfatase alcalina e a peroxidase, que permitem a
deteccdo por meio de ensaios colorimétricos ou de quimioluminescéncia.

7.3 HIBRIDIZAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS IMOBILIZADOS

Varios tipos de hibridizagao de dcidos nucleicos envolvem a ligacio da populagao-alvo de
dcidos nucleicos a um suporte sélido e, posteriormente, & sua exposigio a uma solucido
contendo sondas marcadas. A sonda é homogénea, e o objetivo deste ensaio é identificar
sequéncias-alvo dentro de uma populacdo complexa de dcidos nucleicos, presentes em
uma amostra-teste de interesse. A populagio de dcidos nucleicos na amostra-teste pode
ser purificada e diretamente ligada ao suporte sélido, ou pode ser fracionada por tamanho
e, entdo, adicionada ao suporte. Alternativamente, células ou cromossomos podem ser
fixados ao suporte sélido e posteriormente tratados, para permitir que seus contetidos de
DNA ou RNA estejam disponiveis para hibridizagao.

Apds a formagao de heterodtiplices entre a sonda e as sequéncias-alvo, moléculas de
sonda livres sdo removidas por lavagens, e o suporte é submetido & secagem. Apos este
tratamento, qualquer marcagio detectada no suporte serd derivada de heteroduplices
contendo uma sequéncia-alvo fixada ao suporte, a qual estd ligada por pontes de hidrogé-
nio a uma fita de sonda marcada.

A hibridizacao de dot-blot permite uma triagem rapida e
geralmente utiliza sondas de nucleotideo alelo-especificas

Nos ensaios de dot-blotting, a amostra-teste corresponde a uma solugio aquosa de DNA
ou RNA purificados, tal como 0 DNA gendmico total humano, a qual é simplesmente apli-
cada em uma membrana de ndilon ou nitrocelulose, sendo entao submetida & secagem.
Uma variagdo dessa técnica, denominada de slot-blotting, envolve a pipetagem do DNA
em um pogo (slot) individual de um suporte adequado. Em ambos os casos, as sequéncias
de DNA serao desnaturadas antes da hibridiza¢do com sondas marcadas e desnaturadas.

Uma aplicagdo ttil do dot-blotting consiste na distingdo entre alelos que diferem em
apenas um nucleotideo. Para isso, sondas de oligonucleotideo alelo-especificas (allele-
-specific oligonucleotides, ASO) sao sintetizadas tendo-se como molde a sequéncia que
contém o nucleotideo variante. Sondas ASO geralmente possuem 15-20 nucleotideos,
sendo normalmente empregadas em condic¢des de hibridizagdo nas quais o duplice de
DNA entre sonda e sequéncia-alvo s6 serd estavel se houver perfeita complementaridade
de bases entre elas: um tinico mau pareamento entre sonda e sequéncia-alvo serd sufi-
ciente para tornar o heteroduplice instavel.

Frequentemente, duas ASOs séo sintetizadas para representar dois alelos, de forma
que a diferen¢a de um tinico nucleotideo entre os alelos esteja representada no segmento
central da sequéncia de oligonucleotideos (o que maximizar4 a instabilidade termodina-
mica de um diplice malpareado). Esta abordagem pode ser empregada em uma varieda-
de de ensaios com propésitos de diagnéstico ou de pesquisa, como na distingao entre os
alelos de 3-globina normal e falcémico (Figura 7.9).

alelo p* Bl e GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC..... 3
alelo p° Btia i GTG CAC CTG ACT CCT GTG GTG AAG TCT GCC..... 3

sequéncias
génicas

oligpnucientdens B-ASO TG ACT CCT GAG GAG AAG TC
alelo-especificos s
(ASO) B™-ASO TG ACT CCT GTG GTG AAG TC
sonda &
BA-ASO -
dot-blots
sonda & &
pe-ASO - i
genotipos pAp? phps pops

Figura 7.9 Investigacao da mutagao
que causa anemia falciforme por meio
de ensaio de hibridizacao por dot-blot. A
mutacao responsavel pela anemia falciforme
corresponde a substituicdo de um Unico
nucleotideo (A—T) no codon 6 do gene

da B-globina, resultando na troca de GAG
(Glu) para GIG (val). Oligonucleotideos
alelo-especificos (ASOs) foram sintetizados
para ligar-se a regiao que flanqueia esta
substituicdo: a sonda B"-ASO é especifica
para o alelo normal (B*), enguanto B°-ASO
reconhece o alelo mutante (B°). Os
dot-blots aqui esquematizados apresentam
0s resultados de ensaios utilizando estas
sondas em condigoes estringentes de
hibridizagéo. Utilizando a sonda para o alelo
normal (B"-AS0), os resultados sdo positivos
(circulos preenchidos) para individuos
normais e para heterozigotos, mas negativos
para homozigotos para o alelo B° (circulo
vazio). Quando a sonda para o alelo mutante
é empregada (B°-AS0), os resultados so
positivos para individuos homozigotos e
heterozigotos para o alelo p°, mas negativos
para individuos normais.
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Ensaios de hibridizacao de Southern e northern blot detectam
moléculas de DNA e RNA fracionadas por tamanho

Hibridizacao de Southern blot*

Uma amostra da populagdo de DNA purificado é digerida com uma ou mais endonucle-
ases de restricdo, gerando fragmentos que possuem de vérias centenas até milhares de
pares de base. Esses fragmentos de restrigéo sdo separados de acordo com seu tamanho
por eletroforese em gel de agarose (Quadro 7.4), desnaturados e transferidos para uma
membrana de nitrocelulose ou de ndilon. Sondas marcadas sdo hibridizadas ao DNA-alvo
imobilizado na membrana, e a posicao dos heterodtiplices marcados é revelada por autor-
radiografia (Figura 7.10).

Uma aplicagdo importante da hibridizacao de Southern blot é a identificagdo de
sequéncias-alvo semelhantes, mas nao idénticas, ao gene utilizado como sonda. As se-
quéncias-alvo podem ser membros de uma familia de genes evolutivamente relacionados,
ou sequéncias de DNA de um mesmo genoma, ou ainda um equivalente direto da sonda
derivado de um genoma diferente. No tiltimo caso, os genomas utilizados como amostra
podem ser derivados de diferentes individuos de uma mesma espécie, ou podem repre-
sentar espécies diferentes (constituindo um zooblot). Quando uma nova sonda isolada
apresentar relacdo com outras sequéncias ainda nao caracterizadas, pode-se tentar isolar
os outros membros desta familia por meio da triagem de bibliotecas de DNA apropriadas.

Hibridizacao de Northern blot

A hibridizaciao de Northern blot é uma variacdo da técnica de Southern blot, na qual a
amostra contém moléculas de RNA nio digeridas, em vez de DNA. Essa metodologia é
utilizada principalmente com o objetivo de obter informacdes a respeito do padrido de
expressao de genes especificos. Quando um gene é clonado, ele pode ser utilizado como
sonda e hibridizado em um Northern blot contendo amostras de RNA isoladas de diver-
sos tecidos (Figura 7.11). Os dados obtidos podem fornecer informacao sobre as linha-
gens celulares nas quais o gene é expresso, bem como sobre a abundéncia relativa de

* N.deT.: A técnica de Southern blot leva o nome do pesquisador que a descreveu, o bidlogo britinico Edwin Sou-
thern. Por isso, escreve-se em letra maitscula,

QUADRO 7.4 Eletroforese de acidos nucleicos

0 arcabougo fosfodiéster dos acidos nucleicos possui nUMerosos grupos
fosfato carregados negativamente, causando a migragao destas molécu-
las na direcao de um eletrodo positivo quando submetidas a um campo
elétrico. Ao migrar através dos poros de um gel, moléculas de acido nu-
cleico podem ser separadas por tamanho. Isso acontece porque os poros
do gel atuam como uma peneira, facilitando a passagem de moléculas
pequenas de acidos nucleicos através dos poros do gel, enquanto molé-
culas maiores tém sua migragao prejudicada por forgas de fricgao.

Tradicionalmente, moléculas de acidos nucleicos pequenas e grandes
séo separadas utilizando-se géis de agarose, e amostras aplicadas em
pogos individuais, de modo que diferentes colunas do gel sao ocupa-
das por diferentes amostras durante sua migracao (Figura 1). Apos a
eletroforese, 0s géis sao corados com substancias quimicas, tais como
brometo de etidio ou SYBR green, que se ligam aos acidos nucleicos e
fluorescem quando expostas a luz ultravioleta.

Para fragmentos com tamanho entre 0,1 kb e 30 kb, a velocidade de
migragao depende do comprimento do fragmento, e nao da sequéncia
de bases da molécula. Entretanto, a eletroforese convencional em gel
de agarose nao é adequada para a separagéo de moléculas de acidos
nucleicos muito pequenas ou muito grandes. A concentragao de agarose
pode variar para aumentar a resolugao do gel — a diminuigao da concen-
tracao de agarose ajuda a separar fragmentos maiores, enquanto o au-
mento da concentracdo torna mais facil a separagéo de fragmentos me-
nores. Para obter uma resolugao melhor de fragmentos de acido nucleico
menores, no entanto, geralmente utilizam-se géis de poliacrilamida, que
s&o utilizados também no sequenciamento de DNA para a separagao de
fragmentos que diferem em tamanho por um Gnico nucleotideo.

Fragmentos de DNA muito grandes nao sao separados de maneira
adequada por eletroforese convencional em gel de agarose. Nestes ca-
sos, utiliza-se equipamentos especializados que fornecem um campo
elétrico descontinuo. Durante a eletroforese, a direcao ou polaridade
do campo elétrico é alterada de maneira intermitente. O campo elétrico
pode ser pulsado, estabelecendo uma determinada orientagao negati-
va-positiva por um curto periodo, antes de ser revertido por um curto
intervalo. Essa alteragdo do campo é realizada de maneira recorrente
durante toda a eletroforese. Na eletroforese de gel em campo pulsado, a
alteragao intermitente do campo elétrico forga o DNA a se reorientar para
migrar no novo campo elétrico; o tempo levado para esta reorientagao
depende do tamanho da molécula. Desta forma, € possivel separar frag-
mentos de DNA contendo vérias megabases, por tamanho.

amostras aplicadas nos pogos

ol

base do—

gel pequenos fragmentos

migram com maior
velocidade

Figura 1 Eletroforese em gel.
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Figura 7.10 Hibridizacao de Southern blot. Uma amostra de DNA complexa € digerida
com endonucleases de restricao. Os fragmentos resultantes sao aplicados em um gel de
agarose e separados por tamanho utilizando eletroforese (ver Quadro 7.4). O gel é tratado
com uma substéancia alcalina — a fim de desnaturar o DNA, para entéo ser incubado com
uma membrana de nitrocelulose ou nailon. O DNA seré transferido do gel para a membrana,
a qual serd submetida a uma solucao contendo uma sonda de DNA de fita simples,
marcada radiativamente. Apos a hibridizagao, a membrana é lavada para remover o excesso
de sonda e, entao, é submetida a secagem. A membrana € colocada em contato com um
filme de raio X, e a posi¢ao da sonda marcada causara uma imagem latente no filme, que
podera ser revelada por autorradiografia (ver Quadro 7.2) como uma banda de hibridizagao.

seus transcritos, medida pela intensidade relativa da banda de hibridizagao. Além disso,
quando ha a identificacio de transcritos de diferentes tamanhos, este ensaio pode for-
necer evidéncias para a existéncia de diferentes isoformas, como aquelas que resultam
de promotores alternativos e ainda de sitios alternativos de splicing ou de poliadenilagao.

Em um ensaio de hibridizagao in situ, uma amostra de DNA ou RNA é
imobilizada em uma preparacao fixada de cromossomos ou células

Alguns ensaios de hibridizagao utilizam o principio da hibridizagao para detectar dcidos
nucleicos presentes em cromossomos ou células fixados em l4minas de microscopio.
Como o 4cido nucleico estd imobilizado em estruturas nativas, neste caso, diz-se que a
hibridizagao ocorre in situ.

Hibridizagdo cromossoémica in situ

Um procedimento simples para o mapeamento de genes e outras sequéncias de DNA é
hibridizar uma sonda apropriada de DNA marcado a um cromossomo que foi desnatura-
do in situ. Para isso, cromossomos metafdsicos ou pré-metafdsicos, obtidos normalmente
a partir de linfdcitos de sangue periférico ou de linhagens celulares linfoblastoides, sao
fixados a laminas de microscopio. O RNA e as proteinas sdo removidos da amostra pelo
tratamento com RNase e proteinase K, e 0 DNA cromossdmico remanescente € desnatu-
rado por exposi¢ao a formamida. O DNA desnaturado é, entao, submetido a hibridizagao
in situ por incubagdo com uma soluc¢ao contendo uma sonda de dcido nucleico marcado
e posteriormente coberto com uma laminula.

Figura 7.11 Hibridizagao de northern blot. O método northern blotting utiliza amostras de RNA total,

ou de mRNA poli(A)", purificado a partir de células ou tecidos de interesse. O RNA ¢é fracionado por tamanho
por meio de eletroforese, transferido para uma membrana, e hibridizado com uma sonda de 4cido nucleico
marcada. No exemplo aqui apresentado, a sonda marcada corresponde a uma molécula de cDNA sintetizada
a partir da sequéncia do gene FMR1 (responsavel pela sindrome do X fragil). Os resultados mostram a
comparagao da expressao do gene FMR1 em diferentes tecidos: observou-se maior expressao no cérebro

e nos testiculos (4,4 kb), reducao da expressao na placenta, no pulmao e nos rins, respectivamente, e
expressao quase nao detectavel no figado, no musculo esquelético e no pancreas. Embora nenhum transcrito
de 4,4 kb tenha sido detectado no coragao, transcritos menores (com cerca de 1,4 kb) foram observados,
0s quais podem ter sido gerados por splicing alternativo ou transcri¢do aberrante. [Reproduzida de Hinds HL,
Ashley CT, Sutcliffe JS et al. (1993) Nat. Genet. 3, 36-43. Com permissao de Macmillan Publishers Ltd.]
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Figura 7.12 Hibridizagao de tecido

in situ. O exemplo apresenta o padrao
de expressao produzido pela hibridizagao
de uma ribossonda, produzida a partir

de uma sequéncia antissenso de Sonic
hedgehog e marcada com digoxigenina,
com uma amostra de tecido embrionario
murino de 13,5 dias. O corte representa
uma parte do prosencéfalo (topo e centro
da figura) e as maxilas superior e inferior
(base da figura). A deteccao da sonda foi
realizada por um ensaio colorimétrico (azul)
utilizando fosfatase alcalina. Uma alta
expressao foi observada em regices muito
especificas do sistema nervoso central em
desenvolvimento, conforme indicado, e
também no palato secundario. (Cortesia
de Mitsushiro Nakatomi & Heiko Peters,
Newcastle University).

Dependendo da técnica utilizada, o bandeamento cromossdmico da amostra (ver
Capitulo 2) pode ser realizado antes ou depois do passo de hibridizagao. Assim, o sinal
obtido ap6s a remogio do excesso de sonda podera ser correlacionado com o padrio de
bandas do cromossomo, permitindo mapear a localizagao das sequéncias de DNA identi-
ficadas pela sonda. A metodologia de hibridizagao cromossdmica in situ foi revolucionada
pelo uso de sondas marcadas com fluorescéncia, em ensaios de hibridizagao in situ com
fluorescéncia (fluorescence in situ hybridization, FISH) (ver Capitulo 2).

Hibridizagéo de tecidos in situ

Sondas marcadas também podem ser utilizadas na hibridizagao de RNA em amostras de te-
cido. Fatias muito finas de tecido sdo obtidas com um criostato, a partir de amostras fixadas
em blocos de parafina ou congeladas e entdo aplicadas em laminas de vidro. Uma solugao de
hibridizagdo contendo a sonda ¢é aplicada 4 amostra na ldmina e coberta com uma laminula.

Sondas preparadas a partir de moléculas de RNA complementar de fita simples
(cRNA) sdo preferencialmente utilizadas nesta abordagem. Como devem ser complemen-
tares ao mRNA de um gene, ribossondas antissenso sao obtidas a partir da clonagem do
gene na orientagio inversa, em um vetor apropriado, tal como o pSP64 (ver Figura 7.6).
Nestes casos, a polimerase do fago ird sintetizar transcritos marcados a partir da fita de
DNA oposta a fita que é normalmente transcrita in vivo.

As ribossondas podem ser marcadas com um radioisGtopo, tais como P ou ™S, e as
sondas hibridizadas sao detectadas por autorradiografia. A localizagdo dos graos de prata
¢é geralmente detectada por microscopia de campo escuro. Neste procedimento, a luz direta
néo atinge a objetiva; os raios de luz sdo direcionados lateralmente, de modo que apenas a
luz dispersada atinja as lentes do microscépio e o sinal aparega como um objeto ilumina-
do contra um fundo preto. Entretanto, uma melhor deteccao do sinal pode ser obtida com
a utilizacao da microscopia de campo claro, na qual a imagem é obtida pela transmissao
direta de luz através da amostra (Figura 7.12). Uma alternativa consiste na marcacao de
sondas com fluorescéncia e, neste caso, a detecgao é feita por microscopia de fluorescén-
cia (ver Quadro 7.3).

A hibridizacao pode ser utilizada para a triagem de colonias de
bactéria contendo DNA recombinante

Colonias de bactéria contendo DNA recombinante sdo geralmente submetidas & triagem
para identificar quais delas contém sequéncias relacionadas a uma sonda de interesse
marcada. Para isso, as coldnias sao cultivadas em uma superficie de dgar e transferidas por
contato para uma membrana de nitrocelulose ou nailon, processo denominado de hibri-
dizagdo de colonia (Figura 7.13). Uma alternativa é aplicar as bactérias em uma membra-
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na de nitrocelulose ou ndilon, a qual é colocada sobre uma superficie de dgar, permitindo
o crescimento de coldnias diretamente na superficie da membrana. Em ambas as aborda-
gens, a membrana é entdo exposta a uma substancia alcalina a fim de desnaturar o DNA
antes de submeté-lo a hibridizagao com uma sonda de acido nucleico marcado.

Apos a hibridizacgao, a sonda é removida, e entao o filtro é lavado extensivamente,
seco e processado para a detecgdo da sonda marcada ligada. A posicdo de sinais fortes
emitidos pela sonda marcada é relacionada & placa mestre, que contém o padrio original
de posicionamento das coldnias, permitindo a identificagio de coldnias que contém mo-
léculas de DNA relacionadas a sonda. Estas colOnias poderdo, entdo, ser individualmente
selecionadas e submetidas ao crescimento em meio de cultivo liquido, para obtencao de
quantidade suficiente de material para a extragao e purificacio do DNA recombinante.

A partir do momento em que se tornou possivel a criacdo de bibliotecas de DNA com-
plexo, foi necessdrio desenvolver métodos automatizados e mais eficientes para a triagem
de clones. Hoje, aparelhos robotizados podem ser utilizados para a pipetagem de material
obtido a partir de clones arranjados em placas de microtitulacéo, para coordenadas linea-
res pré-estabelecidas em uma membrana. Os filtros de clones de alta densidade permitem
a triagem de bibliotecas de maneira rapida e eficiente, como descrito no Capitulo 8.

7.4 ENSAIOS DE HIBRIDIZACAO BASEADOS
EM MICROARRANJOS

A hibridizacao em microarranjos permite a realizacao de ensaios
de hibridizacao altamente paralelos, utilizando milhares de
diferentes sondas imobilizadas

As novas e poderosas tecnologias de hibridizagdo em microarranjo foram desenvolvidas
nos anos 1990 para permitir a realizagao de ensaios paralelos em massa, nos quais mi-
lhares de ensaios de hibridizagao individuais sdo realizados de maneira simultinea e sob
as mesmas condigdes experimentais. A hibridiza¢ao em microarranjo foi primeiramente
desenvolvida como uma ferramenta para mapeamento de larga escala e para o sequen-
ciamento de DNA. Entretanto, a principal responsédvel pela evolugao desta tecnologia foi a
necessidade de analisar simultaneamente a expressao de um grande nimero de genes. A
medida em que as bibliotecas de cDNA foram desenvolvidas e grandes niimeros de clones
de cDNA caracterizados se tornaram disponiveis, os pesquisadores comegaram a planejar
andlises gendmicas da expressao génica. Ensaios de hibridiza¢io multiplex eram necess-
rios para utilizar grandes nimeros de sondas de DNA gene-especificas simultaneamente.

Figura 7.13 Hibridizacao de

colénia. Quando uma membrana de nailon
ou um filtro de nitrocelulose € colocado
sobre colénias de bactérias em uma placa
de &gar, algumas células das colonias
aderem a membrana. A membrana é entao
removida da placa e transferida para uma
nova placa de cultivo, permitindo que

as células transferidas formem colonias.

A membrana-réplica resultante tera a
mesma representacao fisica das colonias
de bactéria na placa de cultivo original (a
placa de &gar mestre). A membrana-réplica
¢ tratada para permitir a desnaturagao e a
fixacao do DNA ligado a ela. A membrana
€, entao, hibridizada com uma sonda de
acido nucleico marcado. Apds uma lavagem
para remocao de sondas marcadas nao
hibridizadas, um filme de raio X é utilizado
para produzir uma autorradiografia que
revelara a posigao de coldnias marcadas na
membrana-réplica, a qual podera ser usada
para identificar a colénia equivalente na
placa-mestre original. As colonias positivas
poderao ser cultivadas individualmente em
meio de cultivo liquido.
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Figura 7.14 Principios da hibridizagdo
em microarranjo. Um microarranjo &
uma superficie sélida na qual moléculas
podem ser fixadas em coordenadas
especificas em um formato de grade

de alta densidade. A hibridizacao em
microarranjos utiliza microarranjos de
DNA, ou de oligonucleotideos, que sao
preparados pela fixagao de milhares

de sondas de fita simples sintéticas de
oligonucleotideo, ou de DNA, em posigoes
especificas e predeterminadas na grade.
Como demonstrado na figura expandida,
cada posicao especifica tera varios milhares
de copias idénticas de um Unico tipo de
sonda de oligonucleotideo ou de DNA
(uma caracteristica). Uma amostra-teste
contendo um conjunto heterogéneo

de fragmentos de DNA marcados, ou

de transcritos de RNA, é adicionada

para permitir sua hibridizagao com as
sondas do arranjo. As sequéncias-alvo
ligadas por algumas sondas poderao

ser numerosas, resultando em um forte
sinal de hibridizagdo; para outras sondas,
podera haver poucas sequéncias-alvo na
amostra-teste, resultando em um fraco sinal
de hibridizagéo. Apés as etapas de lavagem
e secagem, 0s sinais de hibridizacao para
milhares de sondas diferentes no arranjo
serdo detectados por um escaner a laser,
gerando grandes quantidades de dados a
partir de um Unico experimento.

microarranjo

fixar sondas oligonucleotidicas ou
sondas de DNA individualmente em
cada coordenada da grade

microarranjo de DNA ou
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=11
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Subsequentemente, a hibridiza¢ao em microarranjo foi utilizada para investigar a varia-
¢ao do DNA, bem como para tragar perfis de expressao génica.

Quando utilizado em um ensaio de hibridizacdo, um microarranjo consiste em mi-
lIhares de sondas de DNA nido marcadas ou de sondas de oligonucleotideos fixadas a uma
superficie de vidro ou de outro material adequado, em coordenadas precisamente definidas
em uma grade de alta densidade. A amostra-teste, uma solugao aquosa contendo uma po-
pulagdo complexa de moléculas de DNA desnaturado ou RNA, marcadas com fluorescén-
cia, é hibridizada com as moléculas de sonda no microarranjo. Apds as etapas de lavagem
e secagem, a marcacdo fluorescente é detectada por um escaner a laser de alta resolucio, e
o sinal emitido a partir de cada ponto (spot) do arranjo é analisado por um software de ima-
gem digital que converte o sinal em uma paleta de cores, de acordo com sua intensidade.

Serdo abordado exemplos préticos do uso do microarranjo em capitulos subsequen-
tes, como no Capitulo 8, na qual se considerard de que maneira a expressao génica é anali-
sada. Aqui, o foco sdo os principios bdsicos e a tecnologia em si. O objetivo da hibridizagao
em microarranjo é que cada uma das milhares de sondas diferentes forme heterodtiplices
com sequéncias-alvo presentes na amostra-teste de dcidos nucleicos marcados. Em uma
posicdo qualquer do arranjo, varias cépias idénticas de apenas um tipo de oligonucleoti-
deo ou de molécula de DNA estardo disponivel para hibridizagdo (Figura 7.14).

Sequéncias-alvo estardo presentes em diferentes quantidades na amostra em estudo.
A quantidade de DNA-alvo especifico ligado a cada sonda dependerd da frequéncia da-
quele alvo especifico na amostra-teste. Uma sonda que tem como alvo um dcido nucleico
relativamente raro terd menos fluorescéncia ligada a ela, resultando em um fraco sinal
de hibridizagao, enquanto posi¢des no arranjo que sao fortemente fluorescentes apds a
lavagem indicam sondas cujo alvo era um dcido nucleico abundante. A quantificacédo da
fluorescéncia ligada em todas as posi¢oes do microarranjo gera um grande conjunto de
dados que poderd refletir a frequéncia relativa de um grande niimero de sequéncias-alvo
presentes na amostra.
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Microarranjos de oligonulceotideos de alta densidade sao
ferramentas poderosas para a analise de amostras complexas
de DNA ou RNA

A construgdo de microarranjos de DNA de primeira-geracdo envolvia a distribuic¢do de
clones de DNA ou de oligonucleotideos sintéticos de maneira robotizada em ldminas de
microscépio de vidro tratadas quimicamente. Todavia, microarranjos de DNA modernos
geralmente utilizam sondas de oligonucleotideos por conta de sua versatilidade. Oligo-
nucleotideos podem ser projetados especificamente para apenas um alvo, e sua sintese
para estes fins permite que microarranjos de alta densidade sejam produzidos rdpida e
eficientemente. A confiabilidade dos dados pode ser avaliada de maneira mais eficiente
em vdrios casos; por exemplo, a expressido de um tnico gene pode ser acompanhada si-
multaneamente com muitas sondas de oligonucleotideos, sendo cada um deles especifico
para aquele gene.

A maioria das aplicagdes modernas utiliza microarranjos produzidos por tecnologias
alternativas desenvolvidas por duas empresas comerciais. A abordagem da Affymetrix
foi baseada na manufatura de chips de silicio, cunhando o termo chip de DNA (embora
hoje o termo possa se referir a qualquer microarranjo de DNA ou de oligonucleotideo de
alta densidade). A tecnologia da Illumina baseia-se na montagem aleatéria de arranjos de
esferas em pogos.

Microarranjos de oligonucleotideos da Affymetrix

A tecnologia de chip da Affymetrix envolve a sintese de sondas de oligonucleotideos in
situ direcionada por luz no microarranjo e pode produzir mais de 6 milhoes de oligonu-
cleotideos diferentes em uma superficie de 1,7 cm®. Cada tipo de oligonucleotideo ¢ mon-
tado pela adigdo sequencial de mononucleotideos a uma molécula linker que termina
com uma molécula fotoldbil protetora. Uma fotomdscara (fotolitografia) é utilizada para
determinar quais posi¢des no microarranjo serdo expostas  fonte de luz externa, resul-
tando na degradagao das moléculas fotoldbeis. Uma reagdo quimica é entdo usada para
adicionar um tipo particular de nucleotideo ao sitio recém-desprotegido. O processo é
repetido sequencialmente com mascaras diferentes para cada um dos outros trés nucleo-
tideos, gerando a adigao de apenas um nucleotideo - A, C, G ou T - a cada molécula linker.
Entdo o processo é repetido para estender a sintese do oligonucleotideo por cerca de 24
nucleotideos. Dependendo da disposigao dos furos nas mdscaras utilizadas em cada eta-
pa, sequéncias especificas e predeterminadas de oligonulceotideos podem ser montadas
em locais especificos do microarranjo (Figura 7.15).

Microarranjos de oligonucleotideos da lllumina

A tecnologia da Illumina BeadArray'™ é baseada na montagem aleatéria de arranjos de
esferas em pogos. As esferas correspondem a microesferas de silica de 3 pm de didme-
tro e formam os elementos do arranjo. Os oligonucleotideos sdo pré-sintetizados para ter
mais de 70 nucleotideos de extensao (consistindo de um cddigo de 25 nucleotideos e de 50
nucleotideos gene-especificos). Cada oligonucleotideo é acoplado a um lote especial de
esferas, e esferas individuais carregam mais de 100.000 oligonucleotideos idénticos. Este
mesmo principio é a base de uma nova tecnologia de sequenciamento produzida pela
Ilumina, como sera descrito no Capitulo 8.

Esferas carregando diferentes oligonucleotideos sao agrupadas e entdo distribuidas
por microarranjos pré-fabricados contendo micropogos regularmente espagados, pro-
jetados para comportar o tamanho da esfera. As esferas sao imobilizadas dentro das ca-
vidades, e o cddigo de 25 nucleotideos é decodificado, permitindo que cada esfera seja
identificada. Assim, o arranjo das sondas ¢ aleatdrio, e as posigées sdo determinadas pos-
teriormente. A hibridizacao de moléculas-alvo de dcidos nucleicos marcados a oligonu-
cleotideos complementares no arranjo de esferas pode entéo ser rastreada pela triagem
do arranjo para a presenca da marcagao.

A hibridizagcao em microarranjo é utilizada principalmente para
tracar perfis de transcritos ou para estudos de variacao do DNA

Embora a tecnologia para estabelecer os microarranjos de DNA tenha sido desenvolvida
apenas recentemente, vdrias aplicagdes importantes ja foram desenvolvidas, e seu impac-
to no futuro da pesquisa biomédica e em abordagens diagndsticas deverd ser profundo.
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Figura 7.15 Construgio de microarranjos de oligonucleotideos por sintese de oligonucleotideos in situ direcionada por luz. (A) Microarranjos
de oligonucleotideos da Affymetrix sao construidos pela sintese de milhares de oligonucleotideos em posigdes predeterminadas em uma placa de quartzo,
utilizando uma fotolitografia (méscara) para determinar a posigdo de cada nucleotideo adicionado. (B) Cada oligonucleotideo € montado comegando pela
molécula flinker, que é fixada ao arranjo e cuja extremidade livre carrega uma molécula fotolabil protetora. Uma mascara com furos feitos em posigoes
especificas € colocada sobre o arranjo, e a luz de uma fonte externa é emitida através dos furos. Nas posigoes expostas & luz, as moléculas fotolabeis

séo degradadas (desprotegéo). Um monanucleotideo especifico, acoplado a uma molécula fotolbil, é adicionado ao arranjo e ird combinar com as

fitas desprotegidas. O processo é repetido trés vezes com outras trés mascaras contendo furos em posigées distintas, intreduzindo um dos outros trés
nucleotideos. O resultado é que cada molécula linker terd um Gnico nucleotideo ligado, sendo ele A, C, G ou T, de uma forma especifica e pré-programada.
0 uso sequencial de quatro mascaras diferentes para permitir o acoplamento dos quatro diferentes nucleotideos é repetido por mais 24 ciclos. O resultado
final € a montagem de oligonucleotideos contendo 25 nucleotideos, cada um com uma sequéncia precisamente determinada, em uma coordenada
especifica do microarranjo.

A maioria das aplicagdes envolve o rastreamento de transcritos de genes ou o estudo da
variagdo do DNA.

A primeira aplicagdo - e ainda uma das mais importantes - foi na avaliaco simulta-
nea da abundéncia de transcritos de multiplos genes. Inicialmente, pequenos conjuntos
de um nimero total de genes em um genoma complexo, como o genoma humano, foram
investigados, mas conjuntos de genes de genoma inteiro agora podem ser estudados. Esta
aplicagdo serd melhor explorada no Capitulo 8. O estudo de perfis de transcritos é utiliza-
do em muitas aplicagdes, especialmente na comparacdo de perfis de expressdo de tipos
celulares relacionados, de células que seriam idénticas, mas diferem pela presenga ou au-
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séncia de uma mutagao patoldgica, e de células idénticas que foram expostas a diferentes
ambientes, como a presenga ou a auséncia de uma droga. Outros aspectos da expressio de
transcritos também podem ser investigados, tais como o uso de sondas de oligonucleoti-
deos para estudar variantes geradas por splicing alternativo.

E crescente o desenvolvimento de microarranjos especificos para determinadas vias
de sinalizagdo, a fim de monitorar os perfis de expressao individuais para conjuntos de
genes relacionados que participam da mesma rota bioldgica. Aplicagées diagndsticas
também tém se tornado importantes. Por exemplo, os perfis de transcritos de genes-chave
fornecem identidade molecular para identificar tumores de diferentes tipos e graus.

Virias aplica¢oes foram planejadas para rastrear a variagio do DNA. Além de investi-
gar mutagdes implicadas em doencas genéticas, esforgos vigorosos foram feitos para iden-
tificar e catalogar marcadores de nucleotideos de polimorfismo tinico (single nucleotide
polymorphism, SNP). Como serd descrita mais adiante, a analise da variacio do DNA em
larga escala geralmente utiliza microarranjos que possuem clones de DNA de cromosso-
mos bacterianos artificiais, como as sondas - que tém o objetivo de identificar grandes
delegdes subcromossémicas e duplicagoes.

Além da hibridizagao, deve-se notar que os microarranjos apresentam muitas outras
aplicagoes. Estas incluem o uso de arranjos de proteinas, arranjos que investigam a liga-
¢ao entre dcidos nucleicos e proteinas e muitos outros.
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