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6.1

Capitulo 6

6 METODOS DE ESTUDO EM GENETICA
MOLECULAR




6.2

6.3

6.1 Cuidados Gerais num Laboratorio de
Genética Molecular

O manuseamento de acidos nucleicos purificados, ou dos
espécimens bioldgicos de onde estes serdo extraidos requer aguns
cuidados especiais. Em primero lugar, como em quaquer outro
laboratorio, o manuseamento de espécimens hioldgicos requer
cuidados no sentido de proteger o operador de quaisguer riscos
microbiol 6gicos e/ou quimicos associados a amnostra No entanto, e
para dém destas precaugdes universais, deve-se num laboratério de
Genética molecular assumir grandes cuidados com outro tipo de
perigos. Em primeiro lugar é necessario proteger as amostras do
operador. Ta facto advém de todos os seres humanos possuirem
nos dedos e pamas das méos quantidades sgnificativas de Dnases e
Rnases. A fungéo bioldgica destas enzimas consiste em atacar todo
e quaquer DNA e RNA potencidmente vira e portanto com risco
patologico. Obviamente que a mesma actividade enzimética, se
aplicada as amodras biolégicas a estudar in vitro tera como
consequéncia a destruicdo dos &cidos nucleicos antes de estes
poderem ser estudados. Assm, € essencial em todo o processo de
estudo genético isolar os espécimens das maos do operador, o que
Se consegue utilizando luvas durante todos os procedimentos.

O mesmo tipo de preocupacdes obriga a que as amostras biol égicas
sgjam também processadas com recurso a reagentes e produtos
descartavels isentos de Dnases e Rnases (chamados de molecular
biology grade). No entanto, as proprias amostras bioldgicas séo
potenciais fontes destas enzimas, pelo que se torna imperativo
inactivé-las. Por este motivo, o processamento de RNA € bem mais
dificil que o de DNA, ja que as RNases sGo bem mais estaveis que
as DNAses, e ao contrério destas ndo necessitam de cofactores para
funcionarem. Desta forma, ndo € possivel inactivéa-las com a adicéo
de quelantes do magnésio (EDTA) como acontece para as DNAses.



A inactivacdo das RNAsss é eficiente com a utilizagdo de
dietilpirocarbonato (DEPC), mas a alta toxicidade deste composto,
diada a necessidade da sua liminacdo por autoclavagem, impede a
sua utilizacdo em todas as solugdes. Em reacches enziméticas €
possivel utilizar inibidores especificos de RNAses (RNAse inibidor
ou abreviadamente RNAsin), como o extraido do tecido placentério,
para inactivar as RNAses provenientes do materid celular donde é
extraido o RNA.

Também os equipamentos e superficies de trabaho devem ser
descontaminados, existindo para ta reagentes que degradam as
DNAses e Rnases (ver fig. 6.1).
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6.5

Findmente, é necessario proteger 0s espécimens a andisar de
contaminagles cruzadas provenientes de outros trabalhos em curso
no mesmo laboratdrio e referentes a outras amostras. Ta facto
advém de os métodos de estudo genético em uso nos laboratérios de
rotina terem uma devadissma senshilidade, envolvendo
habituamente fazes de amplificacdo do maerid genéico em
estudo. Por exemplo, as reaccdes de PCR habitualmente executadas
permitem tipicamente amplificar cerca de mil milhGes de vezes o
materiad genético de que se parte. Como estas reacgdes raramente
excedem os 50 pL, fécilmente se compreende que quaquer
particula de aerosol formado a partir dos produtos de reaccéo
contém muito mais materia genético que toda a amostra a estudar.
Assim, é necessario desenvolver estratégias de proteccdo deste tipo
de contaminacdo, e sto essencidmente a dois niveis. 1) O trabaho
num laboratorio de genética molecular decorre em pelo menos trés
&ress fisicas separadas (Uma para 0 armazenamento de reagentes e
preparacd0 de misturas de reaccdo, uma para a recepcio e
processamento de amostras, uma para a execucao das amplificactes
e manuseamento dos produtos de amplificacéo). Cada uma destas
areas deve possuir equipamento proprio e estar separadas das
demais de modo automético (portas com molas e s possivel
corredores de separagéo das sdas). O fluxo de trabalho deve ser uni-
direcional, nunca sendo possivel retroceder com os produtos de
reaccéo para a sda anterior. Em alguns casos € necessario incluir
uma quarta zona de trabalho, onde se efectuam a adicdo dos
produtos de uma reaccdo de amplificacdo a reaccdo seguinte
(reacces tipo nested).

2) Em todas as areas devem ser sempre utilizadas pontas com filtros
hidréfobos, por forma aimpedir a contaminacdo das micropipetas e
do ambiente com aerosdis formados durante a pipetagem. Como os
filtros condtituem também um potencid obstéculo ao correcto gjuste
das pipetas as pontas descartévels, devem ser utilizadas pontas



adequadas a cada pipeta e a cada funcdo (ver fig 6.2 para exemplo
de diversos tipos de pontas).

Fig. 6.2 — Exemplos de tipos de pontas com filtro
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6.7

6.2 Preparacao de DNA e RNA

Quaguer andise em genética molecular requer, obviamente, o
estudo do DNA ou do RNA, pelo que o primeiro passo em qualquer
técnica genética condste no isolamento e purificacdo de uma ou
mesmo das duas espécies de &cidos nucleicos.

Para 0 isolamento e purificacéo (na giria laboratoria descritos como
extraccdo) dos écidos nucleicos, encontram-se diponivels varias
técnicas dternativas as quais originam DNA ou RNA com
diferentes graus de pureza e de integridade fisca Na maioria dos
casos, estas técnicas iniciamse com o processo de libertagdo dos
acidos nucleicos, 0 que envolve a lise das cdulas a estudar, seguida
de ataques enziméticos e/ou quimicos para destruir 0s componentes
proteicos da mistura. Ja no que diz respeito a0 processo de
purificacdo dos &cidos, varias dternativas se encontram disponivels.

O processo de purificacdo mais
econdbmico e dmples  é
denominado de salting-out e
consse na insolubilizacdo dos
longos filamentos de DNA por
accdo da concentracdo salinada
solucdo  (Fig.6.3). Neste
método, o DNA obtido é de
baixa pureza, sendo recolhido
por sSuave enrolamento com
uma vareta de vidro apds
adicdo de um sa. O DNA
assm preparado  necessta
depois de ser submetido a um

Glass
Rod

Fig 6.3- Salting-out



longo processo de ressolubilizacdo, apGs 0 que se encontra pronto
para ser estudado. Note-se que apesar do baixo custo envolvido,
este € um processo muito ineficiente devido & baixa pureza do DNA
obtido, ao elevado teor de méo de obra necessario, e ao longo tempo

de preparacéo que envolve.
O processo tradicional de preparacéo de DNA de elevada pureza e

integridade fisca é denominado de fenol-cloroformio (fi. 6.4). Este
processo deve 0 seu nome ao facto de envolver o atague quimico de
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6.8

6.9

proteinas e outros compostos cedulares por accdo do fenol
disolvido em doroformio. Esta midura contém anda
habituamente d-hidroxiquindona como corante (facultativo) e
dcool isoamilico como regulador da densdade. Neste processo,
apds alibertacdo dos &cidos nucleicos, a solucdo aquosa € misturada
com igua volume de solucdo de fenadl/cloroférmio, e apds
homogeneizacdo suave, € centrifugada Como as solugles
aquosa(contendo 0 DNA) e organicalcontendo o fenol) sdo
imiscivels, apos a centrifugag@o podemos facilmente recolher a fase
aquosa (no topo do tubo) e rgeitar a fase organica (no fundo do
tubo) e a interfase contendo um anel esbranquicado proteinas
oxidades e precipitadas. Note-se que aremocao dafase aquosadeve
ser executada com muito cuidado, para que a dta viscosdade néo
acarrete o arrastamento de interfase proteica. O processo repete-se
ciclicamente até ndo ser observave a presenca de interfase proteica
No fina, 0 DNA é precipitado com a adi¢céo de um sal e um dcooal,
e depois de centrifugado e seco brevemente € entéo redissolvido.
Este processo, apesar de permitir obter DNA de elevada pureza,
concentragdo e integridade fisca, tem como o salting out a
desvantagem de ser exigente do ponto de vista daméo-de-obra e do
tempo de execucgéo, envolvendo ainda a manipulagéo de compostos
toxicos como o fenol e o cloroférmio, o que exige condigdes ndo
fécilmente compativels com um laboratorio de rotina de andises
clinicas.
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Fig. 6.5— Separacéo de &cidos nucleicos e outros compostos celulares por adsorc¢éo

diferencial em colunas desilica, em fun¢éo do pH e daforcaidnica

A grande revolugdo nos processos de purificacdo de é&cidos
nucleicos foi a descoberta em meados dos anos 80 de que certas
formulagdes de slica possuiam a capacidade de adsorver os acidos
nucleicos, de modo dependente do pH e da concentragéo sdina.

(Fig. 6.5) Edta descoberta smples, permitiu desenvolver edtratégias
que envolveram a adsorcdo dos &cidos nucleicos a uma matriz
solida de dlica gpés a libertacdo dos &cidos nucleicos e por vezes
um tratamento enzimético com proteases. A formulagdo da matriz
de slica variou desde suspensdes, a colunas de centrifugacéo (fig.
6.6), colunas ou matrizes de colunas de vacuo (fig 6.7), Sstemas de
filtracBo e até particulas magnéticas revestidas a silica. Em todos os
casos, 0 processo mehorou muito em termos de rapidez,
automatibilidade, reprodutibilidade, utilizacdo de mé&o de obra,
rendimento e até cugto.
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Figura6.6 — A Purificacdo de DNA ou RNA por adsor¢éo e
coluna é o mé&odo mais rgpido disponivd. O DNA ou RN
produzido é de quaidade suficiente para a redizacdo de PCR ¢
RT-PCR, mas devido a fragmentacdo que ocorre néo € utilizav

para Southern Blot.

6.7 — Sistema arapriicag;

e

DNA recorrendo acolunas de silica organizadas er

microplaca.

Hoje em dig, a quase totaidade dos processos autométicos e semi-
autométicos de extraccéo de acidos nucleicos envolvem a adsorcéo
de &cidos nucleicos a particulas de silica, num dos seus multiplos
formatos. Exemplos dito sfo o0s dstemas semiautoméico da
Organnon-tecknika (Nuclisens Extractor — Fig 6.8) baseado em
sstemas de filtracdo, e os dstemas totamente autométicos da



Roche (Magna-Pure — Fig 6.9) e da Qiagen (Biorobot — Fig 6.10) ,
baseados em separacdo magnética.

Uma técnica dternativa também utilizada por sistemas autométicos
como o Ampliprep da Roche recorre a utilizacdo de sondas de
captura, 0 que aumenta a especificidade do processo, reduzindo no
entanto a sua utilizagdo a um restrito leque de aplicagoes.
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L Fig. 6.9 — Magana Pure da Roche

Fig.6.8 — Nuclisens Extractor

Nos casos em que o materia biologico a processar ndo envolve

6.10— Biorobot dagiagen
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6.13

gpenas céulas em sugpensdo, mas Sm Ecidos, ou bactérias com
parede celular resstente, os métodos de extraccdo devem
ultrgpassar ainda um obgtéculo inicid que consste em chegar as
células que se encontram no interior do tecido. Como o tecido pode
ser mole (bidpsias, pegas cirdrgicas) ou muito duro (0sso, fossais,
etc), as téenicas tradicionais eram especificas para cada tipo de
tecido (descalcificacdo para 0 0ss0, processamento em micrétomo
para biopsias fixadas e degradacéo enzimética para tecidos frescos,
ou anda a lise por congdamento em azoto liquido seguida de
maceracdo-Fig 6.11, ou mesmo a homogenizacéo tipica dos
preparados bioquimicos- Fig. 6.12).

Hﬂmngnnl:u.; .L
Telion

Peste Pestig #

1 Homogenize
Fresh Tissus

Fig. 6.11 — preparagéo de tcidos
por congelacéo em azoto liquido e

Fig. 6.12 - preparacéo de
maceracao 'd preparsg

tecidos por homogeneizagdo

Mais recentemente, foi lancado no mercado um equipamento (Fig
6.13), cujo nome variacom amarca (Magna Liser ou FastPrep) cujo
principio de funcionamento se basela na lise mecénica por agitacéo
muito violenta de tubos ( fig 6.14) contendo o tecido e uma matriz
de lise que pode variar conforme o tecido.

O equipamento permite em muito pouco tempo e de modo
auténomo ou associado aos sistemas automédticos de extraccdo a
preparacdo de DNA e/ou RNA detecidos (fig. 6.15)
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Fig 6.14— Tubos de lise do
Magna lyser ou FastPrep

Fig. 6.13— Magnalyser

¢ Tissue & Lysing ':I
l\_ Buller = /-“\
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[~ —_— — | | miRhs %&
1-2 minutes 1 minute \'-.‘ !-'
1. Prepare lysis tube 2, Process with the Alagha Lyser Instrument 3. Centrifuge to pellet debris 4. Transfer cleared Lysate
Fig. 6.15— Esguema de funcionamento da preparacéo de &cidos nuclicosem
Magnalyser.
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6.2.1 ELECTROFORESE

A grande maioria dos méodos de genética molecular requer num
determinado  momento o fraccionamento de acidos nucleicos
segundo 0 seu comprimento. Para td utilizam-se as técnicas de
electroforese, que condstem na separacéo dos acidos nucleicos
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Figura 6.2 — Separacdo de &cidos nucleicos por eectroforese em
od horizontd.

numa matriz porosa (habitudmente géis de agarose, ou acrilamida)
sob a forga de um campo eéctrico (0s &cidos nucleicos tém carga
negativa, pelo que migram em direccéo ao polo positivo).

A matriz na qua os &cidos nucleicos devem ser separados depende
essencidmente do tamanho dos fragmentos a separar, mas também
do destino fina a dar a estes uma vez separados. Existem diferentes
tipos matrizes:

6.2.1.1 Géis de Agarose
agarose - A agarose tem relativamente a acrilamida a
vantagem de condtituir uma matriz ndo toxica de muito fécil
preparacéo (basta solubilizar a agarose em pé num tampéo
(TAE ou TBE) a quente, e deixar entdo arrefecer. Véaias
agaroses exisem, as quais permitem separar fragmentos com
mais ou menos nucledtidos. A agarose normd, permite uma



boa resolucdo para fragmentos relaivamente grandes,
utilizando-se em baixas concentrages (0.8-2%). Jaa agarose
Nuseve (FMC-bioproducts) permite separar com grande
resolucéo fragmentos com menos de 1000bp, pelo que se
adapta mdhor aos fragmentos habitudmente obtidos por
PCR. Umavariacdo destas duas agaroses (Nusieve 3:1), néo é
mais que uma mistura de 3 partes de Nusieve com uma parte
de agarose normd, o0 que origina um gd com uma
viscosidade aceitavel em dtas concentragbes (normamente
até 4%, tal como a Nusieve), mas com um poder de resolucéo
superior quer a Nuseve, quer a agarose norma. Exisem
anda agaroses com baixa temperatura de fusdo. Estas
agaroses tém a desvantagem de ser mai's sensivels a aumentos
de temperatura durante a electroforese, mas a vantagem de
fecilitarem a purificagéo do DNA separado.

6.2.1.2 Géis de acrilamida

Acrilamida - Os géis de acrilamida baseiam-se na formacéo
de uma matriz porosa, de polimeros de acrilamida. Para a
fazer, utilizamse mondmeros de acrilamida, um reagente
bifunciond (bis-acrilamida), e um gerador de radicais livres
(iniciador da reaccdo de polimerizagdo; normamente
peréxido de amdnio), bem como um cadisador da
polimerizacéo (temed). A resolucdo dos géis de acrilamida é
muito grande podendo facilmente separar fragmentos com
gpenas um nucledtido de diferenca, pelo que habitudmente se
utiliza como matriz nos gés de sequenciagdo. A grande
desvantagem deste tipo de matriz consste na sua grande
fragilidade, toxicidade e complexidade de preparacéo.

6.16

6.17

6.2.2 Reaccéao de polimerase em cadeia

(PCR)
6.2.2.1 Principios do método
O PCR (Polimerase Chain Reaction) é um procedimento rdpido
para a anplificacio enzimética in vitro de segmentos especificos de
DNA. A descoberta desta tecnologia teve um enorme impacto na
genética molecular, provocando uma revolucéo de ta ordem que
em 1994 foi atribuido a0 “inventor* do PCR um Prémio Nobd.

A base tedricado PCR € muito smples, baseando-se na propriedade
das polimerases do DNA para catdisar aformacdo de uma copiade
uma cadeia de DNA, gpenas quando encontram uma extremidade 3'

livre. Desta forma, foi possive partir de uma molécula de DNA de
cadeia dupla, desnaturé&la pelo caor, baxando de seguida a
temperatura até um vaor que permita a ligacdo especifica de um

oligonucledtido sintético, especifico paraaregido 5 do segmento a
amplificar. Depois desta hibridacdo especifica, a polimerase inicia
entéo a sintese da cadela complementar ao “molde’. Entretanto, um
processo semelhante devera ter ocorrido em smultaneo para a
restante cadela da dupla hélice inicid, peo que no fim deste ciclo,

efectivamente foi duplicada a quantidade de DNA da zona de
interesse. O processo prossegue com nova desnaturacdo pela
temperatura, repetindo-se este ciclo um nimero definido de vezes.

Como em cada ciclo se duplica a quantidade de DNA de interesse
que exigtia no inicio do ciclo, no find do processo amplificamos 2"
vezes 0 segmento de DNA em que se estava interessado. Na maior
parte dos casos, utilizam-se entre 24 e 35 ciclos de temperatura, pelo
que no find exisem 2*=16,777,216 a 2°°=34,359,738,368 vezes
mais copias do segmento de interesse que inicddmente.
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Paa implementar ege
procedimento é necessrio
induir na midura de
reaccéo ndo sO o DNA a
estudar, mas também os

oligonucledtidos
epecificos (primers),

desoxinucledtidos
trifosfatados (ANTP's), e
uma polimerase do DNA
termoestével (para residir
as flutuacOes de
temperatura  necessarias
para redizar as varias
fases da reaccdo). Na
prética outros
componentes s8o também
adicionados, para que as
condicbes de reacgdo
srem as ideais para a
enzima utilizada Um dos
componentes que todas as
enzimas aé agora
descobertas utilizam € o
MgCl, de cuja
concentracéo  dependente
em laga medida a
especificidade, e quaidade
do DNA amplificado.

Os primers s2o utilizados
num laagp  exceso
relativamente a0 DNA a
ser amplificado, ja que sdo

6.18

6.19

necessarias pelo menos tantas moléculas de primer quantas as
cadeias de DNA que se desga formar. Os primers sdo desenhados
por forma a que um tenha a sequéncia complementar invertida da
extremidade 3 do segmento a amplificar (pelo que hibridiza
directamente com eda zona do molde, deixando livre uma
extremidade 3 paa que a polimerase inicie 0 seu trabaho
produzindo uma nova cadeia na direccéo 5 ® 3'). O restante primer
€ desenhado por forma a ter a sequéncia da extremidade 5 do
fragmento a amplificar. Desta forma este primer hibridiza com esta
extremidade da cadeia complementar do DNA, deixando livre uma
extremidade para a cOpia da respectiva cadeda Como a
polimerizacdo s termina quando a temperatura se eleva para a fase
de desnaturacdo, no primero ciclo produzimos 2 tipos de
fragmentos, ambos com inicio bem definido, mas com terminacéo
incerta No entanto, como os fragmentos produzidos no primeiro
ciclo vao ser os moldes para a polimerizacdo da cadeia
complementar no ciclo seguinte, aos poucos, O produto
preponderante tem ambas as extremidades determinadas pelos
locais de ligagéo de ambos os primers.

6.2.2.2 RT-PCR

A reaccd0 de RT-PCR (reverse transcriptase polimerase chain
reaction), ndo € mais do que um PCR normal redlizedo a partir de
um DNA dgntetizado por transcricdo reversa a partir de RNA.
Assm, S0 necessarios neste processo dois tipos de polimerases do
DNA: primeiro uma DNA polimerase dependente do RNA (isto éa
transcriptase reversa), e depois a polimerase norma. Este processo
pode assm ser efectuado quer pea utilizacdo sequencid de 2
enzimas diferentes, giustando as condigBes da reaccdo a enzima,
quer através da utilizacdo de enzimas especiais que possuem ambas
as actividades, embora em condiges diferentes de reaccéo.
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Figura 6.4 — Esquema de funcionamento de um Southern Blot

6.2.3 Southern Blot

6.2.3.1 Principios do método

Frequentemente, apds a separacéo dos acidos nucleicos, torna-se
necessaio identificar o fragmento de interesse, numa mistura
complexa de fragmentos separados.

A técnica de deicdo para ese efeito € a técnica de Southern
Blotting (ou Northern Blotting, conforme o acido nucleico sga
DNA ou RNA respectivamente), seguida de hibridacdo com uma
sonda especifica para o fragmento de interesse. Esta técnica consste

Iriersherid

na passagem dos fragmentos de DNA (ou RNA) separados, depois
de desnaturados, para uma membrana de Nylon ou celulose, por
capilaridade ou por véacuo, seguida da fixacdo do é&cido nucleico a
membrana. Esta € entdo utilizada numa reaccéo de hibridacdo, em
que é colocada uma sonda de cadeia smples de DNA (ou de RNA)
em contacto com a membrana, em condigdes quimicas e de
temperatura que asseguram que a sonda hibridiza gpenas com o
fragmento complementar. A ligacéo da sonda € entéo revelada por
autorradiografia (no caso de sondas radioactivas), ou por
quimoluminescéncia (ECL ; Amersham).

6.2.3.2 Endonucleases de restricao

6.2.3.2.1 Funcdes biolégicas dos sistemas R-M

Pensa-se que a funcéo biolégica das endonucleases de restricéo € a
proteccdo das células contra DNA externo a cdula. Esta assuncéo

Cleavage sites 1 3 3

Cleavage by EcoRl
| endonuclease
\j
AATT AATT AATT
TTAA TTAA TTAA

Figura 6.5 - As endonucleases de restricdo fragmentam o DNA
de forma especifica A especificidade € determinada pele
sequénciado DNA.

tem como base o facto de a grande maioria das enzimas descobertas
efectivamente cortarem 0 DNA extracelular que in vitro se insere,



Simultaneamente 0 DNA enddgeno € protegido devido a metilacéo
especifica de nucledtidos na sequéncia reconhecida, efectuada por
uma metiltranferase especifica O conjunto da endonuclease de
restricdo e respectiva metiltransferase formam o que se designa por
sstema de modificacdo de restricdo (R-M system).

Exisem pelo menos 4 tipos de ssemas R-M, digtinguidos pela
composicdo das suas subunidades, pelo tipo de seguéncias
reconhecidas, e pelos cofactores necessarios para a sua actividade.
Cerca de 93% das enzimas caracterizadas pertencem ao tipo II.
Juntamente com as enzimas da classe II's (cerca de 5% das enzimas
descritas) condtituem o0 grosso das enzimas comercidmente
disponiveis. As enzimas de tipo | (cerca de 1%) e as de tipo IlI
(<1%) sdo reativamente pouco frequentes. Algumas outras enzimas
existern que ndo podem ser incluidas em nenhuma destas classes.

6.2.3.2.2 Sistemas R-M tipo Il

As enzimas de tipo |l sBo as mais Smples. Reconhecem sequéncias
de DNA smétricas, cortando entre as sequéncias, deixando um
teemind 3 hidroxil e um termind Sfosfato. Regquerem gpenas
magnésio para a sua actividade, e as metiltransferases respectivas
requerem apenas s adenosylmetionina. Reconhecem uma variedade
de sequéncias quase ilimitada, mas poucas reconhecem sequéncias
com menos de 4 ou mais de 8 bp.

Estas enzimas sdo habituamente compostas or um homodimero,
pelo que necessariamente interactuam com uma sequéncia de
repeticdo invertida, jA que cada subunidade reconhece 0 mesmo
motivo em cadelas de DNA opostas.

As metiltransferases do tipo 1l sdo habitual mente compostas por um
mondmero, 0 que pode reflectir a necessidade de metilar apenas
uma das cadeias de DNA nascentes (durante a duplicacéo do DNA,
uma das cadeias ja s encontra metilada), ao contrario das
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endonucleases de restricdo que tem que reconhecer e cortar as duas
cadeias do DNA.

6.2.3.2.3

As enzimas do tipo Ils utilizam gerdmente os mesmos cofactores
que as enzimas tipo I, mas as suas sequéncias de reconhecimento
S80 assmétricas e ininterrompidas, tendo 4 a 7 bp. O locd de corte
néo se Stua no interior da sequéncia de reconhecimento, mas a uma
distncia de ate 20bp num dos sentidos. Nestes sistemas, a
metilacdo e efectuada por duas metiltransferases (uma para cada
cadeid), sendo em aguns Sstemas metiladas bases diferentes em
cada cadeiado DNA.

Sistemas R-M tipo lls

6.2.3.2.4 Montar uma reaccao de restricao

6.2.3.24.1 Estabilidade térmica

As enzimas de restricéo (como todas as enzimas) devem ser sujeitas
amenor variagdo térmica possivel. A temperatura a que as enzimas
s20 habitudmente conservadas e -20°C, pelo que quando se
transportam para a bancada, devem permanecer em geo, ou
idedlmente num congelador de bancada, os quais mantém uma
temperatura de -20°C durante cerca de 2 horas (depende do
fabricante). Devido a indabilidade das enzimas a temperatura
ambiente, estas devem ser 0s Ultimos componentes da mistura de
reaccd0 a adicionar, paa minimizar quer o chogque entre a
composi ¢ao do tampédo de conservacdo e ada mistura, quer o tempo
de permanéncia a temperatura ambiente,

6.2.3.24.2 Concentracgéo de glicerol

Para aumentar o tempo de conservagao, as enzimas de restricdo sfo
habitualmente conservadas em 50% de glicerol. No entanto, um
excesso de glicerol na mistura de reacgéo ( >5%) ocasiona um



comportamento eréico da enzima Asim, o volume de enzima
adicionado nunca pode exceder os 10% do volume total da reacgéo.

6.2.3.2.4.3 Tampao de reaccao

As diferentes enzimas tem actividades diferentes em determinados
tampdes. Assm, as companhias que as fornecem estudaram um
conjunto de tampdes concentrados (habitualmente 10X), os quais
s80 optimizados para a actividade das varias enzimas. Estes
tampbes devem sempre que possivel ser utilizados com as
respectivas enzimas, pois a actividade de uma enzima num tampéo
diferente do sugerido pode ser quase nula. Se a experiéncia obrigar
a utilizacdo de varias enzimas no mesmo tubo de reaccdo, deve ser
escolhido o tamp@o que apresentar 0 melhor compromisso entre a
actividade das duas enzimas (os fornecedores fornecem
habituamente uma tabela com a %eactividade de cada enzima em
cada um dos tampdes que fornecem). Finalmente, dgumas enzimas
necessitam da adicéo de componentes extra aos tampdes padréo (ex.
BSA). Também neste caso, solugdes concentradas destes compostos
séo fornecidas com aenzima.

Actividade das enzimas. Por definicdo, 1 unidade de enzima de
restricdo dgere completamente 1ug de DNA, num volume de 50ul,
ao fim de 1 hora. No entanto esta actividade € apenas indicativa, ja
que tipos diferentes de DNA podem possuir conformagdes
diferentes, e um nimero diferente de locais de restricéo. Assm,
utiliza-se de modo gerd 2 a 3 vezes mas enzima, e entre 3 a 16
horas de incubacdo. O volume da reaccéo néo deve ser inferior a
50ul, ja que aumentam os erros de pipetagem, e a probabilidade de
a concentrac@o de glicerol ser superior a 5%.

Um factor critico naboa execucdo de qualquer reaccdo enzimética e
a homogeneidade da mistura. Deve-se homogeneizar a mistura de
reaccao por inversio e pipetagem repetida, mas nunca utilizar o
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vortex ja que a violéncia deste pode desnaturar a enzima, deixando-
ainactiva

6.2.3.24.4 Temperatura de reaccéo

A temperatura de incubacd da maioria das endonucleases de
restricdo € de 37°C, mas agumas enzimas, isoladas de bactérias
termofilicas necesstam de incubacbes entre 50-60°C (verifique a
temperaturaided para cadaenzima, junto do fornecedor).

6.2.3.3 Métodos de marcacéado da sonda

6.2.3.3.1 RADIOISOTOPOS

6.233.11 *p

O istopo mais comumente utilizado para a marcacao radioactiva de
&cidos nucleicos é o 2P, Este radioistopo emite particulas 3 e tem
uma actividade especifica devada (9200 Ci/mmol na sua forma
purd) e um tempo de semi-vida reaivamente curto (14 dias).
Existem comerciamente disponiveis todas as espécies de trifosfatos
de nucledtidos marcados com 2P, e com variadiss mas actividades
especificas. Note-se que o &omo radioactivo do dNTP, para a
marcagdo de &cidos nucleicos deve ser o g (os &omos a e b sdo
libertados na formacéo daligacdo com o nucledtido seguinte).

> ¥p
O 3P emite menos energia que o *°P, mas possui idéntica

capacidade de penetracdo. Devido a sua menor energia, este
radionucledtido origina bandas mais bem definidas que o *2P.

> 35



O 3°S emite particulas com energia ainda mais baixa que ado **P (a
sua actividade especifica é de 1500 Ci/mmol na forma pura), tendo
no entanto um tempo de semi-vida mais longo (87 dias). Os
nucledtidos marcados com 3°S possien um grupo tiol em
subdgtituicdo de um oxigénio no grupo fosfao, o que pode inibir a
actividade de algumas enzimas. Por outro lado, uma vez que a sua
energia € menor, este radioisdtopo induz menos danos no DNA,
pelo que as sondas com ele marcadas s80 mais etavels. A menor
energia deste nucledtido permite também obter bandas ainda mais
bem definidas que as obtidas com 3P, muito embora possa levar
mais tempo a imprimir o filme fotogréfico. E de sdientar ainda o
facto de este radioisdtopo ser menos nocivo para o operador de
laboratdrio, pese no entanto o facto de também ser mais dificil de
detectar contaminagdes com o auxilio de um contador Geiger.

> °H

O tritio € o radioisdtopo de menor energia que € uilizado para a
marcacdo de &cidos nucleicos. Com a sua actividade especifica de
gpenas 29 Ci/mmol na forma pura, e um tempo de semi-vida de 12
anos, € o isotopo mas fraco de todos os procedimentos
autorradiograficos. A sua baixa capacidade de penetracdo torna-o
também o istopo menos perigoso no laboratdrio, mas também
mais dificil de detectar com contadores portateistipo Geiger.

» Outros radioisotopos
Ainda que tad aconteca com muito menos frequéncia, também é

possivel utilizar 14C e 12°| paraa marcaco de &cidos nucleicos.

6.2.3.3.2 POLIMERASES DO DNA

Estéo hoje em dia digponiveis uma vasta gama de polimerases do
DNA, com propriedades e aplicagbes diferentes. Os principais
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factores ater em conta na escolha da polimerase certa para cada tipo
de trabalho sho:

remocdo de nucledtidos existentes: da exigéncia desta
actividade pode depender a fidelidade do produto formado.
Todas as polimerases cometem erros. Da sua capacidade de
verificar o trabaho redizado, e remover os nucledtidos
erroneamente incorporados depende a fiddlidade do produto
find. Obviamente, a exigéncia desta actividade também
resulta numa menor velocidade de reaccdo, 0 que pode
dificultar a obtencdo de produtos longos. Pode assim
conduir-se que a opcdo pela exigéncia ou ndo dedta
actividade na enzima escolhida deve ser redlizada com base
no resultado pretendido. Tipicamente, as reacches que se
destinam a sequenciacéo, ou a clonagem devem ser sempre
reglizadas por enzimas com esta actividade.

Egtabilidade térmica: também esta caracteristica pode ser
benéfica ou pregjudicia, dependendo do objectivo e protocolo
especificos a utilizar. Por exemplo, numa reaccéo de PCR, a
utilizacdo de enzimas termoestéveis evita a dedruicdo da
enzima no passo de desnaturacdo. No entanto, se o protocolo
envolver a pogderior inactivacdo da enzima pedo cdor, é
necess&rio escolher uma enzima termossensivel.

6.2.4 Dot-Blot

Uma variante a técnica do Southern Blot consiste no dot-blot. Trata-
se também de uma técnica em que o DNA é covaentemente ligado
a uma membrana, sendo pogteriormente hibridizado com uma
sonda. A diferenca fundamental entre o dot-blot e o Southern-Blot
consiste na separacéo eectroforética que ocorre no Southern, mas
gue ndo existe no dot-blot. Assm, o dot-blot ndo proporciona
qualquer tipo de informagdo quanto ao peso molecular e numero de
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espécies de DNA responsavels peo sind. Assm, este método €
paticularmente Util em experiéncias em que a discriminacéo
qudlitativa é menos importante que a quantitativa

Uma variacdo ao dot-blot consiste no dot-blot. A Unica diferenca
entre estas duas técnicas condste na forma que o snd de
hibridizacgo origina. No dot-blot o DNA é gplicado numa fenda em
circulo, originando um sind circular. No dot-blot o DNA é aplicado
numa fenda rectangular, em que uma das dimensdes € muito
reduzida (cerca de 1 mm), originando um sind tipo banda. Assm, a
quantificacdo do snd originado peo dot-blot é mais fadil, fiavd e
reprodutivel.

6.3 Métodos Comerciais

A tecnologia de PCR encontra-se patenteada pela Roche, pelo que
0 esta empresa e suas subsididrias se encontram autorizadas a
desenvolver "kits' comerciais baseados nesta técnica.

Em resposta, vérias outras companhias (Chiron, Abbot, Organnon
Teknika) desenvolveram técnicas dternativas independentes da
amplificacéo por PCR. Outras companhias (Sorin) optaram por
licenciar o PCR a Roche, desenvolvendo apenas técnicas de
deteccdo proéprias.

=
ot
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6.3.1 Amplicor

O Amplicor da Roche é uma técnica inteiramente dependente do
PCR para a deteccdo e€/ou quantificacdo de espécies de RNA ou
DNA em amostras bioldgicas.

Assm, tudo o que foi dito na seccdo sobre PCR se gplica a este
método comercid, 0 qual se encontra ja disponivel em versdo semi-
automética

Deve ser redcado que este méodo inclui um controlo interno de
amplificacdo, o qua condste numa espécie de &ido nucleico
introduzida na mistura de reaccdo, e que va co-amplificar com o
&cido nucleico dvo, j& que possui @ mesma sequéncia termind (0
que permite aos primers hibridizarem). O DNA de controlo interno
assm produzido va no entanto ser independentemente analisado,

Target RNA

o

Mn* i Re\te_ rse
Transcriptio £
AmpErase* ;

rTth DNA
Palymerase

Biotinylated
Primers

Figura 6.7 — A mistura de reaccdo da amplicor incorpore
Amperase e dUTP para eliminacéo de contaminagoes.

pois possui uma sequéncia interna diferente do DNA avo, pelo que
hibridiza com sondas diferentes.



O amplicor incorpora anda um méodo de diminacéo de
contaminacdo proveniente de reacgOes de PCR anteriores. Com
efeito, em vez de dATP, o kit utiliza dUTP, pelo que se produz uma
molécula de DNA com uridina. Edta é eficientemente hidrolizada
pela enzima Uracil-N-glicosilase (0 nome comercid da Roche é
Amperase), a qua é incluida ra mistura de reaccdo. Esta enzima
tem a particularidade de ndo funcionar a temperatura elevada, pelo
que SO se encontra activa antes de se iniciar a reaccéo (periodo
durante 0 qua €limina possivels contaminagBes). No find da
reaccao a Amperase € inactivada por meios quimicos, assegurando
a preservacao do produto do PCR a ser analisado.

O sgema amplicor encontra-se disponivel em formato manud ou

semi-automético (Cobas-Amplicor), os quais diferem no método de
deteccéo. No primeiro caso, 0 amplimer encontra-se biotinilado (um
dos primers € bictinilado), o que lhe permite ligar-se a um pogo de
microplaca coberto com estreptavidina. No caso do formato semi-

automatico, a biotina é do amplimer liga-se a uma particula
magnética, 0 que permite ao aparelho reter os amplimers por meio
de um campo magnético. Em ambos os casos a detecgdo € mediada
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D
Lyse! L
Extract/
Hybridize ?
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por uma sonda, e a quantificacdo é redlizada por leitura de %%%

absorvancia N e,
e

6.3.2 "Branched DNA" %Q};

A ddgema da Chiron (hoje Bayer) opta ndo por amplificar as NG

moléculas de &cido nucleico a serem detectadas, mas por amplificar

o sna obtido de cada molécula presente na amostra. Para td utiliza 5 e
&cidos nucleicos sintéticos com derivagdes ("branches’) em nimero Kbl s Extract/
preciso e bem determinado, o que através de hibridizacOes and read 20l HinTsaiiay

- . , . Extract/
sucessivas produz 0 aumento de sSinal hecessario. Autoradiography

Meolecules per Unit Volume
Yes/No Result

Figura 6.8 — Comparacao entre o PCR e 0 bDNA
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6.3.3 NASBA/Nuclisens

A Organon Teknika produziu um método em gque com uma Unica
temperaura, mas utilizando trés enzimas diferentes se rediza a
semehanca do PCR uma grande amplificacdo do nimero de
moléculas de &cido nucleico em estudo. Peara tal foi buscar a
ingpiracdo a prépria céula, ja que esta produz a partir de um Unico
gene, milhares de copias de transcritos.

Os métodos NASBA e 0 seu sucessor mais recente o NucliSens
redizam assim uma série de reacgdes sucessivas (ver figura 6.9),
gue permitem produzir uma molécula de DNA a patir de uma
molécula de RNA (utilizando uma RT), seguidamente a molécula
de RNA inicia é degradada pela RNase H, seguindo-se a producéo
da cadela complementar pela mesma RT que produziu a primera
cadeia de DNA. O facto de o primeiro primer ter incorporado uma
sequéncia 5 ndo homdloga contendo o promotor da T7 RNA
polimerase permite entdo a eta enzima produzir varias copias de
transcrito do gene avo. Cada uma destas moléculas de transcrito
pode entdo por sua vez ser replicada pea RT, amplificando-se o
processo que passaa s ciclico (fig. 6.9).

5 AMNA 5 A NN
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TG AN R
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Primer 2 IS
5 —3
~ Amplification D —
TAAANG Aot e
x £
ll—l THT
5 e— 5 s 3
: | — 5 3 = gt sane,
TAANAE RMase H Srimer 1 5

Figura 6.9 — esquema de funcionamento do NASBA/ NucliSens
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TARGET

6.3.4 Ligase Chain Reaction 1. Add probes o v
specimen containing ?
A técnica desenvolvida pela Abbot é em tudo semelhante a0 PCR, £ i -
mes nd0 = limita a utilizar uma polimerase para produzir a 4. Elonviosi misture: — NSNSEU —
.pe ~ A . e . ~ ape . CDES TO DLn

amplificagdo da sequéncia dvo. Nesta técnica sdo utilizados primers to ,figﬂ DNA &
muito longos que cobrem a quase totaidade da sequéncia a estudar. : .

= . , , 3. Polymerase fills in the ?
A parte ndo coberta pelos primers é uma zona central, a qual apos a gap beeween probes fjig}m
hibridizacdo dos primers € dntetizada por uma polimerase, e ﬁ
findmente os dois fragmentos unidos por uma ligase. Assm, a 4, Ligase links the two ? Exch :

isténci 3 E adjoining probes Ligase SHeh e o

existéncia do gene pode ser detectada pela deteccdo da unido dos joining p the amount of targee

dois primes, a qua € dependente da hibridizacdo, e
consequentemente da existéncia do gene avo (fig.6.10). ‘

A deteccdo foi também desenvolvida pela Abbot e denomina-se s Y

MEIA (microparticle immuno sorbent assay). Nesta técnica, ”wﬁ

microparticulas cobertas com um anticorpo reactivo contra um e

hapteno existente no primer A sdo incubadas com os ‘amplimers’ ‘* N el e mot eyt

(fig. 6.10b). Se areaccéo deligase ocorreu, estaincubacao "prende’ o Cﬂb‘l’
néo SO o primer A, mas também o primer B, 0 qua esta conjugado L o Amplification produet )__‘ W
com um outro hapteno identificavel por um anticorpo conjugado A 4 < lligated probes) Conjogues. 307
com uma enzima que decompde um substracto, a qual decompondo _ 1=
um composto e emitindo fluorescéncia. Mictopiitde / Unligaed probe removed ~ Detection

Hapren during wash

Tanto o LCR como o0 MEIA se encontram automati zados.

Figura 6.10 — Esquema de funcionamento da Ligase Chain
Reaction (LCR) e do Micropatice Enzyme Immuno-sorbent

assay (MEIA).
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6.3.5 DEIA

O dgtema DEIA da Sorin € um sstema genérico de deteccéo e
quantificacdo da exigténcia de moléculas de DNA complementares
a uma sonda. Para 0 seu desenvolvimento, esta empresa isolou um
anticorpo de ratinho reactivo contra DNA de cadeia dupla, mas néo
reactivo contra DNA monocatenario. Desta forma, foi possivel criar
um sistema em tudo idéntico a um ELISA convenciond, em que o
antigénio a ser estudado € a existéncia de DNA de cadeia dupla, ou
sga DNA que hibridizou com uma sonda especifica

O desenho do sstema (figura 6.11) parte da utilizacdo de uma placa
revestida com estreptaviding, a qua € ligado uma sonda conjugada
com biotina. E entfio efectuada uma reaccio de hibridizagdo na
propria placa, que a ser eficaz produz moléculas de DNA de cadela
dupla, originando a presenca do antigénio reconhecido pelo
anticorpo a utilizar em seguida. Todo 0 resto do processo é
sobreponivel aum vulgar ELISA.

Figura 6.11 — Esquema de funcionamento do DNA Enzyme
Immuno-sorbent assay (DEIA)



