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1 INTRODUCAO

A descoberta de que a informacdo genética esta codificada ao longo de uma
molécula polimérica composta por uma sequéncia de unidades monoméricas, 0s nucleotideos,
marcou o inicio de uma nova era (WASSARMAN et al., 1999). O 4cido desoxirribonucleico
(DNA), como foi designada essa molécula, é detentor de toda a informacdo genética da qual
dependem todas as caracteristicas estruturais e funcionais de cada organismo vivo. Este,
encontra-se organizado em genes, unidades fundamentais da informacéo genética. Para serem
ativos, 0s genes tém que ser expressos, ou seja, a informacao contida nas sequéncias especificas
de bases na molécula de DNA precisa ser codificada. 1sso se torna possivel atraves da sua
transcricdo em moléculas de acido ribonucleico (RNA) e tradugdo em proteinas (SAMBROOK
etal., 2002).

O conhecimento da complexidade desses acidos nucleicos e a constante exigéncia
por analises cada vez mais rapidas, confidveis e especificas, conduziram ao desenvolvimento
de diversas técnicas ao longo das Gltimas décadas (MACKAY et al., 2007; PELT-VERKUIL
et al., 2008). Dentre estas, destacam-se 0s mais variados tipos de protocolos de extracdo de
RNA, DNA e proteinas, permitindo a execucdo de diversas analises da expressao génica
(CALSA JUNIOR et al., 2004), a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que
permite a amplificacdo de uma sequéncia do material genético de qualquer organismo de forma
rapida, a partir de quantidades infimas de material (ELENIS et al., 2008), além da utilizacdo de
plasmideos e enzimas de restricio no processo de formacdo de moléculas de DNA
recombinante, usadas nos mecanismos de replicacdo génica e producdo de vacinas e enzimas

industriais em larga escala.

Em consequéncia da grande quantidade de dados produzidos por esses e outros
procedimentos, houve a necessidade de ferramentas para mapear sequéncias genéticas e
levantar o maior nimero de informacdes bioldgicas e estatisticas em um curto espaco de tempo
(ARAUJO et al., 2008). Isso se tornou possivel com o surgimento da Bioinformatica, que
proporcionou a criacdo de bancos de dados, que armazenam informacdes sobre as sequéncias
nucleotidicas de diversas espécies, e de programas computacionais que possibilitaram a
confeccdo de primers, o alinhamento de sequencias genicas diferentes, além da predicdo de

relagdes funcionais e evolutivas entre individuos (PROSDOCIMI et al., 2002).



Atualmente, a area médica é a que mais usufrui com as técnicas moleculares,
principalmente no diagnostico de doengas genéticas e infectocontagiosas, bem como teste de

paternidade e sua aplicacdo na Medicina Forense.

No tocante a &rea da producdo animal, os pesquisadores utilizam-se de técnicas
biomoleculares na pesquisa de genes responsaveis pela expressdo de caracteristicas zootécnicas
(qualidade de carcaca, crescimento, producdo de ovos, leite, entre outros), ou de regides de
genoma que estejam relacionados com a manifestacéo destas caracteristicas, além do emprego
de marcadores moleculares para caracteristicas qualitativas (OLIVEIRA; HENKES, 2002), que
possam ser utilizados em programas de acasalamento na selecdo assistida por marcadores. A
genética gendmica vem se popularizando como uma nova ferramenta para auxilio nos
programas de melhoramento e sele¢do animal. Enquanto a genética classica Mendeliana baseia-
se no fenotipo para deduzir o gendtipo, a genética gendmica determina o gendtipo por analise
direta das sequencias de DNA (PEREIRA et al., 1998).

Alguns exemplos dos produtos comercialmente disponiveis e que foram gerados
com o emprego de técnicas biotecnoldgicas na producdo animal sdo: o horménio de crescimento
bovino, empregado para aumentar a producdo de leite; vacinas recombinantes para prevencao
de doencas e testes genéeticos de DNA utilizados na selecdo de animais com gendtipos

superiores em programas de melhoramento (DE LADEIRA, 2011).

Além disso, nos Ultimos anos existe também uma grande preocupacdo em conservar
0S recursos genéticos locais, com esforgos aplicados na manutencdo da variabilidade genética
dos animais por varias organizaces em diversos paises do mundo (EGITO et al, 2002). Neste
contexto, a caracterizagdo genética € uma alternativa para quantificar a variabilidade e
diversidade genética dos animais, auxiliando os programas de conservacdo. O conhecimento da
variacdo genética é de grande importancia para a conservacdo dos recursos genéticos a fim de
evitar erosdo genética dentro das populagées, assim como, conhecerem relacdes genéticas entre
populacOes para evitar a extin¢do desses valiosos recursos genéticos (MENEZES et al., 2005).

Sendo assim, é de fundamental importancia o conhecimento das técnicas

biomoleculares e suas aplicagdes na producdo animal.



2 OBJETIVO

O presente relatorio de conclusdo de curso tem por objetivo descrever as atividades
acompanhadas e/ou executadas em experimentos no Nucleo de Genémica e Bioinformatica
(NUGEN) e no Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular (LBBM), no tocante as
principais técnicas e 0 manuseio de equipamentos da area gendmica, incluindo os
procedimentos como extracdo de RNA de tecido prostatico até Reacdo em Cadeia da
Polimerase, abrangendo, para tanto, o uso das principais ferramentas computacionais para fins
de confeccdo de primers e comparacdo de sequencias, além da utilizacdo de enzimas de
restricdo, digestdo e purificacdo de plasmideos bacterianos.
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3 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estagio supervisionado de conclusdo do curso de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara (UFC) foi realizado no periodo de 14 de setembro a 18 de dezembro de 2015
no Nucleo de Genémica e Bioinforméatica (NUGEN) e no Laboratério de Biotecnologia e
Biologia Molecular (LBBM), da Universidade Estadual do Ceara.

O NUGEN foi criado por um grupo de professores da FAVET em 2003, a partir da
aprovacao da proposta de pesquisa intitulada de “Iniciativa genoma Leishmania chagasi:
assisténcia e estratégia de sequenciamento ORESTES no PROGENE”, com o intuito de
pesquisar e desenvolver trabalhos nas areas de gendmica, protedmica e bioinformaética, sob

orientacdo do prof. Dr. Raimundo Bezerra da Costa.

O LBBM ¢ formado por uma equipe de pesquisadores e estudantes, os quais
desenvolvem diversas atividades nas linhas de pesquisa dos efeitos dos produtos naturais em
doencas cronicas, como dislipidemias e diabetes, além da producédo de proteinas recombinantes
para producdo de vacinas e kits de diagnosticos, sob orientacdo da profa. Dra. Maria Izabel

Florindo Guedes.

Os laboratérios possuem uma infraestrutura adequada para realizacéo de pesquisas
nas areas de genbmica, protedbmica, bem como workstations e servidores que permitem
trabalhos de Bioinformética. Durante o periodo do estagio foi possivel manusear os principais
equipamentos que estdo relacionados diretamente e indiretamente nestas areas, tais como:
centrifuga refrigerada, balanca analitica eletrdnica, espectrofotdmetro, termociclador, vortex,

cuba de eletroforese em gel, transiluminador, entre outros.
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4 BIOSSEGURANCA E BOAS PRATICAS LABORATORIAIS

A biosseguranca € um conjunto de acgdes, regras e procedimentos voltados para a
prevencdo, controle e minimizacédo de riscos advindos da pratica de diferentes tecnologias, seja
em laboratdrio ou no meio ambiente, sendo regidos por lei ou diretrizes especificas, nos quais
foram criadas a partir da necessidade e preocupacdo com as possiveis consequéncias das
manipulacdes com modelos bioldgicos experimentais, tais como: animais, plantas e

microrganismos que possam ter efeitos deletérios nos humanos e sistemas ecologicos.

Em 1995, foi criado e aprovado no Brasil a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo0), vinculado ao Ministério de Ciéncia e Tecnologia, na qual atribui-se
as funcbes da CNTBio como 6rgdo responsavel por estabelecer normas de politicas nacionais
de biosseguranca e emitir parecer técnico conclusivo sobre qualquer atividade relacionada com
os Organismos Geneticamente Modificados — OGMs no pais (BRASIL, 1995).

Como o laboratério acompanhado durante o estdgio abrange pesquisas que
envolvem agentes naturais de risco moderado, amostras de individuos ndo patogénicos, bem
como manuseio de equipamentos e reagentes toXicos, torna-se necessario a compreensdo destas
normas de biosseguranca a fim de evitar possiveis contaminacgdes. Nesse sentido, deve-se seguir

algumas regras para prevencdo, tais como:

- Estar acompanhado em todas as atividades desenvolvidas;

- E proibido comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos dentro do laboratorio;

- N&o armazenar alimentos e bebidas juntos com os reagentes e amostras na geladeira;

- Usar vestimenta adequada;

- Jaleco deve ser utilizado dentro do laboratério, retirando-o antes da saida;

- Usar luvas para manuseio durante a manipulacdo das amostras, reagentes e equipamentos;
- Ndo manipular objetos de uso comum como telefones, macanetas, jornais ou revistas enquanto
estiver usando luvas, para ndo os contaminar;

- N&o é recomendado pipetar com a boca;

- Vidros e objetos pontiagudos devem ser descartados em involucros adequados;

- Descartar todas as ponteiras, eppendorfs e placas de 96 pogos ap0s 0 uso;

- Derramamentos e contaminag6es devem ser limpos imediatamente;

- Evitar descartar produtos quimicos nas pias do laboratdrio.
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5 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS E ACOMPANHADAS

5.1 Extracédo de RNA

O RNA é um polimero de nucleotideos, em sua maioria de cadeia simples,
responsavel pela sintese de proteinas das células (MARTINS et al., 2009).

A extracdo de RNA ¢ essencial para execucdo de diversas analises da expressao
génica, tais como a PCR, microarrays, construcdo de bibliotecas de cDNA (Acido
desoxirribonucleico complementar), sequenciamento de EST (Expressed Sequence Tags), entre
outros (CALSA JUNIOR et al., 2004).

Para a obtencd@o de bons resultados nesses procedimentos € imprescindivel que as
sequencias de RNA estejam, além de puras, em sua forma mais integra possivel, pois moléculas
fragmentadas originam dados de baixa qualidade e pouco confiaveis, em especial nas técnicas
guantitativas. Uma das maiores preocupacfes no processo de extracdo € a sua degradacédo por
acdo de ribonucleases (RNAses), que sdo enzimas extremamente resistentes a diversos
tratamentos, inclusive térmicos. Em geral, essa degradacdo se inicia imediatamente apds o
contato do material com as RNAses presentes no meio ambiente (CRONIN et al., 2004). Desta
maneira, a primeira etapa em todos os métodos de isolamento de RNA ¢é a exposi¢do deste
material a tampdes de extracdo. Estes apresentam substancias como o cloreto de litio que auxilia
a precipitacdo do RNA e isotiocianato de guanidina que permite a manutencao do RNA intacto
nas etapas posteriores da extracdo. Atualmente, ha varios reagentes comerciais, como Trizol
(Invitrogen®) e Brazol (Lab Trade do Brasil®), que possuem em sua composi¢ao reagentes
combinados, como o isotiocianato de guanidina e fenol, possibilitando uma extracdo de RNA
mais rapida que a dos protocolos convencionais e garantindo a integridade do material
(SAMBROOK et al., 2002).

Além da escolha do protocolo a ser utilizado, outros fatores também sdo
extremamente importantes para a obtencdo e manutencdo de um RNA de qualidade.
Primeiramente, todas as solugbes utilizadas devem ser feitas com é&gua DEPC
(dietilporocarbonato) autoclavada, pois esta atua inativando as RNAses através da degradacéo
das histidinas presentes (WOLF et al., 1970). Todos os utensilios devem ser previamente
esterilizados em estufa a 180 °C, por um periodo minimo de quatro horas; as ponteiras e 0s
tubos de polipropileno devem ser novos e livres de RNAses; as micropipetas devem ser

utilizadas apenas para os procedimentos com RNA e a bancada deve ser constantemente limpa
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com SDS (Dodecil sulfato de sddio) 10% e com etanol 70% e, se possivel, exclusiva para a
manipulacdo de RNA. Além disso, devem ser tomados cuidados com as luvas utilizadas, de
forma a manté-las livres das RNAses, normalmente liberadas abundantemente pelas secrecdes
da pele (BITENCOURT et al., 2011).

5.1.1 Amostras

Durante o estagio foi possivel extrair RNA de prostatas de cées, que estavam
acondicionadas em freezer a 80°C negativos. Essas amostras faziam parte de um experimento
relacionado a marcadores de fertilidade.

Primeiramente, o tecido foi descongelado a temperatura ambiente e cortado em

fragmentos menores (50 - 100mg), que posteriormente foram macerados em nitrogénio liquido.

5.1.2 Protocolo de extragéo

Existem varias metodologias para que o processo de extracdo do RNA seja
eficientemente realizado (BASTARD et al., 2001). O método de extracao utilizado foi o de
tiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKIi & SACCHI, 1987), no qual consiste de:

01. Banhar os tecidos em 1mL de TRIzol®, em eppendorfs devidamente identificados;
02. Homogeneizar em vortex;

03. Incubar em temperatura ambiente por 5 minutos;

04. Acrescentar 200uL de cloroférmio para separar a solucdo em fase aquosa e organica;
05. Homogeneizar no vortex por 15 segundos;

06. Incubar em temperatura ambiente por 5 minutos;

07. Centrifugar a 12000G, a 4°C, por 15 minutos;

08. Remover fase aquosa e colocar em outro eppendorf;

09. Adicionar 500uL de alcool isopropilico e homogeneizar em vortex;

10. Incubar por 10 minutos em temperatura ambiente;

11. Centrifugar a 9000G, a 4°C, por 10 minutos;
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12. Descartar o sobrenadante;

13. Adicionar 1mL de etanol 75%;

14. Homogeneizar em vortex e observar se o0s pellets se desprenderam do eppendorf;
15. Centrifugar a 9000G, a 4°C, por 5 minutos;

16. Desprezar o alcool;

17. Secar o pellet;

18. Adicionar 100uL de agua DEPC;

19. Homogeneizar até os pellets se dissolverem;

20. Armazenar a -20°C.

5.2 Quantificacdo do RNA

Para avaliar a pureza de uma amostra de RNA, assim como para quantifica-la,

analisa-se o espectro de absorbancia, usando um espectrofotdmetro (WEBER et al., 2013).

O NanoDrop® é um tipo de espectrofotdmetro mais sensivel, que possui cobertura
de espectro de 220 a 750nm e permite mensurar a concentracdo da amostra em um volume
pequeno com rapidez, ndo havendo necessidade de diluicdo. Além disso, gera graficos
mostrando o espectro e fornece importantes relacdes de absorbancia (260/280 e 260/230).

A relacdo 260/280 é utilizada para avaliar a contaminacao por proteinas, uma vez
que os acidos nucléicos e as proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 260 e 280nm,
respectivamente. A razdo 260/230 é empregada para estimar a contaminacdo por outros
compostos, principalmente por residuos de reagentes utilizados no processo de extragdo.
Quanto mais puras forem as amostras de RNA, maiores serdo essas razfes. Utiliza-se valores
acima de 1,8 como referéncia de pureza do RNA (CARVALHO, 2007).

Quantificagéo de 4cidos nucléicos no NanoDrop®:

01. Abrir o software do NanoDrop® no computador e selecionar a op¢do do acido nucléico;

02. Pipetar 2 pL do solvente em que a amostra foi ressuspendida (RNAse free water);
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03. Selecionar a opcdo branco. Se o campo ng/uL do programa mostrar o valor zero, a
quantificacdo da amostra pode ser iniciada;

04. Secar o solvente com papel toalha e pipetar 2 pL da amostra;
06. Digitar a identificacdo da amostra e quantificar;

07. Quando o aparelho terminar a quantificacdo, limpar as areas que entraram em contato com

a amostra com papel toalha, para que a quantificacdo da proxima amostra ndo seja afetada.

5.3 Desenho dos primers

Os primers, ou iniciadores, sdo oligonucleotideos sintéticos complementares a
regides especificas do DNA alvo a ser amplificado (GARCES; LIMA, 2004).

O desenho de primers para PCR € o passo chave para uma reacdo bem-sucedida,
sendo um procedimento simples quando a sequéncia do DNA alvo a ser amplificada é
conhecida. Uma das formas para se desenhar primers € através da utilizacdo de programas de
bioinformatica. Primeiramente, € necessario escolher a sequéncia desejada em banco de dados,
como o Genbank do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ap6s a obtencéao
das sequéncias nas bases de dados, utiliza-se uma plataforma de desenho de primers, como a
IDT DNA, PRIMER 3 e PRIMER BLAST, onde devem ser inseridas a sequéncia, tamanho
desejado do primer, composicdo, temperatura de melting, espécie, entre outros (SAMBROOK
et al., 2002).

A especificidade do primer € afetada principalmente pelo tamanho e temperatura
de anelamento (DE LADEIRA, 2011).

Primers que contenham entre 18 e 28 bases tendem a ser especificos, anelando
apenas na regido a ser amplificada, e proporcionam temperaturas de anelamento pouco
variaveis da temperatura de melting, temperatura na qual metade das fitas de DNA esta na forma
de fitas simples e a outra metade na forma de dupla hélice (DIEFFENBACH et al. 1993).

A temperatura de anelamento é a temperatura na qual os primers se pareiam ao
DNA molde e é especifica de cada primer, pois depende da quantidade de bases, principalmente
guanina e citosina, que ele possui (BOCK, 1997). O ideal é que a porcentagem de conteudo
dessas bases fique entre 45 e 55%. Temperaturas de anelamento abaixo do ideal tendem a causar

menor estringéncia, ou seja, o primer pode se anelar em qualquer lugar. Em contrapartida,



16

temperaturas de anelamento muito altas tendem a provocar maior estringéncia e o primer pode
nem se anelar. Por isso, sua correta determinacdo em cada primer € primordial
(DIEFFENBACH et al., 1993).

Apb6s o desenho do primer é necessario a verificacdo da sua qualidade e
especificidade, utilizando-se ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), do banco de dados do NCBI, usando a opgao “nucleotide BLAST”. Os resultados do
BLAST sdo apresentados de acordo com dois parametros: score bits e o e-value. O score
depende do tamanho do alinhamento e do nimero de matches/mismatches/gaps. Para cada
sequéncia da base de dados listada, ou cada hit, é associada uma pontuagdo que quantifica o
grau de similaridade entre as duas sequéncias, logo, quanto maior o score melhor. Contudo,
mesmo considerando um alto score entre duas sequéncias, nem sempre pode-se inferir um alto
grau de homologia entre estas (DE SOUSA, 2007). Devido a aleatoriedade no processo de
alinhamento, podem ser sequéncias que ndo tenham relacionamento algum. Utiliza-se assim o
e-value para saber a possibilidade de um determinado alinhamento ter acontecido por acaso. O
e-value corresponde a probabilidade de se obter, com outra sequéncia aleatoria de mesmo
tamanho e composi¢édo, outro alinhamento com score igual ou superior. Desta forma, quanto
mais proximo de zero for o e-value, maior a chance de evidenciar uma similaridade real (LIMA,
2007).

5.4 Diluigédo dos primers

Os primers quando sdo adquiridos das empresas que 0s sintetizam, se apresentam
com alta concentracdo na forma liofilizada, sendo necessarios diluir para estoque e para uso, a

fim de maximizar a utilizagdo dos mesmos, deixando-os em concentracfes adequadas.

5.4.1 Diluicao para estoque

A quantidade de agua deionizada ou TE necessaria para haver a dilui¢éo e se ter
uma solucdo de estoque é especifica para cada primer, sendo o volume necessario dez vezes o

valor de Nmoles dos primers, para se ter uma concentragéo final de 100 uM (BRANCO, 2010).
V mili- ou TE = N moles do primer X 10

Apos a diluicdo, homogeneizar e estocar a -20°C.
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5.4.2 Diluigéo para uso

No momento da PCR, deve-se fazer a solugdo para trabalho ou uso, diluindo os
primers em estoque numa propor¢éo de 1:10 em &gua deionizada, obtendo-se uma concentragéo
final de 10 pM.

5.5 Transcricao reversa

Transcricdo reversa é a reacdo de formacdo de cDNA a partir de mMRNA por uma
DNA polimerase RNA-dependente, ou seja, uma enzima que produz DNA a partir de um molde
de RNA (DE LADEIRA, 2011).

Atraveés da formacdo de pontes de hidrogénio entre a sequéncia de bases timina de
oligonucleotideos (oligo-dT) e a cauda poli-A do mRNA, da acdo de uma enzima transcriptase
reversa, como as sintéticas da SuperScript I, que tém atividade polimerase aumentada e
nuclease, diminuida, e de deoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) hé a sintese da primeira fita de
cDNA (REBOUCAS et al., 1999). Para que esta conversdo seja feita sdo necessarios ainda:
cations bivalentes de magnésio (Mg?*), metal imprescindivel a reacio, que atua aumentando os
pontos de interacdo entre NTPs/dNTPs; ditiotreitol ou DTT, que tem como funcgéo proteger as
enzimas e proteinas da oxidacdo; RNAse H, utilizada para remover os hibridos no final da
reacdo e RNAse OUT®, que degrada as RNAses presentes durante a sintese do cDNA (DE
LADEIRA, 2011), seguindo o subsequente protocolo:

01. Descongelar e homogeneizar as amostras de RNA,;

02. Preparar o RT Mix 01,

Quadro 01: RT Mix 01

Componente Quantidade para uma amostra (uL)

Amostra de RNA n*

10 mM dNTP mix

Oligo dT 0,5 pg/uL

Agua DEPC (p/ 10pL) n*

Total 10
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* A quantidade de RNA e 4gua DEPC vdo variar de acordo com a concentra¢do das amostras,
ndo tendo um valor fixo.

03. Incubar o RT Mix 01 a 65°C por 5 min;
04. Esfriar em gelo por 1 minuto;

05. Preparar em um outro eppendorf o RT Mix 02;

Quadro 02: RT Mix 02

Componente Quantidade para uma amostra (uL)
Buffer RT 10 X0 2
MgCl (25 mM) 4
0,1 MDTT 2
RNAse out 1
Total 9

06. Adicionar os 9 puL do mix acima em cada eppendorf contendo o RT Mix 01 e dar um spin;
07. Incubar a 42 °C por 2 minutos;

08. Adicionar 1 pL (50 U) da enzima SuperScript RTIl em cada eppendorf;

09. Incubar a 42°C por 50 minutos;

10. Incubar a 70°C por 15 minutos;

11. Dar um spin em todos os eppendorfs;

12. Adicionar 1 pL de RNAse H;

13. Incubar a 37°C por 20 minutos;

14. Conservar a -20°C.
5.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
A PCR é um método in vitro que amplifica enzimaticamente sequéncias especificas

de DNA utilizando pequenos oligonucleotideos que se ligam a determinadas regiGes de

interesse do genoma, 0s primers. O procedimento consiste de uma série de ciclos repetidos de
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amplificacdo através de trés fases: desnaturacdo pelo calor, anelamento e extensdo (OLIVEIRA,
2010).

Na primeira fase, ocorre a separacdo da dupla hélice de DNA por aquecimento a
uma temperatura elevada (94°C-96°C), originando duas cadeias separadas (GARCES; LIMA,
2004).

A fase de anelamento ocorre entre 50°C e 60°C. Durante esta fase, o par de primers
se recombinam com as duas cadeias de DNA separadas, com elevada especificidade. O par de
primers liga-se a sequéncia complementar de DNA, indicando os pontos inicial e final da nova
copia de DNA que ira ser sintetizada na fase seguinte (PELT-VERKUIL et al., 2008).

Durante a fase de extensdo do DNA a temperatura é elevada até o intervalo de 72°C
a 76°C, que coincide com a temperatura a que a DNA polimerase tem a sua maxima de
atividade. Essa enzima reconhece 0s sitios onde os primers se recombinaram com o DNA alvo
e liga-se a eles. A enzima sintetiza a cadeia complementar utilizando os nucleotideos
trifosfatados que estdo livres e em excesso na solugdo da reacdo. A extensao comega sempre na
zona 3’ do primer. A DNA polimerase sintetiza exclusivamente na diregdo 5°-3’.
Consequentemente, na construcdo da cadeia complementar da sequéncia alvo de DNA, 0s
nucleotideos livres na solu¢do sdo somente adicionados a zona 3’ dos primers (PELT-

VERKUIL et al., 2008).

No fim de um ciclo da PCR obtém-se duas novas moléculas de DNA para cada
alvo. Assim, duas novas cadeias sdo sintetizadas a partir da cadeia molde em cada ciclo
completo da técnica, fazendo com que se dé um crescimento exponencial, havendo ao fim de n

ciclos, 2" vezes mais copias do que havia no inicio (DELIDOW et al., 1993).

Para a realizacdo da PCR convencional sdo necessarios 0 DNA molde, primers e
uma mistura de reagentes, denominada de Master Mix, composta por Tag DNA polimerase,
desoxinucleosideos trifosfatados (ANTP’s), tampéo e cloreto de magnésio (CHEN; JANES,
2002; PELT-VERKUIL et al., 2008).

Para que haja compreensédo da PCR se faz necessario entendimento desses reagentes

e sua acdo durante a técnica.
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5.6.1 Reagentes e suas finalidades

5.6.1.1 Tampéo para PCR

O mercado disponibiliza o tampdo para PCR de duas formas, separadamente ou em
conjunto com a DNA Polimerase. O tampdo frequentemente utilizado na PCR é o 10mM de
Tris, que apresenta uma faixa de pH, a 25°C, entre 8,5 e 9,0. Basicamente, estas solu¢es contém
fons diversos (Na*, CI-, K*, entre outros) que otimizam as condicdes de reacdo. Alguns tampdes
contém ainda detergentes (Tween 20, Triton X-100, Nonidet P-40), inibindo a formacao de
dimeros das cadeias enzimaticas, proteinas estabilizantes e algumas substancias que agem na
desnaturacdo da cadeia molde (VIEIRA, 2008).

5.6.1.2 Cloreto de magnésio (MgClz)

Um reagente de importancia critica é o MgCl., doador estavel de ions Mg?*, que
sdo cofatores indispensaveis para atividade da enzima DNA Polimerase, no anelamento dos
primers e ponto de fusdo dos produtos da PCR (BAUMFORTH et al., 1998). A concentracéo
de magnésio é de 0,5 a 2,5 mM na mistura, sendo geralmente maior do que a concentracao de
dNTPs (INNIS et al., 1990). Algumas enzimas, como a Thermus thermophillus, podem utilizar

também outros ions metélicos como cofatores.

5.6.1.3 DNA Polimerase

E uma classe de enzimas, presente tanto em células procari6ticas como
em eucaridticas, responsavel pela polimerizacao das novas fitas de DNA, na dire¢ao 5’ para 3.
Existem disponiveis no mercado algumas variedades de DNA polimerase, sendo que a mais
utilizada é a Taq Polimerase que trabalha em condi¢des 6timas de 72° C (DE LADEIRA, 2011).

Essa enzima é bastante termoestavel, apresentando um tempo de meia vida de
aproximadamente 35-40 minutos, a 95°C. Desta forma, podera ser adicionada no inicio da
reacao e permanecera ativa durante todos os ciclos de amplificacdo (CHEN; JANES, 2002;
YAZD et al., 2009).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Procarionte
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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5.6.1.4 Desoxinucleosideos trifosfatos

Os dNTPs sdo as matérias-primas propriamente ditas para a sintese das fitas-filhas,
sendo compostos por nucleotideos (ATP, TTP, CTP, GTP) desoxilados no carbono 5’ da
desoxirribose, onde sdo adicionados a fita molde pela Polimerase numa &rea delimitada pelos
primers. Concentragdes de desoxinucleosideos entre 20 e 200 puM promovem um melhor
rendimento, especificidade e fidelidade na PCR (INNIS et al., 1990).

5.6.1.5 Primers

Sdo oligonucleotideos iniciadores utilizados para delimitar a sequéncia de acidos
nucleicos a ser amplificada, usados numa concentracdo de 0,1 — 0,5 uM de cada primer. Para a
maioria das aplicagdes 0,2 uM é suficiente. Altas concentragBes de primers promovem a
formacdo de dimeros de primer ou a geracdo de produtos inespecificos, reduzindo assim o
rendimento desejado da PCR (INNIS et al., 1990).

5.6.1.6 DNA alvo

E 0 molde para a PCR, sendo de extrema importancia estar livre de contaminagdes

e possuir sequéncia intacta.

5.6.1.7 Agua ultrapura

Além de permitir um meio aquoso para realizacdo das reagcdes quimicas, a agua

ultrapura é utilizada também a fim de completar o volume final da reacéo.

5.6.2 Protocolo da PCR

01. Adicionar o mix da PCR em todos os eppendorfs, composto por: 12,5 pL de Master Mix,
0,5 pL de cada primer (R e F) e 10,5 pL de 4&gua DEPC;

02. Adicionar 1,0 puL da amostra de DNA, exceto no controle (branco da reagao);

03. Homogeneizar;
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04. Levar ao termociclador e adicionar a programacao, que € especifica para cada tipo de
primer, uma vez que ha variagdo na temperatura de anelamento. Programacéo utilizada: um
ciclo de desnaturacdo a 94°C por 4 minutos; seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo do DNA a
94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1

minuto; encerrando o processo com uma extensao final a 72°C por 10 minutos;

06. Apo6s o termino, retira-se os eppendorfs do termociclador, e seu produto o amplicon, pode
ser armazenado a -20°C ou ser utilizado para validar a amplificacdo do DNA, por meio do gel

de agarose.

5.7 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da reacdo da PCR sdo normalmente visualizados através da
eletroforese em gel. Outros métodos analiticos também podem ser aplicados, tais como,
Southern blotting, ensaio ELAHA (enzyme-linked amplicon hybridization assay), ensaio
ELOSA (enzyme-linked oligosorbent assay), entre outros (MACKAY et al., 2007; PELT-
VERKUIL et al., 2008).

A eletroforese em gel consiste na separacdo de moléculas com carga elétrica ndo
nula sob a influéncia de um campo elétrico, geralmente usado para separar proteinas, RNA e
DNA (WESTERMEIER, 2005).

Como os acidos nucléicos possuem carga elétrica negativa, devido ao grupamento
fosfato, a migracdo das particulas ocorre em direcdo ao polo positivo, gerando um conjunto de
bandas (MIGUEL, 2007). A visualizagdo destas bandas € realizada atraves de radiacdo
ultravioleta e da adi¢do de um composto fluorescente, como o brometo de etideo e o nitrato de
prata (OLIVEIRA, 2009). Por meio da comparacdo dessas bandas pode-se estimar o tamanho
do produto, através da utilizacdo de um marcador de massa molecular previamente conhecida,
o0 ladder (CHEN; JANES, 2002).

O tipo de gel utilizado depende do tamanho das moléculas a separar. Utiliza-se gel
de poliacrilamida para separar moléculas de pequenas dimensdes e agarose para moléculas
maiores (OLIVEIRA, 2010).

A concentracdo de agarose atua de forma importante na eletroforese, pois ela

determina a faixa de tamanho das moléculas de DNA que podem ser separadas. Geralmente, a
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matriz do gel é composta por cerca de 1 a 2% de agarose, dependendo do tamanho dos produtos
da PCR (CHEN; JANEs, 2002; PELT-VERKUIL et al., 2008).

Protocolo de preparacdo do gel de agarose a 1% e eletroforese em cuba horizontal:

01. Pesar 1,3g de agarose e diluir em 130mL de TAE (Tampéo de eludicacdo — 0,4M Tris
Acetato, pH 8,3; 0,01M EDTA), com uma concentracdo de uso de 1X, em um erlenmeyer;

02. Levar o erlenmeyer para o micro-ondas por ciclos de 30 segundos, até que a solugéo se

apresente homogénea, ou seja, até que a agarose se dissolva totalmente;

03. Retirar do micro-ondas e levar para a torneira com &gua corrente, a fim de reduzir a

temperatura para o brometo de etideo ndo evaporar;

04. Adicionar 6,5 puL de brometo de etideo e homogeneizar;

05. Transferir a solucdo do erlenmeyer para a cuba;

06. Observar a presenca de bolhas. Caso existir, retirar com uma ponteira;

07. Colocar os pentes para formagéo dos pocos, onde serdo aplicadas as amostras;

08. Depois de gelificado, retirar cuidadosamente os pentes e transferir o gel para a cuba

horizontal de eletroforese, deixando os poc¢os para o lado negativo;

09. Adicionar o tampéo de corrida (TAE 1X) na cuba. A finalidade de se usar um tampéo de
corrida, se deve ao fato de possuir agente espessante (glicerol), que evitara o refluxo da amostra

ao ser aplicado o corante (blue juice);

10. Adicionar em cada poco 5uL de amostra e 1 pL de blue juice;
11. Adicionar no ultimo poco 5 pL de ladder e 1 uL de blue juice;
12. Conectar a fonte na cuba;

13. Programar a corrida para 120 V;

14. Apbs a corrida dos produtos de amplificacdo, fotovisualizar o gel em um aparelho

transiluminador sob radiacédo ultravioleta (ImageQuant 300).
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5.8 PCR em tempo real

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa ou simplesmente
gPCR, foi descrita pela primeira vez por Higuchi (1993). O procedimento € semelhante ao da
técnica da PCR convencional, diferindo essencialmente em uma caracteristica inovadora: a
possibilidade de quantificagio em tempo real do DNA amplificado em cada ciclo de
amplificacdo. Neste método, as fases de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo sdo totalmente

automatizadas, ocorrendo em simultaneo e em tempo real (HEID et al., 1996).

A andlise in vitro dos produtos da amplificagdo por PCR em tempo real é realizada
através da utilizacdo de compostos fluorescentes. Os métodos quimicos de fluorescéncia
disponiveis podem ser agrupados em dois grandes grupos: as sondas de sequéncia especifica e
0s corantes intercalantes, como 0 SYBR® Green (MACKAY et al., 2007; PELT-VERKUIL et
al., 2008).

A tecnologia SYBR Green® baseia-se num conjunto de moléculas com a
capacidade de se ligar de forma covalente a dupla cadeia de DNA e quando excitadas emitem
uma fluorescéncia verde que é medida e convertida em uma quantidade de DNA (MACKAY
etal., 2007).

No inicio do processo a fluorescéncia é reduzida, visto que as moléculas livres do
SYBR Green® ndo estdo ligadas ao DNA de dupla cadeia e como tal, o sinal produzido é
minimo. Ao longo do processo, ap0s a deteccdo dos primers, quantidades crescentes dos
fluorocromos ligam-se a dupla cadeia de DNA, pré-sintetizada pela enzima Tag DNA
polimerase. No fim da fase de extensdo de cada ciclo, a fluorescéncia é monitorizada e
quantificada e, consequentemente o DNA amplificado é determinado (CORREIA, 2007;
MACKAY et al., 2007).

Protocolo da PCR em tempo real:

01. Preparar o Mix para PCR: 12,5 pL do SYBR Green, 0,5 pL de cada primer (R e F) e 10,5
pL de &gua;

02. Colocar os 24 pL do mix em cada pogo da placa;
03. Adicionar 1 pL do cDNA e homogeneizar;

04. Lacrar cuidadosamente a placa;
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05. Dar um pulso por centrifugagéo, a 3.000 rpm;
06. Colocar a placa no termociclador;

07. Adicionar o programa de amplificacdo do gene de interesse.

5.9 Extracéo e purificacédo de plasmideos de clonagem

Plasmideos sdo moléculas de DNA de fita dupla, circulares e extracromossomais,
capazes de replicar-se independentemente dos cromossomos bacterianos (LEVINSON et al.,
2014). Por esse motivo, sdo muito utilizados como veiculos para clonagem génica, permitindo

inserir genes ou promotores em organismos de interesse.

Em funcdo da importancia dessas moléculas nas células hospedeiras e de seu uso
como ferramentas moleculares, varias técnicas para a extracao e a purificacdo dos plasmideos
tém sido otimizadas (GITAHY et al., 2005).

A técnica de extracdo mais utilizada é a lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989),
que foi um dos primeiros métodos desenvolvidos e pode ser empregado na obtencdo de

plasmideos de varios microrganismos diferentes (GITAHY et al., 2005).

Para garantir a transferéncia eficiente do DNA plasmidico para as células e o
sucesso de expressao da proteina codificada é essencial que o plasmideo produzido se apresente
majoritariamente (acima de 80%) na conformacdo superenrolada e esteja livre de
contaminantes. Esta recomendacdo é baseada na percepcdo de que a isoforma superenrolada
tem uma atividade bioldgica superior, quando comparada com outras isoformas (PILLAI et al.,
2008).

O DNA plasmideal representa apenas 2% do total de acidos nucleicos presentes no
lisado celular obtido e, portanto, grandes quantidades de RNA e proteinas remanescentes devem
ser removidas (FERREIRA et al., 2001). Essas impurezas (RNA, proteina, fenol, cloroférmio,
etanol EDTA, SDS e elevada concentracdo de sais) podem inibir por completo a acdo de
determinadas enzimas de restricdo. Por isso, a purificacdo dos plasmideos é de suma

importancia.

O processo de extracdo e purificacdo plasmideal acompanhado durante o estagio
foi realizado com o intuito de produzir proteinas recombinantes de virus relacionados a doencas,

seguindo-se o subsequente protocolo:
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01. Centrifugar 1-10 mL do meio de cultura overnight por 5 minutos, a 13000 rpm;
02. Descartar o sobrenadante;
03. Ressuspender o pellet com 250 pL da solucéo de ressuspenséo celular;

04. Adicionar 250 pL da solucdo de lise celular. Homogeneizar por inversdo, invertendo o mix

por 4 vezes;

05. Adicionar 10 pL da solucéo protease alcalina. Inverter 4 vezes e incubar por 5 minutos em

temperatura ambiente;
06. Adicionar 350 pL da solucdo de neutralizacdo. Inverter 4 vezes;
07. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos;

08. Inserir uma coluna spin em um tubo de coleta e transferir o lisado do eppendorf para esta

coluna;

09. Centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto. Descartar o sobrenadante e reinserir a coluna de

spin;

10. Adicionar 750 pL da solugéo de lavagem (wash solution). Centrifugar a 13000 rpm por 1

minuto. Descartar o sobrenadante e reinserir a coluna de spin;

11. Adicionar 250 pL da solugédo de lavagem (wash solution). Centrifugar a 13000 rpm por 2

minutos. Descartar o sobrenadante;

12. Transferir a coluna de spin para um eppendorf, tomando cuidado para ndo levar nenhum

residuo de solugdo de lavagem nessa coluna;

13. Adicionar 100 pL de nuclease free water na coluna de spin. Centrifugar a 13000 rpm por 1

minuto;

14. Descartar a coluna e estocar o DNA plasmidial a -20°C.
5.10 Enzimas de restrigao
As endonucleases ou enzimas de restricdo atuam como tesouras moleculares

capazes de reconhecer uma sequéncia especifica de nucleotideos, cortando-o na ligagéo aglcar-
fosfato, produzindo fragmentos de DNA (NICHOLL et al, 2006).
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Esses fragmentos podem ser identificados e separados através da técnica de
eletroforese e serem utilizados para a constru¢cdo de uma molécula de DNA recombinante
(PIERCE, 2004).

As enzimas de restricdo sdo extremamente caras e de grande instabilidade. Assim,

deve-se ter o maior cuidado ao pipetar estes produtos para evitar desperdicios e desnaturacdes.

Protocolo de digestdo total de DNA com enzima de restricdo:

01. Adicionar em um eppendorf 2 pL de tampdo (10X Buffer H), 1 pg de DNA e completar o

volume do mix em 20 pL com &gua ultrapura. Homogeneizar suavemente;

02. Adicionar 1 pL da enzima de restricio (EcoR1), mergulhando o minimo possivel da

ponteira e mantendo o eppendorf no gelo;
03. Incubar a mistura a 37°C, durante 1 hora;
04. Inativar a enzima por aquecimento, incubando a 65°C por 20 minutos;

05. Analisar os produtos da rea¢do em gel de agarose.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da vivéncia no Nucleo de Gendmica e Bioinformatica e Laboratorio de
Biotecnologia e Biologia Molecular, proporcionada pelo estagio de conclusdo de curso, foi
possivel conhecer e aprender na teoria e na prética as principais técnicas laboratoriais
envolvidas nessas areas. Embora estas ndo sejam abordadas no curso de Zootecnia, com a
profundidade em que foi explorado no decorrer do estagio, mostra-se de suma importancia para
0 Zootecnista, pois 0 seu emprego pode proporcionar um maior incremento na produtividade
animal, bem como o uso para elucidar inimeros eventos biologicos. Permitiu também uma

visdo multidisciplinar em relacéo a pesquisa na area de Biotecnologia.
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