UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

MONOGRAFIA

Biologia Molecular Aplicada a Medicina Veterinéria

Camila Morais Alves

2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

MONOGRAFIA

Biologia Molecular Aplicada a Medicina Veterinéria

Camila Morais Alves
Graduanda

Professora Dra. Marcia Almeida de Melo

Orientadora

Patos
Dezembro de 2009



Dedico esta vitéria a minha filha Mariana,
aos meus pais, meus avos, minhas irmas e a0 meu
esposo pelo apoio e confianca durante este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela forca que sempre me proporcionou para que continuasse minha
jornada.

A toda minha familia, que sempre acreditaram em mim e me deram for¢a para continuar.

A minha orientadora e Marcia por acreditar que eu seria capaz de aprender em tao pouco
tempo a fascinante Biologia Molecular.

Ao Professor e amigo Paulo Paes de Andrade pelas aulas e ajuda em tudo inclusive com
palavras amigas.

As minhas amigas Inés, Emily, Angélica, Cristiane, Iana, Aline Guedes, Annielle, a
todos que sempre acreditaram que eu conseguiria concluir o curso mesmo com todas as

dificuldades.

Ao casal mais lindo do mundo Kamila e Felicio pela forca e por terem sido sempre meus
anjos da guarda.

Ao meu amigo e irmao (de coragcdo) ldcome pelo companheirismo e apoio sempre.

Ao Bicho Fau pelas diversdes nas horas de desespero, mesmo sendo raros 0s nossos
encontros.

A Tereza Emmanuelle pela ajuda e ensinamentos.

Ao professor Almir pelas palavras de apoio e forca.

A Fétima pelas palavras amigas sempre que precisei.

A todos do laboratério de Biologia Molecular da UFCG pela amizade e apoio.

Ao professor Fernando Borja, pela frase que me dava forca, sempre que pensava que nao
aguentaria mais: vocé€ ainda rende mais 30% !



RESUMO

ALVES, Camila Morais. Biologia molecular aplicada a Medicina Veterinaria.
Patos, UFCG. 2009, 43p. (Monografia de Graduacdo em Medicina Veterindria).

O Projeto Politico Pedagégico do Curso de Medicina Veterinaria da UFCG foi
implantado em 04 de novembro de 2002, apds aprovagdo em reunido ordindria do
Conselho de Ensino, Pesquisa e Extensao (CONSEPE). Com o crescente avango da
biologia molecular, a introdu¢do deste tema no curso a partir do componente obrigatério
“Introducd@o a Biologia Moleculare Celular” e a capacitacdo de professores nesta drea,
faz-se necessdrio que seja dada uma maior €nfase a um tema que poderd trazer
beneficios ao CSTR por meio de fomento a pesquisa, publicacdes e qualificacdo
profissionais. Desta forma, o objetivo desta monografia foi fazer uma revisdo de
literatura em técnicas de biologia molecular que estdo sendo aplicadas em algumas 4reas
da Medicina Veterindria, na perspectiva de que professores, estudanes e funciondrios,
despertem para um tema que pode contribuir ainda mais para a formacao profissional.

Palavras chave: Medicina Veterindria, biologia molecular, técnicas, capacitacdo
profissional.
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1. Introducao

A Biologia Molecular € o estudo da estrutura, funcdo e interacdo entre as moléculas que
compdem a célula, tais como: DNA, RNA, proteina, carboidratos e lipideos. No século XX,
houve um crescente avango nesta drea do conhecimento, inicialmente em espécies modelo
como camundongo, rato e hamsters, e posterior aplicacdo para a espécie humana.

No inicio, como o conhecimento era dominado por poucos, 0s custos eram extremamente
elevados, o que direcionava os estudos para centros de exceléncia. Com o advento da
genOmica, a dispersdo do conhecimento (facilitado pela globalizacdo e uso da internet), um
maior aporte de fomento e a busca por técnicas mais rapidas, sensiveis, quantitativas e de alta
repetibilidade tem estimulado pesquisas na drea e o retorno a comunidade em forma de
produtos biotecndlogicos que sdo fornecidos por indmeras empresas, consequentemente
barateando os custos.

Virias técnicas de biologia molecular ja estdo estabelecidas em diveras dreas da saide
humana, entretanto, pela diversidade dos animais domésticos e silvestres, em varias situagdes
os procedimentos laboratoriais ndo possuem repetibilidade entre espécies distintas.

No Curso de Medicina Veterinaria da UFCG, a disciplina de Introducdo a Biologia Moleclar
sO foi acrescentada ao Projeto Pedagdgico na reformulacdo curricular de 2002, sendo ainda
incipientes as atividades nesta drea por parte dos professores, funciondrios e alunos. Com
isto, objetivou-se com esta monografia apresentar aplicabilidades das técnicas de biologia
molecular em Medicina Veterindria, longe de ser um documento completo pela prépria
complexidade do tema, como estimulo para que a mesma seja mais difundida no CSTR.



2. REVISAO
2.1 DNA
2.1.1 Estrutura quimica

O conceito moderno da transmissdo de caracteristicas fisicas de um individuo a outro
através de genes ndo surgiu sendo com os trabalhos de Mendel. Entretanto, muito antes
dele, Guy de Mapertuis especulou sobre a forma como pai e mae contribuiam para as
caracteristicas do filho. Também como Darwin, embora de forma puramente conjectural,
Maupertuis imaginou que uma adaptagdo ao ambiente poderia ser uma forca motriz para
a modificacdo das espécies. Entretanto apenas com Mendel, em 1865, as bases da
genética foram lancadas.

Durante mais de 50 anos, contudo, ninguém sabia de que eram constituidos os genes.
Pela sua complexidade, as proteinas eram candidatas naturais a codificar as
caracteristicas de um individuo, ficando o DNA, com sua simplicidade composicional
(apenas um acucar, um fosfato e quatro bases nitrogenadas) relegado a posicdo de
organizador das proteinas no ntcleo.

Esta concepcdo foi inicialmente posta em divida por Griffith em 1928, quando estudava
um novo sistema de sorotipagem de Streptococcus pneumoniae (naquela época
conhecidos como pneumococos). Na ocasidao Griffith ndo podia imaginar quanta pesquisa
seria iniciada por causa de seus resultados 25 anos depois. O nicleo deste “bomba de
efeito retardado”, como chamou Kornberg (1976), foi a observacdo de que bactérias
virulentas (que apresentavam cdpsula), se mortas pelo calor, continham ainda assim uma
substancia que podia ndo apenas converter uma bactéria avirulenta da mesma linhagem
numa forma patogénica, como também fazia 0 mesmo com bactérias de outras linhagens,
sem cdpsula. A conversdo ficou conhecida como transformagdo. A figura 1 mostra o
experimento de Griffith.

Foi somente em 1944, contudo, que Oswald Avery e seus colaboradores (Avery et al,
1944) identificaram o 4cido nucléico como o componente responsédvel pela transformacao
das bactérias. Neste novo experimento, a forma da coldnia (lias ou rugosa) era alterada
durante a transformacao, o que podia ser observado em placas de Petri. Por outro lado, as
bactérias virulentas foram mortas e delas purificados DNA, RNA e proteinas, e
subsequentemente tratados com DNAse, RNAse e proteases. Apenas o DNA ndo tratado
com DNAse era capaz de transformar as bactérias. As bactérias avirulentas podiam ser
transformadas (isto €, podiam produzir colonias com o formato caracteristico das formas
virulentas) a partir de uma quantidade muito pequena de DNA (cerca de 1 ng/ml). Se o
principio transformante fosse tratado com RNAse ou proteases (tripsina ou
quimiotripsina), ele continuava ativo, mas era totalmente inativado com diminutas
concentracdes de DNAse. Estes resultados provavam cabalmente que o DNA era o
mensageiro genético de algum fator de viruléncia, que estava ligado a capsula bacteriana.
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FIGURA 1: Griffith evidenciou que o principio transformante (que fazia com que uma
bactéria ndo virulenta assumisse uma forma letal para o rato) era termoestivel e
possivelmente formado por dcido nucléico (com maior probabilidade de ser o DNA).

Embora estivesse entdo bastante claro que o DNA era a substincia da qual eram
formados os genes, a estrutura o DNA permanecia, contudo, desconhecida. Uma
verdadeira corrida entdo se iniciou para a descoberta desta estrutura, tendo grandes
nomes, como Linus Pauling, entre os competidores. Coube a Watson e Crick, em 1953,
provar que o DNA € constituido por uma dupla hélice de nucleotideos (Watson & Crick,
1953). A estrutura originalmente proposta ¢ chamada hoje de forma B do DNA: uma
hélice dupla dextrégira, com as bases voltadas para dentro e os agucares (desoxirriboses)
e fosfatos voltados para fora. A denominacdo DNA (4cido desoxirribonucléico) € dada
pelo actcar que estd presente em sua molécula, a desoxirribose, formada por um anel de
atomos de carbono e oxigénio (FARAH, 2007). Mais tarde outras formas de hélice foram
identificadas, como o DNA Z, levégiro (isto é, retorcido na direcdo oposta ao DNA B) e
o DNA A. Apenas as formas B e Z parecem existir na Natureza. A figura 2 mostra as 3
formas da dupla hélice de DNA. Nos organismos a forma B costuma ser
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transcricionalmente ativa, isto é, transcritos de RNA podem ser produzidos tendo como
molde uma das fitas do DNA. A forma Z ndo pode ser transcrita. Um mesmo
cromossomo pode ter trechos na forma B e outros na forma Z e permutar as
conformagdes de acordo com as necessidades da célula.

FIGURA 2: Trés formas possiveis de dupla hélice do DNA. As formas A e B sao
dextrogiras e a Z € levogira.

O conhecimento da estrutura do DNA foi uma mola propulsora para muitas descobertas
fundamentais que logo se seguiram, entre elas o cddigo genético e a forma como os genes
sdo regulados e transcritos.

O é4cido desoxirribonucléico (DNA) contém todas as informacdes necessdrias para a
construgao das células e tecidos de um organismo (LODISH et al., 2002). Um segmento
de DNA que contém a informac¢do necessdria para a sintese de um produto bioldgico
funcional, seja proteina ou RNA, € referido como um gene (NELSON e COX, 2002),
que representa, na visdo mendeliana, a unidade de hereditariedade que controla os tragos
ou as peculiaridades de um organismo (LODISH et al., 2002).

A molécula de DNA, na sua forma nativa, é composta por duas fitas ou cadeias de
nucleotidios unidas por pontes de hidrogénio estabelecidas entre as bases
complementares de cada fita. Adenina sempre estd pareada com a timina (A-T) e a
citosina com a guanina (C-G).Cada fita tem uma extremidade 5’ e uma extremidade 3’
dadas pelos carbonos disponiveis das tultimas moléculas de acucar (fig. 3). As duas
cadeias de uma molécula correm em direcOes opostas (antiparalelas), formando uma
dupla hélice com uma volta completa a cada 10 nucleotidios (3,4 nm), na forma B do
DNA (ECA et al., 2004).
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FIGURA 3. Pares de base do DNA, com duas pontes de hidrogénio entre A-T e trés entre
C-G. Fonte: http://faculty.ksu.edu.sa

2.1.2 Replicacdo

O DNA tem a capacidade de se auto duplicar, esse processo € chamado de replicacdo.
Para que ocorra a replicagdo, a molécula de DNA se desenrola, as cadeias se separam e
sdo sintetizadas duas novas fitas, usando como modelo cada uma das cadeias originais.
(ECA et al., 2004). O processo de replicacdo comecgou a ser desventado ainda na década
de 50, quando Max Delbriick apresentou na Academia de Ciéncias dos EUA os
resultados de Meselsohn e Stahl (1958). Os autores esclareceram uma ddvida central
sobre a forma como o DNA se replica: as duas fitas velhas permanecem juntas ou cada
fita velha sai pareada com uma fita nova?

O experimento baseou-se na diferenca esperada de peso entre fitas de DNA de E. coli que
fossem sintetizadas em presenca de N' (is6topo pesado) ou na presenca do nitrogénio
normal (N'*). Como as bases de DNA sdo nitrogenadas, a incorporag¢do de um is6topo ou
outro poderia dar uma pequena diferenca na densidade do DNA. Os autores cultivaram
entdo por algum tempo a E. coli em presenga de precursores de DNA (os trifosfatos de
desoxiadenina, desoxiguanina, desoxicitosina ou desoxitimina), recuperaram as bactérias
da cultura e passaram a acompanhar a densidade do DNA fita dupla do organismo (que
tem um DNA circular) por vérias geracdes. A densidade era avaliada pela posicao da
banda de DNA (ou das bandas) em tubos de centrifuga que continha cloreto de césio. Ao
centrifugar em alta velocidade este material, forma-se um gradiente de densidade e isso
separa moléculas com densidades diferentes. Trés figuras do artigo original estdo abaixo
e demonstram como a incorporagdo do is6topo pesado altera a sedimentagdo no gradiente
de CsCl2, ap6s ultra-centrifugaca (esquerda) e como o padriao “pesado” vai se alterando
em geracOes subseqiientes em direcdo ao padrdo leve quando os precursores marcados
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com is6topo pesado sao retirados da cultura (meio). Por fim o modelo de replicacido semi-
conservativa, hoje cléssico, € apresentado (direita).

TABELA 1 - Fungdes das varias proteinas da forquilha de replicacdo

* A funcdo mais provavel da Pole € a replicacdo de uma das fitas na forquilha de replicagdo, tendo como
parceira a Pold. ( BURGERS, 2009).

Proteina Funcao
Proteina ligadora de fita simples, também conhecida como SSB; estimula
RPA acdo das DNA polimerases; facilita a entrada da helicase na forquilha de
replicagéo
PCNA Estimula a acdo da DNA polimerase e da RFC ATPase
RFC ATPase DNA-dependente; media a ligagdo entre primer e DNA molde;

estimula a acao das DNA polimerases; carrega a PCNA no replicossomo.
Polo/primase  Sintese de primer de RNA a partir do molde de DNA

Pold/e * DNA polimerase; tem também acao exonucleasica 5°-3".

FEN1 Nuclease que auxilia a retirada dos primers pela Pold

RNAse H1 Nuclease que auxilia na retirada os primers

DNA ligase | Ligacdo dos fragmentos de DNA, especialmente na fita descontinua

DNA helicase; montagem do primossomo (complexo de enzimas que é
responsavel pelo inicio da replicagdo do DNA)

** .0 equivalente do antigeno T viral (SV40) em eucariotos ainda nio foi descrito

Fonte: adaptado de Waga & Stillman (1998).

Antigeno T **

L GENERATIONS Molécula
sl 5 parental inicial .

03

i Primeira
5 geragao de
I células filhas

Segunda
geracéo de
ound1o células filhas

2
g

FIGURA 4 - Trés figuras retiradas do artigo original de Meselson e Stahl (1958). As duas
figuras a esquerda e centro apdiam experimentalmente o modelo apresentado 4 direita
(veja texto acima).

<
ey

A compreensdo da replicagdo do DNA foi avangada com estudos “in vitro” do sistema de
replicacdo do virus de macaco SV40, um poliomavirus, que causa cancer em humanos e
macacos, cuja molécula de DNA apenas codifica o iniciador da replicacdo e a helicase,
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dependendo o virus das demais polimerases do hospedeiro. In vitro, apenas uma molécula
do virus € necessdria, o iniciador da replicacdo, ou antigeno tumoral maior (antigeno T),
que € responsavel pelo desenovelamento do DNA na origem de replicacao (DEAN et al,
1987) sendo todas as outras moléculas de origem eucariota, provenientes de qualquer
célula que se deseja investigar.

Muitas enzimas estdo envolvidas na replicacdo do DNA, tais como primases, helicases,
polimerases e ligases. Uma lista bastante completa daquelas que agem diretamente na
forquilha de replicac@o nos eucariotos, formando o replicossomo, estd mostrada na tabela
1.

Um esquema representativo da forquilha de replicacdo eucariota estd mostrado na figura
5. As duas fitas de DNA se separam e uma delas forma uma al¢a, de maneira tal que duas
moléculas de DNA Pold e € possam sintetizar as novas fitas no mesmo sentido. Deve-se
ressaltar aqui que todas as DNA- e RNA-polimerases s sintetizam no sentido 5~ 3”. A
helicase (com o auxilio da girase, que trabalha mais a frente da forquilha de replicagao)
desfaz a hélice a medida que a forquilha avanca. Trechos de DNA fita simples sdo
protegidos de quebras mecanicas e ataques de DNAses pelas proteinas ligadores de fita
simples RPA. A Pola e primase (que com outras proteinas forma o primossomo) sdo as
principais responsaveis pela sintese dos primers.

Para a sintese de uma nova fita de DNA, a DNA polimerase necessita de um primer
pareado com a fita molde, isto €, um RNA (na Natureza) ou um DNA (na sintese in vitro)
pareado com a fita simples que vai servir de molde para a sintese de novos nucleotideos.
O primer fornece a extremidade 3°-OH essencial para que a enzima se ancore no DNA
molde e inicie a sintese de uma nova fita. A polimerase também necessita de precursores
de DNA trifosfatados, que vao fornecer as bases nitrogenadas, o agicar e o fosfato
previamente ligados entre si, e a energia para a sintese. Por isso, tanto para a sintese da
fita continua como para a descontinua, hd a necessidade da adi¢do de primers. No
primeiro caso um tunico primer € necessario, mas na fita descontinua os primers tém que
ser adicionados a medida que a forquilha de replicagcao avanca.

Os primers, contudo, devem ser retirados a medida que as fitas de DNA vao sendo
sintetizadas, e isso € feito pela DNA Pold (ou ela DNA Pol I, na Escherichia coli). Ao
final, a ligase junta todos os fragmentos de Okasaki (em homenagem ao seu descobridor),
criando uma fita Gnica continua.
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FIGURA 5 - Principais enzimas e proteinas envolvidas na forquilha de replicacdo
eucariota. As fitas velhas de DNA, que servirdo de molde, estdo representadas em
vermelho, e as recém sintetizadas, em azul. Primers estdo representados como uma linha
em zig-zag (adapatado de BURGERS, 1998, 2009).

A enzima transcriptase reversa, também uma DNA polimerase, € encontrada em virus
cujo genoma ¢ composto por RNA e tem a notdvel propriedade de converter o RNA do
genoma viral ( e, em vitro, qualquer RNA, em uma cépia de DNA, antes de sua
integracdo no genoma da célula hospedeira (FARAH, 2002). Entretanto, deve-se ter em
mente que ela também necessita de um primer para fornecer a extremidade 3°-OH livre
para sua ancoragem ao RNA molde. A transcriptase reversa € muito empregada na
biologia molecular, em especial para a sintese de cDNA, ou DNA complementar ao
mRNA eucarioto.

2.1.3 Transcri¢ao

Recebe o nome de transcri¢do a sintese de molécula de RNA a partir de moléculas de
DNA, que servem como modelo. A sintese € produzida pela unido entre si dos
nucleotideos A, U, C e G, que se alinham de acordo com a ordem marcada pelos
nucleotideos complementares presentes no DNA. O pareamento € obtido pelo
estabelecimento de ligacdes transitérias das bases do DNA com as bases do RNA em
formagcdao (DE ROBERTIS et al., 2008). A sintese de RNA ¢é realizada pelas RNA
polimerases, que também empregam precursores trifosfatados, como as DNA
polimerases. Ao contrdrio destas, contudo, ndo necessitam de um primer ou iniciador
para que a nova fita seja sintetizada. Nos procariotos ha apenas uma RNA polimerase,
mas nos eucariotos costuma haver trés, com fun¢des distintas, conforme mostrado na
tabela 2 a seguir. As RNA polimerases sdo compostas de muitas sub-unidades, até 14
diferentes moléculas, no que sdo muito mais complexas que as RNA polimerases
procariotas (tipicamente tém apenas 5 sub-unidades cataliticas e o fator sigma,
responsavel pela ligacdo da RNA pol ao promotor).
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TABELA 2 - Os trés tipos de RNA polimerase encontrados simultaneamente num
eucarioto. Cada um é responsavel por uma determinada atividade ou funcdo. O tipo mais
estudado € a RNA pol II, que transcreve mRNAs.

Tipo da polimerase Localizacao Tipo de RNA transcrito
I Nucleo/ nucléolo rRNA (exceto o 5S RNA)
11 nucleo hnRNA (isto é. pré-mRNA)
III ntcleo pequenos RNAs tais como tRNA e 5S rRNA

(fonte: http://www.mun.ca/biochem/courses/3107/Lectures/Topics/euk_transcription.html)

Tanto em procariotos como em eucariotos a transcri¢ao se inicia pelo reconhecimento de
um sitio especifico do DNA pela RNA polimerase. Este sitio é chamado promotor. Nas
bactérias ele tem uma estrutura bastante conservada, composta de duas caixas de 6
nucleotideos, afastadas entre si cerca de 15 bases. Uma sub-unidade da RNApolimerase
reconhece esta estrutura e abre a fita dupla neste ponto. A sintese da fita de RNA se inicia
logo abaixo deste ponto (no sentido 3” da fita codante ou no sentido 5~ da fita molde) e
procede em interrup¢ao até que a RNA polimerase ultrapasse um sinal de terminacao.
Nas bactérias, mais uma vez, este sinal € relativamente conservado e é composto por uma
sequencia diddica (contendo duas sequéncias idénticas, voltadas uma a outra em fitas
opostas e afastadas de poucos pares de bases), seguida de um trecho poli-T (na fita
codante),

Nos eucariotos, sobretudo nos vertebrados e plantas, os promotores sao muito menos
conservados e por vezes muito dificeis de serem identificados. Da mesma forma, os
sinais de terminagdo da transcri¢do sao frequentemente desconhecidos.

O RNA possui trés funcdes na sintese protéica, desempenhadas por trés tipos de
moléculas distintas. O RNA mensageiro (RNAm) carrega as instrugdes do DNA que
especificam a ordem correta dos aminodcidos durante a sintese protéica (LODISH et al.,
2002). O RNA transportador, carregado com seu aminodcido pela aminoacil-tRNA
sintetase, acopla-se a0 mRNA na cavidade do ribossoma e permite que o aminodcido
adequado se ligue a cadeia polipeptidica nascente. E os RNAs ribossomais formam, com
dezenas de proteinas especificas, as duas sub-unidades do ribossomo.

Ha ainda outros RNAs na célula eucariota, como os pequenos RNAs nucleares e o RNA
de interferéncia, descoberto hd menos de uma década, que sdo responsdveis pelo
silenciamento pds-transcricional de genes por um mecanismo mediado pelas enzimas
Drosha, Dicer e Argonauta. Este mecanismo é também responsdvel pela inativacdo de
muitos virus no interior das células e comeca a ser empregado na geracdo de plantas
transgéncias resistentes a virus.

2.1.4 Tradugao
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Tradugao € o processo em que a informacdo no RNAm € interpretada por um segundo
tipo de RNA chamado RNA transportador (RNAt) com a ajuda de um terceiro tipo de
RNA, o RNA ribossomico (RNAr),e suas proteinas associadas. Ela ocorre no ribossomo
e se inicia, nos procariotos, numa sequéncia especifica de ligacdao da subunidade menor
do ribossomo presente a frente de cada gene no mRNA procarioto. Nos eucariotos, a
subunidade menor se liga diretamente a extremidade 5 do mRNA, que geralmente sé
contem o transcrito de um gene. A figura 6 representa os varios passos da tradu¢do num
eucarioto.
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FIGURA 6 - Sinopse dos vdarios passos da sintese protéica eucariota, desde a ligacdo do
mRNA ao ribossomo (iniciacdo), passando pela extensdo do polipeptideo (elongacio) até
o desligamento do ribossomo ao mRNA, no fim da sintese do polipepideo (terminagao).
(Fonte: COOPER, 2000)

Nos procariotos a tradugao € realizada no mesmo compartimento da transcri¢ao, isto €, no
citosol. Dai os dois processos estarem, em geral acoplados: quando um mRNA comecga a
ser sintetizado, ele é imediatamente ligado (na sua sequéncia ligadora de ribossomos)
pela sub-unidade leve do ribossomo e depois pela sub-unidade pesada, iniciando-se entao
a sintese protéica. Nos eucariotos, contudo, a sintese de RNA ¢ realizado no ntcleo e o
mRNA, além de ter que ser inicialmente processado para a retirada de introns e a adi¢@o
do cap 5” (ou boné) (constituido de 7-metil-guanosina) e da cauda poliA na extremidade
37, ainda precisa ser transportado para o citoplasma. A figura 7, a seguir mostra o atual
estado de conhecimento das vias de sinalizagdo e ativa¢do da transcricdo de um gene
eucarioto e 0os varios passos que leva até a sintese da proteina, ou seja, a expressdao do
gene. Todo o processo comega quando um receptor de superficie € dimerizado pela
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ligacdo com uma molécula que indica a célula a necessidade da expressdo de um ou mais
genes. O receptor dimerizado dispara uma cascata de sinais que leva a ativacdo de fatores
de transcricdo. Estes passam ao nucleo e sinalizagdo a RNApol II a presenca do
promotor, o que leva a producdo de um pré-mRNA. Nesta etapa a alteracdo da
configuragdo da cromatina também e importante. Ao transcrito primério (pré-mRNA) é
adiconado o cap e a cauda poliA e dele sdo retirados os introns (no processo conhecido
como splicing ou encadeamento), 0 mRNA € empacotado para exportacdo ao citoplasma,
onde vai ser traduzido. Na sintese da proteina os ribossomos poderdo ficar livres no
citoplasma (no caso da sintese de proteinas soldveis) ou ligados ao reticulo
endoplasmadtico, no caso das proteinas de membrana ou de exportacdo. Nos dois casos a
proteina sofrerd um dobramento, adquirindo sua forma tri-dimensional final (estrutura

tercidria).
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FIGURA 7 - Sinopse das vérias etapas necessarias a producao de uma proteina a partir da
ativacdo de um gene. O nucleo estd representado na parte inferior da figura e o
citoplasma e o meio externo na parte superior. (Fonte: ORPHANIDES & REINBERG,
2002).

2.2 TECNICAS DA BIOLOGIA MOLECULAR



19

A maior parte das técnicas que envolvem a biologia molecular derivou do conhecimento
aprofundado da estrutura dos dcidos nucléicos e dos mecanismos de replicacao, transcri¢ao e
traducdo, brevemente revistos na parte inicial deste texto. O uso destas técnicas € muito
variado, e inclui desde tipagem genética de organismos até a expressdo heteréloga de
proteinas, a construcdo de genomas e a obtencao de perfis de expressdo génica em mRNA ou
em proteinas. A seguir serdo apresentadas algumas das técnicas mais usuais baseadas na
biologia molecular e discutidas aplicagdes na drea veterindria.

2.2.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction)

E uma técnica répida e simples de ser realizada que faz a amplificacdo de uma sequéncia de
nucleotideo desejada contida em uma amostra complexa de DNA (MIR et al., 2004). Foi
proposta por Kary Mullis, em 1985, com a simples idéia de que para obter uma sequéncia de
DNA em quantidade, basta amplifica-la através de uma DNA polimerase in vitro. Mullis
ganhou Prémio Nobel em Quimica em 1993 por sua descoberta, embora H. Gobind Khorana
(também laureado com o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, em 1968, pela
interpretagdo do cddigo genético e de sua importancia na sintese protéica) e Kjell Kleppe
tivesse proposto as bases para a PCR anteriormente a ele. Entretanto, a inovacao de empregar
a ciclagem térmica no processo de amplificacdo foi decisiva para que Mullis recebesse os
créditos do desenvolvimento do PCR.

A reacdo se baseia em ciclos repetidos de replicagcdo in vitro da molécula de DNA. Cada
nova molécula sintetizada em um ciclo € utilizada como molde no ciclo seguinte, resultando
no aumento exponencial do nimero de moléculas. Isso ocorre porque, com o aumento de
temperatura para a desnaturacdo da molécula sintetizada no ciclo anterior, esta agora
funciona como molde de replicacdo (MIR et al.; 2004). Na técnica de PCR, o fragmento de
DNA a ser amplificado deve apresentar dois sitios complementares aos iniciadores (primers)
utilizados na reac¢do. Todas as DNA polimerases requerem uma pequena por¢ao do DNA de
fita dupla para o inicio de sua sintese (WATSON et al.; 2009). Estes sitios devem estar
presentes em fitas opostas do DNA a uma distdncia compativel com a capacidade de
extensdo da polimerase, que em geral nio excede 1500 pb (BOREM e CAIXETA.; 2009).

A figura 8 mostra como a PCR leva a um aumento exponencial do nimero de cépias da
molecula. Todos os componentes da reacdo sao colocados juntos no tubo, que € entdo selado
para evitar a evaporagdo. Os componentes sao:

a) a DNA polimerase termoestdvel, conhecida como Taq polimerase.

b) o DNA alvo (que pode estar em mistura com muitos outros DNAs € mesmo com

proteinas, agucares e lipideos).

¢) o par de primers

d) os precursores de sintese de DNA, ou desoxirribonucleotideos trifosfatados,

geralmente designados como dNTPs.

e) tampao de reacdo e sais de magnésio e potéssio.

A desnaturacdo da fita dupla de DNA original (proveniente do organismo do qual se quer
amplificar um pequeno segmento de DNA) € feita em geral pela elevacdo da temperatura do
tubo a 94 °C. Assim que a temperatura baixar para 56 °C (a temperatura exata dependera de
muitas varidveis ou objetivos do experimento), os primers irdo parear com suas regioes de
complementaridade. A temperatura deve entdo ser elevada para 72°C, que € a ideal para a
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atividade polimerasica da Taq. Duas fitas novas de DNA sdo entdo sintetizadas, de moldes
complementares e em sentidos opostos. O processo entdo se reinicia € os primers poderao
parear agora em 4 fitas molde, gerando quatro outros DNAs fita simples, sendo dois deles de
comprimento definido (indo da extremidade de um primer a do outro). Repetindo o proceso
pelo menos 20 vezes ha um aumento tedrico de 1 milhdo no nimero de cépias. Em geral o
PCR se prolonga por 30 a 35 ciclos, para garantir que os fragmentos amplificados se
acumulem exponencialmente na reacdo com um elevado nimero de copias atingido. Como
cada temperatura ¢ mantida por cerca de 1 minuto, a reacdo toda leva de 2 a 3 horas. O
resultado (isto e, a banda de DNA amplificada) deve ser observado em eletroforese em gel de
agarose (em geral) ou poliacrilamida, mais raramente, quando fragmentos pequenos sao
gerados na reacdo. Na eletroforese a posicao das bandas € relativa a sua massa molecular,
representada figura 9. As bandas ndo tém distingdo de coloragdo, aparecendo em geral
esverdeadas ou alaranjadas, dependendo do corante empregado para visualizar o DNA.
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FIGURA 8. Produ¢do de novas fitas a partir de um DNA alvo pela PCR, dando origem a
fragmentos estendidos (indicados no primeiro ciclo pela letra e) e fragmentos amplificados
(contornados em amarelo). (Adaptado de www.ufpe.br/biolmol).
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FIGURA 9. Esquema representativo de uma eletroforese em gel de agarose. Colunas a € b
representam produtos de PCR correspondentes as amplificacdes dos alvos mostrados a direita
na figura. A coluna ¢ € a reacdo controle negativa, em que todos os componentes estdo
presentes no tubo, menos o0 DNA alvo. A coluna d mostra os marcadores de peso molecular,
em geral pré-determinados pelo fabricante, e que auxiliam no cdlculo estimado da massa
molecular das bandas (em termos de pares de bases).

O desenho dos iniciadores € uma etapa fundamental para garantir a eficiéncia e
especificidade da reacdo de amplificacdo. O objetivo principal de desenhar iniciadores é
obter especificidade, pois cada membro do par pareia de forma estavel a sua sequéncia-alvo
no DNA-molde. Como regra geral, quanto maior um oligonucleotideo, mais alta é a sua
especificidade para determinado fragmento-alvo. (BOREM e CAIXETA, 2009). H4 hoje
excelentes programas gratuitos, disponiveis online, para o desenho de primers, que garantem
boa amplificacdo e testam a especificidade dos primers, sendo um dos mais empregados o
PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

O uso da transcriptase reversa para iniciar a amplificacao de sequéncias de RNA (produzindo
o cDNA intermedidrio), a automacdo em aparelhos especificos e a descoberta de novas
enzimas fizeram da PCR uma técnica muito difundida e essencial em laboratdrios de biologia
molecular (MIR et al.; 2004). A técnica tem sido usada para clonar fragmentos de DNA
origindrio de humanos que permaneceram mumificados e animais em extin¢do, criando
novos campos de arqueologia e paleontologia moleculares. Epidemiologistas podem usar a
PCR em DNA de amostras de restos humanos para tragar a evolugdo de viroses patogénicas
humanas. (NELSON e COX; 2002). Fontes de DNA para PCR incluem bidpsias embebidas
em parafina por mais de 40 anos, amostras de sangue coletadas de calcanhares de recém-
nascidos e estocadas como gotas seca em cartdo para a detec¢ao neonatal da fenilcetontria; e
mesmo o dente de uma crianga de Neanderthal de 10 a 11 anos de idade, datando de 100 mil
anos atras (WATSON et al.; 2009)

Uma das desvantagens da PCR € que a menor contaminac¢iao do material inicial com produtos
de amplificacdo previamente obtidos de um DNA semelhante pode ter sérias consequéncias.
Um controle essencial € a condugdo da amplificacdo da PCR sem DNA-molde para testar
contaminantes nos reagentes das reacdes. Uma maneira simples e muito eficiente de reducao
da contaminacdo € a separacdo fisica das etapas de pré e pds-amplificacdo, que nunca
deverdo estar na mesma area usada no preparo das reagdes (WATSON et al, 2009).
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2.2.2 Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP - Restriction
Fragment Length Polymorphism)

No inicio dos anos 70 surgiu o primeiro tipo de marcador molecular, que permitiu detectar as
diferencas entre individuos diretamente no DNA (GRODZICKER et al., 1974. O
desenvolvimento deste tipo de marcadores dependeu de outra descoberta importante, o
sistema de restri¢do e modificacdo bacteriano, descrito por Linn e Arber (1968) e Meselson e
Yuan (1968). Inicialmente os RFLPs eram identificados a partir de Southern blots dos
digestos resultantes da acdo de uma enzima de restricio sobre o DNA a testar e de sua
hibridagdo com sondas marcadas radiativamente. A técnica, embora muito informativa, era
muito rebuscada e cara. Com o desenvolvimento do PCR, a seqii€ncia que contém o sitio de
restri¢ao varidvel € previamente amplificada, o produto de PCR € incubado com a enzima de
restricdo adequada e as bandas formadas pela digestdo do fragmento de DNA identificadas
no gel de agarose (STRACHAN e READ, 2002). Esta técnica € frequentemente chamada de
PCR-RFLP.

Em virtude das variacdes naturais que ocorrem no material genético de individuos de uma
mesma espécie, principalmente causadas por mutagdes e recombinacdes, é possivel detectar
variacOes genéticas entre individuos por meio da técnica de PCR-RFLP (VIANA et al.,
2009). As variagdes ou polimorfismos detectados decorrem da criagdo ou eliminacdo de
sitios de restri¢do, devido a substitui¢do ou modificacdo de bases (mutagdo), ou ainda em
razdo do rearranjo dos segmentos de DNA por efeito de delecdes, insercdes ou translocagdes
ocorridas nas fitas de DNA, alterando a distancia entre dois sitios de restricdo adjacentes
(BOREM e CAIXETA, 2009; WYMAN e WHITE, 1980).

Na técnica de RFLP original, o DNA das amostras a serem analisadas deve inicialmente ser
extraido e purificado; apds a purificacdo, o DNA ¢ tratado com enzimas de restri¢ao e
clivado em vdrios fragmentos de diferentes comprimentos, de acordo com a distribuicao dos
sitios de restricdo ao longo da dupla fita de DNA. Os fragmentos sdo entdo separados por
eletroforese em gel de agarose e transferidos para uma membrana de ndilon ou de
nitrocelulose (carregada positivamente); esta técnica é a chamada Southern blot, que recebeu
esse nome por causa do seu criador Edwin Southern em 1975. Posteriormente, 0 DNA das
amostras imobilizadas na membrana € desnaturado, hibridizado com uma sonda radioativa
(ou marcada de forma a permitir uma revelacdo da sonda por um método cromogénico) que
seja complementar ao fragmento de interesse. A dltima etapa do processo, conhecida como
auto-radiografia, consiste na exposicdo da membrana hibridizada com a sonda radioativa a
um filme sensivel aos raios X, revelando a presenca de bandas escuras, que constituem os
marcadores RFLP. Alternativamente, se a sonda for “fria”, isto €, sem radiacdo, a revelacdo
serd feita com uma substiancia cromogénica. Em funcdo da sonda sé hibridizar com
fragmentos complementares, a técnica possui elevada precisdo. As membranas de
hibridizacdo podem ser utilizadas varias vezes, diminuindo o custo da técnica. A figura 10
ilustra o procedimento.
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FIGURA 10. As vdrias etapas necessdrias a visualizagao dos polimorfismos de DNA pela
técnica de RFLP (Fonte: www.scq.ubc.ca/.../).

Com esse marcador, pode-se distinguir os individuos heterozigotos dos homozigotos e os
resultados ndo sdo afetados pela variacOes ambientais, epistasia ou pleiotropia. Pode extrair
DNA de qualquer parte do organismo e em qualquer estidgio de desenvolvimento, e pode-se
utilizar sondas heterélogas, permitindo o mapeamneto comparativo entre espécies. (BOREM
e CAIXETA, 2009). Como desvantagem possui o fato de ser muito trabalhoso, precisa de
pessoal treinado, é uma técnica cara, pois se devem ter investimentos em pessoal,
equipamentos e produtos quimicos e ter cuidado quando forem utilizadas sondas radioativas
(BOREM e CAIXETA, 2009).

Boa parte das limitacdes da técnica foram superadas pela introducio do PCR-RFLP, que
identifica os polimorfismos simplesmente em gel de agarose. A figura 11 ilustra a técnica de
PCR-RFLP. A amplificacdo dos dois alelos produz fragmentos de mesmo comprimento.
Entretanto, a digestdo destes fragmentos com a enzima gera um polimorfismo de
comprimentos, com o alelo mutante permanecendo ndo cortado, enquanto o alelo selvagem é
clivado em dois pedacos de tamanho distinto.
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FIGURA 11. Resultado da investigacdo da presenca de mutacdo no sitio EcoRI por PCR
(PCR/RFLP). A figura representa o caso de um individuo heterozigoto para a marca estudada
(coluna b), um individuo afetado e um normal homozigoto. A mutacdo elimina um sitio
EcoRI existente no alelo selvagem (wt).

2.2.3 DNA Polimérfico Amplificado Aleatoriamente (RAPD - Random Amplified
Polymorphic DNA)

Este é um tipo de marcador baseado em PCR, utilizando apenas um primer mais curto, de dez
nucleotideos, e de seqii€ncia arbitrdria, para realizar a amplificacdo, ndo necessitando assim,
conhecer antes os fragmentos a serem amplificados. Foi desenvolvido em 1990 pelos
pesquisadores Williams et. al., a qual deram o nome de RAPD.

Para que um fragmento de DNA seja amplificado por essa técnica, duas regides do genoma
complementares ao primer devem estar separadas por até 4.000 pb e em orienta¢des opostas.
A deteccdo dos produtos de amplificacdo € feita, normalmente, em gel de agarose corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (BOREM e CAIXETA, 2009). Pelo
fato de o primer utilizado no RAPD ser mais curto, a sua interacdo com o seu sitio de
pareamento nao ¢ muito forte. Por isso os iniciadores normalmente apresentam 50% de G +
C, pois esses dois tipos de bases estabelecem trés pontes de hidrogénio na dupla fita de DNA,
enquanto adenina e timina estabelecem apenas duas pontes. Além disso, para permitir o
pareamento de um primer tdo pequeno, a temperatura de pareamento € reduzida para menos
de 45 °C (VIANA et al., 2009).

Podem ocorrer polimorfismos, gerados por esse tipo de marcador molecular, devido a
mutacdes de ponto no sitio de pareamento do primer e dele¢des ou insercdes entre dois sitios
de pareamento de iniciadores. Esta € uma técnica simples, rdpida, de custo reduzido, facil
utilizacdo, podendo ser utilizada para qualquer tipo de organismo. Por ser um marcador
baseado em PCR, quantidade minima de DNA € exigida na anélise genOmica.

Uma das principais limita¢des € o baixo contetido de informacdo genética em cada loco, pois
apenas um alelo é detectado pelo fragmento amplificado, sendo as demais variacdes alélicas
classificadas conjuntamente como um alelo nulo. Em razao da técnica de RAPD ser bastante
sensivel a pequenas modificacdes na concentracio dos componentes da reacdo, €
recomenddvel a otimizacdo cuidadosa das condi¢gdes experimentais, para que os resultados
sejam mais confidveis e reprodutiveis, isto €, utilizando-se DNA de alta pureza e reagentes de
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boa procedéncia e padronizando-se rigorosamente as condicdes de trabalho (BOREM e
CAIXETA, 2009; VIANA et al., 2009).
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FIGURA 12. Visualizagdo do resultado de um RAPD. Miuiltiplas bandas sdo geradas com um
unico primer. As diferencas de bandas redundam de muta¢des no sitio de pareamento do
primer ou de insercdes e dele¢des entre dois sitios de pareamento quaisquer.

Fonte: www.mycor.nancy.inra.fr/molecular/aubure/index.html

2.2.4 Sequenciamento de DNA

Esta tecnologia foi desenvolvida para obter informac¢do da seqii€éncia dos nucleotideos que
compdem a molécula de DNA clonada. Até 1975 a determina¢do da seqiiéncia de mesmo
poucos nucleotideos era impossivel, enquanto a tecnologia para o seqiienciamento de
aminodcidos nas proteinas ja era bem conhecida. A. M. Maxam e W. Gilbert, EUA,
propuseram uma tecnologia que usa agentes quimicos que reagem especificamente com as
bases do DNA (G,C,A,T), quebrando a cadeia fosfodiéster preferencialmente em
determinados nucleotideos. As moléculas quebradas sdo analisadas em gel de poliacrilamida
de alta resolu¢do, de modo a separa moléculas que diferem apenas em um nucleotideo. Como
relatado por Watson et al.(2009), apds a década de 60, Frederick Sanger desenvolveu uma
técnica mais rdpida e simples para o seqiienciamento de moléculas maiores de RNA,
utilizando inicialmente uma RNA polimerase para sintetizar uma cadeia de RNA
complementar e, entdo, seqiienciando este RNA.

Como resultado do avanco desta técnica, surgiram dois métodos que permitiam o
seqiienciamento direto de DNA com 100 a 500 nucleotideos de comprimento. O primeiro foi
o método mais-menos (plus-minus), desenvolvido por Sanger em 1975; com a utilizacdo de
eletroforese em gel de poliacrilamida, uma grande parte da seqiiéncia de 5.386 pb do
pequeno fago 0X174 foi prontamente determinada. Em 1977, Allan Maxam e Walter Gilbert
desenvolveram um método que serviu como avango do método plus-minus, baseado na
degradacdo quimica das cadeias de DNA; nela os fragmentos de DNA eram marcados nas
extremidades e entdo divididos em quatro amostras separadas. Cada amostra passava por um
tratamento diferente, produzindo fragmentos de DNA terminando em G,C uma combinag¢do
de A e G, e uma combinac¢do de C e T. Os fragmentos de DNA produzidos apds o final das
reacOes eram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida e detectados por auto-
radiografia. Este segundo método tornou-se a técnica padrao.
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A segunda metodologia proposta, mais difundida pela simplicidade no manuseio e leitura da
seqiiéncia, foi desenvolvida pelo grupo F. Sander, em Cambridge, Inglaterra, em que
emprega a DNA polimerase, gerando fragmentos a partir de um iniciador (primer)
complementar ao DNA molde que se deseja seqiienciar. A cadeia de DNA ¢ sintetizada a
partir dos quatros nucleotideos precursores do DNA, além de precursores de nucleotideos
terminadores da cadeia, jpa que neste caso o acucar desoxirribose é substituido pela 2°3’-
didesoxirribose. Este acticar ndo oferece a extremidade 3°-OH essencial para a extensdo da
cadeia. Estes nucleotideos terminadores trifosfatados sdo chamados ddNTP. Como somente
pequena quantidade de determinado andlogo (ddTTP, ddATP, ddCTP ou ddGTP) ¢ utilizada
na reacdo de seqiienciamento, podem-se obter fragmentos de DNA com tamanhos diferentes,
que refletem a incorporacdo em todos os sitios correspondentes aquele
didesoxirribonucleotideo especifico (MIR et al., 2004).

As duas metodologias foram aperfeicoadas para aumentar a resolu¢do e tamanho da
seqiiencia gerada. O método que sofreu maiores alteracdes foi o da terminacdo de sintese do
DNA, sendo acoplado a outras tecnologias como o PCR. Atualmente, o uso de tipos
diferentes de DNA polimerase (que atuam a temperaturas elevadas), nucleotideos analogos
terminadores da reacdo ligados a marcadores fluorescentes e equipamentos sofisticados de
eletroforese, o processo de sequenciamento do DNA passou a ser autmdtico. A leitura da
seqiiéncia € feita diretamente no computador, e longos trechos podem ser seqiienciados em
um unica reacdo. (MIR et al., 2004).

A figura 13 (a e b) mostra esquematicamente o sequenciamento pela técnica de dideoxi ou
interrupcdo de cadeia. Através de uma termociclagem semelhante ao PCR sdo obtidos
centenas de milhares de fragmentos de DNA fita simples iniciando sempre num determinado
primer e terminando no andlogo de base com a substituicdo de desoxirribose pela
didesoxirribose. Este andlogo tém uma fluorescéncia que pode, em vdrios sistemas de
seqlienciamento automdtico, ser diferente para cada um dos 4 nucleotideos. Uma vez
completada a reacdo os fragmentos de cada reacdo sdo separados por eletroforese de
poliacrilamida. A distancia entre as bandas € muito pequena porque a diferenca de massa
entre elas é de apenas um nucleotideo. As bandas geradas pela reacdo de termociclagem na
presenca dos terminadores dideoxi podem ser visualizadas de duas formas distintas. Quando
o seqiienciamento é manual, cada tubo de reacdo contém somente um tipo de terminador:
ddTTP, ddCTP, ddGTP ou ddATP. Nunca haverd fragmentos do mesmo comprimenro,
portanto, em tubos distintos, dai também as bandas serem diferentes em cada coluna da
eletroforese. A soma de todas as bandas, contudo, d4 em teoria uma escada de fragmentos
diferindo entre eles em apenas um nucleotideo. Portanto, na leitura manual o gel (em geral,
na verdade, de um autoradiograma obtido do gel pela exposi¢do deste a um filme sensivel ao
raio X, quando sdo empregados terminadores radioativos), basta deslizar uma régua
horizontalmente ao topo do gel e as bandas que surgirem sobre a borda da régua indicardo as
bases, sucessivamente, na sequéncia do DNA. No seqiienciamento automadtico, os quatro
terminadores, com diferentes fluorocromos cada um, sdo adicionados juntos na reacido e
arrastados pelo campo elétrico como na eletroforese; a sua passagem por um tubo capilar
com um polimero (que faz o papel do gel) é detectada por uma camara digital, que capta a
fluorescéncia emitida quando a banda € iluminada por um laser (Farah, 2007).
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FIGURA 13a. Geragao de fragmentos de DNA fita simples por termociclagem e interrup¢ao
da extensdo das fitas pela incorporacdo de um didesoxinucletideo. Ver detalhamento no
texto.(Fonte: Farah, 2007).
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FIGURA 13b. As bandas geradas pela reacdo de termociclagem na presenca dos
terminadores dideoxi podem ser visualizadas de duas formas distintas: pela leitura direta das
bandas num autoradiograma, obtidas de 4 reagdes separadas, com cada um dos
didesoxinucleotideos, ou pela andlise automadtica da fluorescéncia das bandas geradas pela
adicao simultanea dos 4 ddNTPs, marcados com fluorocromos distintos.Ver detalhamento no
texto (Fonte: Farah, 2007).

Nos udltimos anos vérios novos sistemas de seqiienciamento da DNA foram desenvolvidos,
sendo os mais conhecidos o Illumina, o ABI SOLiD e o Roche FLX 454. Todos eles
permitem a producdo de um imenso numero de sequéncias em poucas horas, tipicamente
mais de um milhao. Entretanto, estas sequéncias costumam ser pequenas, com menos de 150
bases cada.
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A tecnologia de seqiienciamento Illumina estd baseada num seqiienciamento simultaneo de
milhdes de fragmentos de DNA. O processo de seqiienciamento depende inicialmente da
ligacdo de fragmentos de DNA gerados aleatoriamente a uma superficie plana, transparente.
Cada fragmento de DNA ¢ amplificado, restando as mais de 1000 cépias de cada molde
juntas, formando um cluster. Milhdes de diferentes clusters sdao formados em cada arranjo
optico. A sequéncia de bases ¢é identificada pela fluorescéncia de terminadores que, ao
contrdrio da técnica convencional de dideoxi descrita anteriormente, podem ter sua
fluorescéncia retirada. O processo permite a leitura base a base da sequéncia, sem
dificuldades adicionais em regides repetidas e com outras caracteristicas de dificil solu¢iao no
seqiienciamento convencional. Um total de mais de 33 Gb de bases sdo geradas a cada
rodada do equipamento.

As demais técnicas (ABI SOLiD e Roche FLX 454), mantendo suas particularidades,
permitem um nimero equivalente de sequéncias. As trés plataformas de seqiienciamento t€m
acelerado enormemente a descricdo de novos genomas e 0 maior desafio agora € como lidar
com este imenso nimero de dados.

2.2.5. Clonagem

O objetivo da clonagem ndo é somente isolar um gene especifico, mas também produzir
grandes quantidades de um gene para andlise e manipulacdes posteriores (WATSON et al.;
2009). A clonagem de DNA envolve a separacdo de um gene especifico ou segmento de
DNA do seu cromossomo, a sua ligacdo a uma molécula de DNA transportadora pequena,
chamada vetor, e depois a replicagdo deste DNA modificado, milhares ou mesmo milhdes de
vezes, por meio de um aumento no nimero de células contendo o vetor (NELSON e COX,
2002).

Como principais vetores utilizados na clonagem tem-se o plasmideo, o bacteriéfago (ou
fago), o cosmideo, o fagemideo, os BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), que sao
cromossomos artificiais de bactérias e os YACs (Yeast Artificial Chromossomes), que sao
cromossomos artificiais de leveduras. Os BACs podem receber insertos grandes de 100 a 500
kb e 0os YACs recebem insertos de 250 a 1.000 kb. A tabela 3 mostra os varios vetores,
quanto podem transportar de DNA e suas caracteristicas principais.

TABELA 3 - Sinopse dos vetores mais empregados par clonagem de fragmentos de DNA

. = Tamanho e
Designacao o e Descricao
Plasmideo 1b-10 kb DNA circular fita dupla
Fago (bacteriofago) até 20 kb DNA linear fita dupla
Cosmideo até 40 kb DNA linear fita dupla, que §e circulariza para convert
a forma de fago em plasmideo
BAC - cromossomo artificial ) DNA circular fita dupla (com sinais de cromossomo
- até 250 kb !

De bactéria bacteriano)

i DNA linear fita dupla (com sinais de cromossomo
YAC - cromossomo artificial ) N .

até 2 Mb de levedura, como teldmeros, centro organizador

De levedura 4
de nucléolo, etc.)
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Os vetores mais utilizados em experimentos com E. coli sdo os plasmideos, bacteriéfagos e
cromossomos artificiais de bactéria. H4 vdrias abordagens para a ligacdo entre o DNA a ser
clonado e o vetor. O emprego de enzimas (ou endonucleases) de restricio para gerar
extremidades coesivas ou retas € uma das abordagens para a unido do vetor com o DNA do
organismo de interesse. Num primeiro passo o DNA a ser clonado € parcialmente digerido,
utilizando uma determinada endonucleases de restricdo, de tal modo que serdo gerados
fragmentos de tamanhos variados da sequéncia de interesse. E importante nesta etapa que a
digestdo seja parcial, permitindo que nem todos os sitios de reconhecimento da enzima na
sequéncia sejam clivados. O vetor de clonagem € igualmente clivado com a mesma
endonuclease de restricdo, mas neste caso serd uma digestdo completa, que gerard um dnico
corte no vetor, e em seguida ligado aos fragmentos de DNA gendmico (NELSON e COX;
2002).

O pequeno tamanho dos plasmideos (o que facilita sua manipulacdo) e a presenca de genes
resistentes a antibidticos (o que fornece um meio para selecionar uma bactéria que contenha
plasmideo) fazem destes vetores ideais para clonagem (WATSON et al., 2009). Além de sua
capacidade natural de penetrar nas bactérias, os plasmideos duplicam-se independentemente
do DNA das bactérias. Isso permite a formacdo de multiplas copias do plasmideo, com o
fragmento inserido, dentro de cada bactéria. A duplicacdo do plasmideo é garantida por uma
regido da molécula que contem as seqiiéncias necessdrias para a execugdo desse processo,
conhecida como origem de replica¢do, embora todas as enzimas utilizadas na multiplicacao
da molécula sejam fornecidas pela célula hospedeira (ECA et al., 2004).

Sitio de restricio dentro de um

Plasmideo gene marcador (p. ex., lacZ)
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=
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FIGURA 14. Representacdo esquematica da clonagem de um segmento de DNA contendo
um gene de interesse de um organismo doador num vetor plasmidial, pelo emprego de
enzimas de restri¢do. (Fonte: adaptado de
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL4900/CB18_28B.html)
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2.3 Aplicacoes da Biologia Molecular na Medicina Veterinaria

2.3.1 Epidemiologia:

A epidemiologia é fundamental no controle das doengas infecciosas e na descoberta de
fatores associados a vdrias enfermidades cronicas e agudas. O grande desenvolvimento
metodoldgico da epidemiologia, apds a Segunda Guerra Mundial, possibilitou a identificacdo
de fatores envolvidos na etiologia de muitas doencas (BARATA., 1997). Com o advento das
ferramentas moleculares de diagndstico e identificacdo de patégenos, assim como sua
aplicacdo na determinacdo de pedigree, a epidemiologia desenvolve-se ainda mais. A seguir
serdo brevemente apresentados e comentados resultados nesta drea empregando algumas das
técnicas descritas na parte anterior desta monografia.

a) Prevaléncia de infeccao

Bezerra et al. (2007) desenvolveram um estudo para identificacdo de Anaplasma marginale e
caracterizacdo epidemioldgica da doenca, com amostras de codgulo sanguineo doadas pela
agéncia de Defesa Sanitdaria Agropastoril (IDARON), provenientes de bovinos com idade
entre 4 a 12 meses criados na regido de Ji-Parand, estado de Rondonia. O DNA extraido do
codgulo foi submetido a PCR para amplificagdo do gene de diagnéstico mspS da bactéria. Os
primers utilizados amplificam um fragmento de 458 pb. Os autores tiveram como resultado
do PCR das 328 amostras de codgulo sanguineo bovino, 323 (98,47%) positivas pela
amplificacdo do gene mspS de A. marginale e 5 negativas, correspondendo a 1,53% do total
de amostras analisadas. De acordo com os resultados obtidos concluiram que as regides
estudadas apresentam caracteristicas que permitem classificid-las como dreas de endemia
estdvel para A. marginale. O gene mspS (major surface protein 5) € de cdpia Unica no
genoma da bactéria, ao contrario de outros genes para proteinas de superficie (VISSER et al.,
1992). Idealmente, um PCR diagndstico deve estar baseado em genes de multiplas copias ou
pertencentes a uma familia génica, para aumentar o nimero de alvos na amostra. A técnica
de PCR descrita, mesmo baseada num gene de cOpia unica, mostra-se adequada para a
deteccio do A. marginale em bovinos, podendo ser indicada para a utilizacdo em
investigagdes epidemioldgicas da anaplasmose em outras regides brasileiras devido a sua alta
sensibilidade e especificidade.

b) Presenca de fatores de viruléncia (toxinas e adesinas)

Costa et al. (2006) empregaram PCR para identificar a presenca de genes de toxinas e
adesinas em amostras de E. coli isoladas da suino no Sul do Brasil. Dos 40 isolados clinicos,
82,5% (33/40) foram positivos pela PCR para pelo menos um dos genes pesquisados que
codificam fatores de viruléncia. Os genes para toxinas mais prevalentes foram de Stb,
presentes em 50% (20/40) dos isolados, seguidos de Sta e Lt com 35%. Os genes de adesinas
com maior prevaléncia foram F18, com 27,5%, seguido por F4 e F5 com 22,5%. O presente
estudo revelou dois isolados positivos somente para Stb e F41. Nenhum isolado foi positivo
para o gene de F6. O gene que codifica para Stx foi identificado em 7,5% (3/40) das
amostras. Os resultados desta pesquisa demonstraram que a maior parte dos isolados clinicos
possuem genes que codificam para os fatores de viruléncia pesquisados, tendo a adesina F18
e a toxina Stb como os fatores de maior prevaléncia, evidenciando que os isolados de
Escherichia coli na regido sul do Brasil possuem grande potencial patogénico.
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c¢) Distribuicao e transmissdo de patdgenos em animais selvagens

A tuberculose bovina é endémica entre bufalos africanos e em muitos outros animais
selvagens das reservas da Africa do Sul. O manejo dos animais depende da compreensio da
dinamica desta enfermidade e da identificacdo das fontes primérias de infec¢ao. O estudo de
Michel e cols. (2009) avaliou, empregando a técnica de RFLP, a hipétese de que a infeccdo
foi introduzida numa das reservas importantes do pais pelo contato direto de bifalos com o
gado bovino, o que foi confirmado no estudo pelo padrao de restricdo de dois genes
indicadores. A conclusado do trabalho ndo estd baseada exclusivamente na figura abaixo, mas
ela traz os elementos principais da andlise. Observa-se a semelhancga de perfis entre a amostra
de gado (CATTLE) e as amostras de buifalo e kudo nas proximidades da fazenda onde o gado
estava infectado. Pelo seu complexo padrdao de bandas, a RFLP € muito discriminativa para
populacdes, mesmo préximas, como demonstra esta publicacao.

PGRS PGRS

Lab no. Species

TB 1532 BUFFALO
TB 954) BUFFALO
TB662 BUFFALO
TB 392 BUFFALO
181088 KUDU
TB601 BUFFALO
TB 871J CATTLE
KNP 147 BUFFALO

FIGURA 14. Dendrograma original do artigo de Michel et al. (2009) mostrando a relagado
entre oito perfis de RFLP para a digestdo de um gene marcador (PGRS), representativos das
amostras de reservas na Africa do Sul: Reserva Natural de Spioenkop (TB 1532), Parque
Hluhluwe iMfolozi (TB 954J), Parque Nacional Kruger (TB 662, TB 392, TB 1088, TB 601,
KNP 147) e um gado epidemiologicamente relacionado (TB871J).

2.3.2 Clinica Médica/ Diagnéstico

a) Deteccdo e tipagem de virus a RNA

A Estomatite Vesicular (EV) € uma enfermidade viral de grande impacto na saide animal. O
animal enfermo apresenta queda na produtividade em rebanho de carne e na producdo
leiteira, sendo um fator limitante para o comércio internacional de animais. Além dos danos a
produtividade essa enfermidade assume importante papel nos programas de saide animal por
ser indistinguivel clinicamente da Febre Aftosa.O diagndstico da estomatite vesicular viral
(VEV) pode ser realizado por ELISA, fixacdao de complemento ou teste de inativagdo viral,
que além de diagnosticarem a infec¢do, s@o capazes de distinguir entre os dois tipos de virus,
o New Jersey e o Indiana. Sepulveda et al.(2007) empregaram alternativamente a RT-PCR
(reacdo em cadeia da polimerase apds transcri¢do reversa) baseada na amplificacdo parcial
especifica do gene NS do VEV foi utilizada como um método alternativo para a detec¢ao do
virus. Um total de 10 amostras de referéncia do VEV e 12 espécimes coletados de animais
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com sinais clinicos de enfermidade vesicular obtidas de episédios de campo em Equador foi
testado. O método permitiu a amplificagdo parcial da regido que codifica para proteina P,
tanto para NJ (642 pb) quanto para Ind (614 pb).

M 12 345678 M910 1112131415 16

FIGURA 15. Resultado de RT-PCR obtido a partir de RNA isolado de amostras colhidas de
bovinos no Equador e de amostras de referéncia. Foram empregados pares de primers
especificos para VEV NJ (A) ou VEV Ind (B). Colunas 1 a 14: isolados do Equador; coluna
15: controle negativo; lane 16: amostra de referéncia NJ CR /66 (A) e Ind CR /72 (B); coluna
M: Marcador de peso molecular (100 pb) (SEPULVEDA et al., 2007).

Os resultados foram concordantes com os dados obtidos por Fixacao de Complemento e a
identidade dos produtos amplificados foi confirmada por meio de seqiienciamento
nucleotidico. Este trabalho demonstra que a PCR pode ser aplicada para o diagndstico de
uma ampla gama de enfermidades infecciosas, inclusive aquelas em que o agente € um virus
a RNA.

2.3.3 Vacinas

A vacinagdo é a medida mais eficiente e em geral menos dispendiosa para evitar doencas
infecciosas. Apesar dos grandes beneficios das vacinas existentes, ha ainda muitas doengas
para as quais ndo existem vacinas. Diversas estratégias tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de diferentes tipos de vacinas. Na ultima década, o grande avanco da
biologia molecular permitiu a introdu¢do de novas estratégias para a obtencao e a producdo
de antigenos e foram otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses
antigenos para as células do sistema imune. As vacinas de segunda geracdo (subunidades),
sdo constituidas de antigenos purificados e provenientes de fontes naturais ou sintéticas, e
antigenos recombinantes. As de terceira geracdo ou génicas, surgiram com a introducao de
genes ou fragmentos de genes no organismo que se deseja imunizar (KANO et al., 2007). A
vacina de DNA foi descrita em 1990, quando o plasmideo contendo um gene repérter que
codifica [-galactosidase expressou a proteina apés a inoculagdo direta no mdsculo de
camundongos (WOLFF et al., 1990). A administragdo de uma tnica dose de plasmideo pode
proporcionar um amplo espectro de resposta imune, incluindo a ativagdo dos linfécitos T
CD8+ e linfécitos T CD4+, os quais secretam citocinas e tem fun¢ao reguladora na produgao
de anticorpos (KOWALCZYK e ERTL, 1999).
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a) Vacina de DNA contra hepatite viral canina

A hepatite infecciosa canina € uma doenga viral aguda altamente contagiosa causada pelo
adenovirus tipo 1 (CAV-1). A vacinagdo nao tem tido bons resultados e uma protecdo efetiva
ndo foi ainda alcancada. A vacinagdo de DNA poderia ser mais efetiva, pois costuma induzir
uma resposta celular marcante, que esta associada a protecdo na hepatite viral.

He e colaboradores (2005) desenvolveram uma vacina de DNA baseada na proteina pequena
do envelope do virus da hepatite B (HBV). O gene foi amplificado por PCR diretamente de
DNA obtido do soro de um paciente e foi clonado no sitio de restri¢do para EcoRI/BamHI do
plasmideo pVAXI1. O vetor foi empregado para transformar E. coli e a partir de uma cultura
desta hospedeira foi entdo isolado por lise alcalina e purificado por gradiente de equilibrio.
Endotoxinas foram removidas por extracdo com Triton X114. Camundongos imunizados
com a vacina mostraram resposta imune compativel com prote¢do induzida por mecanismos
de reconhecimento celular do antigeno clonado.

Posteriormente, Liu e cols. (2008) avaliaram a seguranca da vacina, ainda em camundongos e
demonstraram que os animais ficam protegidos de um desafio com o virus. O grupo de
pesquisas relata que a vacina protege caes, mas os resultados ainda devem ser comprovados
por outros pesquisadores.

b) Vacina de peptideos contra leishmaniose visceral canina

O cao representa o principal hospedeiro da Leishmania chagasi nas Américas e na Europa.
Na auséncia de um tratamento efetivo a vacinacdo ganha ainda mais importincia como
recurso preventivo. No Brasil uma vacina, desenvolvida na UFRJ, ja estd sendo
comercializada pela empresa Fort Dodge. Esta vacina € baseada num extrato de Leishmania
chagasi, que precisa ser cultivada em condi¢cdes muito controladas. Outra vacina
recentemente ganhou o mercado, € é baseada na proteina H2, sendo um produto purificado e
considerado substancia pura, embora proveniente de Escherichia coli recombinante. Esta
segunda vacina € comercializada pela empresa Hertape.

2.3.4 Imunologia

Técnicas de biologia molecular com a PCR, a RT-PCR e PCR em Tempo Real tem
proporcionado grandes avangos no envolvimento de citocinas nas respostas inflamatdrias e
nos mecanismos de imunidade celular e humoral contra patégenos e em doencas auto-imunes
em animais domésticos. Vdrias empresas fornecem kits para dosagem de citocinas
(interleucinas, interferons e fatores de crescimento) em camundongos, ratos € humanos que
eram os modelos inicialmente mais estudados em imunologia. Estes kits se baseiam na
dosagem de citocinas que sdo capturadas por anticorpos e nao em técnicas moleculares.

Na China, foi possivel avaliar o nivel de expressao de citocinas, consequentemente o tipo de
resposta celular, de cavalos vacinados com virus da anemia infecciosa equina atenuado. As
citocinas avaliadas foram o interferon gama (IFN-y), interleucina 2 (IL-2) e IL-12, que
participam dos processos de imunidade celular, importantes na resposta contra virus. A
deteccdo do nivel de citocina foi realizada pela técnica de RT-PCR, que consiste,
inicialmente, na extracio de RNA e transcricio reversa deste em DNA complementar
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(cDNA) que foi a fonte de DNA para a reagdo da PCR citocina especifica. Uma das
conclusdes do experimento € que niveis altos de IL-2 pode ser um indicador importante na
protecdo pela vacina (ZHANG et al, 2007).

No mesmo ano, nos EUA, Allen et al validaram o teste de PCR em Tempo Real (Real Time
PCR) para interleucinas ( IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF-a)
expressas por macrofagos de equino. A RT-PCR € uma técnica sensivel, especifica e de
cardter quantitativo; desta forma, a combina¢do das duas técnicas pode contribuir
significativamente para o conhecimento da participacdo de macréfagos e de linfécitos Thl na
resposta imune de equinos contra patdgenos.

2.3.5 Produgdo de alimentos

A Yersinia enterocolitica ¢ uma doenca que acomete humanos, que se caracteriza por
sintomas gastroentéricos, associando a enterocolite ou linfadenite mesentérica. No Brasil, Y.
enterocolita foi isolada do ser humano, de caes e suinos, enfermos e sadios, da dgua e de
alimentos, como carnes e derivados, leite e vegetais. Marcadores de patogenicidade ja foram
identificados no genoma dessa bactéria. Atualmente, como recurso adicional a andlise
microbiolégica convencional, testes de PCR tém sido padronizados para a deteccdo de Y.
enterocolita, baseado em genes de patogenicidade localizados no cromossomo bacteriano, o
yst ou o ail. Teodoro et al., (2006) avaliaram esfregacos de carcacgas e tonsilas de suinos
coletadas de trés abatedouros sem inspecd e analisaram as amostras por diagndstico
microbioldgico convencional e por meio da PCR. Os resultados foram negativos nos testes
microbioldgicos tradicionais entretanto, pela PCR, 40% das carcacas e 43% das tonsilas
foram positivas. A PCR também permitiu determinar a presenca de cepas patogé€nicas nas
tonsilas positivas para Y. enterolitica. O método microbioldgico convencional mostrou-se
menos sensivel que a PCR, além de necessitar de um periodo de até 20 dias para a
confirmacao da espécie, e, para a identificacdo da cepa, sdo necessdrias provas adicionais de
biotipagem e sorotipagem, demandando mais tempo, e auumentando os custos em relagdo a
PCR.

2.3.6 Genética de Populacdes / Pedigree

Gimenez e Lucca (2005) utilizaram o marcador RAPD para diferenciar os javalis de suinos
domésticos (Landrace e Large White) e seus hibridos. Analisando javalis provenientes do
Canada e da Franca e suinos domésticos, 107 bandas foram geradas, sendo 75 polimérficas
(70,10%) e 32 monomorficas (29,90%). A andlise dos dados permitiu a reunido dos 27
animais em trés grupos distintos (G1, G2 e G3), com grande homologia entre os grupos Gl
(formado pelos 11 suinos domésticos) e G2 (formado por 4 javalis da Franca e dois do
Canadd). Os suinos do grupo G1, da raga Large White ndo foram separados daqueles
resultantes dos cruzamentos Large White X Landrace. O grupo G3 incluiu 5 javalis do
Canada e 3 da Franca e se mostrou distinto dos anteriores. O fato dos 27 animais serem
provenientes de 3 regides completamente diferentes, exclui a possibilidade de
intercruzamento entre eles, concluindo-se que a variacdo observada € exclusivamente devida
a variabilidade genética da espécie, revelada pelos marcadores utilizados.

A técnica de RAPD foi utilizada para verificar a distancia e a variabilidade genética entre e
dentro das ragas nativas brasileiras (Caracu, Crioulo Lageano, Curraleiro, Mocho Nacional e
Pantaneiro) e duas comerciais (Holandés e Nelore). A variabilidade genética total foi
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verificada em virtude das diferencas de individuos dentro das populacdes A menor
divergéncia genética foi observada entre Crioulo Lageano e Curraleiro. A raga Mocho
Nacional, apesar de historicamente ser considerada de origem Bos taurus aquitanicus,
mesma origem da raca Caracu, agrupou-se com as demais ragas nativas consideradas de
origem Bos taurus ibericus. De modo geral, as racas estudadas se agruparam em clusters
distintos, com excecdo da Mocho Nacional. A técnica de RAPD foi capaz de distinguir
geneticamente as racas estudadas; Caracu, Crioulo Lageano, Curraleiro e Pantaneiro podem
ser consideradas entidades genéticas distintas, comprovando, a unicidade de suas populagdes.
A Mocho Nacional ndo conseguiu se restabelecer, aps seu declinio na década de 50,
perdendo, sua identidade genética (SERRANO et al. 2004).

Crioulo Lageano

Curraleiro

75 Pantaneiro

100 National Polled

Li Caracu
100

43 1 Holstein

Nellore

FIGURA 16. Dendrograma demonstrando a distancia genética entre ragas de
bovinos nativas brasileiras e comerciais. Fonte Serrano et al (2004).

A eqiiideocultura representa hoje um setor da economia que envolve milhdes de reais por
ano, havendo no mercado animais de alto valor e geneticamente superiores. Na
equideocultura, € comum o aparecimento de problemas cromossomicos no plantel
principalmente devido ao uso intenso de acasalamentos consangiiineos. Um dos problemas
mais comuns encontrados nos cavalos sdo infertilidade nas éguas, reversdo sexul ou
pseudohermafroditismo. Somando-se a citogenética cldssica novas técnicas como
hibridiza¢do in situ, uso de marcadores fluorescentes e alguns procedimentos usados na
biologia molecular, como por exemplo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tornou-se
possivel o conhecimento de polimorfismos, identificando-se assim, individuos portadores ou
afetados por mutagdes genéticas indesejdveis. Alguns testes ja estdo disponiveis no mercado
baseados na utilizacdo da PCR, para identificacdo tanto de genes indesejaveis quanto
desejaveis (COELHO & OLIVEIRA, 2008).

Existem ainda, outros testes baseados em PCR que determinam os genes desejaveis, assim
como, cor da pelagem entre outros. Devido a seu alto valor comercial, os eqiiinos,
principalmente aqueles destinados a pratica de esportes, tém a necessidade de serem mais
precisamente identificados quanto a sua descendéncia tanto para fins de registro quanto para
sua aquisi¢do. A confirmacdo de genelogia tem papel extremamente importante, ndo apenas
para garantir a ascendéncia dos animais, mas também porque um pedigree confidvel pode
permitir ao criador identificar a origem de problemas genéticos em seu rebanho e reduzi-los,
ou mesmo elimina-los (COELHO & OLIVEIRA,
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3. CONCLUSAO

Técnicas de biologia molecular podem ser aplicadas nas diferentes dreas da Medicina
Veterindria, entretanto pela diversidade das espécies domésticas e silvestres, pela gama de
patdgenos que acometem animais € pela complexidade intrinseca de cada procedimento,
muito ensaios precisam ser padronizados para que seja atingido um indice satisfatério de
contribui¢cdo na qualidade de vida animal, humana e na conservacao do meio ambiente.
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