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Palavras do autor

Caro aluno, vamos ingressar nesta nova proposta de estudo e entender
a importancia da Biologia Molecular e da Biotecnologia. Dessa forma, vocé ira
aprender sobre diferentes assuntos importantes a respeito dessa disciplina que
serao fundamentais para a sua vida profissional. Em sua rotina diaria, podemos nos
deparar com situacdes que vamos trabalhar ao longo deste livro, utilizando sem
perceber os conceitos apresentados, facilitando o aprendizado.

Neste livro vocé terad acesso a todas as informacdes relacionadas a Biologia
Molecular e Biotecnologia, por meio da divisdo dos varios assuntos em quatro
unidades:

No conteudo relacionado a Andlise de Acidos Nucleicos, vocé estudard a
estrutura e as informacdes genéticas do DNA e ainda a importancia e a funcao
das enzimas de restricao e da enzima DNA ligase. Vera também, como acontece
a clonagem de DNA e quais as caracteristicas dessa técnica, a replicacdo do
DNA, transcricao e processamento do RNA. Além disso, vocé estudara tambem a
transformacdo do RNA mensageiro em cDNA (DNA complementar), os métodos
de extracao e analise laboratorial de DNA, a importancia do Projeto Genoma, assim
como conhecimentos sobre o sequenciamento de DNA.

No conteudo que envolve a Anélise de Proteinas, vocé ira entender o codigo
genético e a sintese proteica, sistemas de expressao de proteinas in vitro. A
purificacao de proteinas e as aplicacdes das proteinas recombinantes. Neste
conteudo, também, sera verificado como aplicar as técnicas de coloracdo nao
radioativas para deteccdo de acidos nucleicos e a importancia das mutacoes.

No conteudo de Metodologias de Analise em Biologia Molecular vocé aprendera
a importancia da caracterizacdo e utilizacdo dos métodos/técnicas moleculares,
quais os principais marcadores geneticos no estudo do DNA, e a interacdo dos
acidos nucleicos e proteinas na analise genética, o uso de técnicas da eletroforese,
PCR e as técnicas de hibridizacao nos estudos de mecanismos fisiologicos e
patologicos. Também serao verificadas as aplicacdes da biotecnologia, envolvendo
agentes biologicos e o cultivo in vitro de células animais, © uso dos marcadores
moleculares e 0s organismos geneticamente modificados. Além da importancia
das células-tronco na pesquisa e tratamento de doencas.

Por fim, veremos a biocinformatica na identificacao de novos produtos
biotecnologicos, envolvendo a saude e 0 meio ambiente.



Em cada aula, vocé tera uma situacao-problema para resolver, despertando
seu interesse e sua criatividade nos assuntos abordados, trabalhando habilidades
e atividades que serao fundamentais para a sua formacdo profissional. Através do
autoestudo, vocé tera contato com conceitos que possibilitardo resolver problemas
que serao enfrentados no seu dia a dia.

Vamos iniciar? Bons estudos!



Unidade 1

ANALISE DE ACIDOS
NUCLEICOS

Convite ao estudo

Nesta unidade, vamos trabalhar introduzindo o tema de Biologia
Molecular, a estrutura e as informacdes genéticas do DNA; a funcao e
a importancia das enzimas de restricao e da enzima DNA ligase, assim
como também assuntos relacionados a clonagem de DNA e suas
caracteristicas.

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz de aplicar
a diferentes contextos as principais técnicas de Biologia Molecular e
Biotecnologia. A competéncia técnica esta relacionada em conhecer os
procedimentos para clonagem e sequenciamento de DNA, as técnicas
de analise de DNA, RNA e proteinas e os fundamentos e aplicacdes da
Biotecnologia.

Nesta disciplina, os objetivos sdo: entender a estrutura e as informacdes
geneticas do DNA, incluindo a replicagdo do DNA, transcricdo e
processamento do RNA, o codigo genetico e a sintese de proteinas, as
técnicas de analise de acidos nucleicos e a evolugao da Biologia Molecular.
Alem da Biotecnologia e 0 avanco cientifico, visando perspectivas atuais.

Clara esta gravida e feliz, no entanto, ansiosa para saber se sera mae
de um menino ou de uma menina. Assim, ela procurou uma clinica que
faz o exame de determinacao de sexo do seu bebé. Apos descobrir que
tera uma menina, ela se sentiu realizada, pois sempre quis ser mae de
uma garotinha.

Em cada secdo desta unidade vocé vai acompanhar a gravidez de
Clara e, com a ajuda da Biologia Molecular e da Biotecnologia, vocé ira
entender e resolver as situacdes-problema com o auxilio de materiais



Anaélise de acidos nucleicos




Secao ll

Fundamentos da biologia molecular

Dialogo aberto

Clara esta gravida e ansiosa para saber se sera mae de um menino ou de uma
menina. Assim, ela procura uma clinica que faz o exame de determinacao de sexo
do seu bebé. Apds descobrir que tera uma menina, ela se sentiu realizada, pois
sempre quis ser mae de uma garotinha.

Clara esta no oitavo més de gestacao e o pai de sua filha, nesse momento, resolveu
argumentar que nao seria o pai genético da crianca. Clara ficou muito nervosa e nao
passou bem nos ultimos dias. Assim, falou para seu marido que realizaria o teste de
paternidade para tirar sua duvida. Com essa situacao, Clara teve alteracdes em sua
pressao arterial devido a ansiedade e preocupacao pela qual esta passando na fase
final de sua gravidez. Com base nessas informacdes, o teste de paternidade que
devera ser realizado envolvera temas da Biologia Molecular? Como deve ser feito
esse teste para saber se 0 marido de Clara esta dizendo a verdade?

Todos 0s conteudos que serao abordados no item "Nao pode faltar” vao
auxiliar vocé a pensar na importancia da Biologia Molecular no caso do teste
de paternidade, e também vao ajudar vocé a entender a solucdo do problema
enfrentado por Clara.

Nao pode faltar

O aprendizado da Biologia Molecular consiste principalmente em estudar as
interacdes entre os diferentes sistemas celulares, partindo da relacdo entre os
acidos nucleicos conhecidos como DNA e RNA, assim como também a sintese
de proteinas.

Os acidos nucleicos sao grandes moléculas ou macromoléculas, formadas
por unidades monomericas um pouco menores, conhecidas como nucleotideos.
Cada nucleotideo, por sua vez, € formado por trés partes:

Anélise de acidos nucleicos
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Figura 1.1 | Esquema de um Nucleotideo: e« Um acucar do grupo das pentoses
Fostato (monossacarideos com  cinco
atomos de carbono);

Nucleosideo

e Um radical "fosfato’, derivado da
molécula do acido ortofosforico
(H3PO4);

Pentose Base Nitrogenada

« Uma base organica nitrogenada.

Nucleotideo

Fonte: <http://www.sobiologia.com.br/conteudos/ Os 4acidos nucleicos DNA (4cido
quimica_vida/quimical4.php>. Acesso em: 30 out. 2015

desoxirribonucleico) e RNA (dcido ribonucleico) estdo presentes e guardam
inUmeras informacdes genéticas as quais participam da realizagédo do trabalho
celular.

Os acidos nucleicos estdo nos cromossomos do nucleo celular. Cada
cromossomo é formado por uma molécula de dupla hélice de DNA, que se
apresenta condensada com proteinas. A dupla hélice da duas voltas enrolando-se
nas histonas, que sdo proteinas basicas. Assim, o complexo formado por DNA e
proteina € conhecido por nucleossomo, formando uma fibra que apresenta um
aspecto de “colar”.

Sabe-se que as células conservam o DNA compactado, ou seja, “enrolado em
espiral” na maior parte do tempo; issoO mantém um controle na expressao de um
gene. Também quando as células entram no processo de divisao celular, o DNA
presente nos Cromossomos condensa-se em niveis ainda maiores. Entretanto,
quando um gene ¢ ativado, o DNA desenrola-se para permitir que o RNA inicie
a transcricdo, para que posteriormente ocorra a sintese de proteinas. Sabe-
se, ainda, que é pela associagcao dos diferentes nucleotideos que se formam as
macromoléculas dos dois tipos de acidos nucleicos: o acido ribonucleico (RNA)
e 0 acido desoxirribonucleico (DNA). Eles foram assim chamados justamente em
funcdo dos acucares presentes em suas moléculas: O RNA contém o acucar ribose
e 0 DNA contém o acucar desoxirribose.

Outra diferenca importante entre as moléculas de DNA e de RNA diz respeito a
constituicdo das bases nitrogenadas, que pertencem a dois grupos:

e As bases conhecidas como puricas: adenina (A) e guanina (G);
e As bases conhecidas como pirimidicas: timina (T), citosina (C) e uracila (U).

Quando estudamos o DNA, as bases nitrogenadas sdo entdo a citosina, a
guanina, a adenina e a timina. No caso do RNA, a alteracao ocorre no lugar da
timina, encontrando-se a uracila.

Anélise de acidos nucleicos



De seus trés Figura 1.2 | A molécula de DNA
componentes que
compdem e} acido
nucleico, como acucar,
radical fosfato e base

Esquema de duplicagdo de DNA

organica nitrogenada, Adenina
apenas o radical fosfato £ mimina
nao varia No nucleotideo. H cosine
Os acucares e as bases
. ~ - Guanina
nitrogenadas Sao

variaveis. P = Fosfato

, D = Desoxirribose
A molécula de

DNA que compde o
material hereditario
(cromossomo) € longa
e contém milhares de
genes. Quando extraido
das células, o DNA
apresenta-se muito fragil,
podendo se romper.
Se a quebra acontecer
casualmente, isso pode
separar um arquivo em
dois ou mais fragmentos
de DNA diferentes.

Enzimas de restricao

A descoberta das enzimas de restricdo ou endonucleases foi um grande
marco para o desenvolvimento da Engenharia Genética. Assim, a obtencao dos
fragmentos de DNA sao usados para criar in vitro (no laboratorio) novas moléculas,
recortando e colando diferentes pedacos de informacdes geneéticas.

Essas enzimas sdo verdadeiras tesouras moleculares, pois cortam o DNA em
pontos especificos, permitindo defender as ceélulas de organismos invasores.
Também conhecidas como endonucleases, as enzimas de restricdo tém a funcao
de cortar a dupla hélice do DNA de forma bastante precisa. Primeiramente, se
reconhece uma sequéncia especifica no DNA, que possui um numero de 4 a 6
bases nitrogenadas e, entao, as enzimas de restricao cortam cada cadeia em um
dado ponto da molécula. O local do “corte” de uma enzima é conhecido como
sitio-alvo. Vocé pode perguntar por que essa enzima ndo atua no DNA da propria
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bactéria. Isso ndo ocorre devido a existéncia de outras enzimas protetoras, que
impedem a acao das enzimas de restricao no material genético da bactéria.

Uma das primeiras enzimas de restricao a ser isolada foi a enzima produzida
pela bactéria Escherichia coli conhecida por EcoRI. Essa enzima reconhece apenas
a sequéncia de bases nitrogenadas conhecida por GAATTC atuando sempre entre
a qguanina (G) e a adenosina (A).

Cada molécula de DNA pode apresentar repeticdes da sequéncia GAATTC ao
longo de toda sua extensao. Portanto, quando a fita de DNA entra em contato
com a enzima EcoRlI, pode ser clivada ou "cortada” em diversos lugares, criando
pedacos de tamanhos diferentes.

Existem trés tipos de enzimas de restricdo, sendo assim as bases de
reconhecimento da enzima exibem a mesma leitura nos dois sentidos, por exemplo:
a enzima de restricdo EcoRl reconhece a sequéncia de bases nitrogenadas:

5.._G_A_A_T_T_C...3

Sequéncia da fita de DNA acontece no sentido 5  para 3 devido as ligacdes
entre o grupo 3 do fosfato e o carbono 5° da pentose.

Aleitura da sequéncia genética acontece na direcdo 5 para3’, sendo assim essa
leitura de pares de bases acontece da esquerda para a direita e € exatamente igual
a da cadeia inferior quando lida da direita para a esquerda. Isso acontece porgue
temos livre a hidroxila do carbono-5 da primeira pentose em uma extremidade e,
em outra, a hidroxila livre do carbono-3 da ultima pentose. Esse tipo de sequéncia
de DNA ¢ chamada sequéncia palindrémica.

Nao se sabe por que asenzimas de restricao agem dessa forma ou em sequéncias
desse tipo e cortam o DNA dessa maneira, mas isso facilita o estudo de diversas
pesquisas. As pontas do DNA cortado por essas enzimas de restricdo apresentam
determinadas “caudas’ como 0 mesmo numero de bases que estao livres. Devido
a estrutura helicoidal, as "‘pontas” do DNA tém a tendéncia de se arranjar, pois sao
complementares (pares de bases nitrogenadas se complementam). Vamos nos
lembrar do pareamento de bases do DNA: verificamos que a sequéncia _T_T_A_A,
produzida em uma das pontas, se pareia ou se liga com a sequéncia _A_A_T_T
que aparece na outra ponta da molecula.

DNA Ligase

Agora que aprendemos sobre a sequéncia do pareamento de bases do DNA,
vamos entender a agao da enzima DNAligase. Como o proprio nome diz, essa enzima
sera a responsavel pela ligacdo entre 0 pareamento dessas bases complementares.

Anélise de acidos nucleicos



Ou seja, apos a reestruturacao da dupla hélice do DNA, com o devido pareamento de
bases nitrogenadas, € necessaria a acao da enzima DNA ligase para que as ligacdes
quimicas se recomponham entre as duas cadeias de DNA.

Clonagem de DNA e suas caracteristicas

Aclonagem do DNA na Biologia Molecular significa a formag¢ao de um organismo
geneticamente igual a outro. A clonagem de genes € o processo de amplificar ou
aumentar muitas vezes um gene particular, incorporando esse material a um outro
organismo como uma bactéria, consequentemente clonando a bactéria.

Por que clonar?

Aclonagem acontece para que se estabeleca o sequenciamento de DNA; também
para separar fragmentos de DNA em clones independentes e, ainda, para estudar a
transcricao e a tradugao de um gene e realizar estudos de expressao funcional. Por
fim, para sintetizar proteinas e producao de anticorpos para uso terapéutico.

Alguns avancos tecnoldgicos contribuiram para a técnica de clonagem como,
por exemplo, a identificacao de pequenas moléculas de DNA circular, conhecidas
como plasmideos; esses agentes carregam genes de resisténcia bacteriana a
antibioticos.

No entanto, para clonar € necessario um vetor (que € uma molécula de DNA),
como 0s plasmideos e fagos.

Plasmideos

e S&o pequenas moléculas circulares de DNA que possuem dupla fita e ndo
estao incorporadas ao genoma das bactérias;

e Todos os plasmideos usados como vetor devem ter um local de origem de
replicacao ou uma regido conhecida como "‘REPLICATOR’, ou seja, a partir
dali comeca a replicacdo do material genético;

e Deve-se ter ainda um marcador de seletividade e o sitio de clonagem,
Ou Seja, uma sequéncia de nucleotideos ligada ao sitio de interacdo com
as enzimas de restricao, e que ¢ adicionada ao vetor atraveés de técnicas
da engenharia genética. Além disso, a posterior a posterior ligacao de
fragmentos de restricdo com as extremidades coesivas, que aparecem pela
acdo de enzimas conhecidas como ligases sdo normalmente usadas em
laboratorios.

Anélise de acidos nucleicos
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Assimile

A%
R

Antes de comecar a abordar mais algum conteudo, € importante
gue vocé pare para refletir em tudo o que foi discutido até agora.
Estd claro para vocé a importancia da Biologia Molecular no estudo
de diversas patologias e nos diagnosticos que poderemaos vir a sanar
com o aprofundamento deste conteudo? Se estiver tudo bem, otimo
sinal, podemos entdo prosseguir? Vamos esclarecer o conceito
de organismos transgénicos que sera visto mais adiante quando
relacionarmos Nossos conceitos a Biotecnologia.

Até agora falamos sobre o significado de algumas palavras importantes no campo
da biologia molecular, como acidos nucleicos DNA e RNA, enzimas de restricdo, que
sao as tesouras moleculares, a enzima DNA ligase que faz a ligacdo entre os pares de
base e as fitas de DNA ora cortadas. Alem da clonagem de DNA e suas caracteristicas
e, dentro da clonagem, o esclarecimento do termo transgénico. Os organismaos
transgénicos sdo agueles que carregam um gene exogeno (aguele que é de fora)
incorporado de uma forma estavel em seu genoma. Assim, para estudar o diabetes,
por exemplo, vocé pode incorporar um gene envolvido na patologia do diabetes no
material genético de um camundongo saudavel, tendo como resultado um animal
diabético devido a incorporacao artificial desse material. Nesse caso vocé estudara
0s mecanismos da referida patologia e podera trazer importantes resultados para a
pesquisa sobre a doenca diabetes melito.

@ Reflita

Antes de continuarmos nosso estudo envolvendo os metodos da
Biologia Molecular e os assuntos relacionados a Biotecnologia, é
importante que vocé pare para pensar em seu dia a dia e observe a
importancia do conhecimento genético e molecular em nossa vida, em
nossa alimentacao, saude, e patologias que ainda ndo foram totalmente
esclarecidas. Podemos entdo pensar que em varias situacdes que vivemaos
diariamente sempre iremos nos deparar com questdes que, para serem
resolvidas, precisam do conhecimento molecular. Hoje, com o avan¢o
cientifico e tecnologico, sabemos que a maioria das respostas para Nossas
duvidas esta no gene, fazendo valer a pena Nossos esfor¢os e empenho
neste conteudo. O Prémio Nobel da Quimica de 2015 foi para o estudo do
DNA na reparacao de danos que causam doencas no organismo humano.
Leia o artigo referente ao assunto. Disponivel em: <http://wwwl.folha.
uol.com.br/ciencia/2015/10/1691102-nobel-de-quimica-vai-para-estudos-
dos-mecanismos-de-reparacao-do-dna.shtml>. Acesso em: 8 out. 2015.

Anélise de acidos nucleicos



Pesquise mais

Para aprofundar o assunto, vocé pode ainda ler o artigo que aborda
a importancia do estudo da Biologia Molecular. Hoje a referida area
apresenta um caminho essencial de grande potencial para a busca da
curadedoencas, usando ferramentas de pesquisa e vasto conhecimento
do material genético.

PINHO, M.S.L. Pesquisa em biologia molecular: como fazer? Rev. Bras.
Coloproct, v. 26, n. 3, p. 331-6, 2006. Disponivel em: <http://www.
scielo.br/pdf/rbc/v26n3/alév26n3.pdf>. Acesso em: 7 out. 2015.

Quais sdo os tipos de clonagem?

Se fOGssemos parar para pensar, quais sao os tipos de clonagem que podemos

encontrar?

Existem varios tipos de clonagem, como a natural, induzida, reprodutiva e
terapéutica. Em sequida vamos abordar cada um desses tipos.

O

Exemplificando

A clonagem para obtencao de um organismo geneticamente idéntico
pode ser natural, induzida, reprodutiva, terapéutica, embrionaria.

Faca vocé mesmo

Antes de prossequir o seu estudo, pense na diferenca entre os tipos
de clonagem. Leia e analise os tipos de clonagem elencados no texto
indicado. VARELLA, D. Clonagem humana. Estudos Avangados, v. 18,
n. 51, p. 263-5, 2004. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.
php?script=sci_pdf&pid=50103-40142004000200018&ng=en&nrm=
iso&ting=pt>. Acesso em: 8 out. 2015.

Anélise de acidos nucleicos
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Sem medo de errar

4,
Y

Atencéao!

Para visualizar o contexto da importancia da Biologia Molecular, vocé
pode ler materiais ligados aos testes de paternidade de um pai ja
falecido, que fala a respeito de novos testes de DNA que trabalham na
investigacdo de paternidade. JOBIM, M.R. et al. Novos testes de DNA
na investigacdo de paternidade com suposto pai falecido. RT/Fasc.
Civ, ano 97, v. 874, p. 55-69, ago. 2008. Disponivel em: <http://www.
cdg.org.br/vs-arquivos/banner/artigo-doc-1478.pdf>. Acesso em: 7
out. 2015.

Lembre-se

O DNA humano sempre esta disponivel em quantidade suficiente para
analise em todas as células nucleadas de sangue e tecidos, ja em menor
concentracao no liquido amniotico placentario e no soro e plasma
conservado.

Arealizacao do teste de paternidade apontou que o marido de Clara € mesmo o pai
bioldgico de sua filha. Assim, os resultados trouxeram uma confiabilidade de 99,999%
de certeza nesta afirmacao. O exame em DNA, para definir determinada paternidade,
€ comparativo. Metade do DNA vem da mae e a outra metade vem do pai biologico.
Apos realizar o teste de paternidade pelo método do PCR (reacédo em cadeia da enzima
polimerase), é feita a comparacdo do material dos pais com o DNA do(a) filho(a). O
primeiro passo € sempre tentar excluir a paternidade com as informacdes obtidas no
laboratorio; multiplicar muitas vezes as regides do DNA. Quando sao diagnosticadas
quatro ou mais discrepancias, a paternidade deve ser excluida.

Avancando na pratica

Lembre-se

Antes de comecar a ler a situacdo-problema a seguir, € importante que
vOCcé tenha em mente como deve ser a relacao dos testes e metodos
da Biologia Molecular na relevancia da determinacao da paternidade
explicada durante a aula e as leituras que vocé realizou.

Anélise de acidos nucleicos



Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com as de
seus colegas.

Biologia Molecular e a vida

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e Biotecnologia.

Entender a estrutura e as informacdes genéticas do DNA,
assim como a acédo de enzimas envolvidas na quebra e
ligacdo de pares de bases estruturais do material genetico.
Compreender a clonagem de DNA e suas caracteristicas.

2. Objetivos de aprendizagem

A Biologia Molecular, estrutura e informacdes geneéticas do
3. Conteudos relacionados DNA, enzimas de restricdo e DNA ligase, clonagem de DNA e
suas caracteristicas.

Clara esta no oitavo meés de gestacdo e o pal de sua filha,
nesse momento, resolveu argumentar que ele ndo seria o pai
geneético da crianca. Clara ficou muito nervosa e néo passou
bem nos ultimos dias. Assim, falou para seu marido que
realizaria o teste de paternidade para tirar sua duvida. Com
essa situacao, Clara teve alteragOes em sua pressdo arterial
pela ansiedade e preocupacdo pela qual esta passando na
fase final de sua gravidez, entrando em um periodo de
repouso devido a pré-eclampsia (aumento da pressao arterial,
causando risco a propria vida e a vida do bebé).

4. Descricédo da SP

A realizacéo do teste de paternidade apontou gue o marido
de Clara € mesmo o pai biologico de sua filha. Assim os
5. Resolugédo da SP: resultados trouxeram uma confiabilidade de 99999% de
certeza nessa afirmacéo. O teste foi feito com o PCR e €
extrernamente confiavel.

Faca vocé mesmo

Com os conceitos essenciais da Biologia Molecular, faca uma pesquisa
de outros métodos que podem determinar o teste de paternidade
comumente utilizado em laboratorios. Procure ver as diferencas
entre eles.
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Faca valer a pena!

1. O aprendizado da Biologia Molecular envolve interacGes entre os
diferentes sistemas celulares, partindo da relagcdo entre os acidos
nucleicos (DNA e RNA), assim como também a sintese de proteinas.
Dessa forma podemos afirmar que:

|- Os acidos nucleicos sao macromoléculas, formadas por unidades
chamadas nucleotideos.

II- Cada nucleotideo é formado por acucar do grupo das pentoses, um
radical "fosfato”, uma base organica nitrogenada.

[ll- Os acidos nucleicos e RNA estao presentes em metade das células
do organismo e guardam informacdes genéticas para a realizacdo do
trabalho celular.

V- Os acidos nucleicos estdo no citoplasma da célula.
Assim é correto afirmar que:

a) As alternativas | e Il estdo corretas.
b) As alternativas | e Il estdo corretas.
c) A alternativa | esta correta.

d)

e) As alternativas lll e IV estdo corretas.

A alternativa lll esta correta.

2. Cada cromossomo é formado por uma molécula de dupla hélice de
DNA que se apresenta condensada com proteinas. A dupla hélice da
duas voltas enrolando-se nas que sao proteinas basicas.
Assim, o complexo formado por DNA e proteina € conhecido por
formando uma fibra que apresenta um aspecto de
“colar”. Ainda as células conservam ou seja, “enrolado
em espiral” mantendo o controle na expressao de um gene.

De acordo com a afirmativa acima, qual a alternativa correta:

a) Histonas, ribossomo, DNA condensado.
b) Aminoacidos, lisossomo, DNA compactado.
c) Histonas, nucleossomo, DNA compactado.

)

d) Aminoacidos, nucleossomo, DNA condensado.
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e) Histonas, ribossomo, DNA compactado.

3. Quando as células entram no processo de divisao celular, o DNA
presente nos cromossomos condensa-se em niveis ainda maiores. O
que acontece na sintese de proteinas?

[- O material genético continua condensado.

lI- O material genético desaparece.

[lI- O material genético sai do nucleo indo para o citoplasma.
IV- O material genético se desenrola para realizar transcri¢ao.
Assim, é correto afirmar que:

a) A alternativa | € verdadeira.

b) As alternativas | e Il sdo verdadeiras.
c) A alternativa Ill é verdadeira.

d) A alternativa IV € verdadeira.

e) As alternativas Ill e IV sdo verdadeiras.
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Secao 1.2

Replicacao do DNA e transcricao e
processamento do RNA

Dialogo aberto

Clara esta gravida e ansiosa para saber se serd mde de um menino ou de
uma menina. Assim, ela procura uma clinica que faz o exame de determinacao
de sexo do seu bebé. Apos o exame, descobre que sera mae de uma menina,
sentindo-se realizada. Durante todo o periodo de sua gestacao, sao necessarios
um acompanhamento e a realizagdo de exames de sangue para verificacao das
condi¢des da quantidade de sua hemoglobina circulante em seu organismo. Por
ser filha de mae portadora de talassemia, esse acompanhamento € necessario.
A talassemia € uma doenca hereditaria que pode causar anemia. Como Clara
esta gravida, sua alimentacao deve ser bem elaborada e observada para que o
problema com a anemia ndo venha afetar o transporte de oxigénio de suas células
e conseqguentemente da nutricdo fetal. Com essa situacao, Clara deve fazer o
acompanhamento nutricional jJuntamente com a realizacdo de exames de sangue
e a determinagao de concentracdo de proteinas (hemoglobinas) pela técnica de
eletroforese. Com base nessas informacdes, o teste da eletroforese leva vocé a
envolver temas da Biologia Molecular? Qual a importancia da realizacdo de exames
gue envolvem a deteccdo de proteinas por técnicas de Biologia Molecular?

Todos os conteudos que serdo abordados no item "Nao pode faltar” vao auxiliar
VOCé a pensar na importancia da Biologia Molecular no caso do diagnostico e
tratamento da talassemia, ajudando vocé a entender a solucdo do problema
enfrentado por Clara.

Nao pode faltar
Sabemos que dentro do nucleo encontra-se o material genético responsavel
pela reproducao celular e garantia da vida. Mais que isso, para que tenhamos a

continuidade da vida torna-se necessario que facamos copias de NOs Mesmos.
Essa qualidade de “copiar” esta associada ao material hereditario, o DNA. Mas,
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vamos pensar de que modo 0s organismos fazem essas copias? As copias do
material hereditario sdo feitas através da duplicacdo do DNA, ou seja, de um
processo molecular conhecido como replicacao. Assim, a replicacao € exatamente
0 processo de duplicacdo de uma molécula de DNA de dupla hélice. O que
sabemos, e é de grande importancia, € que essa replicacdao € semiconservativa, ou
seja, a reproducdo ou a copia da molécula de DNA conserva uma das cadeias que
vem da ‘molécula-mae’, produzindo uma nova cadeia complementar aquela que
lhe serviu de molde. Este modelo foi proposto no ano de 1953 pelos pesquisadores
Watson e Crick que propuseram entdo o modelo semiconservativo para o DNA.

No entanto, o DNA n3o Figura 1.2 | Duplicacdo do DNA
se replica sozinho, vocé
sabia disso? Para que
se inicie 0O processo DNA Fita ativa
de replicagdo, faz-se ——— Y

necessaria a atuacao de 0 Adenina ) / RNE

Q
uma enzima conhecida K nina
como helicase, que vai K ciosne
deslizando e abrindo
, -Guanina
a molecula de DNA,
. K Uracila >
formando duas cadeias 2

Transcricdo: DNA faz RNA

que se apresentam g ®
. P = Fosfato

separadas; outra enzima . § \ b
. . D = Desoxirribose

;hamada polimerase vai T

ligando os novos grupos

denucleotideosformados
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oS nucleotideos da

molécula-mae.  Dessa \

maneira, de uma cadeia i

original de DNA formam-

se duas, sendo uma

nova e a outra idéntica a

L)
Jf
3
2
molécula-mae. Fonte: <http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/AcNucleico5.php>.
Acesso em: 30 out. 2015.

Assim, a replicacao do DNA é considerada um processo de “autoduplicacao”
do material genético, mantendo o padréo de heranga ao longo das geracdes. Um
exemplo experimental muito usado em pesquisa cientifica ¢ a técnica de PCR ou
a técnica da reacdo em cadeia da enzima polimerase. Neste caso, pesquisadores

extraem o DNA do tecido humano ou de animais e replicam esse material genético
por milhdes de vezes , em laboratorio. O fato de ter em maos o material genético
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disponivel para estudo favorece o avanco de pesquisa cientifica.

Ainda com relacdo a replicacdo do DNA, nem sempre a copia desse material
genético é fiel e seque as regras de replicacao como deveria ser. O que pode
acontecer caso ocorra algum erro na replicacao desse material?

Desta forma, foi descoberto ao longo do tempo que erros No processo de
replicacdo podem ocorrer, e se esses erros nao forem corrigidos eles podem se
transformar em mutacdes. As mutacdes sao modificacdes que ocorrem no material
genético, fazendo uma leitura errébnea do pareamento de bases dos nucleotideos;
esse erro pode levar ao aparecimento de doencas, incluindo o cancer.

Diante desse cenario, quem estaria trabalhando para corrigir esses erros?

Como o DNA sofre continuamente danos causados por agentes fisicos e
quimicos vindos do ambiente, as células possuem um mecanismo natural eficiente
que trata da reparagcao desses danos moleculares, que trabalham no sentido de
consertar ou corrigir peguenas modificacdes No pareamento dos nucleotideos
que sdo formados na duplicacao do material genético. Sabendo, assim, que o DNA
sofre continuamente danos causados por agentes externos e que as células tentam
reparar esses danos, muitas vezes, alguns erros inatos ou adquiridos permanecem
e se perpetuam na forma de mutagao.

Figura 1.3 | Transcricéo da informacédo genética

RNA transcrito

RNA-polimerase

transcricdo

Fonte: <http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/AcNucleico5.php>. Acesso em: 30 out. 2015.

A transcricdo do DNA é conceituada como sendo © mecanismo molecular
baseado na formacao de RNA a partir de uma molécula molde de DNA. Assim, o
DNA de dupla fita original se separa, e uma das fitas serve de 'molde” para o RNA,
enquanto a outra fica inativa, ou se conserva como original. O RNA que transporta a
informacao genéetica contida no DNA nuclear para o citoplasma € chamado de RNA
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m (mensageiro), pois este carrega as informacdes contidas em seu “‘computador
central’, levando entao ao citoplasma essas informacdes contidas no nucleo. Os
outros dois tipos de RNAs encontram-se no citoplasma: RNA r (ribossémico) e
RNA t (transportador). O RNA r estd envolvido na realizacdo da sintese de proteinas
e 0 RNA t esta relacionado ao carregamento de aminoacidos do citoplasma que

devem se juntar a uma cadeia de aminoacidos ou polipeptidica.

Na etapa de alongamento, a enzima RNA polimerase se desloca pela molécula
de DNA, desenrolando sua hélice e produzindo uma molécula de RNA, cada vez
mais alongada. O DNA por sua vez ja transcrito volta a se enrolar novamente
recompondo a sua dupla hélice, pela acao da enzima helicase. Esse processo e
chamado de fase de elongacao. O processo de unido da nova molécula formada
€ iniciado quando a enzima DNA polimerase se liga a uma das extremidades do
DNA que ¢ excessivamente especifica. Essa regiao tem uma sequéncia Unica de
pares de bases, em que a transcricao se inicia, sendo conhecida como “promotor”.

No final, quando acontece a sintese de proteinas, a enzima RNA polimerase
segue pela extensdo da cadeia, transcrevendo o DNA em RNA ate uma determinada
seguéncia de finalizagcao que contenha pares de bases especificas, determinando o
final da transcri¢cdo. Assim, quando a enzima RNA polimerase encontra a sequéncia
de finalizacdo, o RNA para de ser transcrito. A partir dai, libera-se a molécula de
RNA e imediatamente a molécula de DNA se enrola completamente. A sequéncia
de DNA que contém os genes sinalizadores do término € chamada de regiao
terminalizadora.

Diante da importancia da replicacao e da transcricao estudada, o que seria
entao o DNA complementar (cDNA)?

Foi discutido por diferentes pensadores e proposto por Crick em 1957 que o
conhecido "Dogma Central da Biologia Molecular” seria aquele em gue o fluxo de
informacao genética na célula € unidirecional, sendo dessa forma determinado
que o DNA é transcrito em RNA, traduzido em proteina. No entanto, existe uma
excecao gque aparece para modificar a sequéncia unidirecional do dogma central
da Biologia Molecular, que é a acdo da enzima transcriptase reversa. A enzima
transcriptase reversa faz entdo com que em alguns virus que possuem como
material genético o RNA, em vez de DNA, sua molécula original de RNA seja
copiada e revertida em DNA, modificando esse processo.
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Figura 1.4 | Dogma Central da Biologia Molecular

Replicacao Replicacdo do ARN

» Geral » Especial — — — » Especial (tubo de ensaio)

Fonte: <http://creationwiki.org/pt/Ficheiro:Dogma_central_automato.png>. Acesso em: 30 out. 2015.

E importante que vocé tenha entendido a replicacdo do material
genético, tanto quando tratamos do DNA quanto do RNA, assim como
também quando acontecem a transcricdo e a regulacao do gene.
Antes de comecar a abordar mais algum conteudo, é importante que
vOCé pare para refletir em tudo o que foi discutido até agora. Vamos
esclarecer entdao, o conceito da técnica de eletroforese que sera
estudada com detalhe um pouco mais adiante, mas que no momento
favorece o entendimento do estudo de uma patologia relatada na
situacao-problema abordada nesta secao.

A técnica de eletroforese

A técnica de eletroforese ¢ utilizada na investigacao de enzimas, hemoglobinas,
DNA e proteinas. Com os testes de eletroforese, voce podera identificar detalhes de
determinada patologia, favorecendo seu diagnostico e avangando na elucidacao
de mecanismos de acdo em diferentes campos de estudo.

Assim, a explicagao fisico-quimica da eletroforese envolve a separacao de
componentes do sangue, urina, liquor, dentre outros, em que aplica-se uma
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corrente elétrica nesses conteudos organicos. Quanto maior for a corrente, maior
sera a velocidade com que se move determinada substancia, com relacdo a outra
que tiver, por exemplo, um maior numero de cargas elétricas negativas ou positivas
nos aminoacidos que formam suas moléculas de proteinas ou de enzimas. 1sso
significa que se 0s componentes com cargas elétricas estiverem equilibrados
permanecerao estaticos, parados no local. No entanto, aqueles componentes
que estiverem carregados eletricamente irdo se mover em direcao ao eletrodo
com a carga elétrica oposta. A técnica trabalha com conhecimentos da quimica
de proteinas e de fatores fisicos que estdo envolvidos na movimentacdo dessas
moléeculas do campo elétrico.

Separando fragmentos de DNA: eletroforese em gel

Os fragmentos de DNA apresentam tamanhos diferentes. A técnica de separagdo
dos fragmentos de DNA comumente utilizada € a eletroforese através de geis de
agarose. A agarose é formada por um polissacarideo como © agar e a pectina,
que se dissolve facilmente em agua fervente, e quando esfria se solidifica em
composicdo semelhante a de uma gelatina. Para realizar um teste de eletroforese,
prepara-se um gel de agarose, em que o material genético (DNA) € colocado em
peguenos pocos de gel com o auxilio de uma pipeta volumétrica e, em sequida,
uma corrente elétrica € aplicada atravées do gel. Como o DNA é carregado
negativamente, ele ¢ atraido pelo eletrodo positivo. No entanto, para chegar ao
eletrodo positivo, o DNA deve migrar atraves do gel de agarose. Por sua vez, 0s
fragmentos de DNA menores irdao migrar mais rapidamente atraves de um gel de
agarose do que os fragmentos maiores de DNA. A migracao desses fragmentos de
DNA estao relacionados ao tamanho ou ao peso molecular do fragmento.

@ Reflita

E agora? O que se faz com esses fragmentos de DNA obtidos com testes
de eletroforese? Como interpretar esse resultado? Sabe-se que cada
fragmento de DNA que foi separado do material genético como um
todo possui um ou mais genes. Assim, 0 que voCé consegue interpretar
com a andlise desse material? E possivel pensar nas patologias que
podem ser diagnosticadas diariamente. Muitas questbes podem ser
diagnosticadas com essa técnica, fazendo uso desse conhecimento
molecular. Continuamos afirmando que a maioria das respostas para
nossas duvidas estéa no gene, sendo de grande valia o estudo da
Biologia Molecular. Leia 0 artigo abaixo que ilustra o diagnostico de uma
doenca que esta relacionada a deficiéncia no transporte de oxigénio
nas células. BONINI-DOMINGOS, C.R. et al. Hemoglobinas AS/Alfa
talassemia — importancia diagnostica. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.,
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v. 22, n. 3, p. 388-94, 2000. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/
rohh/v22n3/13413 pdf>. Acesso em: 30 nov. 15.

Pesquise mais

Para aprofundar o assunto da importancia dos acidos nucleicos, leia
O artigo que aborda uma interessante colocacao sobre a funcao do
RNA para o organismo. Hoje sabe-se que o RNA apresenta diferentes
funcdes incluindo a de ser uma grande promessa da inovacdo em
farmacos: em que o RNA interferéncia sai do laboratorio para a clinica.

MENCK, C.F.M. Anova grande promessa da inovacao em farmacos: RNA
interferéncia saindo do laboratdrio para a clinica. Estudos Avancados,
v. 24, n.70, p. 99-108, 2010. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/
ea/v24n70/a07v2470.pdf>. Acesso em: 30 nov. 2015.

Exemplificando

Como falamos sobre a replicacdo do DNA para estudo de diversas
patologias, imagine a replicacdo do material genético vista na
metodologia do PCR (reacdo de cadeia da enzima polimerase), em que
acontece a amplificacdao de milhdes de vezes deste DNA que foi extraido
de um determinado tecido. Leia o texto de VIEIRA, D.P. Técnicas de PCR:
aplicagdes e padronizacdo de reacdes. Disponivel em: <http://www fea.
br/Arquivos/Biotecnologia/Material%20Prof%s C2%AA%20Cristina%20
-%20Biologia’%s20Celular/Principios_da_PCR.pdf>. Acesso em: 30 nowv.
2015.

Faca vocé mesmo

Antes de prossequir o seu estudo, pense na diferenca entre a técnica
da eletroforese e a técnica de reacao da cadeia da enzima polimerase.
Relate os objetivos de cada técnica e a importancia de seu Uuso no
diagnodstico e tratamento de diferentes patologias.
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Sem medo de errar

ff" Atenc3o!
&

Para visualizar o contexto da importancia da Biologia Molecular, em
especial o estudo da talassemia por eletroforese, leia o artigo que
trata de um tipo de diagnostico laboratorial de hemoglobinas fetais
(HbF). ZAMARO, P.J.A. et al. Diagnostico laboratorial de hemoglobinas
semelhantes a HDBS. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial, Rio de Janeiro, v. 38, n. 4, p. 261-6, 2002. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/jbpml/v38n4/a03v38n4.pdf>. Acesso em:
30 out. 2015.

= Lembre-se

A hemoglobina € uma proteina associada a grupos heme, complexo
formado por um atomo de ferro. E necessario um programa para
identificar hemoglobinas anormais fazendo uso de metodologia
adequada para se obter o correto diagnostico.

Arealizacao de testes de Biologia Molecular ajuda no diagnostico de patologias,
favorecendo o diagnostico de um tipo de anemia que € a talassemia. Apos realizar
o teste pelo método da eletroforese, Clara tomara diversos cuidados para que esse
problema nado interfira na gestacao de sua filha. A talassemia também compromete
a oxigenagao de células e tecidos, preocupando a mae que transporta pela placenta
toda a alimentacdo necessaria a filha, incluindo o oxigénio, essencial a vida.

Avancando na pratica

= Lembre-se

Antes de comecar a ler a situacdo-problema a seguir, € importante que
voce tenha em mente como deve ser a relacdo dos testes e metodos da
Biologia Molecular que estdo envolvidos no diagnostico da talassemia
materna e, ainda, aproveitar o conteudo das leituras que voceé realizou.
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Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com as de

seus colegas.

A talassemia detectada por eletroforese

1. Competéncia geral

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Compreender os conceitos dos mecanismos de replicacéo do
DNA, a transcrigdo e o processamento do RNA e, ainda, como
acontece a transformacgdo de RNA mensageiro (MRNA) em
DNA complementar (cDNA). Além de introduzir os conceitos
da técnica da eletroforese.

3. Conteudos relacionados

Conceitos dos mecanismos moleculares envolvidos nos
processos de replicacao do DNA, transcricdo e processamento
do RNA e transformacéo do RNA mensageiro em cDNA.

4. Descricédo da SP

Clara sera mae de uma menina e durante todo o periodo de
sua gestacdo realizou exames de sangue para verificacdo da
quantidade de sua hemoglobina em seu organismo. Apos
detectar que também possul genes para talassemia, Clara
desconfia que sua filha possa ter o mesmo problema genético.
Além do controle durante todo o periodo gestacional, Clara
devera posteriormente realizar exames em sua filha, pois sabe-
se que a proteina hemoglobina Fetal (Hb Fetal), que carrega
0 oxigenio no organismo do feto, é identificada no periodo
entre o nascimento até o bebé atingir o sexto més de idade,
quando a concentragdo de Hb Fetal normalmente diminui,
exceto quando a crianga apresenta alguma patologia. Assim,
aguarda-se o nascimento da filha de Clara para verificacdo
deste controle, continuando com o acompanhamento
nutricional da mae e com a realizacdo de exames de sangue
pela técnica de eletroforese.

5. Resolugédo da SP:

Arealizagdo do teste de Biologia Molecular para detectar e tratar
doencas de origem genetica € uma pratica comum. Detectou-
se a talassemia em Clara e segue-se 0 acompanhamento de
Nnovos exames Nno bebé apods o nascimento e até chegar aos
6 meses de idade. A partir dai, serd determinado se a menina
tambem e portadora de talassemia.

Ul
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@ Faca vocé mesmo

Faca um estudo a respeito da possibilidade da filha de Clara ter o
mesmo problema genético de sua mde e de sua avo. Verifique se existe
outro tipo de origem da talassemia, e se sim, qual a diferenca entre
aquela transmitida por fatores genéticos e a adquirida durante a vida?

Faca valer a pena!

1. Nesta unidade vocé aprendeu sobre a replicacao do DNA, a transcricao
e o processamento do RNA. Assim podemos afirmar que:

- Como o DNA é capaz de se duplicar, originam-se novas moléculas
de DNA.

[I- Quando ha a transcricdo do RNA, acontece o processo de formacao
de uma molécula de RNA a partir de uma molécula molde de DNA.

[ll- Quando ha a transcricdo do material genético, pequenas porcdes do
DNA sao preservadas, garantindo um primeiro passo para a regulacao
de um gene.

IV- A transformacdo de uma molécula de RNA mensageiro em DNA
complementar acontece com o processo de obtencao de RNA durante
a traducao com a obtencao de determinada proteina.

Assim pode-se afirmar que:

a) As alternativas |, I, IV estdo corretas.
b) As alternativas |, Ill, IV estao corretas.

c) As alternativas |, Il, lll estdo corretas.

d) As alternativas Ill, IV estdo corretas.

)
)
)
)

e) As alternativas |, II, Ill, IV estao corretas.

2. Na técnica de eletroforese ha a separacao dos fragmentos de
de acordo com sua e

possibilitando o estudo de diversas patologias. Sequndo os conceitos de
Biologia Molecular a respeito da técnica de eletroforese, € certo afirmar
que a alternativa que completa a frase corretamente seria:
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a) DNA, carga elétrica, peso molecular.

b) RNA, carga molecular, peso molecular.
c) RNA, carga molecular, peso atdbmico.
d) DNA, carga elétrica, peso idnico.

e) RNA, carga molecular, peso iénico.

3. Clara sabe que sera mae de uma menina e durante todo o periodo de
sua gestacao faz acompanhamento e a realizacdo de exames de sangue
para verificacao das condicdes da quantidade de sua hemoglobina
circulante em seu organismo. Isso acontece porque:

|- Clara € gestante e € comum realizar dosagens de hemoglobina
circulante, assim como também hemograma completo.

[I- Clara € filha de méde portadora de talassemia e esse acompanhamento
€ necessario.

[ll- A talassemia € uma doenca hereditaria que pode causar anemia e,
por haver indicios genéticos em familia, realizam-se testes sanguineos.

V- Como Clara estd gravida, sua alimentacdo deve ser elaborada e
acompanhada para que o problema com a anemia nao venha afetar o
transporte de oxigénio de suas células e consequentemente da nutricao
fetal.

Diante dos diferentes fatores apresentados, pode-se afirmar que:

a) As alternativas |, Il estdo corretas.

b) As alternativas Ill, IV estdo corretas.

c) As alternativas |, Il estdo corretas.

d) As alternativas I, IV estdo corretas.

e) As alternativas I, 11, Ill, IV estdo corretas.
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Secao 1.3

Técnicas utilizadas para extracao de DNA

Dialogo aberto

Clara sera mae de uma menina e durante toda a gestacao realizou exames
de sangue, descobrindo ser portadora de talassemia. A talassemia pode causar
anemia e como Clara estd gravida, nao sabe se este fato estaria afetando o
suporte nutricional de seu bebé, ja que o periodo final da gravidez € justamente
guando a crianca ganha peso. Assim, Clara fez o acompanhamento do pré-natal
juntamente com o acompanhamento nutricional, realizando exames de sangue
e verificando sempre a quantidade de hemoglobinas (Hb) que esta disponivel em
sua circulacdo. Para determinacao desses dados laboratoriais, © medico solicitou
que o teste fosse feito por eletroforese, determinando a veracidade da presenca da
talassemia. Porém, sabe-se que varias outras técnicas de Biologia Molecular podem
ser usadas para determinar o diagnostico desta e de outras patologias ou para
determinar caracteristicas genéticas especificas. Vocé sabia que as mais variadas
técnicas de Biologia Molecular comumente usadas tém como matéria-prima o
DNA? No entanto, como acontece a extracao do material genético essencial para
a reproducgao celular?

A filha de Clara nasceu e chama-se Luana. A crianca ¢ forte, sadia e logo
em sequida ira realizar os testes necessarios para verificacdo se € portadora da
talassemia como sua mae. Para isso, ja no hospital, amostras de sangue da crianca
foram coletadas para que se realizassem 0s testes de recém-nascido (conhecido
como teste do pezinho) para determinacdo da talassemia. Alem do teste realizado
por eletroforese, Clara solicitou que fosse realizado também por outro méetodo,
para que se confirmasse o diagnostico. O exame de Luana sera por PCR em tempo
real, ou real time. Qual seria a diferenca de um PCR tradicional e aquele do PCR
em tempo real?

As diferentes técnicas que estamos aprendendo e sua importancia sao
essenciais para o diagnostico de patologias, determinacdo genética e avanco na
pesquisa cientifica.

Vamos @l Tornaremos esse conteudo mais pratico para que se esclarecam
as técnicas que vém sendo utilizadas ultimamente em diferentes modalidades
medicas e cientificas.
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Nao pode faltar

Hoje em dia, existem muitas técnicas de analise do DNA, tornando os processos
de diagnostico e analise do material genético cada vez mais simples e eficientes.
Para que apliguemos as técnicas que estamos estudando, o DNA deve sempre
ser isolado de virus, bactérias, celulas animais e vegetais. A etapa de extracdo e
purificacao de acidos nucleicos a partir das variadas amostras experimentais €
de fundamental importancia para se obter resultados eficientes de amplificacao
nos protocolos praticos que trabalham os dados atraves da reacao em cadeia
da polimerase (PCR), por exemplo. Essa técnica é muito usada em estudos
moleculares, devido a facilidade com que se ¢é possivel amplificar em laboratorio
as regides especificas do genoma de diferentes organismos.

Sabe-se que a conformacao estrutural do DNA tem forma original de dupla fita,
apresentando resisténcia e estabilidade em sua molécula, mantendo o material
inalterado em diferentes condi¢cdes organicas. No entanto, alguns cuidados séo
aconselhaveis, para que seja evitada a degradagcao das amostras obtidas em
laboratorio. A extracdo de DNA inclui dois procedimentos principais que sao:
a quebra ou lise das células presentes na amostra a ser estudada e a propria
purificagdo do DNA.

Apos a lise das células, o DNA € separado das diferentes estruturas celulares
e proteinas, sendo precipitado e suspenso em solucdes-tampdo adequadas para
tal técnica. As amostras de DNA sdo concentradas e purificadas com a finalidade
de se obter melhores resultados nas amplificacdes. Quanto mais puro o material
genetico obtido, mais precisas serdo a avaliagcdo e a quantificacdo desse material.

Obtencao de amostras para extracdo de DNA

As amostras obtidas para serem testadas em laboratorio sdo muito sensiveis e
podem degradar com relativa facilidade. Assim, esse material deve ser guardado de
forma adequada até o momento de ser submetido a extracdo do DNA. Amostras
de sangue e de outros tecidos animais devem ser refrigeradas até chegarem ao
laboratorio para realizacdo dos testes.

Para que se realizem os testes de amplificacdo de DNA por meio da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as amostras devem ser mantidas sob
baixas temperaturas, variando de -20°C a -80°C, dependendo do tempo de
armazenamento. Para utilizacdo de amostras conservadas em estoque (amostra
em grande volume), € interessante que se realize o fracionamento em pequenas
aliguotas, ou seja, separar uma ‘amostra maior’ em peqguenas amostras, para
que o material ndo sofra descongelamentos sucessivos. O fato de congelar e
descongelar diversas vezes sua amostra contribui para a oxidagcao do tecido e para
a degradacao do DNA, perdendo o material. O manuseio dessas amostras deve
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ser feito com o uso de luvas, para que 0s acidos nucleicos ndo sejam degradados
por enzimas denominadas “nucleases’, que estdo presentes no corpo humano,
principalmente nas maos das pessoas.

Alguns cuidados devem ser tomados durante e apos a extracdo do material
genético como o DNA, separando um espaco isolado somente para essa finalidade.
Salas e ambientes separados e climatizados para a extracdo do DNA sdo essenciais,
sendo que as extracdes devem ser trabalhadas em Eppendorfs, pequenos tubos
de material plastico (polipropileno) esterilizados ou preferencialmente novos
(ndo deve ser usado material reciclado), para que as amostras ndo apresentem
contaminacdes durante suas analises. Ultimamente, os laboratorios procuram
comprar Eppendorfs RNASE e DNASE free, paranao correrem o risco de degradacao
do material genético.

Digestdo da amostra

As amostras de tecidos que sao submetidas a extracao de DNA passam pelo
processo de fragmentagcao e digestdao enzimatica das proteinas. Para isso, as
amostras sao homogeneizadas ou quebradas e submetidas ao congelamento em
nitrogénio liquido e rapidamente devem ser “amassadas ou trituradas” manualmente
(utilizando-se um bastdo). Essa fase € importante para que ocorra o rompimento
das paredes celulares e membranas plasmaticas, cujo material obtido seria uma
mistura de componentes celulares como: DNA, RNA, proteinas, carboidratos e
lipidios. Pequenas quantidades da amostra (200 mg ateé 1 g) sdo adicionadas a uma
solucdo-tampao de digestao (na quantidade proporcional de 1,2 mL de solugao-
tampdo para cada 100 mg de tecido) e colocadas em condi¢cdes de banho-
maria, em temperatura proxima a 50°C, para que aconteca a digestao. O tempo
de incubacado pode variar entre 8 e 12 horas, ou até que a amostra encontre-se
totalmente digerida. Esse fato acontece quando a amostra apresenta um aspecto
viscoso. Assim, essa parte experimental dura mais do que um dia, devendo o
profissional se preparar para gastar esse tempo nos referidos testes.

O passo sequinte esta relacionado a purificacao dos acidos nucleicos, dos quais
pode-se extrair tanto DNA quanto RNA, conforme necessidade.

Extracao do DNA com fenol — purificacdo do DNA por meio de precipitagao
com etanol

O meétodo mais utilizado para que ocorra a purificacado do DNA é a extracao
com fenol provocando a desnaturacdo de proteinas de modo eficiente. O fenol
nao é soluvel em agua, fazendo com que, quando agitado com o devido extrato
a ser testado, origine duas camadas, sendo que as proteinas desnaturadas se
precipitam na interface do tubo. Apos a extracdo de proteinas, 0s acidos nucleicos
sdo precipitados, concentrando a amostra e eliminando todo o fenol que
posteriormente poderia desnaturar as proteinas Nnos proximos passos.
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Dessa forma, para extrair o DNA de plantas e animais, usa-se primeiramente
o fenol, no qual hd a separacao da camada aquosa (que contem DNA e RNA),
uma interface (que é a proteina) e a camada de fenol bem abaixo da proteica.
Em seguida, apos obter-se as trés camadas, adiciona-se etanol + solu¢ado salina
obtendo uma configuracdo homogénea, segquida por centrifugacao. Apos a
centrifugacao consegue-se 0 DNA precipitado, que € entao quantificado.

Leitura da concentracao de DNA das amostras

As variadas amostras de DNA obtidas e analisadas em laboratorio podem
ser avaliadas com relacdo a sua concentracao e pureza por meio da analise da
densidade optica (DO) com a leitura em espectrofotdmetro. O DNA consegue
absorver luz em comprimento de onda de 260 nm, no entanto, a leitura das
proteinas ocorre em 280 nm. As amostras de DNA sao preparadas em diluicdes
diversas, também lidas em espectrofotdmetro.

A relacao entre a quantidade de DNA e de proteina € usada como parametro
para avaliar a qualidade do DNA extraido. Assim, quando valores dessa relacdo sao
inferiores a 1,8 apresentam contaminagao com proteinas. O DNA é facilmente
quantificado e analisado quanto a sua qualidade, pela analise de gel de agarose 1%.

A técnica de PCR tradicional e PCR em tempo real ou real time

A PCR faz com que determinada regiao de um determinado gene seja
multiplicada por milhdes de vezes, facilitando a analise genética e o diagnostico
de diferentes patologias. A alta sensibilidade, a especificidade e a facilidade de
execugao dessa técnica, analisando um grande numero de amostras a0 mesmo
tempo, faz uma grande diferenca no estudo e diagnostico de patologias diversas.

Fundamentos tedrico-praticos e protocolos de extracdo e de amplificagdo de
DNA por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase

Para que se possa amplificar um segmento de DNA, temos que entender os
componentes do processo de replicacdo que ocorre nas celulas vivas, como
vimos em aulas anteriores. Desta forma, € montada uma solu¢cao master mix em
gelo durante todo o procedimento. Faz parte da reacao da cadeia da polimerase
(PCR) o material genético DNA extraido, que possui a porcdo que sera amplificada.
Além disso, os nucleotideos, conhecidos como dNTPS de acordo com as bases:
A T, C, G (dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs), sdo necessarios para que OCorra a
sintese de novas moléeculas de DNA. A enzima DNA-polimerase DNA-polimerase,
que é responsavel pelo inicio e abertura da dupla fita de DNA, favorece a sintese
das novas moléculas do material genético (também conhecida como Tag DNA
polimerase). O sal cloreto de magnésio, que faz com que a reacdo aconteca, ¢ um
cofator da reacao e essencial para a acao da enzima Taqg polimerase. Além disso,
dois iniciadores ou primers, que sao pequenas sequéncias ja conhecidas de DNA
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(oligonucleotideos), sédo complementares a regiao-alvo de amplificacdo. Os primers
sdo produzidos ou sintetizados em laboratorios especializados, sob encomenda,
sendo essenciais para que se inicie a reacdo. A agua a ser empregada no master
mix da amostra deve ser a ultrapura, que € aguela com baixa condutividade elétrica.

Para que ocorra a amplificacdo do material genético, com a sintese de novas
moléculas de DNA, deve-se adequar a temperatura e 0 tempo em gque as amaostras
devem apresentar nessa reacao. Cada ciclo da PCR mostra trés fases: desnaturacgao,
anelamento e extensao. Essas fases ocorrem em diferentes temperaturas e sao
programadas de maneira adequada no termociclador (aparelho no qual a reagao
acontece), em que as amostras sdo incubadas. No momento de preparar o
programa para a amplificacdo, deve-se determinar a temperatura e o tempo de
cada uma das referidas fases e, ainda, 0 numero de repeticdes dos ciclos. Na etapa
de desnaturacao, o DNA perde a estrutura de dupla helice devido a elevacao da
temperatura para 94°C ou 95°C. A desnaturacdo faz com que os primers, que
sd0 as sequéncias de bases nitrogenadas, se liguem a regiao complementar do
DNA. Dessa forma, o DNA gendmico permanece desnaturado por todos os ciclos
subsequentes, pois as fitas complementares estdo em baixas concentracdes,
impedindo a sua unido. Ja os oligonucleotideos ou primers, ao contrario, estao
em altas concentracdes no mix, favorecendo o anelamento ou o encontro das
regides complementares.

Outra fase que ocorre apos a desnaturacao € o anelamento dos primers. Uma
vez que o DNA ¢é desnaturado, a temperatura da reacdo € reduzida, assim cada
primer se encaixa em sua sequéncia especifica, sempre complementar a regido-
alvo da amplificagdo. A temperatura de anelamento vai depender, dentre outros
fatores, do tamanho do primer e da determinada sequéncia de nucleotideos.

Na fase de extensao, a temperatura se eleva proximo de 72°C, para que a enzima
DNA polimerase (Tag DNA polimerase) se alinhe e juntamente com os primers,
gue se anelaram na presenca do ion magnesio, seja iniciada a sintese da nova fita
a partir dos primers ou iniciadores. Apds o término de um ciclo (desnaturacao,
anelamento e extensdo), o processo da reacao da cadeia da enzima polimerase
se repete muitas vezes (40 vezes, em média), até que se obtenha a quantidade do
DNA desejado.

A eletroforese em gel de agarose para os resultados da PCR

Para a eletroforese evidenciar os resultados da PCR, prepara-se um gel de
agarose em que o DNA é colocado em pequenos pocos do referido gel e, entdo,
uma corrente elétrica € aplicada. Como o DNA ¢é carregado negativamente, ele ¢
atraido pelo lado positivo, no entanto, para chegar ao lado positivo do gel, o DNA
deve migrar atraveés do gel de agarose. Os fragmentos menores de DNA migram
mais rapidamente quando comparados aos fragmentos de DNA maiores. Apos a
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corrida do gel de eletroforese, os fragmentos de DNA sdo corados com o brometo
de etideo que, por sua vez, tém afinidade pelo DNA e torna-se visivel em contato
com a luz ultravioleta. Dessa forma, localizam-se as bandas que correspondem ao
DNA. Os fragmentos de DNA podem ser isolados e purificados a partir dos géis de
agarose (A) e revelados em brometo de etideo (B).

Figura 1.5 | Eletroforese em gel de agarose

O método de eletroforese e o gel de agarose (A) e a revelacdo do gel com brometo de
etideo (B) usado para deteccao de acidos nucleicos como DNA e RNA.

Fonte: <http://pt.slideshare.net/AdrianaDantas2/eletroforese?related=2>. Acesso em: 6 nov. 2015.

Sabemos que a reacdo em cadeia da enzima polimerase (PCR) é uma técnica
fundamental em todos os laboratorios de Biologia Molecular que trabalha com a
deteccdo dos acidos nucleicos RNA e DNA. Além disso, a técnica chamada PCR
em tempo real (real time) evoluiu a partir da técnica de PCR convencional, tendo
a funcdo de aperfeicoar as limitacdes da técnica anterior. O aparelho de PCR
quantitativo em tempo real € uma técnica que se baseia mais uma vez no principio
da reacdo em cadeia da enzima polimerase (PCR), com a funcdo de multiplicar
o material genético quantificando o referido DNA obtido. A PCR em tempo real
combina com a metodologia de PCR convencional usando um mecanismo
de detecg¢do e quantificacao por parte de fluorescéncia. A metodologia vai nos
permitir gue tanto os processos de amplificacdo, detecc¢do e os de quantificacdo
do DNA sejam realizados em uma sO etapa, favorecendo certa agilidade na
obtencao de resultados, levando a uma diminuicao do risco de contaminacao da
amostra, sem esquecer que esses fatores nos dao maior precisao nos resultados.
A possibilidade do uso deste aparelho € muito ampla, envolvendo, por exemplo:
a quantificacao da expressao génica, a quantificacdo de virus, o diagnostico de
agentes patogénicos, toxicologia forense, a quantificacao de danos que ocorrem
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no DNA, os estudos relacionados a genotipagem, a determinacao durante o pre-
natal do sexo, dosagem génica, oncologia clinica, quantificacdo de proteinas,
microbiologia, analise e quantificacao de DNA mitocondrial e de DNA nuclear,
gqualidade do material genético, entre muitas outras aplicagdes possiveis. Assim, 0s
eqguipamentos de PCR em tempo real detectam e analisam simultaneamente mais
do que um unico sinal de fluorescéncia, permitindo a identificagao de sequéncias
diferenciadas de um gene-alvo numa unica reacao.

ég‘% Assimile

E importante que vocé tenha entendido as principais diferencas e
vantagens do PCR tradicional e do real time ou PCR em tempo real na
deteccado de patologias e diferentes exames genéticos.

Como a situagdo de Clara € delicada, pois envolve a gravidez, os exames
de paternidade, que ja lhe causaram constrangimentos, e agora a patologia da
talassemia, que em sua familia € de origem gencética, Clara pede que os exames de
sua filha sejam confirmados por um exame mais especifico, garantindo-lhe mais
confianca caso se comprove a doenca nela.

@ Reflita

Quais as diferencas entre as técnicas de Biologia Molecular? Quais sao
elas e como realiza-las? Tenha em maos o Manual de Técnicas de PCR:
aplicacdes e padronizacao de reacdes na extracao e de amplificacao
de DNA por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase da
USP. E interessante como as técnicas sdo explicadas com simplicidade,
trazendo a vocé, leitor, um maior contato com a tecnologia laboratorial
indispensavel no diagnostico genético e patologico. Disponivel em:
<http://www.imt.usp.br/images/pdf/proto/aulal.pdf>. Acesso em: 16
nov. 2015.

! Pesquise mais

Com a investigacao e realizagOes de diversos exames, 0s pais podem
saber do diagnostico de talassemia em seu filho com menos de 1 ano
de idade. Clara encontra-se nesta situacao e precisa saber quais exames
devem ser realizados no caso de sua filha Luana apresentar a doenca.
Pesquise outros tipos de testes que podem ser realizados para determinar
o diagnostico de doencas usando a Imuno-hematologia Molecular. Para
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aprofundar o assunto dos exames que levam a deteccdo de doencas
hematologicas e técnicas laboratoriais de Biologia Molecular usadas em
hematologia, leia o sequinte artigo: CASTILHO, L. Imuno-hematologia
molecular: onde estamos e para onde vamos? Rev. Bras. Hematol.
Hemoter., v. 31, n. 4, p. 216-17, 2009. Disponivel em: <http://www.
scielo.br/pdf/rohh/v31n4/a04v31n4>. Acesso em: 8 nov. 2015.

Exemplificando

Como falamos neste conteudo do livro didatico sobre a extracdo
do material genético e a técnica do PCR em tempo real e doenca
hematologica, veja esta pequena revisao que trata de outra patologia
sanguinea, usando a técnica do PCR real time, suas caracteristicas e
eficacia em doencas sanguineas. ALMEIDA, P.S.R. et al. Monitoramento
de doenca residual minima em leucemia mieloide crénica por PCR em
tempo real. Rev . Bras. Hematol. Hemoter., v. 29, n. 4, p. 382-6, 2007.
Disponivel em: <http://www scielo.br/pdf/rohh/v29n4/al2v29n4.pdf>.
Acesso em: 8 nov. 2015.

Faca vocé mesmo

Antes de prosseguir o seu estudo, pense como seria a vida de Luana
caso ela descobrisse ser portadora de talassemia. Qual a gravidade da
anemia e de situacdes que envolvam problemas de ordem hematologica
em seu organismo, ja no inicio de sua vida? E uma situacdo diferente da
de um adulto que descobre ser portador da talassemia em uma idade
mais avancada? Pesquise e coloque suas ideias sobre esse assunto.

Sem medo de errar

4,
)

Atencao!

Com base em seu estudo deve ficar claro para vocé que a talassemia
existe em diferentes graus, mais leve e mais grave. O tratamento
depende da gravidade da talassemia. Para as talassemias do tipo minor,
que € mais comum, Nao € necessario tratamento.
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= Lembre-se

Ul

Para o tratamento da talassemia intermediaria, muitas vezes, € necessario
realizar transfusdes de sangue aliadas a suplementacao de acido folico.
O acido folico € uma vitamina que seu COrpo usa € necessita para
produzir as hemacias sanguineas. Ja no caso da talassemia grave, além
de transfus®es de sangue e acido folico, muitas vezes é necessaria a

quimioterapia.

Com a realizacdo de PCR em tempo real ou real time, foi fechado que o
diagnostico de Luana para a talassemia € positivo. Assim como a mae, Luana €
portadora dessa patologia, no entanto, ndo se sabe a gravidade da doencga dela.
Esperam-se os resultados para saber se a crianga necessita de um tratamento
mais minucioso e especifico envolvendo transfusdo de sangue, entre outros

tratamentos, ou nao.

Avancgando na pratica

-
= Lembre-se
Antes de comecar a ler a situacdo-problema a sequir, € importante
que vocé tenha entendido as diferencas ou a gravidade dos tipos de
talassemia para compreender o prognostico da doenca de Luana.
Pratique mais!
Instrucao

seus colegas.

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situacdes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com as de

Tipos de talassemia e suas caracteristicas

1. Competéncia geral

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Compreender como ocorre a extragao do DNA e andlise
laboratorial desse material genético, dentro de técnicas de
Biologia Molecular.

3. Conteudos relacionados

Metodos de extragdo de DNA e analise laboratorial do DNA.

(continua)
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A filha de Clara nasceu e chama-se Luana. A crianga ¢ forte,
sadia, porém ira realizar os testes necessarios para verificacdo se
€ portadora da talassemia como a méae. Para isso, amostras de
sangue da crianga foram coletadas para que se realizassem 0s
testes de recém-nascido e aquele relacionado a determinacéo
da talassemia. Além do teste feito por eletroforese, Clara solicitou
que fosse realizado também por outro meétodo, para que se
confirmasse o diagnostico. O exame de Luana sera, entdo, por
PCR em tempo real ou real time. No entanto, ha a suspeita de
Luana apresentar um tipo mais grave de talassemia do que a de
sua mée Clara, pois a quantidade de Ferro da crianga detectou
uma anemia mais grave.

4. Descricdo da SP

A realizagdo de testes com o uso de técnicas de Biologia
Molecular como real time confirmou os resultados positivos
para a talassemia em Luana como sua mée havia suspeitado.
5. Resolugéo da SP: No momento dos exames de recém-nascido verificou-se uma
anemia severa em Luana e, assim, o resultado do exame de
talassemia mostra que ela deve fazer rapidamente transfusdes
de sangue para conter a anemia.

@ Faca vocé mesmo

Qual a chance de a filha de Clara passar por tratamentos medicos e nao
sofrer nenhum tipo de intercorréncia em seu tratamento? Ha risco de
vida para a crianca? Busque essas informacdes, elencando quais possiveis
problemas podem aparecer no decorrer do tratamento de Luana.

Faca valer a penal!

1. A talassemia € uma doenca de origem
que resultaem ____ . Os tipos da doenca podem variar de
mais leve, intermediaria e mais grave. Este diagnostico determinara o
tipo de tratamento que vai desde a ingestao de
até a necessidade de

Com base na afirmacdo acima, qual sentenca justifica a frase citada:

a) Adquirida, anemia, vitamina C, transfusao de sangue e antibidticos.

b) Genética ou adquirida, anemia, acido folico, transfusdao de sangue,
quimioterapia.

c) Inata, deficiéncia de zinco, vitamina D, transfusdo de sangue, cirurgia.
d) Inata, deficiéncia de ferro, vitamina D, quimioterapia, cirurgia.
e) Adquirida ou genética, anemia, vitamina D, cirurgia, quimioterapia.
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2. Sabe-se que a conformacdo estrutural do DNA tem forma original

de apresentando resisténcia e estabilidade em sua
molécula. A extracao de DNA inclui dois procedimentos principais que
sao: presente na amostra a ser estudada

e a propria . A alternativa que completa a frase
corretamente é:

a) Eucariontes, quebra ou lise, determinagcao do DNA.

b) Procariontes, o estudo da membrana, purificacao do DNA.

c) Dupla fita, quebra ou lise, purificagcao do DNA.

d) Dupla fita, estudo da membrana, identificacdo nuclear.
)

e) Eucariontes, quebra ou lise, sintese de proteinas.

3. Quanto mais puro o material genético obtido, mais precisas serdo a
avaliacao e a quantificacdo desse material. No entanto, para preservar
a integridade do material durante toda a técnica de extracdo, sao
necessarios alguns cuidados iniciais:

|. Assim, o material deve ser guardado de forma adequada em baixas
temperaturas até o momento de ser submetido a extracao do DNA.

Il. Pode-se estocar o material genético em grandes quantidades
(volume), pois quanto mais amostras melhor o resultado.

lll. O congelamento e descongelamento sucessivo das amostras acaba
oxidando o material, perdendo as amostras.

IV.Vocé nao precisa se preocupar em usar luvas no manuseio do DNA, &
sO tomar cuidado no momento da revelacdo do material genético com
o Brometo de Etideo.

V. Salas e ambientes separados e climatizados sdo importantes para
a extracdo do DNA, sendo que a extracdo deve ser trabalhada em
Eppendorfs DNASE e RNASE free para que as amostras ndo apresentem
contaminacdes durante suas analises.

Diante das afirmativas, pode-se concluir que:
a) As alternativas I, Il, Il estdo corretas.

b) As alternativas lll, IV, V estdo corretas.
c) As alternativas |, Ill, IV estdo corretas.
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d) As alternativas |, Il, IV estdo corretas.
e) As alternativas |, Ill, V estdo corretas.
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Secao 14

Evolucao da biologia molecular

Dialogo aberto

Clara descobriu que Luana € portadora de talassemia. A talassemia € uma doenca
genética que pode apresentar-se de uma forma mais branda sem precisar de
tratamento mais rigoroso, ou ainda apresentar-se de forma mais grave necessitando
de uma alimentacao saudavel, acido folico e até transfusdes de sangue. Em casos
extremos faz-se necessario a quimioterapia. Exames detectaram que o bebé de Clara
apresenta a forma mais grave de talassemia, necessitando de transfusdo de sangue.
Clara fica desesperada, porque, além de ser muito pequena, a crianga precisa receber
a transfusao de um doador compativel sem, no entanto, apresentar tracos de qualquer
doenca, pois, como Luana ainda tem um sistema imunologico incompleto, poderia nao
aguentar (ou ndo consequir reagir) determinada patologia e agravar seu quadro clinico.
Assim, o hospital que esta cuidando de Luana se interessou em fazer um estudo mais
detalhado sobre esse tipo de patologia em criancas. Clara ficou preocupada em deixar
que os dados clinicos da doenca de sua filha fossem arquivados para pesquisa, mas
concordou que a pesquisa fosse realizada porque, caso se tratasse de um caso raro,
seria necessaria a intervencao desses estudos nessa area. Para isso, um conjunto de
técnicas da genética molecular deve ser aplicado ao estudo do genoma e das doencas
genéticas de Luana. Esse assunto € muito importante na area de genética médica,
gue tem como objetivo principal compreender a importancia do sequenciamento
genético e a base molecular das doencgas genéticas como a talassemia.

Desta forma, uma vez que se compreenda O mecanismo molecular da
doenca de Luana, deve ser possivel chegar a um diagnostico mais aperfeicoado,
relacionando o DNA ou RNA e, ainda, tentar uma intervencao para a cura da
doenca. Assim, € sugerido 0 sequenciamento genético da talassemia apresentada
por Luana, sabendo exatamente qual é a especificidade dessa doenca em
bebés, a susceptibilidade e a resisténcia a esse tipo de doenca, a tolerancia aos
medicamentos necessarios e outros parametros ligados a doenca, que estdo
relacionados a diversidade e sobrevivéncia da espécie humana.

Vamos aprender um pouco mais sobre as tecnicas de Biologia Molecular
envolvendo o sequenciamento e as bibliotecas de DNA e o Projeto Genoma,
assuntos essenciais que garantem a evolucao da Biologia Molecular.
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Nao pode faltar

Com o aparecimento de numerosas doencas ja diagnosticadas e outras ainda
sem cura, o estudo das técnicas de Biologia Molecular e o aprofundamento do
estudo das variadas doencgas geneticas e adquiridas, justificam o aprendizado do
seguenciamento de genes.

O sequenciamento de genes seria entdao uma série de reacdes e métodos
bioquimicos que tém o objetivo de determinar a ordem das bases nitrogenadas da
molécula de DNA: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T). O que sabemos
e esperamos € que a montagem do genoma feito através da uniao de sequéncias
de DNA seja agrupada para entdo criar uma representacdo do cromossomao original
ao DNA que estamos estudando. Sendo assim, em que ponto do DNA exatamente
estaria a alteracdo genética para a talassemia no conjunto de genes de Luana?

No processo de um sequenciamento genético, todo o DNA € analisado,
fragmentando o material genético em milhdes de peguenos pedacos.
Essas pequenas porcdes diminutas do gene sao lidas por equipamentos de
seguenciamento automatico, que sao capazes de ler até 1.000 nucleotideos ou
pares de bases de uma so vez, reunindo as partes dos genes e colocando-as na
ordem original, detectando altera¢cdes e coincidéncias entre diferentes pedacos de
DNA. As partes que coincidem podem ser fundidas, unindo dois pedacos de DNA.
O processo é repetido até montar a sequéncia completa.

Métodos de sequenciamento

O sequenciamento de DNA ¢ um meétodo de Biologia Molecular que tem por
finalidade determinar a sequéncia de nucleotideos em uma determinada molécula
de DNA.

Por que sequenciar um gene?

As técnicas de sequenciamento surgiram em 1977 com o método de
degradacdo quimica e enzimatica, em que o tratamento do material genético com
determinadas substancias quimicas corta a molécula de DNA em nucleotideos
especificos. Assim, marcavam-se radioativamente as extremidades do DNA e
purificava-se o fragmento a ser sequenciado. No entanto, a técnica limitava o
tamanho a 100 bases devido a resolu¢ao oferecida pelo gel de poliacrilamida. Em
sequida, criou-se o método de Sanger, que seria mais rapido e acurado e baseava-
se em uma extensdo radioativa feita em nucleotideos (normalmente citosina) no
primer ou nas sequéncias terminadoras da molécula.

Com 0s avancos na area, essa marcacao foi substituida por compostos
fluorescentes (fluorocromos). Dessa forma, a regido passava a ter uma cor
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especifica através da adicao do composto fluorescente. Assim, sequenciadores
automaticos que se associam a softwares especificos facilitam a distincdo de cada
fluorocromo, armazenando o nucleotideo correspondente em bancos de dados e
deixando o resultado ja pronto para ser usado.

Com a evolucdo nos equipamentos, desenvolveu-se a técnica da eletroforese
capilar que € a migragcao de amostras carregadas eletricamente em um ambiente
que contém solucdo-tampao (eletrolito carreador), atraveés da qual uma corrente
elétrica ¢ aplicada. Assim, capilares e eletrodos contendo solugdo-tampao
conduzem corrente elétrica, fornecendo funcdo tamponante ao ambiente. A
amostra gue contém substancia idnica e que conduz corrente elétrica € introduzida
no capilar que, sob a influéncia do campo elétrico, faz com que as amostras
migrem para o eletrodo correspondente: cations para catodos e anions para
anodos. Dessa forma, os sequenciamentos de genes que analisavam no maximo
100 bases, hoje passaram a analisar 700 bases com uma qualidade muito alta. Veja
que interessante, atualmente, com toda essa tecnologia, 0s equipamentos fazem
aproximadamente 96 sequenciamentos a cada duas horas.

{%5‘? Assimile

Para que se possa realizar um sequenciamento de DNA, necessita-se de
um numero abundante de copias do fragmento que sera sequenciado.
Esse fragmento pode ser obtido pela reacao de PCR que é seguida de
purificacao, sendo retirados 0s excessos de reagentes ndo consumidos
na teécnica.

Aplicacdo do sequenciamento

A aplicacdo do sequenciamento acontece na analise gendmica, em que
se conhece o conjunto de genes de determinada espécie animal e vegetal na
ciéncia forense, na analise filogenética, conservacao das espécies, epidemias virais,
descoberta de drogas, screening genético, dentre outras aplicacdes.

Com o grande numero de dados obtidos no sequenciamento, pode aparecer
uma certa dificuldade em analisar o entendimento das informacdes contidas
nesses genomas. Uma das técnicas usadas hoje é o microarray (microarranjos de
DNA), determinando a expressao de milhares de genes e identificando aqueles
envolvidos em doencas em larga escala de diferentes patdgenos. Essa técnica
¢ diferente da PCR, utilizando equipamentos e reagentes especificos e pessoas
treinadas para interpretacdo de resultados.

Assim um array de DNA seria um arranjo de oligonucleotideos (ou de sequéncia
de cDNA) de fita Unica que esta fixado em um suporte como membrana de nailon,
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ldmina de vidro ou, ainda, um chip de silica (ou chip de DNA). O exemplar mais
conhecido é o GeneChip®.

O importante € vocé saber que os experimentos de arrays de DNA nos permitem
fazer uma comparacao génica entre duas ou mais amostras como: analisar células
normais versus tumorais, ou células infectadas versus normais. Nos chips de DNA
€ possivel sintetizar milhdes de oligonucleotideos em um so arranjo, que podera
conter todos 0s genes de um organismo, por exemplo, Como 0 genoma humano;
isso de uma so vez.

Projeto Genoma

O Projeto Genoma Humano (PGH) ¢ o mapeamento do genoma humano que
identifica todos os genes e seus nucleotideos, decifrando o conjunto de genes
de um determinado organismo. Assim, sequenciam-se, um a um, 0S genes que
codificam as proteinas do corpo humano e ainda sequéncias de DNA que nao
sdo genes. Esse projeto reuniu um esforco mundial de pesquisadores, medicos e
centros de pesquisa e surgiu por iniciativa do National Institute of Health (NIH) dos
Estados Unidos.

Devido a um grande interesse e esfor¢cos da comunidade cientifica internacional
associados aos avancos na area da bioinformatica e das tecnologias de informacao,
um primeiro desenho do genoma foi montado em 26 de junho de 2000, dois
anos antes do que era previsto. Assim, na data de 14 de abril de 2003, o projeto
foi concluido com sucesso, sequenciando 99% do genoma humano, com uma
precisdo de 99,99%.

Projeto Genoma e seus beneficios

O que é muito interessante saber sobre o Projeto Genoma é que, através do
mapeamento genético do genoma humano, sera possivel, em breve, encontrar
as causas de diferentes enfermidades. Novos medicamentos e vacinas podem ser
elaborados a partir de informacdes obtidas por pesquisas. Descobrindo a causa ou
O motivo de varias doencgas, o ser humano pode adotar maneiras de se prevenir.
Se uma pessoa sabe gque é geneticamente predisposta a desenvolver cancer de
pulmdo, poderd deixar de fumar, adotando medidas saudaveis que retardem ou
evitem a doenca. Pesquisas genéticas e determinados exames especializados
detectam, ainda, se um embrido possui genes para determinada patologia,
tornando possivel um tratamento adequado ou cirurgia desde os primeiros dias de
sua vida. Todos esses procedimentos diminuem os efeitos danosos que a doenca
pode trazer a um organismo, assim como tambeém as sequelas que poderiam
futuramente aparecer.

Como a montagem do genoma € feita pela uniao das sequéncias de DNA que
se juntam para criar uma representacao do material genético em estudo, sabe-se

Anélise de acidos nucleicos



gue para isso, inicialmente € necessario que 0 DNA seja partido em milhdes de
peguenos pedacos. Esses pedacos sdo ‘lidos" por maquinas de sequenciamento
automatico, que podem ler até mil nucleotideos ou bases de uma sO vez. Nessa
leitura, detectam-se todos os locais Nos quais existem coincidéncias entre pedacos
distintos de DNA. Assim, as partes coincidentes podem ser fundidas, unindo dois
pedacos de DNA. O processo € repetido até montar a sequéncia completa.

g Pesquise mais

Os avancos na tecnologia da Biologia Molecular sdo inumeros e
usados tanto para caracterizar genomas normais quanto patologicos.
Enquanto questdes éticas sdo abordadas sobre esse tema, oS
laboratorios estudam a possibilidade de desenvolver e aplicar testes de
DNA, pois do ponto de vista comercial os interesses sdo muito grandes.
Entender a complexidade de algumas situacdes e a dificuldade de se
tomar decisdes em beneficio dos envolvidos, evidencia a importancia
de se discutir questdes éticas com toda a sociedade. ZATZ, M. Projeto
Genoma Humano e Etica. Sdo Paulo em Perspectiva, v. 14, n. 3, p. 47-
52, 2000. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/spp/v14n3/9771.
pdf>. Acesso em: 11 nov. 2015.

Bibliotecas de DNA

Uma biblioteca de genes é tida como uma colec¢ao de fragmentos de DNA de um
organismo, obtido pela acao de enzimas de restricdo, inserido em um hospedeiro.
A Dbiblioteca de genes é representativa do conjunto de todos os genes de um
determinado organismo, sendo importante quando se pretende isolar um gene
especifico. Assim, quando o objetivo do trabalho é clonar um determinado gene
ou o cDNA (DNA complementar), torna-se necessaria a construcao de colecdes
de genes recombinantes, favorecendo diferentes estudos. Se esses dados forem
obtidos a partir de um DNA gendmico, representando todo 0 genoma, acaba por
constituir uma biblioteca de genes. A biblioteca de DNA complementar (cDNA)
sao os clones de DNA complementares derivados de diversos mensageiros da
célula (MRNA) de determinado tecido de interesse. Uma biblioteca de genes que
envolve uma coldnia de bactérias, por exemplo, utiliza um plasmideo ou placas
de fagos (se o vetor usado for um fago) com o material de DNA recombinante.
Essa situagcao inclui sequéncias de um genoma inteiro de um organismo em
gue diversas sequéncias sao expressas por um tipo celular em particular ou por
sequéncias existentes em um fragmento de DNA.

Quando tratamos o gene do exemplo citado com a enzima RNase H, esta faz
cortes no material criando espacos na cadeia de RNA. Assim a cadeia complementar
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de DNA é por sua vez copiada, formando-se novos DNAs complementares (CDNA)
de cadeia dupla por acdo de uma enzima DNA polimerase. O primer para esse
sequenciamento seria o fragmento de mRNA original.

Figura 1.7 | Sintese de cDNA de cadeia dupla, em que o mRNA ¢é extraido de um determinado
tecido e o cDNA ¢é sintetizado a partir de um MmRNA na presenca da agdo da enzima
transcriptase reversa. Um oligonucleotideo complementar a cauda poli-A da extremidade
3" do mRNA (a direita, acima da figura) se hibridiza com esta parte do gene, servindo como
primer da enzima transcriptase reversa, que por sua vez copia o RNA para uma cadeia
complementar de DNA, formando um hibrido DNA/RNA.

, , Cauda poli A
5  AUG A
mRNA : AAAAAAAA
Transcriptase
reversa TTTT
e
+dNTPs

Oligo dT iniciador

cDNA TTTT
E. coli Rnase H

0 0 OO0 [0 [0 [0 [CE [ AAAAAAAA

cDNA TTTT

DNA Polimerase |
+dNTPs

(|
[
T4 DNA Polimerase |
|
I —

CDNA fita dupla

CDNA

Fonte: <http://users.med.up.pt/med05009/bcm/bibliocdna.htm>. Acesso em: 11 nov. 2015.

@ Reflita

Vocé percebeu guanta importancia tem o estudo ou a investigacao
cientifica no seguenciamento de diferentes genes envolvidos em
patologias? Para isso, leia o artigo que fala a respeito das alteracdes
geneticas que sao responsaveis pelo aparecimento das hemoglobinas
variantes e/ou em genes reguladores, resultando nas talassemias.
BERTHOLO, L.C.; MOREIRA, HW. Amplificacdo génica alelo-especifica
na caracterizacdo das hemoglobinas S, C e D e as interacdes entre
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elas e talassemias beta. J. Bras. Patol. Med. Lab., v. 42, n. 4, p. 245-
51, ago. 2006. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/jbpml/v42n4/
a04v42n4.pdf>. Acesso em: 11 nov. 2015.

Exemplificando

Como estudamos a importancia do sequenciamento do material
genético na descoberta de alteracdes genéticas e patologicas, ainda €
possivel aplicar o referente estudo quando se faz uso da terapia génica
para curar doencas genéticas, substituindo um gene com defeito (ou
aquele que esteja ausente). Também a técnica de Southern Blotting, o
aproveitamento do material genético para comparar o DNA recolhido
em cenas de crime com as do(s) suspeito(s); e o uso de sondas de
DNA para efetuar diagnosticos e identificar os agentes patogénicos
gue estdo No sangue e nos alimentos.

Faca vocé mesmo

Agora que foi identificada a doenca de Luana e sabe-se que tratamentos
mais pesados fardo parte da rotina da crianca, o que fazer para que
iISSO Ndo venha causar mais problemas a saude do bebé e até risco
de vida? Enumere quais doencas poderiam ser transmitidas em caso
de transfusao sanguinea neste momento em que foi determinada a
necessidade de tal tipo de tratamento.

Vocabulario

Hibridizacao do DNA: processo de emparelhamento de cadeias do
material genético (DNA) por complementaridade de bases nitrogenadas.

Sem medo de errar

,
e

Atencao!

O tratamento da talassemia maior ou grave é feito ao longo de toda
a vida do paciente, através de transfusdes sanguineas periodicas, a
cada trés ou quatro semanas. Esse fato ameniza o aparecimento da
anemia crénica, sem prejudicar muito o desenvolvimento Osseo e
o funcionamento do coracao, garantindo a quantidade de oxigénio
suficiente para o funcionamento organico.
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Como osresultados de Luana foram positivos para a talassemia e a crianca precisa
de transfusao de sangue, a equipe médica dara inicio ao estudo do sequenciamento
genético da talassemia. Dessa forma, uma vez que se compreenda O mecanismo
molecular da doenca de Luana, deve ser possivel chegar a um diagnostico mais
aperfeicoado, intervindo para a cura da doenca. Assim, sera possivel saber a
especificidade dessa doenca em bebés, a susceptibilidade e a resisténcia a esse
tipo de doenca, e a tolerancia aos medicamentos utilizados.

-
t—l Lembre-se

Antes de comecar a ler a situacdo-problema a seqguir, € importante
que vocé tenha entendido quais os riscos do tratamento de Luana e
a importancia do sequenciamento genético na maioria das patologias
ainda sem cura. Com as transfusdes sanguineas, a pessoa passa a
acumular ferro no organismo, fazendo com que a terapéutica para a
doenca inclua, ainda, o uso de medicamentos para retirar 0 excesso
de ferro do corpo, o qual poderia trazer danos irreversiveis para 0rgaos
vitais caso nao fosse tratado. Outro problema das transfusdes de
sangue € o risco de contrair doencas infecciosas. Por fim, a alternativa
de tratamento da talassemia maior seria um transplante de medula
0Ossea, que precisa de acompanhamento o tempo todo com relagao
ao paciente.

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com as de
seus colegas.

Tratamentos da talassemia

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia geral de aplicar aos diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e Biotecnologia.

Compreender como acontece a evolugdo da Biologia
2. Objetivos de aprendizagem Molecular, 0 sequenciamento genético, a importancia das
bibliotecas de DNA e do Projeto Genoma.

3. Conteudos relacionados Bibliotecas de DNA, Projeto Genoma e Genoma e

sequenciamento de DNA.

(continua)
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Luana € portadora de talassemia como a mée, no entanto
os exames relatam que ela apresenta a forma mais grave
de talassemia, necessitando de transfusdo de sangue. Clara
fica desesperada, porque, além de muito pequena, a crianga
precisa receber a transfusdo de um doador compativel sem,
no entanto, apresentar tracos de qualquer doenga, pois Como
Luana € pequena e ainda tem um sistema imunologico
4. Descricao da SP incompleto, poderia ndo aguentar (ou nédo conseguir reagir)
determinada patologia e agravar seu quadro clinico. Assim, o
hospital que esta cuidando de Luana se interessou em fazer
um estudo mais detalhado sobre esse tipo de patologia em
criangas. Enquanto se iniclam as transfusdes sanguineas
Luana passa bem, no entanto, ha a necessidade de saber
atraves de exames, apos algum tempo, se ela ndo contraiu
alguma doenga infecciosa.

A realizacdo de testes com o uso de técnicas de Biologia
Molecular como real time confirmou os resultados positivos
para a talassemia em Luana, como sua mae havia suspeitado.
No momento dos exames de recém-nascido, verificou-se
uma anemia severa em Luana e assim o resultado do exame de
5. Resolucédo da SP: talassemia mostra que ela deve fazer rapidamente transfusdes
de sangue para conter a anemia. Nao foram identificadas
doencas infecciosas em Luana e a transfuséo foi bem aceita
pelo organismo da crianga. Esse procedimento seguira até
que as taxas dos componentes sanguineos necessarias para
conter a anemia se estabilizem dentro da normalidade.

@ Faca vocé mesmo

As tecnicas de Biologia Molecular sdo amplamente utilizadas para o
diagnostico de doencgas, como no diagnostico da talassemia e do HIV
por exemplo. Identifigue outras doencas que s sao possiveis de serem
descobertas com o auxilio de técnicas moleculares.

Faca valer a penal!

1. O sequenciamento de genes seria uma série de reacdes e metodos
bioquimicos que tém o objetivo de determinar a ordem das bases
nitrogenadas da molécula de DNA: adenina (A), guanina (G), citosina (C)
e timina (T). Assim podemos afirmar que:

a) A montagem do genoma ¢ feita através da unidao de sequéncias de
DNA agrupadas para entdao criar uma representacdo do cromossomo
original do DNA.

b) As montagens de sequéncias de proteinas sdo feitas através do
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estimulo de enzimas de restricao e inibicdo da taq polimerase.

c) Adesnaturacao, amplificacdo e extensdo sao as fases do sequenciamento
genético.

d) A formacgado de genes alelos tém origem de um Unico cromossomo.
e) Amontagem do cariotipo é feita para identificacdo de genes mutantes.

2. No processo de um sequenciamento genético, todo o DNA é
analisado, fragmentando o material genético em milhdes de pequenos
pedacos. Assim:

|. As pequenas porc¢des diminutas do gene sdo “lidas” por equipamentos
de sequenciamento automatico, que leem até mil nucleotideos ou pares
de bases de uma so vez.

II. Os genes rednem suas partes e as colocam na ordem original,
detectando alteracdes e coincidéncias entre diferentes pedacos de DNA.

lll. As partes do gene que coincidem podem ser fundidas, unindo dois
pedacos de DNA.

IV. O processo de sequenciamento acontece uma unica vez.

V. O processo de sequenciamento é repetido até montar a sequéncia
completa.

Pode-se afirmar que:

a) As alternativas |, Il, lll, IV estao corretas.
b) As alternativas |, Ill, IV, V estdo corretas.
c) As alternativas Ill, IV, V estdo corretas.
d) As alternativas |, Il, I, V estdo corretas.
)

e) As alternativas |, IV, V estao corretas.

3. O sequenciamento de DNA é um metodo de Biologia Molecular que
tem por finalidade:

a) Facilitar a entrada e saida de genes.

b) Determinar a sequéncia de nucleotideos em uma determinada
molécula de DNA.

Anaélise de acidos nucleicos



c) Realizar a copia de um cDNA e RNAt para garantir a formagdo de
Novos genes.

d) Extrair o RNA do tecido.
e) Colaborar com a formacdo de novas cadeias de genes mutantes.
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Secao 2.1

Caodigo Genético
Dialogo aberto

Alice € vaidosa e se importa muito com sua aparéncia, fazendo dietas, exercicios
fisicos e adquirindo produtos de beleza. Outro costume de Alice é estar sempre
bronzeada; mesmo em dias mais frios, ela gosta de ir a praia ou piscina, ficando
muito tempo exposta ao sol e aos raios ultravioletas, recorrendo, muitas vezes, ao
bronzeamento artificial. Realmente Alice chama a atencao e se destaca por sua beleza,
Nno entanto precisa saber se toda essa vaidade nao pode acabar lhe fazendo mal
guando se trata de exageros e excessiva preocupacao com o culto pela beleza.

Alice, mais uma vez, combinou com suas amigas de passar o final de semana na
praia para aproveitar o feriado prolongado. Esta pensando no casamento em que ela
serd madrinha daqui a 15 dias. Disse a uma de suas amigas: "Ana, preciso ficar no sol o
final de semana inteiro, se Ndo Meu vestido do casamento nao ira ficar legal, a cor nao
ird combinar comigo”. Ana, que percebeu mais uma vez o exagero, disse: “cuidado,
amigal Vocé esta exagerando, ja esta bem assim. E mais, deveria pensar quais os
problemas que o excesso de sol pode trazer a vocé e a sua pele”. Assim, quais seriam
as principais consequéncias do excesso de radiagdes No corpo de uma pessoa? Quais
patologias podem ser desencadeadas com o passar do tempo? Todos os conteudos
envolvidos nesta secao irdo ajudar vocé a pensar na importancia da Biologia Molecular
relacionada ao entendimento do codigo genético, os fatores que interferem nesse
codigo, assim como também o diagnostico, prognostico e tratamento de doencas
ajudando vocé a resolver a situacao-problema enfrentada por Alice.

Nao pode faltar
Ha tempos, questionava-se sobre qual seria a molécula fundamental da vida que

determinava ou que seria responsavel pelas caracteristicas hereditarias do ser humano.
No entanto, apos as pesquisas desenvolvidas por Watson e Crick em 1953, determinou-
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se a estrutura molecular do DNA, molécula responsavel pelo armazenamento da
informacao e heranca genética. Apos estudos posteriores vinculados a essa descoberta,
foi postulado o Dogma Central da Biologia Molecular, que reune toda informacao
genética contida no DNA das células.

Como ja pudemos aprender, a biologia molecular desenvolveu métodos e técnicas
de manipulacao do DNA e RNA, a fim de que esse material genético fosse extraido
e purificado, determinando assim o sequenciamento de genes. Assim, a ciéncia nos
permitiu determinar a composicao do genoma de varias espéecies, ‘lendo” os milhdes
de pares de bases contidos na molécula de DNA de determinada espécie de interesse.
Esse fato nos fornece uma quantidade enorme de informacdes, que precisam ser
processadas, organizadas e armazenadas para posterior analise.

O gene € uma sequéncia de diferentes nucleotideos que formam os cromossomaos.
Cada gene codifica uma proteina que € por sua vez um conjunto de aminoacidos. O
gene é formado por uma sequéncia de DNA e RNA, no qual o RNA é o responsavel
pela sintese de proteinas da célula. Por definicao, gene é a unidade fundamental da
hereditariedade, pois contém a informacao genética que € transmitida de pai para
filho. Hoje em dia, um gene € uma proteina, ou seja, um segmento de DNA que
produz uma cadeia polipeptidica. No entanto, descobertas recentes vém mostrando
que a realidade € mais complexa ainda do que esse conceito.

Na verdade, se em uma bactéria 0 numero de proteinas sintetizadas € grande,
necessitando por volta de 3 milhdes de pares de bases para o estudo de determinado
DNA, na célula humana, entdo, o processo € muito mais complexo. Existe, desta
forma, a necessidade de um controle muito mais eficiente para definir ou determinar
quais genes serao ativados e quais proteinas serao sintetizadas em cada tecido, a cada
fase do desenvolvimento. Desta maneira, 0 controle da expressdo génica € feito por
sequéncias de DNA que ativam determinados genes, informando qual © momento
correto que ele deve ser expresso e em qual intensidade.

O controle da expressdo do gene ndo esta na regido codificadora do gene
transcrita em RNAM. Quem controla todo o processo de transcricdo € a enzima DNA
polimerase, ligando-se a uma regido anterior a por¢ao codificante do gene, conhecida
como sequéncia promotora ou promotor. Tanto no inicio quanto no final, sequéncias
especificas definem a uma unidade de transcricdo, a qual produz uma molécula
de RNA. Esse RNA produzido ¢ diferente daquele que conhecemos anteriormente,
chamado de RNA heterogéneo nuclear (hnRNA) ou transcrito primario. Esse RNA,
apos passar por diferentes processos na transcricao, forma o RNA maduro que ai
sim sai do nucleo e passa a ser transcrito no citoplasma. A traducdo se da na leitura
da sequéncia no sentido 5 para 3, iniciando-se na sequéncia de pares de bases
conhecida como AUG (codon ligado ao aminoacido metionina), prosseguindo até o
final do processo no qual encontra sequéncias determinadas com codon finalizador
que pode ser de trés tipos: UAA, UGA, UAG.
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O cédigo do DNA

Como sabemos, a molécula de DNA carrega as informacgdes corretas da sequéncia
de aminoacidos que formam as varias proteinas de nossas células. A molécula de DNA
possui as cadeias polipeptidicas lineares de acordo com a sequéncia de nucleotideos
da molécula. Também na molécula de DNA cada posicao pode conter quatro
nucleotideos formados a partir dos 20 aminoacidos que aparecem nos diferentes
pontos do DNA.

Mas saiba que o codigo genético nao € composto simplesmente por um unico
nucleotideo controlando a posicao de um aminoacido, nao pode ser, pois pense:
se assim o fosse, teriamos apenas quatro possibilidades de combinacdes. Ainda se
pensassemos em dois nucleotideos, tambeém ndo seriam suficientes para definir onde
e como ficariam os 20 tipos de aminoacidos na cadeia de proteinas, pois 0 nUmero de
combinacdes possiveis seriam 16. Assim, se tivermos trés nucleotideos determinando o
numero de combinacdes possiveis na cadeia polipeptidica, teriamos 64 combinacdes,
sendo um numero suficiente de combinacdes para a disponibilidade de aminoacidos.

Desta forma, no ano de 1966, o codigo genético foi decifrado, ficando determinado
que:

1-Osaminoacidos sdo codificados por uma combinacdo de trés bases nitrogenadas
do DNA, formando uma unidade conhecida como CODON:

2 - Um mesmo aminoacido pode ser definido por mais de um codon, sendo
chamado de degenerado;

3-Ha trés codons que funcionam para finalizar a sequéncia da cadeia polipeptidica,
determinando a interrupcao da cadeia que esta sendo sintetizada.

Assim, o codigo genético seria o conjunto de cada trés bases nitrogenadas
denominadas CODON, determinando a entrada de um aminoacido especifico ou
marcando o final da sintese proteica. O codon de iniciacdo sera sempre AUG, ou seja,
sempre que houver adenina, uracila € guanina sera iniciada a sintese de proteinas.

A sequéncia de particularidades com relacao ao codigo genético foi sugerida pelo
pesquisador Crick em 1957 e foi chamada de Dogma Central da Biologia Molecular.
Esse tema relata que o fluxo de informacdes genéticas existente na célula obedece
ao sentido unidirecional, sendo o DNA transcrito em RNA e por sua vez traduzido em
proteina.

No entanto, duas colocacdes sao apresentadas em excecao:

- Devido a divisao celular, o DNA € copiado formando novas moléculas deste
material genético, no processo chamado de duplicacdo do DNA;
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- Ainda alguns virus possuem o RNA como material genético, assim o RNA é
copiado e revertido em DNA em um percurso conhecido como transcricao reversa.

Figura 2.1 | Dogma da Biologia Molecular

Duplicacéo Transcricao

DNA [ RNA » PROTEINA
<

Traducgao
Transcricao

Reversa
Replicacdo

Fonte: <http://aprendendobiologia.com.br/?page_id=76>. Acesso em: 21 nov. 2015.

Como vimos, atraves de um sinal vindo  Figura 2.2 | Gene e estrutura do DNA e
de dentro ou de fora de nossas células, um cromossoma
ha um aviso de que € necessario sintetizar
determinada proteina em Nosso organismo.
Assim, o DNAécopiadonoRNA, conservando
a mensagem que esta presente na cadeia
molde (com bases nitrogenadas de uma das
cadeias do material genético hereditario)
favorecendo a formacao da dupla hélice do
DNA. Para que isso aconteca, € necessario o _

. FONTE: http://pt.wikipedia.org/wiki/Gene#/media/

que a dupla fita de DNA se abra separando  File:Genepng. Acesso em: 21 nov. 2015
os polinucleotideos na presenca da enzima
RNA polimerase. Desta forma, o RNA e formado, porém tendo copiado a mensagem
do DNA de forma complementar.

No entanto, para que a mensagem de formacao de sintese proteica aconteca, é
necessario que citemos a presenca de determinadas porcdes dos genes conhecidas
como introns (porcdo que nao tem funcéo codificante e ndo aparecem nas proteinas)
e ainda regides que carregam informacdes codificantes exatamente para a sintese de
proteinas, conhecidas como éxons. Desta forma, na estrutura do DNA existem regides
que antecedem e que vém depois da regido codificadora, bem como as sequéncias
que nao sdo traduzidas (introns) e que se intercalam com o0s segmentos que sdo
traduzidos (eéxons) conforme figura 2.2.

Quando se inicia a copia do DNA, o RNA copia tanto os introns quanto os éxons, so
que antes do RNA sair do nucleo, as porcdes relacionadas aos introns sao removidas,
em um evento conhecido de splicing (processamento do RNA).
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Dessa forma, quando o RNA mensageiro carrega a mensagem do nucleo para
o citoplasma, ele so “carrega” as porcdes correspondentes aos "éxons’, ou seja, 0s
segmentos que serdo realmente traduzidos. E para que servem os introns entao?

Os introns sao sequéncias de bases nitrogenadas presentes no DNA, mas nao
no RNA mensageiro (RNAmM), ndo participando assim da sintese de proteinas, sendo
removidos naturalmente durante a transcricao. Por muito tempo pensou-se que 0s
introns nao serviam para nada durante o processo de traducao de proteinas. Entretanto,
foi descoberto que por volta de 75% do processo da transcricao dos genes humanos
(fase anterior a traducdo da sintese proteica) € realizada na regido dos introns. Assim,
por mais que Nno momento da traducao esses elementos nao aparecam, vale lembrar
gue na transcricao na qual o material genético é duplicado e copiado, os introns
sao regides de fundamental importancia, mostrando a ligacao desta regido com a
requlacédo do gene. O que nado se tinha certeza, entretanto, seria como os introns
seriam transcritos no gene humano, ou qual 0 numero de unidades de transcricao
essas unidades possuem e quais os padrdes de expressdo dos introns nos diversos
tecidos. Por isso, novos estudos levaram em consideracao todos esses dados para que
se soubesse muito mais sobre essas unidades reguladoras da transcricdo dos genes.
Assim, as regides de transcricao estariam nos introns, constatando que nao se trata de
um acontecimento ocasional restrito a alguns genes, mas sim em sua maioria.

Vale lembrar que nossas celulas possuem mecanismos especificos que identificam
em NossoO genoma quais seriam os genes que deveriam ser ativados ou desativados
em determinada situacdo, fazendo com que tanto os introns quanto os éxons
participem da regulacao génica no momento certo. Depois de se ter o conhecimento
do genoma, € importante determinar o sequenciamento dos genes, determinando as
caracteristicas desse material hereditario.

Mutacoes

A Mutacao e considerada uma modificacdo no DNA, o material hereditario da vida.
Pode ser ainda uma mudanca brusca na rede de informacdes genéticas, normalmente
referindo-se as alteracdes de pares de bases do DNA. Essas alteracdes podem ser
maiores, abrangendo inclusive algumas aberracdes cromossdémicas.

Sabemos que diferentes processos que se repetem muitas vezes, podem gerar
erros, principalmente no caso das divisdes celulares gue acontecem ao longo da vida
de um organismo. Geralmente os tecidos do NOssO Corpo possuem mecanismos de
reparo, como se fosse um “controle de qualidade” dos erros que podem aparecer na
copia do material genético. Quando algum defeito escapa do controle, aparecem
entao as mutacoes.

Assim, na fase de replicacdo do DNA, por exemplo, uma base A (adenina) que
deveria se parear com a T (timina) na molécula complementar, pode alinhar-se com
uma citosina (C). Se isso vier a acontecer, a proteina formara um aminoacido
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diferente daquilo que fora programado para a sintese de determinada proteina.
Assim, a alteracao de um unico aminoacido na cadeia polipeptidica pode alterar a
enzima ou proteina que estd sendo formada, fazendo com que ela seja incapaz de
realizar sua funcdo. A alteragao dessa molécula pode desencadear severas alteracdes
Nno organismo, levando o individuo até a morte.

Existem varias doencas humanas desencadeadas devido a troca de um unico
nucleotideo na molécula de DNA, causando assim alteracdes em determinada proteina
fundamental para a célula. Um exemplo desse tipo de alteracao € o aparecimento da
anemia falciforme, doenca que afeta a hemoglobina sanguinea.

Com a mutacdo, o DNA de um organismo € afetado interferindo em seu
comportamento e em sua fisiologia. As mutacdes podem algumas vezes ser
aleatorias, benéficas, neutras ou prejudiciais para o organismo. Quando as mutacdes
nao “tentam” suprir ou usar aquilo que o organismo “necessita’, elas sao consideradas
aleatorias, sem interferir na sua estrutura e no seu funcionamento. Por exemplo, as
mutacdes podem favorecer o aparecimento de uma nova enzima na célula tornando
um organismo mais eficiente para sobreviver em um determinado ambiente.

No entanto, quando a mutagdo acontece durante a  Figura 2.3 | Mutacéo por
mitose em uma célula somatica, ela € transmitida para Substituicao.

as geragdes descendentes. Uma das consequéncias .
desse tipo de mutacao € a formacao de tumores e CTG € A

uma aceleracdo no envelheNcwmento decorrente de um CTG G b~
numero elevado de mutagcdes que foram acumuladas |
durante toda a vida.

Fonte: <http://www.ib.usp.br/evosite/
. , evol01/IIC3aTypes.shtml>.  Acesso
Se as mutagdes acontecerem em  células em: 21nov. 2015,

germinativas como os gametas durante o processo da
meiose, essas informacdes podem ser transmitidas para as novas geracoes.

Tipos de mutagdes: conhecer os tipos de mutagdes facilitam o entendimento dos
inUmeros efeitos destas No organismo.

1- Substituicdo: ¢ uma mutacdo que troca uma base nitrogenada por outra (por
exemplo, a troca de uma unica base A por uma G). Essa substituicao poderia levar a:

A - Mudancas no coédon que codifica um aminoacido causando mudancas
na proteina produzida. Por exemplo, a anemia falciforme acontece devido a uma
substituicdo no gene da proteina beta-hemoglobina, que tem um unico aminoacido
alterado na proteina produzida;

B - Mudancas no codon que codifica © mesmo aminoacido e ndo causa mudancas
na proteina produzida, sao conhecidas como mutacdes silenciosas;

C - Mudancas de um codon codificador de aminoacido para um codon “finalizador”

Andlise de proteinas



U2

pode deixar a proteina incompleta. Esse fato leva a sérias consequéncias, ja que a
proteina incompleta ndo deve funcionar.

2 - Insercao: sao mutacdes onde pares de bases extras sao inseridos em um Novo
lugar no DNA.

Figura 2.4 | Mutacdo por Insercdo

CTGGAG

CTGGETGGAG

Fonte: <http://www.ib.usp.br/evosite/evol01/IlIC3aTypes.shtml>. Acesso em: 21 nov. 2015.
3 - Delegao: sdo mutacdes nas quais um trecho de DNA é perdido ou deletado.

Figura 2.5 | Mutacdo por Delecéo.

CTGGAG
CTAG

Fonte: <http://www.ib.usp.br/evosite/evol01/IIC3aTypes.shtml>. Acesso em: 21 nov. 2015.

4 - Deslocamento do quadro de leitura

Como o DNA codificador de proteinas divide os codons atraves de trés bases
cada, quando ha insercdes e delecdes pode haver alteracdes no material genético a
ponto de sua mensagem perder o sentido. Assim se vocé disser “Com dor nos pées’,
cada letra estaria representando um codon. Se voceé deletar somente a primeira letra
C e tentarmos analisar a sentenca, ela nao fard sentido. Isso acontece também na
Biologia Molecular, nos quais os codons sao lidos de maneira incorreta. Esse fato nos
fornece proteinas que nao sao funcionais, detectando erro na formacao da cadeia
polipeptidica.

é% Assimile

Interessante notar que a mutacao € a mudanca na sequéncia de DNA
de um gene, aliada a recombinagcao génica que € a responsavel pela
variacao geneética dos seres vivos. Assim, as mutacdes benéficas podem
se acumular, resultando em mudancas evolutivas adaptativas.
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Reflita

Uma pequena porcentagem de todas as mutacdes tem na verdade um
efeito positivo. No entanto, mesmo esse pequeno numero de mutacdes
forma novas versdes de proteinas ou enzimas que podem ajudar na
adaptacao de organismos e na manutencdo da biodiversidade. Na
edicdo 237 de 2015 da Fapesp vocé encontra dados desses estudos:
<http://revistapesquisa.fapesp.br/wp-content/uploads/2014/01/076-077_
Leveduras_215.pdf?71b16f>. Acesso em: 22 nov. 2015.

Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito do codigo genético e o Dogma
Central da Biologia Molecular, vocé pode consultar o material disponivel
pela W Educacional Editora e Cursos Ltda. Vocé ird entender o conceito de
fluxo de informacgado genetica postulado pelo Dogma Central da Biologia
Molecular, compreender o que é o Gene e o Codigo Genético, entender
0s processos moleculares que sofreram mudancas e o que foi postulado
pelo Dogma Central da Biologia Molecular dentre outros aspectos da
Biotecnologia. Acesse o link: <http://lms.eadl.com.br/webfolio/Mod3921/
mod_dogma_central_da_biologia_molecular_v2.pdf>. Acesso em: 22
nov. 2015.

O estudo da biologia molecular em identificar a doenca mais cedo, avaliando a
eficacia do tratamento e a escolha da terapia

Assim, a importancia da Biologia Molecular esta também no diagnostico precoce
de diversas doencas. A analise de proteinas usando metodos de Biologia Molecular
fornece uma gama de dados que conseguem contornar os sinais e sintomas de
patologias, tratando ou prevenindo precocemente o desenvolvimento das mesmas.
De modo geral, quanto mais cedo a doenca é descoberta, maior € a chance de
sucesso no tratamento e até mesmo de cura.

O

Exemplificando

Detectar um tumor em estagio inicial da doenca, ou ainda sem ter sinais
e sintomas da mesma, favorece o tratamento do paciente, aumentando
aumentando a chance de cura.
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Faca vocé mesmo

Doencas degenerativas que acabam por incapacitar pacientes sao um
grande desafio para a medicina. Sera que se fosse possivel saber a respeito
da predisposicao genética e sobre a possibilidade de realizacdo de testes
moleculares, nao poderiamos amenizar o sofrimento de pacientes que
sofrem de Alzheimer, por exemplo? Leia e analise o texto a respeito do
envolvimento da Biologia Molecular e doencas neurodegenerativas para
pensar sobre a importancia desta ciéncia na vida das pessoas. Disponivel
em: <http://www. scielo.br/pdf/ramb/v43n1/2078 pdf>. Acesso em: 22
nov. 2015

Sem medo de errar

fr’i Atencéo!
Y

Para entender o contexto das mutacdes e biomarcadores moleculares
relacionados a patologia do cancer juntamente com a geneética e
Biologia Molecular repercutindo na area epidemiologia, leia o material
disponibilizado. Neste artigo, discute-se a ampliacdo das fronteiras da
pesquisa epidemioldgica em cancer com a incorporacao das técnicas da
genética e da Biologia Molecular. Disponivel em: <http//: www.scielosp.
org/pdf/csp/v17n3/4631 pdf>. Acesso em: 22 nov. 2015.

Lembre-se

O conhecimento de biomarcadores moleculares, o papel das mutacdes
geneticas na carcinogénese, a aplicacdo destas técnicas nos estudos
epidemioldgicos e nas implicagcdes para a prevencdo de doencgas € de
grande importancia no diagnostico e tratamento de patologias. Esse estudo
nos permite ampliar a compreensao dos mecanismaos da carcinogénese e
dos efeitos de fatores de risco no cancer.

Um exagero de Alice na exposicao solar tem trazido diferentes preocupacdes
para seus amigos. No ultimo feriado, Alice precisou de ajuda medica devido a essa
excessiva exposicdo solar, o que fez com que a médica que lhe atendeu, alertasse
sobre diferentes manchas e pintas que se mostram morfologicamente alteradas em
sua pele. Sua amiga Ana disse que tem conversado com Alice, e assim que voltarem
para casa agendara uma consulta com a dermatologista.
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Avancando na pratica

&
u Lembre-se

Antes de comecgar a ler a situacdo-problema a sequir, € importante que
vocé tenha em mente a relacao das mutacdes que podemos sofrer
quando ficamos expostos a diferentes fatores ambientais, dentre eles as
luzes ultravioletas vindas da radiacao solar.

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situagdes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois as compare com a de
seus colegas.

“Mutacdes e a saude”

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Entender a estrutura e as informacdes genéticas do DNA,
assim como a acao de enzimas envolvidas na quebra e ligacéo
de pares de bases estruturais do material genético. Além disso,
compreeender a clonagem de DNA e suas caracteristicas.

2. Objetivos de aprendizagem

Conceitos de genes e codigo genetico. As mutacdes e

3. Conteudos relacionados . b "
alteracdes no codigo genetico.

Alice passou o final de semana na praia e sofreu insolagao,
necessitando assim de soro, repouso e alimentacdo leve. No
entanto, assim que se sentiu melhor, agendou uma consulta
com sua dermatologista, pois existern manchas e pintas
morfologicamente alteradas em sua pele. A dermatologista
4. Descricao da SP disse que Alice teria que se cuidar e ndo se expor com tanta
frequéncia a radiagdo solar. Com essa situagdo, a meédica, ja
no proprio consultorio, retirou algumas pintas para que fosse
realizada a biopsia do tecido. As caracteristicas morfologicas
das pintas trouxeram duvidas se Alice ndo estaria com manchas
e pintas alteradas, favorecendo a formacao de cancer de pele.

A realizacéo de biopsia do tecido da pele de Alice mostra
resultados de lesdes malignas em sua pele. Esse fato ressalta
que Alice tera que evitar a exposicado ao sol e cuidar do
processo cancerigeno desencadeado.

5. Resolugédo da SP:
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@ Faca vocé mesmo

As mutagdes aparecem em consequéncia de erros na duplicacdo do
DNA, porém fatores do ambiente elevam a taxa de incidéncia de erros no
material genético como: os raios X, substancias do fumo, a luz ultravioleta
e corantes de determinados alimentos. Procure ver as diferencas que
existem em cada tipo de fator desencadeante de mutacao e suas

implicacdes na vida das pessoas.

Faca valer a pena!

1. O gene € uma sequéncia de diferentes nucleotideos que formam os
cromossomos. Assim é correto afirmar que:

a) Cada gene codifica uma proteina que é por sua vez um conjunto de
aminoacidos.

b) O gene é formado somente por uma sequéncia de RNA, onde o RNA
€ o responsavel pela sintese de proteinas da célula.

c) O gene ndo esta relacionado a hereditariedade, pois a informacado
genética permanece no nucleo.

d) Um gene é uma proteina, no entanto um segmento de DNA ndo
chega a produzir uma cadeia polipeptidica.

e) Os nucleotideos do DNA ndo aparecem no RNA.

2. O controle da expressao do gene nao esta na regido codificadora do gene
transcritaem .Quemcontrolatodooprocessodetranscricdo
€a ligando-se a uma regido anterior a porcao codificante
do gene, conhecida como sequéncia

De acordo com a afirmativa acima, qual a alternativa correta?

a) DNA, RNA polimerase, condensadora.
b) RNA, transcriptase reversa, promotora.
c) RNAt, DNA polimerase, condensadora.
d) RNAr, RNA polimerase, promotora.

e) RNAmM, DNA polimerase, promotora.
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3. Tanto no inicio quanto no final da transcricao, sequéncias especificas
produzem uma molécula de RNA. Esse RNA produzido é chamado de
RNA heterogéneo nuclear (hnnRNA) ou transcrito primario. Esse RNA, apos
passar por diferentes processos na transcricao, forma o RNA maduro
que ai sim sai do nucleo e passa a ser transcrito no citoplasma. Para que
ocorra a transcricdo, qual sequéncia iniciaria e terminaria a formagao
da proteina? A traducao se da na leitura da sequéncia no sentido 5 para
3, iniciando-se na sequéncia de pares de bases conhecida como AUG
(cddon ligado ao aminoacido metionina), prosseguindo até o final
do processo no qual encontra sequéncias determinadas com codon
finalizador que pode ser de trés tipos: UAA, UGA, UAG. Assim, € correto
afirmar que:

a) Inicio UAG e finalizadora UAA, UGA, UAG.
b) Inicio UGA e finalizadora UAG, UAA, UAT.
c) Inicio AUG e finalizadora UAA, UGA, UAG.
d) Inicio UGA e finalizadora UAA, UTA, UCG.
e) Inicio UUA e finalizadora UTT, UCG, GAC.
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Secao 2.2

Sintese de proteinas

Dialogo aberto

Alice € vaidosa e se importa muito com sua aparéncia, fazendo regimes, exercicios
fisicos e adquirindo produtos de beleza. Outro costume de Alice € estar sempre
bronzeada; mesmo em dias mais frios, ela gosta de ir a praia ou piscina, ficando
muito tempo exposta aos raios ultravioletas e ao sol, recorrendo, muitas vezes, ao
bronzeamento artificial. Realmente Alice chama a atencao e se destaca por sua beleza,
Nno entanto precisa saber se toda essa vaidade ndo pode acabar lhe fazendo mal
guando se trata de exageros e excessiva preocupacao com o culto pela beleza.

Alice ficou assustada e até preocupada com o que pode ter ocasionado o cancer
de pele e como seu organismo esta reagindo diante dessas alteracdes patologicas.
Depois de detectar alteracdes em pintas na pele de Alice em uma consulta, a médica
dermatologista buscou entender o que poderia estar desencadeando essa busca
incessante pela beleza. Na ultima consulta, Alice resolveu se abrir com a médica e
lhe dizer que esse efeito da ansiedade ja havia lhe preocupado outras vezes quando
teve bulimia. Nada realmente |he deixava satisfeita, e ai o problema era de ordem
psicologica. Também disse a médica que nao passava um dia sem ir para a academia,
ficando de 2 a 3 horas fazendo exercicios fisicos. Este fato também mostrava que
Alice se preocupava muito com sua aparéncia fisica, sem, no entanto, atentar-se as
desordens psicologicas que poderiam estar envolvidas em situagdes como essa.

A meédica se colocou a disposicdo para ajudar Alice com relacdo ao fator
psicologico que lhe trazia uma ansiedade diaria. Porem, também lhe explicou o que
havia acontecido com relacao as alteracdes sofridas em sua pele. E disse ainda: “Alice,
Muito provavelmente nao so o sol, mas também sua ansiedade € tida como um fator de
estresse. Tudo isso pdde ter favorecido para gue suas celulas sintetizassem as proteinas
de uma forma errada, causando as mutacdes em seus genes que desencadeou O
céncer de pele. Porém, como detectamos isso logo no inicio, vamos resolver este
problema da melhor maneira possivel. No entanto, precisamos trabalhar no sentido
de vocé nao se preocupar tanto com a sua aparéncia fisica indo a academia dia sim,
dia ndo, e tomar sol somente quando for possivel, sem obrigacao”. O que podemos
pensar No que esta acontecendo No organismo de Alice quando o trabalho muscular
€ realizado de modo exagerado? Apesar de saber que € necessario tratar o cancer de
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pele 0 quanto antes, € muito importante neste momento prestar atencao em comao
controlar a ansiedade de Alice; assim, como podemos ajuda-la nesse sentido?

Vamos trabalhar e entender o processo da sintese de proteinas para compreender
melhor o que estd acontecendo com o organismo de Alice.

Nao pode faltar

A sintese proteica € um processo que acontece no interior de todas as células do
organismo, sendo até certo ponto bastante complexo. Esse processo tem duas fases:
transcricao e a traducao.

A transcricao acontece no nucleo das células e consiste na sintese de uma
molécula de RNA mensageiro (MRNA), a partir das informacdes contidas numa
molécula original de DNA. O processo de sintese proteica inicia-se atraves da acao
da enzima RNA-polimerase, que atua na molécula de DNA. A RNA-polimerase
tem a funcao de desfazer a dupla hélice do material genético, pois vai destruindo
as pontes de hidrogénio que ligam as bases complementares (A, T, G, C) das duas
cadeias, afastando-as. A RNA-polimerase inicia assim a sintese de uma nova molécula
de mRNA de acordo com a complementaridade das bases nitrogenadas disponiveis.
Assim, se na cadeia do DNA o nucleotideo for a adenina (A), a RNA-polimerase liga
o MRNA ao nucleotideo uracil (U). Quando a leitura da complementaridade da fita
termina, a molécula de RNA mensageiro separa-se da cadeia do DNA, restabelecendo
assim, as pontes de hidrogénio e reconstituindo a dupla hélice. No entanto, nem
todas as sequéncias de bases nitrogenadas contidas na molécula do DNA codificam
aminoacidos. Vale lembrar que antes de sair do nucleo, o RNA sintetizado sofre um
processamento chamado de "'maturacao’, fazendo com que determinadas porcoes
do RNA sejam transcritos (introns), sendo posteriormente removidos. Outras porcdes
conhecidas como éxons ligam-se pela acdo da enzima RNA ligase, formando assim
um MRNA maturado. O RNA que sofreu esse processo de exclusao dos introns &
conhecido como RNA pré-mensageiro. No final desse processo, 0 mRNA é formado
por determinadas sequéncias de bases nitrogenadas que codificam os aminoacidos
de uma proteina, podendo assim migrar para o citoplasma, onde deve acontecer a
traducdo da mensagem, ou seja, a sintese de proteinas.

Assim, a transcricao € o processo de formacao do RNA a partir da dupla fita de
DNA. Esse RNA formado é conhecido como RNA mensageiro (RNAmM) que tem a
funcao de "informar” ao RNA transportador (RNAt) uma determinada sequéncia de
aminoacidos que dara origem as proteinas. Vale lembrar sempre que esse processo
€ por sua vez catalisado pela enzima RNA-polimerase, que tem a funcao de quebrar
as pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas dos filamentos de DNA. A partir
desse momento, a enzima usa uma das fitas de DNA como molde para construcao
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do RNAm, ligando as bases nitrogenadas de RNA (adenina, citosina, uracila e guanina)
a essa fita de DNA. Ao se concluir essas ligacdes, o processo esta completo. A enzima
destaca o filamento de RNA formado, voltando a unir as duas fitas de DNA.

Entretanto, entre a fase de transcricdo e da traduc¢do, nao podemaos Nos esquecer
da etapa de ativacdo de determinados aminoacidos, nos quais © RNA transportador
(RNAY) atua carregando os aminoacidos que estdo dispersos no citoplasma até os
ribossomos. Numa das regides do RNA transportador (RNAt) esta o anticodon, ou seja,
uma sequéncia de 3 bases complementares ao codon de RNAmM. A ativacao desses
aminoacidos € dada por enzimas especificas que se unem ao RNA transportador,
formando o complexo “aminoacido-RNAt", que da origem ao anticodon (uma
sequéncia de trés codons complementares aos codons do RNAmM). Para que esse
processo aconteca, entretanto, € preciso haver energias vindas de estoques celulares
de ATP (adenosina trifosfato).

A traducdo das proteinas acontece na regido do citoplasma, sendo considerada a
segunda parte da sintese proteica. A sintese consiste na leitura do mMRNA proveniente do
nucleo, representando uma sequéncia de aminoacidos, que constitui assim a proteina.
As moléculas de tRNA apresentam-se com cadeias de 75 a 80 ribonucleotideos
que interpretam a linguagem do mMRNA e da linguagem das proteinas. O processo
da tradugdo encerra com trés etapas conhecidas como: iniciagdo, alongamento e
finalizacao.

Fase de iniciacdo da sintese de proteinas

Na fase de iniciacdo da traducao da sintese de proteinas, a subunidade menor do
ribossomo liga-se a extremidade 5" do mRNA, deslizando ao longo de sua molécula
até encontrar o chamado cddon de iniciacao (AUG) que especifica o aminoacido
metionina.

Vale lembrar que os ribossomos possuem a subunidade 40S representada como
“uma porcdo circular” que esta em cima de outra “porcao circular” de 60S, nao sendo
estruturas simetricas. As duas subunidades tém formas irregulares, porém se encaixam
de tal forma que “sobra” uma fenda por onde passa o RNA mensageiro (RNAmM),
guando o ribossomo se move no processo de traducdo e por onde se forma a cadeia
polipeptidica. Quando acontece a sintese proteica, varios ribossomos se ligam na
molécula de RNA mensageiro, formando um polirribossomo. Desta forma, uma unica
fita de RNAmM pode ser traduzida por varios ribossomos ao mesmo tempo.
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Figura 2.6 | Diferenca entre as estruturas dos ribossomos de seres procariontes como as
bactérias (acima) e dos eucariontes mamiferos (abaixo). Os ribossomos sao formados por
duas subunidades, uma menor e outra maior.
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Fonte: <http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupo6/estrutura.ntml>. Acesso em: 30 nov. 2015.

Os ribossomos sao organelas citoplasmaticas encontradas tanto em procariotos
como em eucariotos. Em geral, sabe-se que a estrutura dos ribossomos de seres
eucariontes sao maiores e mais complexas do que aquelas encontradas nos
organismos procariontes. O tamanho dos ribossomos e o peso das moléculas de RNA
ribossdmico (rRNA) diferem de organismo para organismo. Seres eucariotos simples
tém ribossomos menores, embora eles sejam maiores que os ribossomos de bactérias,
0s mamiferos tém os maiores ribossomos.

A principal funcao dos ribossomos é servir de area ou “sitio” para a traducao, que por
sua vez é o processo final da sintese de proteinas, reunindo diferentes aminoacidos e
formando as proteinas. Assim que as duas subunidades (uma menor e outra Maior) sao
unidas pelo RNA mensageiro vindo do nucleo, o ribossomo faz a traducao formando
a cadeia polipeptidica.

O ribossomo vai, desta forma, deslizando ao longo da fita de mRNA a cada trés
pares de bases, fazendo sempre com gque 0 codon seguinte seja reconhecido por
outro tRNA, ligando assim o proximo aminoacido. A medida que cada novo codon é
lido ou processado, um novo aminoacido é traduzido pela interacdo entre mRNA e
tRNA. A ligacao entre o codon e o anticodon adequa 0 aminoacido no ribossomao para
em seguida formar a cadeia polipeptidica.
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Figura 2.7 | Eletromicrografia mostra a sintese de proteinas onde os ribossomos aparecem
como granulos escuros, além da ligagdo das subunidades do ribossomo maior (50S) e
menor (30S) unindo-se ao RNA mensageiro formando um polipeptidio ou proteina no
sentido de movimento 5 para 3.

Cadeia -
5 ribossomos lendo o polipeptidica ﬁ completo
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sequencialmente
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A
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Stop cédon

. MOVIMenNto ribossémico \

Fonte: <http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupo6/introdu.ntml>. Acesso em: 30 nov. 2015.

Fase de alongamento da sintese de proteinas

A sequir, apos a fase de iniciagcdo, ocorre a fase de alongamento, na qual um
segundo RNA transportador (tRNA) carrega aminoacidos especificos de acordo com
0 codon que encontra em seu caminho. Desta forma, acontece a ligacao peptidica
entre 0 aminoacido que esta disponivel e a metionina que fica sempre na extremidade
da cadeia de aminoacidos. A metionina é o aminoacido que inicia a traducdo (AUG
ou o codon de inicio), sendo logo depois acrescentados 0s outros aminoacidos por
meio de ligacdes peptidicas, sequindo até que se encontre o coddon de parada ("Stop
codon”), que pode ser tanto a sequéncia UAA, UAG ou UGA. A responsavel pelas
ligacdes entre os aminoacidos trazidos pelo RNA transportador € a enzima Peptidil-
Aminoacil-Transferase. O ribossomo vai aumentando, avancando de trés em trés pares
de bases ao longo da cadeia de mRNA no sentido 5' 11 3', repetindo inumeras vezes
esse mesmo processo. Os tRNA que ja se ligaram inicialmente, vao se desprendendo
do RNA mensageiro até que se conclua o processo. O evento vai sendo repetido
até que todos os aminoacidos que foram codificados pelo RNA mensageiro sejam
adicionados a cadeia polipeptidica. O processo de alongamento segue até que o
ribossomo encontre um codon de término no RNAmM, o que sinaliza o fim da sintese.
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Fase de finalizacdo da sintese de proteinas

A traducado ou sintese de proteinas so termina quando a porcdo codificadora do
ribossomo encontra um dos codons de finalizagao (UAG, UAA ou UGA). Como ndo
existem RNAt que correspondam a esses trés codons, o ponto ou local de finalizacao
passa a ser ocupado por proteinas conhecidas como ‘fatores de terminacao”. O
fator de terminacao tem a funcdo de finalizar a sintese de proteinas, fazendo com
que a cadeia polipeptidica se solte do ultimo RNAt, induzindo o desligamento das
subunidades ribossébmicas, com a liberagdo do RNAm.

Figura 2.8 | Sintese de Proteinas com as subunidades dos ribossomos, RNA mensageiro e a
formacao da proteina completa.

Ribossomo em movimento

Proteina

completa ™~

Proteina em
crescimento

As duas
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Fonte: César & Sezar (2007).

Vamos relembrar neste momento a importancia do Dogma Central da Biologia
Molecular, trabalhando os principais conceitos abordados nesta secdo a respeito das
informacdes biologicas, relacionando DNA, RNA e Proteinas. Assim, Os processos
bioguimicos que estudamos definem o Dogma Central da Biologia Molecular que
sao: a replicacao do DNA, a transcricdo e a traducao ou a sintese de proteinas. Desta
forma surge entdo, a explicacao sobre como acontece o fluxo da informacado genética
contida na molécula de DNA, gerando uma proteina. Todas as etapas estudadas
trazem a elucidacao a respeito da sintese de uma cadeia polipeptidica e quais sao os
fatores ribossdmicos, transcricionais e nucleares envolvidos nesse processo.

Sintese de Proteina Muscular

A pratica de atividade fisica regular € um habito para manutencao da saude e
do condicionamento fisico. Para obtencao de melhores resultados, muitas pessoas
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buscam o uso de suplementos alimentares que favorecem a definicdo da estética
corporal, no lugar das proteinas associadas as dietas alimentares. O grande problema
€ gue guanto mais se usa de suplementos, anabolizantes, dentre outras substancias
proteicas, maior € o acumulo de gordura subcutanea e a sobrecarga de orgaos
relacionados com o metabolismo proteico, como rins, figado e outros.

Os suplementos mais usados pelos esportistas e pessoas que buscam o culto
pelo corpo, sdo as proteinas que garantem o crescimento, desenvolvimento e
reconstituicao tecidual, como € o caso da musculatura esquelética.

As proteinas sdo formadas por aminoacidos, sendo ©os principais aqueles
fornecidos pela dieta, conhecidos como aminoacidos essenciais, sdo eles: leucina,
isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina. Ja os aminoacidos
Nao essenciais sao aqueles encontrados no musculo, plasma e ainda tecido visceral.
Todos esses aminoacidos fazem parte da estrutura tecidual ou ainda podem compor
componentes do metabolismo e hormonal. Em nosso organismo, as proteinas sao
sintetizadas e degradadas continuamente através de um processo conhecido como
turnover, atraves de processos anabolicos e catabolicos, respectivamente.

%g‘? Assimile

Sendo entdo o metabolismo proteico reservado aos fendmenos de
anabolismo e catabolismo e continuamente relacionados ao turnover,
sabe-se que esse mecanismo € ativamente controlado por fatores
dietéticos, hormonais (como insulina, glucagon, fator de crescimento
derivado da insulina ou IGF-1) e ainda fatores metabolicos.

E. Vocabulario

Exon = segmento de bases nitrogenadas de gene que consiste em DNA
que codifica nucleotideos no RNA mensageiro. Um éxon pode codificar
aminoacidos de uma proteina.

Intron = segmentos de DNA de um gene que n3o codificam determinada
parte da proteina produzida pelo gene. Eles separam a sequéncia
constituida pelos éxons.

Splicing = processo que remove 0s introns e aproxima os éxons durante
a transcricdo do RNA. O splicing s6 ocorre em células eucarioticas, ja que
o DNA das células procarioticas nao possui introns.
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Fatores de transcricao = sao proteinas que se ligam ao material genético
ou DNA para que aconteca uma ligacao entre a enzima RNA-polimerase e
o proprio DNA, permitindo assim a transcricao e a traducao de proteinas.

O corpo humano obtém os aminoacidos do sangue, sendo 0 mecanismo genético
do nucleo celular o responsavel pela conducao da sintese proteica, de acordo com
as necessidades da celula. Nossas celulas usam, entao, a quantidade de aminoacidos
necessaria para realizar a sintese proteica. A sintese obtém os aminoacidos a partir do
sangue e dos fluidos corporais, formando atraves de ligacdes peptidicas, as proteinas.
A demanda da fabricacao de proteinas ira suprir as necessidades dos tecidos corporais,
as necessidades hormonais, enzimaticas e de producao de anticorpos.

@ Reflita

As proteinas dos alimentos sao formadas por cadeias longas e complexas
de aminoacidos, assim durante o processo digestorio, as enzimas
proteases do estdmago e intestino delgado transformam a proteina
complexa em polipeptidios e depois em aminoacidos individuais. Desta
forma, os aminoacidos sao absorvidos pela parede do intestino delgado
gue depois levam esses compostos para © sangue e para o figado atraves
da veia porta.

Veja a importancia da sintese de proteinas e disponibilizacao para o
organismo. <http://www.publicacoesacademicas.uniceub.br/index.php/
cienciasaude/article/viewFile/541/361>. Acesso em: 2 dez. 2015.

A sintese de proteinas para ganho de massa muscular € sempre maior que 0s
processos de catabolismo muscular. Entdo, salienta-se a importancia de entender
como acontece o0 processo de sintese proteica para acelerar 0 ganho de massa
muscular em profissionais da area do esporte, ou aqueles que se preocupam Muito
com a imagem de seus corpos. As proteinas sdo entdo, o principal componente da
fibra muscular, aumentando o tamanho dos musculos ao trabalhar esse tecido. Como
vimos, o DNA contém as informacdes necessarias para que todas as proteinas do
NOSSO COrpo sejam sintetizadas, Nno entanto, a escolha de qual proteina sera sintetizada
através dos processos que conhecemos (duplicacdo do material genético, transcricao
e traducdo de proteinas) depende das necessidades do Nosso organismo.

Quando a pessoa realiza atividades fisicas com aumento de carga muscular,
ingerindo proteinas e aumentando a frequéncia na realizacdo dos exercicios fisicos,
pode levar o organismo a desenvolver a hipertrofia muscular, na qual o corpo deve
aumentar a sintese de proteinas musculares como a actina e miosina. Normalmente
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O organismo produz proteinas, isso acontece constantemente em taxas proporcionais a
sua propria degradacdo; esse processo chama-se turnover, ou seja, a todo momento o
corpo destroi e constroi proteinas, que servem para renovar suas estruturas, substituindo
tecidos velhos por novos. No entanto, diante dos estimulos, a sintese de proteinas pode
exceder a degradacao, levando ao aumento do volume proteico da célula.

Pesquise mais

O turnover € a renovacao da proteina corporal, integrando os processos de
sintese e degradacao proteica. A sintese proteica € regulada de acordo com
a necessidade do corpo, em virtude das circunstancias metabolicas. Para
entender o assunto a respeito da sintese de proteinas musculares vocé pode
consultar o material: Mecanismos fisiologicos e bioguimicos envolvidos
no turnover proteico: deposicao e degradagdo de proteina muscular de
autoria de CABRAL, CHA; ALMEIDA, D. M. de; MARTINS, LS; MENDES,
R.K.V. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v. 8, n.
15, 2012. Disponivel em: <http://www.conhecer.org.br/enciclop/2012b/
cienciass20agrarias/Mecanismos.pdf>. Acesso em: 2 dez. 2015.

E Exemplificando

Nos exercicios de musculacdo, ha um aumento da sintese de proteinas
miofibrilares como a actina e miosina. Para que isso aconteca, esportistas
e outras pessoas que possuem interesse em aumentar a massa muscular,
fazem a suplementacao proteica na dieta consumindo proteina exogena.
Todos esses aspectos trabalham a massa muscular dando resultados
aparentemente benéficos, no entanto, tem toda uma retengao proteica
No organismo que precisa de acompanhamento meédico e nutricional
para que nao sobrecarregue Orgaos vitais comao os rins e figado.

Sem medo de errar

fr" Atencéo!
Y

A sintese proteica muscular € um processo complexo e fundamental,
pois envolve a capacidade de captacao de aminoacidos por parte dos
diferentes musculos, promovendo a manutengcao e/ou o crescimento
de células musculares. Sua importancia no envelhecimento, processos
patologicos e hipertrofia muscular sao assuntos relevantes nos ultimos
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anos. Leia o artigo sobre: sintese proteica muscular e a influéncia da
suplementacao de dmega 3: aspectos atuais. Disponivel em: <http://
www.univates.br/revistas/index.php/destaques/article/viewFile/1018/616>.
Acesso em: 2 dez. 2015.

Lembre-se

O musculo esquelético é importante, pois corresponde a cerca de 50%
do conteddo de proteinas corporais, funcionando como uma estrutura
de contencdo e sustentacdo. Esse tecido € o principal componente
dinamico do corpo humano e possibilita os variados movimentos. Em se
tratando de metabolismo da glicose, © musculo serve de reservatorio de
glicogénio realizando a oxidacao de acidos graxos e sintese de proteinas.

A médica de Alice percebeu em consulta que sua ansiedade € considerada toxica
e até cronica, ja que alguns anos atras ela teve bulimia e relatou ser dependente da

realizacao d

e exercicios fisicos, principalmente a musculagdo. O exagero em torno de

suas atividades diarias torna sua rotina mais cansativa, fazendo com que o que poderia
ser uma atividade prazerosa, se tornar em algo obrigatorio e estressante.

Avancando na pratica

Lembre-se

Antes de comegar a ler a situagcao-problema a sequir, € importante que
vOoCé tenha em mente todas as fases do processo de sintese de proteinas,
desde a constituicdo do material genético até a producdo de proteinas
pela fase de traducao.

Pratique mais!

Instrucao

seus colegas.

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situagdes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois as compare com as de

“Sintese de proteinas e dieta”

1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais tecnicas de

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz

Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Anali

se de proteinas



2. Objetivos de aprendizagem

Entender o conceito e como acontecem as etapas envolvidas
na sintese de proteinas.

3. Conteudos relacionados

Conceitos e fundamentos da sintese proteica.

4. Descricédo da SP

Alice ficou assustada e até preocupada com o que pode ter
ocasionado o céncer de pele e cOmo seu organismo esta
reagindo diante dessas alteragdes patologicas. Depois de
detectar alteragdes em pintas na pele de Alice em uma consulta,
a medica dermatologista buscou entender o que poderia estar
desencadeando essa busca incessante pela beleza. Na ultima
consulta, Alice resolveu se abrir com a medica e lhe dizer que
esse efeito da ansiedade ja havia lhe preocupado outras vezes
quando teve bulimia. Nada realmente lhe deixava satisfeita, e ai
O problema era de ordem psicologica. Tambem disse & medica
que ndo passava um dia sem ir para a academia, ficando de
2 a 3 horas fazendo exercicios fisicos. Esse fato tambeém
mostrava que Alice se preocupava muito com sua aparéncia
fisica, sem, no entanto, atentar-se as desordens psicologicas
que poderiam estar envolvidas em situagdes como essa. O
uso de suplementos alimentares na dieta, incluindo protena
em excesso fez com que Alice preocupasse sua medica, ja que
havia 2 anos que ela ingeria proteinas diariamente, em excesso.
A medica se preocupou com oOs rins e solicitou diferentes
exames de sangue, incluindo exame de urina e dosagens de
creatinina e ureia.

5. Resolugéo da SP:

A realizacao de exames periodicos constatou alteragdes nos
exames de sangue e urina com relacdo a filtragdo glomerular
ou clearence renal, mostrando um excesso de creatinina de
creatinina na ureia. A presenca de creatinina mostra que 0s
rins de Alice nao estao dando conta de filtrar as proteinas que
ela esta ingerindo em excesso, levando a um acumulo em
seu organismo.

Faca vocé mesmo

As alteracdes evidenciadas nos exames de Alice demostram que 0s
rins ndo estdo com o funcionamento normal. A estimativa da filtracao
glomerular € usada para diagnosticar se existem lesdes renais iniciais,
monitorando o estado de funcionamento dos rins. E obtida por um
calculo a partir do resultado da dosagem de creatinina. A dosagem de
creatinina juntamente com a ureia ajuda na avaliacdo do estado dos rins.
Em que outras patologias esses exames podem ser solicitados? Esses
exames também monitoram pacientes com doenca renal, diabetes e

hipertensdo arterial, as quais podem levar a lesao renal.
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Faca valer a pena!

1. A sintese proteica € um processo que acontece no interior de todas
as células do organismo, sendo até certo ponto bastante complexo. Este
processo tem duas fases que sao:

a) Replicacdo e Duplicacéo.
b) Transcricao e Traducao.

)
c) Duplicacdo e Traducao.
d) Informacédo e Traducao.
)

e) Replicacdo e Divisao.

2.A acontece no nucleo das células e consiste na sintese
de uma molécula de a partir das informacoes
contidas numa molécula original de DNA. O processo de sintese proteica
inicia-se através da acao da enzima que atua na
molécula de

De acordo com a afirmativa acima, qual a alternativa correta?

a) Traducdo, RNA mensageiro, helicase, RNA.
b) Transcricao, RNA ribossémico, DNA polimerase, RNA.

)

c) Replicacdo, RNA transportador, DNA polimerase, DNA.

d) Transcricao, RNA ribossémico, RNA polimerase, RNA.
)

e) Transcricao, RNA mensageiro, DNA polimerase, DNA.

3. Os ribossomos possuem as subunidades 40S e 60S com formas
irregulares, porém se encaixam de tal forma que “sobra” uma fenda por
onde passa o guando o ribossomo se move no
processode __________ e por onde se forma a

Assinale a afirmativa que preenche corretamente os espacos.
a) RNA ribossémico, transcricdo, cadeia polipeptidica.
b) RNA mensageiro, traducao, cadeia polipeptidica.

)
c) RNA transportador, duplicacdo, cadeia polipeptidica.
d) RNA ribossémico, transcricao, cadeia oligopeptidica.
)

e) RNA mensageiro, replicacdo cadeia oligopeptidica.
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Secao 2.3

Conceitos e funcoes das técnicas de analise de
proteinas

Dialogo aberto

Alice € vaidosa e se importa muito com sua aparéncia, fazendo regimes, exercicios
fisicos e adquirindo produtos de beleza. Outro costume de Alice € estar sempre
bronzeada; mesmo em dias mais frios ela gosta de ir a praia ou piscina, ficando
Muito tempo exposta ao sol e aos raios ultravioletas e recorrendo muitas vezes ao
bronzeamento artificial. Realmente Alice chama a atencao e se destaca por sua beleza,
No entanto precisa saber se toda essa vaidade ndo pode acabar he fazendo mal quando
se trata de exageros e excessiva preocupacao com o culto pela beleza. Diferentes
sintomas apresentados por Alice mostram que ja ha tempos sofre de uma ansiedade
cronica, que acaba causando diferentes patologias como bulimia, insatisfacdo com
sua aparéncia fisica, descontentamento e depressao. Desta forma, a médica que
cuidou de seu cancer de pele, diagnosticou que o principal tratamento daqui em diante
para Alice, seria 0 de natureza psicologica. Dessa maneira, Alice aceitou realizar uma
consulta com um psiquiatra, conhecido como Dr. Hugo. Ele trabalha muito bem com
a medicacao para ansiedade e depressdo, assim como também com psicoterapia.
Muitas vezes, somente a medicacdo nesses casos Nao resolve, € necessario que se
trabalhe também com a terapia, pois © cérebro apresenta uma plasticidade neuronal
gue leva certo tempo para que se consiga obter os resultados esperados.

Vamos trabalhar e entender os conceitos e funcdes das técnicas de analise de
proteinas para aplicar essas técnicas no estudo de proteinas envolvidas com diferentes
patologias, incluindo as alteragdes na sintese de diferentes neurotransmissores cerebrais
produzidos no sistema nervoso central. Sabe-se que existem neurotransmissores de
origem polipeptidica que atuam nas funcdes de células neuronais. Os neuropeptidios
Sa0 neurotransmissores responsaveis por mediar respostas sensoriais e emocionais:
como a fome, a sede, o desejo sexual, o prazer e a dor.
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Nao pode faltar

A serotonina € um neurotransmissor com variadas fungdes no organismo.
Apresenta significativa agdo no humor, memoria, aprendizado, alimentacdo, desejo
sexual e sono reparador. A falta desse neurotransmissor leva a transtornos depressivos,
alimentares, sexuais e do sono. Para que O neurotransmissor seja produzido, €
importante o consumo de triptofano, o aminoacido precursor da serotonina. Lembre-
se de que toda proteina € a reuniao de diferentes aminoacidos. Ainda a rotina de 6 a
8 horas de sono por dia e a realizacao de exercicios regulares favorecem a fabricacao
desse neurotransmissor presente No NOsso organismo humano.

Sabemos que varios aminoacidos exercem efeito inibitdrios e excitatorios em
NOsso sistema nervoso. Por exemplo, o neurotransmissor inibitorio GABA ¢ fabricado
a partir do aminoacido glutamato, que esta presente em varias Sinapses Nervosas,
exercendo efeitos calmantes como as drogas ansioliticas. Esses medicamentos e/ou
O neurotransmissor natural GABA atuam na célula nervosa, bloqueando a ansiedade
e acalmando a pessoa. A acao farmacologica de ansioliticos acontece em células
nervosas (neurdnios), inibindo canais de cloro presentes na membrana dessas células.
Com o blogueio da entrada dos fons cloro, a estimulacao da ansiedade diminui e a
pessoa se acalma. Outra substancia derivada de um aminoacido conhecido como
triptofano € o neurotransmissor serotonina. A serotonina atua na ansiedade e depressao,
trabalhando na recaptacdo da serotonina, fazendo com que essa substancia figue mais
tempo disponivel na fenda sinaptica, requlando os niveis de humor, medo, ansiedade e
outros fatores que podem trazer sintomas desagradaveis para a pessoa. Os receptores
de serotonina aparecem por todo © organismo, No qual muitos deles estao distribuidos
por todo o sistema limbico cerebral, com grande afinidade por drogas antidepressivas.
Como a participagao dos aminoacidos sao essenciais na formagao de polipeptidios,
a falta deles pode ocasionar diferentes patologias, incluindo as doencas do sistema
nervoso central.

A purificacdo de proteinas envolve uma seérie de processos que tém em vista o
isolamento de um unico tipo de proteina que vem de uma mistura complexa de
aminoacidos. A purificacao de proteinas € de grande importancia para a caracterizacao
da funcdo, estrutura e interacao das proteinas de interesse. Os diferentes passos
do processo de purificacdo de uma proteina devem separar partes proteicas e
nao proteicas da mistura polipeptidica, e finalmente isolar a proteina desejada, ou
seja, aquela envolvida na ansiedade, depressao, bulimia, dentre outras doengas.
Por exemplo, na patologia da esclerose multipla sabe-se que ha o aumento da
quantidade de uma substancia proteica conhecida como beta-amiloide, que ao se
concentrar na membrana plasmatica da célula neuronal, impede que os impulsos
nervosos acontecam de modo rapido e eficiente, determinando assim os episodios
de dificuldade de movimentos musculares, sejam aqueles envolvidos no andar, falar,
deglutir, respirar. Assim, a separacao ou purificacdo de uma proteina € um aspecto
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valioso nesse tipo de estudo. Os passos de purificacao e separacao dos componentes
de natureza proteica exploram as diferencas no tamanho da proteina, em suas
propriedades fisico-quimicas e na afinidade de ligacao que apresentam. Esses aspectos
estao envolvidos em métodos de separacao proteica como cromatografias, Southern,
Western e Northern Blotting. As proteinas sao purificadas por diferentes processos
de fracionamento; observando-se suas caracteristicas como: solubilidade, polaridade,
massa molecular, cargas idnicas e sitios de ligacdo para moléeculas especificas. Dentre
astécnicas de purificacdo para entdo haver a caracterizacao de proteinas, esta envolvida
a cromatografia, que € uma técnica quantitativa com a finalidade de identificar as
substancias presentes em determinados tecidos. A técnica de cromatografia usa
propriedades como: solubilidade, tamanho e massa da substancia, trabalhando por
meio de fases: uma estacionaria (fixa) e outra mével.

A Cromatografia de Liquidos ou HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
€ conhecida como um meétodo analitico que separa as diferentes espéecies quimicas
presentes em determinada amaostra. A separacao acontece por meio de um mecanismao
de interacdo seletiva entre as moléculas presentes na amostra, apresentando duas
fases: uma estacionaria e outra movel. A fase estacionaria refere-se a uma coluna
cromatografica, ou seja, um cilindro composto normalmente de aco ou vidro, no qual
em seu interior se encontra um material formado por pequenas particulas. A fase movel
ou conhecida como solvente flui atraveés do sistema, arrastando a amostra injetada
pela coluna e pelo detector. As substancias que estao presentes na amostra possuem
diferentes estruturas moleculares e grupos funcionais, desta forma a afinidade com
relacao as fases movel e estacionaria e ainda suas velocidades de migracao serao
igualmente distintas, permitindo o desenvolvimento da separacao cromatografica.
Pode-se verificar que a substancia que eluir em primeiro lugar sera a de menor
“afinidade” com o enchimento (fase estacionaria) e em oposicao a substancia de maior
“afinidade” com a coluna, € aquela que eluir por ultimo. Assim, a Cromatografia de
Liquidos separa espécies quimicas de acordo com suas funcdes moleculares. Pode-se
afirmar que € um meétodo utilizado para separar, identificar e quantificar substancias
presentes em diferentes tipos de produtos.

{2“5‘? Assimile

A coluna cromatografica € o processo de separacao de substancias
que compdem uma determinada amostra, sendo o constituinte mais
importante de um sistema cromatografico. A escolha de uma coluna
depende de diferentes fatores, que elucidam alguns pontos que
normalmente ajudam as pessoas que trabalham com cromatografia
a entender esse processo quimico. Leia o artigo sobre Introdugdo a
Cromatografia de Liquidos (HPLC) de autoria de Rafael Berbert Chust,
Cromatografia de Liquidos, Boletim SPQ 39, 1990.
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Disponivel em: <http://www.spg.pt/magazines/BSPQ/563/
article/3000458/pdf>. Acesso em: 12 dez. 2015.

Ainda o método de arraste a vapor contido na cromatografia consiste primeiramente
na introducao da amostra em uma corrente de gas inerte, normalmente hidrogénio,
hélio, nitrogénio ou argdnio, que devem atuar como gas de arrastre. As amostras
liquidas vaporizam-se antes da injecao no gas de arrastre. O fluxo de gas passa por
uma “coluna empacotada” atraves da qual os componentes da amostra se deslocam
em velocidades influenciadas pelo grau de interagao de cada componente da amaostra
com a fase estacionaria nao volatil (que ndo evapora). As substancias que tém a maior
interacao com a fase estacionaria sao retidas por mais tempo e, portanto, separadas
daquelas de menor interacdo. A medida que as substancias eluem da coluna, podem
ser quantificadas por um detector e/ou tomadas para outra analise.

Figura 2.9 | Figura ilustrativa do esquema de um cromatografo gasoso

Sample

/ injector
Flow controller — .—I ._A_A_.

><

\

Detector

Carrier gas Column oven

Fonte: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_gasosa#/media/File:Gas_chromatograph-vector.svg>. Acesso
em: 11 dez. 2015

Eletroforese: € uma técnica na qual sua separacao € com base na migracao de
proteinas carregadas em um campo elétrico. Ndo ¢ utilizada para purificar grandes
quantidades de proteinas porque afetam sua estrutura e a funcdo. As vantagens dessa
técnica € que € um metodo analitico, sendo Util tanto para separar quanto visualizar
as proteinas. Ainda com essa técnica estima-se rapidamente o numero de diferentes
proteinas presentes em determinada amostra ou © grau de pureza apresentado.
Permite ainda a determinacao do ponto isoelétrico e da massa molecular aproximada.

Purificacao de proteinas por eletroforese: a separacao de proteinas pelo método
de eletroforese esta baseada na diferenca de carga elétrica apresentada pela proteina.
Através de ensaios de eletroforese pode haver a separacao de proteinas por tamanho
ou mesmo por diferencas de cargas elétricas. Através da eletroforese de proteinas
sao montados geis de poliacrilamida, na qual a migracao ¢ afetada pela massa-carga
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e forma da referida proteina que esta sendo estudada. A eletroforese, zimografia e
o método de Western Blotting/Immuno Blotting possuem o principio fisico-quimico
relacionado a capacidade de moléculas carregadas migrarem sob influéncia de um
campo elétrico. A referida migracdo segue uma lei, conhecida como “Lei de Coulomb”,
na qual determinadas particulas de carga negativa migram para o polo positivo (anodo)
e aquelas de carga positiva migram para o polo negativo (catodo).

Em uma amostra submetida a técnica de eletroforese, cada molécula que se
encontra em determinada zona do gel de eletroforese tera moleculas com menor
volume molecular migrando mais rapidamente, e aquelas que possuem maior volume
molecular devem migrar mais lentamente. O objetivo da técnica de eletroforese €
separar moléculas organicas, como no caso do DNA, RNA e proteinas, de acordo com
sua carga elétrica e volume molecular.

Sao diferentes técnicas de eletroforese que podemos conhecer, cada uma
com sua particularidade como: A-Eletroforese livre; B-Eletroforese com suporte;
C-Eletroforese em gel de agarose; D-Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGED);
E-Eletroforese nativa atualmente; F-Eletroforese em condicdes desnaturantes (SDS-
PAGE): G-Eletroforese capilar.

A zimografia € um meétodo sensivel para medida da atividade enzimatica apos uma
separacao eletroforética. O principio fisico-quimico da eletroforese torna possivel
a separacao das proteinas, e a esperada caracterizacao da atividade enzimatica €
determinada pela degradacao do substrato. Esse método € usado na determinacao de
enzimas que degradam a matriz extracelular, em especial, metaloproteases de matriz
extracelular (MMPs) nas periodontites por exemplo.

A técnica que identifica uma determinada sequéncia de DNA a partir de sua
transferéncia para uma membrana envolvendo sondas especificas ficou conhecida
como Southern blot. Em seguida, outra técnica de transferéncia em membrana, que
verifica a expressao de RNAm foi estudada e caracterizada como Northern blot. A
técnica caracterizada pela transferéncia de um extrato proteico para uma membrana,
comumente de nitrocelulose ficou conhecida como Western blotting. Quando por
sua vez a transferéncia € feita para a membrana, as proteinas sao identificadas com
anticorpos especificos, e sdo conhecidas como conhecidas como Immuno Blot.
Hoje, utiliza-se o termo Western blotting como sindbnimo de Immuno blotting.

Para a quantificacdo proteica usam-se 0s metodos espectrofotometricos, que
por sua vez visualizam comprimentos de onda na regido da luz ultravioleta (visivel)
atraves de métodos colorimétricos ou colorimetria. A colorimetria € uma técnica que
avalia o quanto os solutos absorverem a luz em comprimentos de onda especificos.
Assim a medida da luz absorvida interfere sobre a concentracdo de soluto em uma
determinada amostra ou material biologico que esta sendo analisado.

Andlise de proteinas

U2

89



U2

920

! Pesquise mais

Para entender os procedimentos experimentais que trabalham com a
separacao e determinacao de uma proteina especifica, leia 0 material
"Séerie em Biologia Celular e Molecular Métodos Experimentais no estudo
de Proteinas” de autoria de: MORAES, C. da S. et al. O nome da obra:
Série em biologia celular e molecular: métodos experimentais no estudo
de proteinas, 2013. Disponivel em: <http://www fiocruz.br/ioc/media/
apostila_volume_1.pdf>. Acesso em: 9 maio 2016.

Aplicacdes das proteinas recombinantes: Muitos produtos que consumimos hoje
em dia, como medicamentos e diversos alimentos, sao compostos por proteinas que
sao ‘programadas” para serem eficientes, nutritivas e capazes de provocar menos
reacdes adversas. A essas proteinas, damos 0 nome de proteinas recombinantes, que
sao aquelas produzidas por outros organismos diferentes daqueles que a produzem.
O grande problema nesse assunto € que existem riscos quando se produz grandes
quantidades desse tipo de proteinas. Normalmente sao usadas bactérias e leveduras
para a producdo de proteinas recombinantes. Este fato se deve a caracteristica da
rapida reproducao, proliferacao e crescimento dos micro-organismos, que sao muito
superiores as células de mamiferos. No entanto, podem acontecer alteracdes quimicas
em sua estrutura proteica, fazendo com que NOsSO OrganisMmo Nao reconheca essas
proteinas. Quando falamos de proteinas de funcdo terapéutica como a insulina e
outros fatores de crescimento e marcadores de doencas, o risco aumenta, pois o
reconhecimento da proteina recombinante e a sua versao original deve ser a maior
possivel. Quando isso nao acontece, pode haver o agravo do quadro da doenca e
levar o paciente a morte.

Ainda o reconhecimento por parte de nosso sistema imunologico com relagcao a
determinada proteina recombinante, confeccionada em micro-organismos, pode
levar a uma resposta alérgica. No entanto, se a proteina recombinante nao estiver
estruturalmente correta, ela pode perder sua funcao ou sua atividade enzimatica, nao
agindo Nos processos metabolicos vitais do organismo. Essas situacdes representam um
granderisco a saude humana, pois © organismo ou se torna ‘intoxicado” ou simplesmente
nao consegue funcionar de maneira adequada. Por isso, destaca-se a importancia da
producao de proteinas recombinantes em cultura de células de mamiferos, evitando-se
diferentes interferéncias que podem prejudicar a saude humana.

As culturas de celulas obtidas de mamiferos crescem em taxas inferiores a taxa
de crescimento de micro-organismos, sendo mais sensiveis as altera¢cdes nutricionais
e condi¢bes ambientais como temperatura e pH. A expressao dessas proteinas
recombinantes em culturas de células de mamiferos ¢ feita através de vetores de
DNA, que contém o gene que codifica a proteina de interesse. Assim os vetores sao
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carreadores que levam uma determinada sequéncia especifica de DNA, que € de
grande importancia para que se codifique determinada proteina de interesse.

Vetores de expressdo e Sistemas de expressdo de proteinas in vitro: os vetores
de expressao sao aqueles vetores usados em casos de clonagem, e possuem 0s
constituintes genéticos que permitem a expressao de proteinas recombinantes. Os
tipos mais utilizados em pesquisas sao aqueles que utilizam os vetores obtidos de
bactérias, devido a facilidade na manipulacdo de culturas bacterianas. No entanto, as
bactérias ndo possuem a propriedade de processar o RNA mensageiro (RNAmM) de
seres eucariotos e, neste caso, os insertos que serdo utilizados, devem ser derivados
de bibliotecas de um DNA complementar (CDNA).

Os vetores de expressdo que sao utilizados quando se busca determinar uma
sequéncia de proteina de interesse, precisam ser clonados no sitio multiplo, o qual
devera ser inserido na regido promotora do gene.

Quais seriam as desvantagens do uso de vetores de expressao para determinar o
isolamento de um determinado gene de interesse? A grande ‘lacuna’, ou a questdo
neste caso, relaciona-se ao desconhecimento da sequéncia do inserto. Para que
haja a expressao de uma determinada proteina, o inserto deve se ligar ao vetor de
forma que a fase de leitura correta seja reconhecida por toda maquinaria celular. Se
iSSO N30 acontecer, outras novas proteinas serao formadas e, portanto, a sequéncia
gue realmente interessa Ndo sera detectada, mesmo que ela esteja presente em um
determinado clone.

@ Reflita

Vocé poderiaimaginar que o DNA poderia trabalhar no sentido de expressar
proteinas toxicas? Um problema frequente € a expressao de proteinas
recombinantes que podem ser toxicas para o sistema hospedeiro, local
onde ela esta sendo expressa. No entanto, podemos adotar métodos
estratégicos que contornem esse problema, determinando qual a possivel
solucdo que mais se adequa para determinada proteina. Todos esses
aspectos estdo baseados em outras pesquisas, em artigos ja publicados
sobre esse assunto, buscando sempre um alvo ou um vertice que ainda
esteja em aberto, para retomar a investigacao cientifica.

Todo o processo do ‘inserto” refere-se a introducao de um DNA exdgeno em uma
celula hospedeira. Esse processo foi inicialmente desenvolvido em células bacterianas
e depois adaptado as células de outros organismos, como leveduras, fungos, células
vegetais e por fim células de mamiferos.
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A transferéncia de material genético para as referidas células bacterianas acontece
através de trés processos: transducdo, conjugacao e transformacao.

1-Atransducao € afase da obtencao do materialgenético pela acao de bacteriofagos.
Para isso, o fago deve infectar e realizar o ciclo litico. Durante a replicacao do fago,
ocorre a aquisicdo do material genético da célula infectada, também chamada de
célula doadora. A troca de material genetico acontece quando a particula viral infecta
a celula receptora e nela introduz o DNA bacteriano da célula doadora.

D Exemplificando

As aplicacdes praticas da técnica do DNA recombinante na pesquisa
bioldgica trabalham desde a curiosidade humana sobre a vida até o
controle e de doencas humanas, de animais e plantas, pensando sempre
na melhoria da qualidade de vida. Ainda existem muitos outros limites na
aplicagdo pratica da engenharia genética, no entanto, € grande o interesse
de profissionais e pesquisadores no entendimento dessa tecnologia
altamente promissora para a solucao e prevencao de diversas patologias.

2 - A conjugacao acontece quando o material genético € transferido de uma célula
doadora para outra receptora. Para que o material genético seja transferido de uma
célula a outra, é necessario um contato entre as células por meio de "juncdes’. Com
0s conhecimentos da Biotecnologia, para que acontega a realizacdo da conjugagao,
torna-se necessaria a presenca de plasmideos que possibilitem a jung¢ao célula a célula.
Se o plasmideo de interesse ndo possuir essas funcdes, pode-se introduzir na mesma
célula outro plasmideo que contenha as funcdes de conjugacao.

3 -Ja a transformacdo é o processo natural no qual o DNA exdgeno obtido apos
a lise celular € capturado por outra celula — a célula receptora. A celula que deve
receber um DNA exogeno € conhecida como celula competente. A competéncia
refere-se a presenca de receptores de membrana na superficie das células doadoras,
0s quais se ligam ao DNA exdgeno aproximando-o da superficie celular. Esse material
€ internalizado e incorporado ao genoma da célula receptora.

Toda a eficiéncia da transformacao depende de varios fatores, como: o estado
fisiologico das células, os componentes que estdo na cultura destas bactérias (tanto
Gram-positivas como Gram-negativas) e as caracteristicas genéticas da espécie em
questao.

Apods a etapa da transformacao, muitos outros procedimentos requerem uma
alta quantidade de DNA. Assim, os clones podem ser submetidos a processos que
permitam que o DNA recombinante seja amplificado.
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Pesquise mais

A amplificacdo do DNA recombinante produz uma quantidade maior do
DNA guimérico ou hibrido, um pré-requisito para muitos procedimentos
de Biologia Molecular. Alem disso, esse procedimento tem a vantagem de
estar envolvido em um sistema que verifigue a sequéncia de DNA apos a
sua replicacdo na célula hospedeira. Assim, a possibilidade de mutagao
€ menor do que quando a amplificacao se realiza por outras técnicas.
Para entender o assunto a respeito do DNA recombinante, vocé pode
consultar o material: "A engenharia genética” de autoria de José Alberto
Neves Candeias. Revista de Saude Publica, v. 25, n. 1, 1991. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1590/S0034-89101991000100002>. Acesso em: 12
dez. 2015.

Faca vocé mesmo

Atécnica de DNA recombinante envolve grandes vantagens tecnologicas
e terapéuticas. No entanto, o que mais preocupa os pesquisadores sao as
possibilidades de mutacao, ou seja, ao reestruturar ou reorganizar uma
cadeia genética, pode-se correr o risco de gerar diferentes mutacoes.
Genes que nao se adequam ao organismo hospedeiro e que ao inves de
curar ou favorecer o esclarecimento de situacdes ainda desconhecidas,
desencadeiam no objeto de estudo outras alteracdes geneticas, tambem
desconhecidas. Nesse sentido, pesquise e traga informacdes para a sala
de aula em que a técnica do DNA recombinante trouxe erros ao inves de
solucdes para a genética.

Vocabulario

GABA = ¢ um acido aminobutirico em que o grupo amina estad na
extremidade da cadeia carbonica. E o principal neurotransmissor inibidor
do sistema nervoso central de mamiferos. Sua fungao esta na regulacao
da excitabilidade neuronal ac longo de todo o sistema nervoso.

DNA quimérico = ¢ o DNA recombinante no qual os fragmentos de
DNA isolados a partir de diferentes fontes biolodgicas trabalham com
metodos de producdo de hibrido (ou quimeéricos), tais como organismaos
selecionados geneticamente e engenharia de embrides.
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Ao final, sabe-se que o DNA quimérico modificado em um determinado hospedeiro,
€ capaz de se replicar. Isso acontece, pois 0s vetores usados para clonagem se
originam a partir da replicacdo autdbnoma. A obtencao de uma maior quantidade de
DNA recombinante acontece apos diversos ciclos de divisdo da célula hospedeira.
A cultura em que essas bactérias se encontram devera conter milhdes de copias
do material inserido em um determinado clone. Esse processo € uma maneira de
amplificacdo do DNA hibrido.

Sem medo de errar

fr" Atencao!
Y

A terapia génica € o tratamento baseado na introducdo de genes com
uso de técnicas de DNA recombinante. Embora essa técnica esteja em
estagio experimental, existem variados progressos recentes que indicam
oportunidades crescentes na ciéncia, industria farmacéutica, medicing,
fazendo com que essa tecnologia esteja cada vez mais aoc nosso alcance.
Leia o artigo que se discute a terapia génica. Disponivel em: <http//:
http://dx.doi.org/10.1590/50103-40142010000300004>. Acesso em: 12
dez. 2015.

A médica dermatologista que cuidou do cancer de pele de Alice diagnosticou
uma ansiedade que Ndo era normal, passando a ser toxica para o organismo de Alice.
Em consulta realizada com o psiquiatra Dr. Hugo, foi determinado que Alice deveria
tratar tanto a ansiedade quanto a depressao atraves de medicacao e terapias; o Dr.
explicou que provavelmente o estresse diminuiu muito os estoques de serotonina que
Alice tinha, sendo necessario o uso de medicamentos que trabalhasse a plasticidade
neuronal, fazendo com que as emocdes e ansiedade fossem reestruturadas. Desta
forma, de uma maneira controlada, Alice iria reorganizar sua rotina, sem exageros e
diminuindo os riscos de trazer novos problemas para sua saude. Toda a ansiedade,
bulimia e a busca de um corpo perfeito transformaram Alice em uma pessoa reféem
de seu proprio desequilibrio mental. A maioria das doencas fisicas tem um fundo de
origem psicologica, e este € o caso de Alice.

-
El Lembre-se

A medicina moderna investe no diagnostico precoce e tratamento de
doencas complexas cujas causas primarias ainda nao sao conhecidas e
para aguelas ainda sem cura. Em muitos casos, hoje ja é possivel planejar
uma intervencdo atraveés da terapia génica, visando reduzir ou evitar a
progressao da doenca. A intervenc¢do pode ser baseada no conhecimento
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de suscetibilidade genética ou na oportunidade de alterar mecanismos
fisiologicos das células, orgaos ou sistemas envolvidos nas doencas.

Avancgando na pratica

Lembre-se

Antes de comegar a ler a situacao-problema a sequir, € importante que
vocé tenha em mente os conceitos e funcgdes das técnicas de analise
de proteinas, DNA recombinante, assim como tambeém o uso dessa
tecnologia No tratamento e prevencao de doencas.

Pratique mais!

Instrucao

seus colegas.

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situagdes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois as compare com a de

“Prevencdo e tratamento de doencas”

U2

1. Competéncia geral

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Entender o conceito e como acontecem as etapas envolvidas
na sintese de proteinas.

3. Conteudos relacionados

Conceitos e funcdes das técnicas de analise de proteinas.

4. Descricédo da SP

Diferentes sintomas apresentados por Alice mostram que ha
tempos ela sofre de uma ansiedade cronica, que acaba causando
diferentes patologias como bulimia, insatisfacdo com  sua
aparéncia fisica, descontentamento e depresséo. Desta forma,
o Dr. Hugo diagnosticou ansiedade e depresséo e receitou
medicacao e terapia para esses sintornas. Durante a consulta,
ele realizou alguns exames em Alice e verificou que sua pressao
arterial estava alta, muito provavelmente devido a ansiedade e
estresse em que ela se encontrava. Além disso, o Dr. Hugo pediu
a ela que procurasse um cardiologista apos sentir-se melhor e
mais conflante com a medicagao e terapia recomendada.

5. Resolugéo da SP:

A realizacdo de exames mostrou que Alice apresenta picos
de presséo arterial, principalmente quando esta em situacdo
de estresse. Seu medo, sua ansiedade fazem sua pressao
arterial subir e depois quando esta em casa, em uma
situacdo mais confortavel, sua pressao normaliza. Necessita-
se, desta forma, acompanhar o efeito da medicacao contra
ansiedade e depresséo em Alice, recomendando a pratica de
exercicios fisicos que 1ra tanto ajuda-la na depressdo quanto
na regularizacdo da pressao arterial. Se houver necessidade,
deve-se usar um anti-hipertensivo fraco e realizar medicdes
sucessivas de pressdo arterial com a finalidade de controlar
esses picos de pressao mais alta.
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@ Faca vocé mesmo

As alteracdes evidenciadas nos exames de Alice demostram que a
pressao arterial estd alta no momento em que esta sob estresse. Como
vocé faria para explicar para Alice que todo esse processo psicologico
afetou sua saude? Liste os eventos que trouxeram essas alteracdes e a
possivel explicagao fisiologica e farmacologica desde o momento em
que teve bulimia, cancer de pele até agora em que seu problema de
ordem psicoldgica foi diagnosticado.

Faca valer a pena!

1. Os neurotransmissores sdao substancias que regulam a atividade do
sistema nervoso central, ora estimulando, ora inibindo suas atividades,
de acordo com a necessidade do organismo. Neurotransmissores,
como o GABA e serotonina, agem com atividades fisiologicas que atuam
respectivamente:

a) Bloqueando e estimulando substancias.
b) Inibindo e recaptando substancias.

)
c) Inibindo em ambas as situacdes as substancias.
d) Blogueando em ambas as situacdes as substancias.
)

e) Estimulando e recaptando substancias.

2. A separagdo ou purificagdo de uma proteina € um aspecto valioso no
estudo de diferentes patologias. Os passos de purificagcdo e separagao
dos componentes de natureza proteica exploram as diferencas no
tamanho da proteina, em suas propriedades fisico-quimicas e na
afinidade de ligacdo que apresentam. Sabe-se, desta forma, que serao
estudadas caracteristicas como:

a) Conteudo nuclear e proteico, tamanho de organelas celulares,
didmetro nuclear.

b) Conteudo citoplasmatico e proteico, tamanho e constituicao de
organelas celulares, diametro nuclear.

c) Caracteristicas como diametro de poros nucleares, massa molecular,
sitios de ligagao, polaridade.
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d) Caracteristicas de massa molecular, tamanho de anions e cations,
sitios de ligacdo, constituintes da membrana plasmatica.

e) Caracteristicas como solubilidade, polaridade, massa molecular,
cargas idnicas e sitios de ligacao.

3. Dentre as técnicas de purificacdo para acontecer a caracterizacao de
proteinas, temos a cromatografia, que € uma técnica quantitativa com
a finalidade de identificar as substancias presentes em determinados
tecidos. A técnica de cromatografia usa propriedades que trabalham
com solubilidade, tamanho e massa da substancia, trabalhando através
de fases conhecidas como:

a) Primaria e secundaria.
b) Estatica e maleavel.

)
c) Estacionaria e movel.
d) Fisiologica e metabdlica.
)

e) Forte e fraca.

Analise de proteinas




Analise de proteinas




Secao 2.4

Técnicas de analise para deteccao de acidos
nucleicos

Dialogo aberto

Alice é vaidosa e se importa muito com sua aparéncia, fazendo regimes, exercicios
fisicos e adquirindo produtos de beleza. Outro costume de Alice é estar sempre
bronzeada; mesmo em dias mais frios, ela gosta de ir a praia ou piscina, ficando
Muito tempo exposta ao sol, recorrendo muitas vezes ao bronzeamento artificial.
No entanto, Alice precisa saber que a vaidade nao pode afetar sua saude, quando se
trata de exageros e excessiva preocupacao com o culto pela beleza. Depois de certo
tempo, ja medicada pelo transtorno da ansiedade, ataques de panico e depressao,
Alice se sentia bem. No entanto, ainda tinha de vez em quando, certos episodios de
crises de ansiedade de uma hora para outra, e isso a deixava assustada. Toda vez
que esse episodio voltava a acontecer, 0 que era para ser sanado, aparecia com
maior intensidade e esse fato deixava Alice muito triste. Dr. Hugo, no entanto, lhe
explicou que por mais que a medicacao ja estivesse fazendo efeito em seu organismo,
havia toda uma rede neuronal que precisava de um tempo maior para restabelecer
as conexdes, conhecida cientificamente como “plasticidade neuronal’. Ele receitou
para Alice 15 sessdes de psicoterapia, com retorno No proximo mMes, caso Nao tivesse
nenhum problema maior durante esse tratamento. Ainda solicitou exames de tireoide
para saber sobre o funcionamento da glandula, pois este pode interferir em doencas
de ordem psicologica.

Vamos entender as técnicas de coloracao nao radioativas que ajudam na deteccao
de acidos nucleicos, envolvendo histologia, cultura de células, histoquimica, anticorpos
monoclonais, métodos muito utilizados em laboratorios e também na pesquisa a fim
de detectar e prevenir doencas genéticas e moleculares.

Nao pode faltar

A plasticidade neuronal ou neuroplasticidade acontece quando O sistema
nervoso € capaz de se moldar estrutural e funcionalmente, adaptando-se ao longo
do desenvolvimento neuronal, estando exposto a novas experiéncias. Desta forma, e
Muito bom saber que 0s circuitos neuronais sao ‘maleaveis” e mostram participacao na
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formacao de memodrias e aprendizagem, bem como na adaptacdo de eventuais lesdes
e processos traumaticos que acontecem ao longo da vida adulta. Como sabemos, os
neurdnios estao conectados pelas sinapses que podem ser: excitatorias, inibitorias,
quimicas e elétricas, e que por sua vez mostram uma variedade de caracteristicas e
funcdes que atuam nas transmissdes sinapticas, liberando neurotransmissores. Na
depressao, doenca na qual o circuito neuronal apresenta alteracdes funcionais e
anatémicas, faz com que o desgaste emocional, fisico, e aquele advindo do ambiente,
possam alterar toda essa conexao cerebral desencadeando transtornos de ansiedade
e depressdo. Cada circuito neuronal possui uma especificidade particular, que deve
interagir com outros circuitos, permitindo uma funcionalidade dinamica e fisiologica.
O sincronismo entre os diferentes neurdnios dentro do circuito funcional permite
que determinada resposta ou funcao cerebral leve a uma remodelacao e rearranjo da
atividade neuronal associada. A plasticidade de circuitos pode ser considerada, entao,
como a mudanca na atividade de milhares de neurénios e nas suas relacdes dentro de
um circuito, sendo que toda essa interligacao ¢ feita com outros varios neurocircuitos.
Como exemplo, podemos citar a neurogénese em adultos e a plasticidade na regido
do cortex cerebral.

Microscopia de fluorescéncia: na microscopia de fluorescéncia, as substancias sao
irradiadas por luz em determinado comprimento de onda. Nessa técnica, ha a emissao
de luz na qual as secdes de tecidos sdo irradiadas com luz ultravioleta que, por sua
vez, emitem luz na porcao visivel de espectro, fazendo com que as substancias que
estdo sendo estudadas aparecam brilhantes, sendo conhecidas como “substancias
fluorescentes”. O microscoOpio que usamos nessa técnica possui uma fonte de luz
ultravioleta intensa e filtros especiais que selecionam o comprimento de onda dos
raios luminosos que atingem o objeto em estudo e também dos raios que sao emitidos
por ele. As substancias fluorescentes que possuem afinidade por moléculas presentes
nas células ou na chamada matriz extracelular, usam-se corantes fluorescentes.
O complexo DNA e RNA pode se ligar aos corantes como azul de toluidina (AT) e
alaranjado de acridina (AO). Esses corantes interagem com moléculas que se ligam
especificamente aos componentes das células e tecidos, permitindo a identificacao
dos variados componentes celulares atraves dos componentes de fluorescéncia que
eles devem emitir.

Microscopia eletronica de transmissdao: a técnica envolve um sistema de
producdo de imagens com altissima resolu¢ao, permitindo que o material em estudo
seja ampliado e visualizado com detalhes. A técnica analisa somente particulas ou
moléculas isoladas, mas nao células e tecidos. O funcionamento dessa técnica se
baseia no estudo de elétrons que sdo desviados por campos eletromagnéticos de
modo semelhante ao desvio da luz em lentes de vidro, fendbmeno normalmente
conhecido por ‘refracdo”. Para se observar uma imagem, os elétrons devem ser
captados por um detector, ou seja, por uma placa fluorescente, como se fosse um
negativo fotografico. Como a imagem ao microscopio € produzida pela quantidade
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de elétrons que chegam ao detector de eletrons que foram retidos no tubo do
microscopio, a imagem resultante € obtida em preto e branco. As areas escuras de
uma micrografia eletrénica costumam ser denominadas de elétron-densas, e areas
claras de elétron-transparentes.

Microscopia eletrénica de varredura: a técnica fornece imagens tridimensionais
de superficies de células, tecidos e orgdos. Nesse microscopio, os elétrons sdo
localizados sobre o objeto de estudo percorrendo toda a superficie, sem atravessar o
material. Os elétrons séo capturados por um detector e transmitidos aos amplificadores
€ outros componentes eletronicos gerando um sinal. O sinal obtido gera uma imagem
em preto e branco que € visualizada em um monitor, podendo ainda ser gravada ou
fotografada. Os objetos das imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura
parecem estar iluminados com locais sombreados, trazendo de volta a ideia de uma
imagem tridimensional.

Cultura de células e tecidos: culturas de células sao mantidas "vivas” e podem ser
adequadamente estudadas fora do corpo. A metodologia € de grande importancia
para o estudo isolado do efeito de moléculas sobre um determinado tipo de célula
ou tecido. A cultura de células favorece ainda uma analise direta do comportamento
dessas células vivas por meio de analise microscopica in vitro, ou seja, fora do corpo
de um animal de laboratdrio. Diferentes células e tecidos sao cultivados em solucdes
composta por sais, aminoacidos, vitaminas, glicose, dentre outros componentes
compondo 0s meios de cultura usados em metodologias laboratoriais e cientificas. Os
mais conhecidos sao o DMEM (Dulbecco/Vogt modificado de Eagle's — Harry Eagle)
e 0 RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium), nos quais os linfocitos humanos,
por exemplo, sao tradicionalmente cultivados. Esse meio possui quantidade de fosfato
suficiente para o cultivo em 5% de gas carbonico (CO,). Em contraste, as células
cultivadas em DMEM devem ser cultivadas numa atmosfera de CO, a 10%. Ainda vale
salientar que os meios de cultura celulares sao em sua maioria suplementados com
soro. As células cultivadas sao suplementadas com soro bovino a 10% ou soro fetal
bovino a 10%. Pensando-se no preparo de células, sabe-se que uma vez isoladas, essas
podem ser cultivadas em suspensao ou podem ser colocadas sobre uma placa de
vidro, conhecida como “Placa de Petri” ou ainda sobre uma laminula de vidro, ou seja,
superficies que favorecem a adesao e crescimento celular; essas sao conhecidas como
cultura de células primarias. No entanto, diferentes tipos de células isoladas de tecidos
normais ou patoldgicos e mantidos in vitro constituem uma linhagem permanente de
células. Para permitir a “imortalidade” de células normais em metodologia in vitro, sdo
trabalhadas em uma area estéril e utilizando-se de solucdes e equipamentos estéreis.

D Exemplificando

A linhagem de células Hela (obtidas de um tumor no utero humano) sao
consideradas células genética e morfologicamente diferentes do tecido
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original, sendo capazes de se proliferar infinitamente quando em cultura
celular. E um excelente modelo para se estudar alteracdes celulares em
tumores de Utero e de citotoxicidade.

Fracionamento celular: 0 método de fracionamento celular, organelas e outros
componentes das células e tecidos podem ser purificados e isolados para posterior
estudo in vitro e com o uso de microscopio. O fracionamento celular € um processo
fisico que trabalha a forca centrifuga, tendo como finalidade a separacdo de organelas e
componentes celulares quanto a diferenciacao de seus coeficientes de sedimentacao.
Assim, dependendo do tamanho, forma, densidade e viscosidade do meio em que
esta suspensa, esses elementos sado separados.

Histoquimica e citoquimica: esta técnica € muito utilizada para identificar e
localizar determinadas substancias em cortes histologicos ou em cultura de células.
Varios sao os procedimentos para se conseguir esses dados, sendo que a maioria se
baseia em reacdes quimicas especificas ou ainda em interacdes de alta afinidade entre
as moléculas. Esse método normalmente forma substancias insoluveis coloridas ou
elétron-densas que, por sua vez, favorecem a localizacdo de atomos ou de moléculas
atraveés do uso da microscopia de luz ou eletronica. Pode-se localizar: ions, acidos
nucleicos, proteinas, lipidios, polissacaridecs. As proteinas sdo detectadas pelo
metodo de imunocitoquimica. Ainda ha varios métodos histoquimicos que revelam
com maior ou menor especificidade proteinas como as enzimas. Esses métodos
trabalham como as enzimas reagem com liga¢cdes quimicas especificas. A maioria
dos métodos histoenzimaticos funciona do seguinte modo: a substancia marcadora
que ira reagir com uma molécula insoluvel, precipita sobre o local onde esta a enzima,
evidenciando-a; este produto final aparece de maneira elétron-densa ou “colorida’ para
ser visivel por microscopia eletréonica ou de luz. Ao examinar 0s cortes ado microscopio,
€ possivel observar as células (ou organelas) cobertas com um material colorido ou
elétron-denso. As enzimas comumente estudadas e detectadas sdo as fosfatases,
amplamente encontradas no organismo. Normalmente detectam-se as fosfatases
alcalinas que possuem atividade maxima em pH alcalino. Em reacdes de deteccao
de fosfatases acidas, detectam-se organelas envolvidas na digestdo de substancias
como os lisossomos, que contém grande quantidade dessas enzimas. Ainda as
enzimas conhecidas como deidrogenases exercem um papel em varios processos
metabolicos. As deidrogenases ao serem incubadas com cortes de tecidos nao fixados
e ao receber hidrogénio, precipitam-se sob a forma de uma substancia colorida
insoluvel. Por exemplo, a succinato desidrogenase que € uma enzima envolvida no
ciclo de Krebs, favorece a localizacao de mitocdndrias. A peroxidase € uma enzima
que atua na oxidacao de diferentes substratos e na transferéncia de ions de hidrogénio
para peroxido de hidrogénio, produzindo ao mesmo tempo moléculas de agua. O
precipitado insoluvel marrom ou elétron-denso formado permite a localizacdo da
atividade enzimatica em microscépios de luz e eletrénicos. E usado como método
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auxiliar no diagnostico de leucemias, nas quais pode ser evidenciado atraves da
atividade da peroxidase em células leucémicas. A peroxidase € uma enzima ativa que
produz de modo rapido uma quantidade de precipitado insoluvel, usado para marcar
outras moleculas. Um teste muito conhecido que tambem trabalha com a atividade da
enzima peroxidase ¢ o teste de Elisa. O teste de Elisa ou enzima imunoensaio fazem
uso de marcadores antigenos-anticorpos, sendo a reacdo monitorada pela enzima
peroxidase sem usar radioisotopos para detectar determinada patologia ou descartar
a hipotese da mesma. Esse teste pode ser usado para determinar a quantidade de
tiroxina (T4) livre, em casos de problemas com a glandula tireoide, por exemplo.
Durante o ensaio, ha a liga¢cdo do hormdnio T4 da amostra com o conjugado T4-
peroxidase do teste de Elisa, que concorre por um numero de sitio de ligacdes do
anti-T4 monoclonal na parede da cavidade da placa teste, determinando a quantidade
de hormdnio tiroxina do paciente.

Os polissacarideos podem aparecer livres ou agrupados com proteinas e lipidios. Sao
avaliados pelo método de (PAS) ou reacdo de acido periodico-Schiff, no qual residuos
de aldeido sao revelados. A revelacao do método fornece uma coloracao purpura nos
locais do corte em gque ha muitos polissacarideos. O glicogénio € o polissacarideo
encontrado no organismo, sendo evidenciado pela reacao de PAS em tecidos de figado,
musculo estriado e outros tecidos. Ja os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos ndo
ramificados, que contém amino-acucares. Quando cadeias de glicosaminoglicanos
se ligam a compostos protéticos, elas constituem os proteoglicanos. Geralmente
0s componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo sdo moléculas de
proteoglicanos. Os proteoglicanos possuem como componente principal da cadeia
os carboidratos diferentes das glicoproteinas. Glicosaminoglicanos e glicoproteinas
acidas reagem com o corante Alcian Blue, pois seu conteudo que contém grupos
carboxila e sulfato sao fortemente aniénicos. E para que se faca a revelacdo de lipidios
em preparacdes, faz-se uso de corantes como Sudan IV e Sudan Black. O corante
se dissolve nas goticulas de lipidios, ganhando a cor do corante, a cor escura. Ainda
metodos adicionais podem ser usados para localizar o colesterol e seus ésteres de
fosfolipidios e de glicolipidios. Esse tipo de coloracao € muito usado para diagnosticar
doencas metabolicas, onde ha o acumulo intracelular de lipidios variados.

Deteccdo de moléculas em cortes histologicos: interacdes moleculares de alta
afinidade: uma molécula que aparece em uma célula ou em um corte de tecido é
percebida por compostos fluorescentes que se ligam a elas. Com o auxilio de um
microscopio de luz ou eletrénico, buscam-se detectar moléculas organicas como
acucares, proteinas e acidos nucleicos. Os referidos marcadores sdo conhecidos
como substancia florescente, e sao vistos atraves de um microscopio de florescéncia
ou de laser. Ainda a enzima peroxidase € detectada pela demonstracao da enzima
com peroxido de hidrogénio e metais (geralmente particulas de ouro) que podem ser
observados por microscopia de luz e eletronica. Assim, compostos conhecidos como
faloidina, proteina A, lectinas e anticorpos, sao exemplos de compostos que interagem
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especificamente com outras moléculas. Desta forma, sdo exemplos a faloidina que
interage fortemente com a actina dos musculos, sendo geralmente marcada com
substancias fluorescentes. A proteina A € uma proteina que se liga a regido Fc (regiao de
interacdo com outras células e/ ou proteinas) de moléculas de imunoglobulinas, assim
pode-se detectar anticorpos diversos quando a proteina A esta ligada a um marcador.
Ainda as lectinas, proteinas ou glicoproteinas derivadas de sementes de vegetais,
ligam-se com alta afinidade e especificidade ao grupo de moléculas de carboidratos.
As lectinas interagem com diversos acucares e, portanto, se ligam a glicoproteinas,
proteoglicanos e glicolipidios, esse tipo de marcagdo € muito usada para caracterizar
moléculas de membranas celulares que possuem sequéncias especificas de agucares.

Imunocitoquimica: esta técnica trabalha com interacdo especifica entre uma
determinada molécula e um anticorpo. Métodos que se utilizam de anticorpos
marcados sdo eficazes para identificar proteinas e também glicoproteinas. A
imunocitoguimica € a metodologia que permite identificar moléculas ou ainda células
por meio da presenca de anticorpos. Em uma reacao de imunocitoguimica, cultura
de células ou corte de tecidos que contenha determinada proteina, sao incubados
em uma solucdo que contém a presenca de anticorpos que por sua vez reconhece
proteinas. O anticorpo se liga de maneira especifica a proteina e sua localizagdo é
visualizada por microscopia de luz ou eletronica, dependendo do tipo do marcador
que foi incubado junto ao anticorpo. A técnica da imunocitoquimica pede que o
anticorpo esteja disponivel para tal ligagcao, para que se consiga detectar proteinas, a
qual deve ter sido previamente purificada e isolada de forma que anticorpos possam
ser produzidos contra ela.

Anticorpos monoclonais e policlonais: 0s anticorpos monoclonais séo produzidos
por um unico clone de um linfocito B parental, que € clonado e sempre produz os
mesmaos anticorpos, em resposta a um agente causador de doencas. Esses anticorpos
Sa0 iguais em sua estrutura: propriedades fisico-quimicas e biologicas, especificidade e
afinidade, tendo a propriedade de se ligar ao mesmo epitopo no determinado antigeno.
Esses anticorpos sao coletados do plasma do animal de laboratorio e usados para
imunocitoguimica. Ja os anticorpos derivados de diferentes linhagens de linfocitos
B, sdo conhecidos como anticorpos policlonais. Sao considerados uma mistura de
moléeculas de imunoglobulinas secretadas contra um Unico. antigeno especifico, cada
uma reconhecendo um epitopo diferente. No entanto, cada clone pode ser cultivado
isoladamente, no qual diferentes anticorpos contra determinado antigeno podem ser
coletados e separados. Cada um desses varios anticorpos constitui um unico anticorpo
monoclonal. Vale salientar que existem varias vantagens em se usar o anticorpo do
tipo monoclonal quando comparado com um anticorpo policlonal. Os monoclonais
costumam ser mais especificos, evitando que acontecam ligacdes inespecificas com
outras proteinas, o que dificultaria © reconhecimento de determinada proteina. Neste
caso, faz-se uso de técnicas usadas em imunocitoquimica, na qual o anticorpo contra
determinada proteina estd ligado a um marcador apropriado, sendo os resultados
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observados em microscopia de luz ou eletrbnica. Se o marcador for a enzima
peroxidase, coloca-se a enzima em contato com seu substrato para ser analisado.
Esses locais devem ficar fluorescentes, ou poderdo ficar cobertos por um precipitado
devido a presenca da enzima ou particulas de ouro.

Técnicas de hibridizacdo: as técnicas de hibridizacdo permitem as analises das
moléculas envolvidas no processo do fluxo de informacao do DNA, RNA e sintese
de proteinas, controlando esse fluxo. A hibridizagdo € a técnica que envolve a ligagao
entre duas moléculas de cadeia Unica de acidos nucleicos, que se reconhecem pela
complementaridade de sua sequéncia de pares de bases nitrogenadas. Essa técnica
permite a identificacao de sequéncias especificas de DNA ou RNA. Quando sdo
aplicadas as técnicas de hibridizacao diretamente em células e cortes de tecidos,
cromossomos e esfregacos, chamamos de hibridizagdo in situ. E um método usado
para verificar se uma célula tem uma determinada sequéncia especifica de DNA,
definindo ou localizando um gene em um cromossomo. Ainda pode ser usado para
identificar as células onde genes especificos estao sendo transcritos, sem esquecer que
inicialmente o DNA € desnaturado por acao do calor ou agentes desnaturantes, que
faz com que as duas cadeias se separem. Em seguida, uma solucao contendo a sonda
€ colocada sobre a lamina, que apos lavagem, denuncia atraves do marcador usado
onde houve a ligacdo da sonda com a sequéncia complementar do DNA. Quando
se usa o DNA ou RNA purificados, a hibridizacdo relata a separacdo de moléculas de
DNA ou RNA por tamanho, contando ainda com a leitura da eletroforese em gel de
agarose ou em gel de poliacrilamida. A partir disso, 0 material genético ¢ transferido
para uma folha de nitrocelulose por meio de um solvente, onde finalmente os acidos
nucleicos sao analisados por hibridizacao. A técnica que identifica o DNA é chamada
de Southern blotting e quando a eletroforese é realizada com moléculas de RNA, a
técnica € conhecida por Northern blotting. As técnicas de hibridizacao sao usadas
em pesquisa, diagnostico clinico e medicina forense, pois se mostram eficazes e
especificas na identificacdo de proteinas.

é{# Assimile

Os problemas na interpretacao de cortes histologicos podem acontecer
devido as distorcdes e artefatos que aparecem quando se faz o
processamento dos tecidos. Uma das causas que levam a distorcao da
imagem obtida € um tipo de retracdo que o fixador utilizado produz,
Ou ainda a acao do etanol e do calor da parafina usada para inclusao. A
retracdo so diminui quando os tecidos sao incluidos em resina.
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@ Reflita

As varias etapas dos procedimentos na montagem da lamina de histologia
podem acabar distorcendo os tecidos, fornecendo uma imagem diferente
daquela que os tecidos apresentavam quando eram vivos ou daguelas
encontradas nos livros didaticos. Para diminuir esses artefatos, novas

adaptacdes de técnicas antigas e primordiais em tecnologias sdo criadas
como auxilio.

Pesquise mais

Para entender mais a respeito de técnicas de histologia, leia o material
intitulado: Técnicas Histologicas. Disponivel em: <http://depto.icb.ufmg.
br/dmor/pad-morf/histologicabasica.htm>. Acesso em: 26 dez. 2015.

Faca vocé mesmo

A histologia € usada em diferentes campos de atuac¢do: pesquisa e clinica
medica como visto durante a secdo e € amplamente empregada em
diagnosticos pos-operatorios. Pesquise a importancia de um estudo
histopatologico para a area da saude. Por exemplo, no caso da situacao-
problema trabalhada anteriormente, o diagnostico de cancer de pele
determinado pela médica de Clara. Qual a importancia desse estudo?

Se precisar de ajuda em suas duvidas sobre as técnicas histologicas,
assista  ao video disponivel em: <https://www.youtube.com/
watch?v=RlyTg64ATOE>. Acesso em: 14 jan. 2016.

Sem medo de errar

o,
)

Atencéo!

Na microscopia de luz, existe uma dificuldade de se visualizar nucleos,
mitocondrias, lisossomaos e peroxissomos e estruturas celulares envolvidas
por membrana basal e matriz extracelular. E necessario desta forma que
sejam realizadas preparacdes para que 0s compartimentos celulares de
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interesse sejam visualizados. Por outro lado, o microscopio eletronico
de transmissdo € o que nos permite a observacdo de células com
todas as suas organelas e inclusdes envolvidas pela membrana e pelos
componentes de matriz extracelular.

Lembre-se

Os meios de cultura de células e tecidos fornecem as substancias essenciais
encontradas No organismo para O crescimento e para o controle do
crescimento de células in vitro. Costuma-se adicionar a esses meios soros,
alguns tampdes, antibioticos se necessario e indicadores de pH.

Depois de um tempo ja medicada pelo transtorno da ansiedade, ataques de
panico e depressao, Alice se sentia melhor, no entanto, tinha recaidas de ansiedade
e depressao. Dr. Hugo explicou que por mais que a medicacdo ja estivesse fazendo
efeito em seu organismo, havia toda uma rede neuronal que precisava de um tempo
maior para restabelecer as conexdes, conhecida cientificamente como “plasticidade
neuronal”. A terapia fez Alice entender muito sobre a doenga e nao mais teve medo de
fugir, mas sim de enfrentar e saber lidar com determinada situa¢do. Ainda descobriu
uma baixa funcionalidade na tireoide, especialmente de hormonio T4.

Avancando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu transferindo seus conhecimentos para novas situagdes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de
seus colegas.

“A genética e a doenca de ordem psicoldgica”

Conhecer e ser capaz de aplicar a diferentes contextos as

1. Competéncia geral principais técnicas de Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Entender sobre as técnicas de analise para detectar acidos

2. Objetivos de aprendizagem . L
nucleicos sem o uso de radioisotopos.

3. Conteudos relacionados Tecnicas de andlise para detec¢éo de acidos nucleicos.
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4. Descricdo da SP

Depois de um tempo ja medicada pelo transtorno da ansiedade
e depressdo, Alice se sentia melhor, porem tinha recaidas de
ansiedade e depressdo. Dr. Hugo explicou que por mais que
a medicacao ja estivesse fazendo efeito, havia toda uma rede
neuronal que precisava de um tempo maior para restabelecer
as conexdes, conhecida cientificamente como “plasticidade
neuronal”. Ainda solicitou exames de tireoide para saber sobre o
funcionamento da glandula, que pode interferir em doengas de
ordem psicologica. Desta forma, como Alice melhorou apos a
psicoterapia, entendendo que sua causa era genéetica e advinda
de suas preocupacdes diarias, Alice precisou avangar em seus
exames, pois relatou ainda sentir episodios de intensa tontura
apos as crises de ansiedade, panico e aumento de presséo
arterial

5. Resolugédo da SP

A realizacdo de novos exames mostrou que Alice apresenta
crises de labirintite quando fica ansiosa e com medo. O
organismo de Alice ndo aceita mais que ela se entregue as
situagdes que lhe tragam preocupacdes. Neste momento,
medicada e realizando a psicoterapia, Alice tem condicdes de
se recuperar das crises de labirintite que nao lhe permitem
realizar as atividades que mais gosta. Desta forma, quando Dr.
Hugo viu seus novos exames, disse para Alice que o caminho
para sua cura ou eventual melhora seria mesmo a medicagao,
a terapia e a conscientizagdo de gque sua ansiedade e suas
preocupagdes estavam acabando com sua saude, trazendo
além de doengas psicologicas, o aparecimento de hipertensao
arterial e crises de labirintite. Pediu para Alice pensar em uma
readequacado em seu estilo de vida.

@ Faca vocé mesmo

Novas alteracdes em exames mostram que Alice em situacdes de estresse
e ansiedade acabou desenvolvendo episodios de labirintite. O que deve
ser modificado na rotina de Alice para que doencas de fundo psicoldgico
ndo alterem ainda mais as reacdes fisiologicas de seu organismo?

&
u Lembre-se

Antes de comegar a ler a situacao-problema a sequir, € importante que
voceé tenha em mente os conceitos e funcdes das tecnicas de analise para
deteccao de acidos nucleicos sem a presenca de compostos radioativos,
e ainda o uso dessa tecnologia no tratamento e prevencao de varias

doencas.
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Faca valer a pena!

1. A plasticidade neuronal ou neuroplasticidade acontece quando:
a) O sistema muscular e as fibras musculares aumentam sua elasticidade.
b) O sistema muscular aumenta a contracdo de suas fibras musculares.

c) O sistema nervoso é moldado alterando sua estrutura de acordo com
as situacdes que acontecem durante a vida.

d) O sistema nervoso é adaptado e remodelado, aumentando muito a
dimensao dos neurdnios.

e) O sistema nervoso apresenta caracteristicas de inibicdo de crescimento
neuronal, diminuindo a ansiedade.

2. A ansiedade e depressdao acabam prejudicando as conexdes cerebrais
e assim a memoria, a aprendizagem, a vontade e a criatividade ficam
prejudicados. Normalmenteindicam-se exerciciosfisicos, terapias, medicacao
para que todo o circuito neuronal apresente melhoras. Todas essas técnicas
envolvidas em crises de ansiedade e depressao trabalham com:

a) Decaimento e mau funcionamento neuronal.
b)
c) Principios de esquizofrenia e outras doencas neurodegenerativas.

Diminuicdo do numero total de neurdnios.

d) Remodelamento cerebral, aumento de conexdes cerebrais e melhora
cognitiva.

e) Principios de doencas cardiovasculares.

3. Culturas de células sao mantidas “vivas” e podem ser adequadamente
estudadas fora do corpo. A metodologia é de grande importancia para
o estudo isolado do efeito de moléculas sobre um determinado tipo de
célula ou tecido. Sobre essa técnica, € correto afirmar que:

I. A cultura de células favorece ainda uma analise direta do
comportamento dessas células vivas por meio de analise microscopica
in vitro, ou seja, fora do corpo de um animal de laboratdrio.

Il. Diferentes células e tecidos sdo cultivados em solucdes compostas
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por sais, aminoacidos, vitaminas, glicose, dentre outros componentes
compondo os meios de cultura usados em metodologias laboratoriais
e cientificas.

[ll. Os meios de cultura mais conhecidos sao o DMEM (Dulbecco/Vogt
modificado de Eagle's — Harry Eagle) e o RPMI (Roswell Park Memorial
Institute Medium), nos quais linfécitos humanos sdo cultivados.

IV. O meio RPMI possui uma quantidade de fosfato suficiente para o cultivo
em 5% de gas carbonico (CO2), em contraste com as células cultivadas
em DMEM que devem ser cultivadas numa atmosfera de CO2 a 10%.

V. As células cultivadas sao suplementadas com soro bovino a 10% ou
soro fetal bovino a 10%.

Estdo corretas as afirmativas:

a) As afirmativas |, Il e lll estao corretas.

b) As afirmativas I, Ill e IV estdo corretas.

c) As afirmativas |, 11, lll, IV e V estdo corretas.
d) As afirmativas |, Il, lll e IV estdo corretas.
e) As afirmativas lll, IV e V estdo corretas.
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Unidade 3

METODOLOGIAS DE ANALISE
EM BIOLOGIA MOLECULAR

Convite ao estudo

Nesta unidade trabalharemos de forma mais precisa as técnicas de Biologia
Molecular, tratando dos conceitos, caracterizacdo e métodos das variadas
técnicas de Biologia Molecular.

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz de aplicar aos
diferentes contextos as principais tecnicas de Biologia Molecular e Biotecnologia.
Ja a competéncia técnica procura conhecer os procedimentos para clonagem
e sequenciamento de DNA, bem como as tecnicas de analise de DNA, RNA e
proteinas.

Os objetivos sao entender a importancia das técnicas aplicadas a Biologia
Molecular no estudo de diferentes patologias e anomalias genéticas. Alem das
diferencas e a caracterizacao das referidas técnicas e sua aplicacao.

Em cada secao desta unidade vamos trabalhar as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia, observando essas praticas em rotinas
de laboratorios e diagnostico de patologias. Todo o conteudo abordado e as
sugestdes de leitura devem favorecer a resolucao das Situacdes-Problema (SP)
abordadas, esclarecendo a vocé a importante utilidade dessas técnicas nas
situacdes que aparecem em Nosso dia a dia.

Para que voceé possa assimilar e perceber a importancia do conteudo acima
e, dessa forma, cumprir as competéncias e objetivos do tema, veja a seguir uma
Situacdo-Realidade (SR).

Andrea casou-se com Eduardo ha menos de um més. No entanto, ja na
viagem de lua de mel, notou que 0 marido ainda guardava lembrancas do
passado no qual ficara viuvo. Andrea diz que de uns dias para ca tem percebido
que Eduardo esta sempre se lembrando do casamento anterior, em que perdeu
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Secao 3.1

Técnicas de biologia molecular

Dialogo aberto

Caro aluno, seja bem-vindo! Antes de iniciarmos esta secao, vamaos retomar a
situacdo apresentada no “Convite ao Estudo’. E contada a histéria de Andrea e Eduardo.
Eles se casaram ha menos de um meés e agora, passado uns dias que voltaram da
viagem, ja falam em separacdo. Todo esse sofrimento fez Andrea ficar muito isolada e
sem saber o que fazer.

Andrea continua isolada da familia, chora muito e ndo aceita ajuda de ninguéem.
Ao conversar com sua avo por telefone, diz que sente dificuldade para dormir, chora
Muito e que suas pernas e bracos algumas vezes estdo adormecendo. Sua vo disse
para que ela volte para a casa dos pais e nao fique sozinha, pois precisa de ajuda. Por
enquanto, Andrea disse que ficara em Sdo Paulo, mas como passou por uma situagcao
de estresse muito forte, ira procurar ajuda medica para saber 0 que pode ser feito
neste caso. Todos estdo preocupados, pois Eduardo saiu de casa e deixou Andrea em
seu apartamento sozinha.

De manha, quando Andrea tentou se levantar, ndo conseguiu firmar os pes no
chado. Nao era tontura, era uma fraqueza nas pernas que a fazia mancar e se arrastar
a0 tentar caminhar. Tambem sentia sua boca adormecida, ‘formigando”. Andrea ligou
imediatamente para o medico e foi ao consultorio de seu neurologista.

A partir dessa situagdo, vamos estudar a patologia da Esclerose Multipla (EM), bem
Como seus sinais e sintomas por meio de diferentes ensaios, verificando a possibilidade
de a doenca ser de origem genética. Para isso, usaremos testes de Biologia Molecular,
verificando mecanismos de acdo envolvidos na patologia da EM. Vamos entender
a referida patologia por meio de testes de Biologia Molecular, relacionando o
entendimento de doencgas genéticas e/ou aquelas desencadeadas por mutagdes no
codigo genético.

Quais outras patologias podem aparecer com o passar do tempo?
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Nao pode faltar

Os avancos cientificos nos ultimos anos, tanto na area da Genética como na da
Neurobiologia, tém favorecido o uso de ferramentas moleculares que cada vez mais
nos permitemaidentificacao pré e pos-sintomatica de doencgas neurodegenerativas,
criando, assim, perspectivas de novas possibilidades terapéuticas.

O diagnostico de doencas na area da Biologia Molecular consiste na avaliacdo
da estrutura dos componentes do material genético (DNA) existente no nucleo
das células de nosso organismo. As alteracdes que podem acontecer no DNA
sao, desde a perda de partes, como, também, uma simples troca de um de seus
componentes ou, ainda, outras combinacdes genéticas mais complexas. Em
decorréncia de uma mutagao, por exemplo, um determinado gene pode deixar de
realizar a sua funcédo ou adquirir outras funcdes diferentes de sua funcao original,
levando ao aparecimento de patologias. Quando € realizada a investigagcao
molecular de doencas neurodegenerativas, como a esclerose multipla, por
exemplo, é possivel verificar que existem diferentes ferramentas moleculares que
possibilitam identificar alteracdes em genes que seriam 0s agentes causadores de
doencas e, ainda, aguelas que permitem a investigacdo do DNA, identificando,
assim, os marcadores biologicos que estariam mostrando a susceptibilidade a
certas doengas, como: Parkinson, Alzheimer e Esclerose Multipla.

Para que se determine se realmente existe a susceptibilidade a determinada
doencga de origem genética, técnicas de extracao e purificacdo de DNA e RNA
sdo realizadas, a fim de que se determine o sequenciamento de genes para
alguma patologia que esta sendo investigada. Dessa forma, a Biologia Molecular
nos permite determinar a composicao do conjunto de genes do DNA ou do
RNA envolvido na génese da patologia, de forma que os variados pares de bases
contidos na molécula de DNA séo ‘lidos”. Todo esse estudo nos fornece uma
variedade de informacodes, que sao processadas, interpretadas e armazenadas para
O momento da analise do material genético.

Existem variadas doencas que estdao associadas a uma instabilidade na
duplicacao de nucleotideos, havendo repeticOes trinucleotidicas, ou seja,
repeticdes de sequéncia do DNA. Esse grupo de doencas forma um grupo de
neuropatias hereditarias causadas por mutacdes nos genes. O mecanismo consiste
na amplificacdo de sequéncias genéticas repetidas do DNA, que fazem com gue os
genes correspondentes aumentem de tamanho. O que acontece € que a referida
amplificacdo leva os genes a produzirem proteinas anormais, gue chegam a ser
neurotoxicas para o sistema nervoso central, gerando uma perda progressiva dos
neurdnios.
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O numero de repeticdes anormais existente no material genético favorece o
diagnostico molecular conclusivo presente no gene que esta associado a doenca.
Um diagnostico realizado somente com base clinica dificulta a deteccdo de
determinada patologia, 0 que € revelado por meio das ferramentas moleculares.
No caso da identificacdo de marcadores para predisposicdo genéetica em
doencas como Alzheimer, Parkinson e Esclerose Multipla, € possivel verificar que
determinadas alteracdes em genes podem ter um envolvimento direto ou indireto
com a doenca, mas Nao sao esses 0s Unicos fatores capazes de desencadea-la.

Sabe-se que 0s anticorpos sao especificos para proteinas e outras moléculas,
podendo ser monoclonais e policlonais. Vocé se lembra?

%5‘? Assimile

Os anticorpos monoclonais sao obtidos por uma populacao de células
iguais (conhecida como clone), que crescem em meio de cultura celular.
Sao considerados anticorpos homogéneos, ou seja, todos reconhecem
a mesma porcao de proteina antigénica que induziu sua formacdo. Ja os
anticorpos policlonais sao aqueles obtidos a partir de diferentes tipos de
células que produzem anticorpos.

Vale a pena conhecer outra técnica para trabalhar com a citogenética molecular.
Mas vocé sabe o que € a citogenética?

A citogenetica estuda as anomalias que afetam os cromossomos, favorecendo,
assim, o diagnostico de uma doenca genética ou a prevencao destas. Assim, a
técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (Fish) ajuda a localizar genes de
maneira precisa ou a sequéncia de DNA diretamente nos cromossomaos por meio
de preparacdes celulares.

A técnica de Fish € aplicada em cromossomos que estao em metafase e nucleos
interfasicos, utilizando sondas de DNA. Estes métodos de marcacao radioativa
com sondas de DNA oferecem novas possibilidades de se realizar o mapeamento
genético. Assim, pode-se mapear até um gene ou sequéncia de DNA do liquido
amniotico, por exemplo, para diagnosticar alteragcdes cromossdémicas numericas
e, ainda, doencas ligadas ao sexo. Com todo o avanco da Biologia Molecular, €
possivel que usemos 0 método Fish no diagnostico precoce em aneuploidias
cromossdmicas numericas €, ainda, na determinacdo de sexo do feto e até os
cromossomos envolvidos na leucemia mieloide croénica. Esse fato € interessante
e importante, pois quanto antes se tem um diagnostico, mais cedo se inicia o
tratamento e a possibilidade de cura pode ser muito maior.
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Conheca a especificidade em que se pode trabalhar com sondas usadas
na citogenética clinica, permitindo tanto o mapeamento genético quanto ©
diagnostico clinico:

e Sondas centoméricas: trabalha-se na regido dos centrdbmeros dos
Cromaossomaos, ou seja, as sondas consistem de sequéncia de DNA repetitivo na
regiao dos centromeros de um cromossomo especifico.

» Sondas de sequéncia Unica: sdo especificas para um determinado local.
Importantes na deteccao de delecdes (perda de parte de cromossomos) ou
duplicacdes génicas.

» Sonda de pintura do cromossomo: sdo sondas multicoloridas que pintam o
cromossomo inteiro, caracterizando moléculas complexas e a origem de material
cromossomico adicional.

» Sondas multicoloridas: trata-se de uma pintura cromossémica para cada par
de cromossomos e, portanto, cada par sera pintado por uma cor diferente quando
na presenca de um marcador fluorescente.

D Exemplificando

Usando o mesmo principio da técnica de Fish, duas outras técnicas
foram desenvolvidas para a anadlise de cromossomos humanos: a
hibridizacao gendmica comparativa (CGH) e cariotipagem espectral (SKY).
A CGH aumenta a resolucao na deteccao de alteracdes cromossdmicas,
melhorando o diagnostico do retardo mental, menopausa precoce e
tumores, por exemplo. Para que vocé entenda a diferenca entre CGH e
SKY leia o artigo a sequir:

VILAS BOAS, D. S. Cariotipo multicolorido: mapeamento cromossomico
através do uso de sondas de DNA fluorescentes. Revista Ceciliana, v. 1,
n. 1, p. 1-17, 2009. Disponivel em: <http://sites.unisanta.br/revistaceciliana/
edicao_01/1-2009-1-17.pdf>. Acesso em: 6 mar. 2016.

As proteinas desempenham o trabalho celular, sendo compostas por 20 tipos
de aminoacidos. As proteinas dentro do organismo humano exercem diferentes
funcdes: controlam a permeabilidade da membrana, catalisam (aceleram) reacdes
quimicas dentro do ambiente celular, regulam os metabolitos, trabalham com o
movimento do corpo e controlam a funcdo dos genes. Vocé imaginava que as
proteinas fossem tdo importantes assim para o seu organismo funcionar?
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@ Reflita

Sabendo da importancia das proteinas nas funcdes celulares, vamos
aproveitar para pensar um pouco sobre a importancia do conceito de um
gene? Leia o artigo a seguir:

JOAQUIM, L. M. EL-HANI, C. N. A genética em transformacao: crise
e revisao do conceito de gene. Scientiae Studia, n. 8, v. 1, Sédo Paulo,
jan./mar.,  2010. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/51678-
31662010000100005>. Acesso em: 6 mar. 2016.

Nesse artigo, vocé encontra uma discussao sobre a importancia do
material genético e como € grande o interesse na obtencdo de proteinas
em quantidade suficiente para possibilitar o estudo estrutural e funcional
das proteinas.

A expressao de proteinas recombinantes em sistema bacteriano tem vantagens
e envolve a producao de proteinas visando a confeccao de farmacos, anticorpos,
estudo de estrutura e funcao. A maneira como a proteina recombinante sera
produzida, depende do vetor e da propria proteina. Na analise de proteina
recombinante, as amostras de cultura consideradas ativadas sdo usadas geralmente
em trés diferentes tempos e sao avaliadas quando se quantifica a expressao de
proteinas em um gel de poliacrilamida. O referido gel € formado por uma malha
de poliacrilamida e as proteinas sao separadas pela propria massa molecular, ainda
sem se esquecer de sempre correr um controle negativo, junto com as amostras
em teste. A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE) é uma preparacao
qgue trabalha com a separacdo de proteinas, sendo necessaria a confeccao de
um gel que ¢ construido e utilizado no sentido vertical. A técnica apresenta em
sua composicao duas concentracdes diferentes de poliacrilamida e de pHs:
sendo um gel inferior, conhecido como gel de resolucdo ou separacdo (gR, do
inglés resolving), e outro superior, conhecido como gel de empilhamento ou
de concentracao (gE, do inglés stacking). Cada molécula de proteina se liga as
moléculas do SDS (um detergente que anula as cargas das proteinas) carregado
negativamente, que faz com que essas migrem em dire¢do ao elétrodo positivo e
se separem por peso molecular e nao por diferencga de cargas elétricas.

O gel de resolucdo € o primeiro a ser colocado no suporte da tecnica de
eletroforese, podendo ser feito com diferentes concentracdes de poliacrilamida.
Este fato permite a maior discriminacdo entre as proteinas com suas diferentes
massas moleculares e, assim, as proteinas de alto peso ficam concentradas na
regido superior do gel e as de baixo peso na regido inferior do gel. O gR deve
ocupar ¥ da altura do suporte e o restante € preenchido com agua destilada. Esse
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procedimento antecede a colocacao do gel de empilhamento e a agua permite
que N3do exista a interacdo entre o oxigénio do ar com a poliacrilamida.

fr‘,’ Atencao!
)

A manipulacéo da poliacrilamida que € utilizada no procedimento de
eletroforese para montagem dos géis deve ser realizada com luvas,
tomando-se o cuidado de nao aspirar a solucdo, pois a substancia de
poliacrilamida e considerada neurotoxica.

! Pesquise mais

Para se aprofundar no assunto a respeito de técnicas de Biologia Molecular
envolvendo a revelacdo de resultados de amostras por eletroforese
usando gel de revelacdo e empilhamento, consulte a tese a sequir, que
trabalha a alergia alimentar causada pela ingestao de peixe que continha a
larva de Contracaecum sp:

SILVA, C. M. da. Resposta imunoldgica contra antigenos de anisaquideos
de peixes teledsteos. 69 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) —
Centro de Ciéncias Médicas, Universidade Federal Fluminense, Rio de
Janeiro, 2008. Disponivel em: <www.uffbr/higiene_veterinaria/teses/
cristiane’%20_miranda_dout.pdf>. Acesso em: 6 mar. 2016.

Observe a importancia do estudo e analise de proteinas por diferentes
metodos, como: ensaios enzimaticos, cromatografias, eletroforese,
eletroforese bidimensional, SDS-PAGE, espectrometria de massa, dentre
outros:

Disponivel em:  <http://www fiocruz.br/ioc/media/apostila_volume_1.
pdf>. Acesso em: 07 jan. 2016.

Cada molécula de proteina se liga a um grande numero de moléculas do
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) carregado negativamente, que supera
a carga intrinseca da proteina e faz com que ela migre em direcdo ao eletrodo
positivo, quando uma tensdo € aplicada.

E importante salientar que, dentre os diferentes reagentes usados, deve-se
obedecer a uma ordem no momento de adiciona-los na reacao, pois geralmente
um reagente pode iniciar ou frear a reacao, podendo interferir nos resultados. Assim,
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no SDS-page, o TEMED e o APS (persulfato de amdnio) sao dois reagentes que
iniciam a reacdo e devem ser colocados imediatamente apos todos os reagentes
e, depois de coloca-los no tubo de ensaio, rapidamente a solucao toda deve ser
colocada no suporte em que ocorrera a eletroforese para que assim ocorra a
polimerizagao do gel no suporte e Nnao No tubo de ensaio.

O gel de empilhamento tem a funcao de deixar as proteinas negativamente
carregadas, permitindo que elas entrem ao mesmo tempo na preparacao, atingindo
a concentracao final de 4% de poliacrilamida. Apds a polimerizacdo do gel de
resolucao, retira-se o excesso de agua da reacao, sendo adicionada a solucao para
o gel de empilhamento. E nessa etapa que colocamos um espacador no referido
gel, conhecido como “pente’, que pode ser de 10 ou 15 espacos, possibilitando
a formagdo de pocos nos quais serao aplicadas as amostras a serem testadas.
ApOs a corrida das amostras e controles no gel de SDS-PAGE, é feita a leitura e a
quantificacao da proteina de interesse.

Figura 3.1 | Montagem dos géis de poliacrilamida em sistema de eletroforese
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Fonte:  <http://www.puc-rio.br/pibic/relatorio_resumo2010/relatorios/ctc/qui/QUI-Alex%20Andrade%20de%20Lima.pdf>;
Dicionario Sauide. Disponivel em: <http://dicionariosaude.com/eletroforese/>. Acesso em: 6 mar. 2016.

Figura 3.2 | Materiais utilizados no SDS-PAGE

Fonte: <http://insightltda.com.br/insight-equipamento-cientifico-182-Cuba-de-Eletroforese-Vertical-10-x-10-cm>; Boise
State <http://brc.boisestate.edu/dna-and-protein-isolation-and-characterization/>. Acesso em: 6 mar. 2016.
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Faca vocé mesmo

Procure exemplificar onde vocé poderia usar a técnica de eletroforese
para determinar a revelacdo de amostras envolvidas na situagao ou
patologia que voceé esta interessado em estudar ou aprender para avangar
em seus estudos de Biologia Molecular. Vamos &7

Vocabulario
SDS: detergente dodecil sulfato de sodio.

Aneuploidias cromossdmicas: sdo alteracdes que envolvem diminuicao
ou aumento em um determinado par de cromossomos. Ja as euploidias
sao alteracdes numericas em que todo o genoma € alterado, ou seja,
alteram o conjunto de cromossomaos.

Leucemia mieloide crbénica: cancer do sistema sanguineo caracterizado
por uma aberracdo citogenética causada por uma translocacao entre
Cromossomaos, que resulta no cromossomo Filadélfia (cromossomo Phi).

Sem medo de errar!

d
)

Atencao!

A Esclerose Multipla (EM) € uma doenca cronica do Sistema Nervoso
Central (SNC) de etiologia desconhecida, podendo ter manifestacdes
iniciais na adolescéncia e no adulto jovem. A desmielinizacao dos axénios
acontece por mecanismo autoimune e inflamatorio.

Andrea realizou a coleta de liquor, ou liquido cefalorraquidiano, em laboratorio,

para realizacao da eletroforese de proteinas na verificacdo de bandas oligoclonais.
A pesquisa de bandas oligoclonais no liquor esta relacionada com o diagnostico
e detalhamento de estudos de processo inflamatorio gue acontece no Sistema
Nervoso Central (SNC). Essas bandas sdo, na verdade, imunoglobulinas sintetizadas
por um ou alguns clones de plasmaocitos (derivados de linfocitos B), em resposta a
presenca de um antigeno unico e especifico. Assim, os resultados encontrados nos
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ensaios de eletroforese, com o aparecimento de tais bandas, podem determinar o
diagnostico da Esclerose Multipla (EM).

Sabe-se ainda que aproximadamente 90% dos pacientes com esclerose
multipla apresentam esse tipo de bandas oligoclonais em exames de LCR, mas nao
constituem indicios exclusivos dessa doenca. Sabe-se que a avo paterna de Andrea
faleceu apos 4 anos de se descobrir portadora de EM, aos 85 anos de idade. Desta
forma, a genética e os fatores ambientais determinaram o aparecimento da doenca
em Andrea ainda jovem. Outras doencas podem aparecer apos o diagnostico
da esclerose multipla, desde paralisia de musculos que levam ao movimento de
pernas e bracos, até musculo respiratorio (diafragma), degluticdo, dentre outros. E
comum, também, o processo depressivo e dificuldades para falar.

-
E-I Lembre-se

O diagnostico é feito com base no quadro clinico de modo evolutivo. No
diagnostico da EM ha o envolvimento de neurologistas, psiquiatras, dentre
outros profissionais da salde. Ainda se tem o forte suporte dos exames de
liquor, ressonancia magneética de cranio e medula, sempre se excluindo
outras doencas de natureza inflamatoria ou infecciosa. O exame de
liquor na EM mostra o importante dado da elevacdo do indice de IgG
(imunoglobulina G) intra-tecal e a presenca de bandas oligoclonais por
eletroforese. O aumento de leucocitos na esclerose multipla € conhecido
como pleocitose linformonocitaria, conferindo caracteristica de processo
inflamatorio.

Avancgando na pratica

-
E—I Lembre-se

Antes de comegar a ler a situacao-problema a sequir, € importante que
vocé se lembre de tudo o que discutimos a respeito da esclerose multipla
e 0s métodos que podemos usar para diagnosticar e entender essa
patologia.
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Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de

seus colegas.

“Patologia e Biologia Molecular”

1. Competéncia Geral

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
de aplicar em diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Entender os diferentes conceitos e técnicas de Biologia
Molecular e sua caracterizacado para aplicacdo em diferentes
patologias.

3. Conteudos relacionados

Conceitos, caracterizagcdo e métodos/técnicas moleculares.

4. Descricdo da SP

Andrea continua isolada da familia, chora muito e n&o aceita
ajuda de ninguém. Ao conversar com sua vo por telefone, diz
que sente dificuldade para dormir e que suas pernas e bracos
algumas vezes estdo adormecendo. Sua avo pede para que
ela volte para a casa dos pais e néo figue sozinha, pois precisa
de ajuda. Por enquanto Andrea disse que ficara em S&o Paulo,
mas como passou por uma situacao de estresse muito forte,
ira procurar ajuda médica para saber o que pode ser feito neste
caso. Ao dormir a noite toda, quando Andrea se levantou, nao
conseguia firmar seus pes no chdo. Ndo era tontura, era uma
fraqueza nas peras que a fazia mancar e se arrastar ao tentar
caminhar. O exame de Biologia Molecular fol positivo para
EM. Agora, pede-se que se realize a ressonancia magnetica
e o indice de IgG, que é calculado a partir de medidas de
albumina e de IgG no liquido cefalorraquiano (LCR) e no soro,
usando a formula: Indice de 1gG = [IgG (LCR) = IgG (soro) ] =
[Albumina (LCR) + Albumina (soro) ] para dar continuidade
a0s exames necessarios para saber sobre a EM.

Para realizar testes para pesquisa de anticorpos IgG anti-
HTLV-1, € necessario usar o metodo Elisa, confirmados pelo
WB. immuno blotting, para pesquisa de banda IgG especifica.

5. Resolugédo da SP

O diagnostico de esclerose multipla foi confirmado por
exames que envolveram um indice de IgG elevado na coleta
de liguor para dosagem de 1gG no sistema nervoso central.
Essa caracteristica aparece em 90% dos casos de esclerose
multipla. Os exames de ressonancia magnética produzem
imagens do cérebro que permitem a identificacdo e o
acompanhamento de areas de lesdo na esclerose multipla.
Ainda pode ser realizada a ressonancia magnetica funcional,
a espectroscopia por ressonancia magneética e a ressonancia
magnética com tensor de difuséo. Essas técnicas vao
favorecer o acompanhamento da evolucdo do quadro da
doenca de Andrea.
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@ Faca vocé mesmo

Fatores ambientais em alguns casos sao tdo sérios e importantes quanto
o de natureza genética. O conjunto dos dois determina 0 avanco ou o
adiantamento do aparecimento da doenca. Essa € uma realidade que
vivemos cada vez mais hoje em dia.

Faca valer a pena

1. O diagndstico de doencas na area da Biologia Molecular consiste na
avaliacdo da estrutura dos componentes do material genético (DNA)
existente no nucleo das células de nosso organismo. A partir disso,
analise as afirmativas a seguir:

I. Uma das alteracdes que pode acontecer no material genético ¢ a
perda de partes do DNA.

Il. As alteracdes que acontecem no material genético sao fundamentadas
na simples troca de um dos componentes ou, ainda, em combinacdes
genéticas mais complexas.

lll. As alteracOes que acontecem no material genético sdo sempre
mutacoes.

E correto afirmar que:

a) As afirmativas | e Il estdo corretas.

b) As afirmativas Il e lll estdo corretas.

c) As afirmativas | e Ill estdo corretas.

d) A afirmativa lll é a correta, as outras sdo incorretas.
e) Apenas a afirmativa | € a correta.

2. Para que se determine se existe a susceptibilidade a determinada

doenca de origem técnicas de
de DNA e RNA sdo realizadas, a fim de que se
determine o de genes para determinada patologia

que esta sendo investigada.

Assinale a alternativa que preenche corretamente as lacunas:
a) Patoldgica, extracao e purificacao, sequenciamento.

b) Genética, extracdo e purificacdo, sequenciamento.
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c) Genética, delimitacao, gerenciamento.
d) Inata, purificagao, gerenciamento.
e) Inata, extracdo, sequenciamento.

3. A Biologia Molecular nos permite determinar a composicdo do
conjunto de genes do envolvido na génese da
patologia em que os variados contidos na molécula
de DNA sdo ‘lidos”, fornecendo uma variedade de informacdes, que
sdo processadas, interpretadas e armazenadas para ___________ do
material genético. Assinale a alternativa que preenche corretamente as
lacunas:

a) cDNA, nucleotideos, purificacao.

b) cDNA, nucleotideos, analise.

c) RNAt, pares de bases, andlise.

d) RNAt, nucleotideos, analise.

e) DNA ou do RNA, pares de bases, andlise.
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Secao 3.2

As técnicas moleculares: acidos nucleicos,
genémica e protedmica

Dialogo aberto

Caro aluno, antes de iniciarmos esta secao, vamos retomar a Situacao-Realidade
(SR) apresentada anteriormente. A situacao conta a histéria de Andrea e Eduardo, que
se casaram ha menos de um més e agora, passado uns dias que voltaram da viagem, ja
falam em separacdo. Todo esse sofrimento fez Andrea ficar muito isolada e sem saber
O que fazer. Ela continua isolada da familia, no entanto, buscou a opinido de varios
medicos. Os sintomas ainda continuam, a mao treme demais e as pernas tambem,
tendo dificuldades para se levantar da cama e da cadeira, tanto € que recentemente
torceu seu tornozelo por ter rompido os tenddes do pe direito. Ao caminhar ainda nao
consegue firmar muito bem seus pées no chdo. Tem medo de fraturar algum membro
€ Nao quer usar a cadeira de rodas.

No entanto, um grupo de pesquisadores da Universidade de Sdo Paulo se
interessou em estudar o caso de Andrea. Na verdade, esses dados da paciente farao
parte de uma pesquisa, mas mesmao assim ela concordou em contribuir com a busca
de uma solucao para o problema da esclerose multipla. Se ndo for para ela, servira
para outros pacientes na prevencao, diagnostico e até tratamento da patologia. Para
detectar geneticamente a existéncia dessa doenca, o grupo de pesquisa disse que
ird recorrer a técnicas de Biologia Molecular, usando ensaios que devem favorecer o
estudo, ajudando-a a entender melhor o que acontece em seu organismo. A equipe
de pesquisa disse que vai verificar todos 0s exames que a paciente tem em maos e
sequir com o estudo.

Quais técnicas de Biologia Molecular podem ser usadas? Existe uma maneira de
retardar os sintomas da doenca quando a paciente ndo esta tendo episodios de crise
e nem apresenta intenso estresse?

Todos os conteudos envolvidos nesta secao irdao ajudar vocé a pensar na
importancia da Biologia Molecular, apresentando diferentes técnicas que devem
elucidar mecanismos de prevencao e diagnosticos de doencas possiveis de serem
estudadas a partir do isolamento de um determinado gene ou conjunto de genes.
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Além das informacdes apresentadas nas demonstracdes contabeis consideradas
nos referidos dados da situacdo-problema anterior, sabemaos que o investimento inicial
do projeto analisado ¢ de RS 1.000.000,00 e tem uma vida Util de cinco anos, estando
totalmente depreciado ao termino deste periodo, no qual estara sucateado, devendo
ser substituido. O periodo para aceitacdo do projeto € de trés anos.

Nao pode faltar

A aplicagdo de abordagens moleculares com base na analise de DNA, RNA e
proteinas da célula engloba a gendmica e a protedmica, assim como o numero
crescente de sequéncias gendmicas disponiveis, tornando possivel a comparagao
em larga escala entre os genomas de diferentes organismos, determinando como
exemplo as proteinas fosforiladas disponiveis em um determinado tipo celular.

O estudo da gendmica e protedmica depende das caracteristicas de
macromoleéculas bioldgicas como o pareamento de bases nitrogenadas de DNA
e RNA, permitindo o uso de técnicas de hibridizacao, que por sua vez permitem a
expressao do genoma como um todo. Todos os detalhes estudados anteriormente,
como as enzimas de restricdo, DNA polimerase, técnicas de clonagem e de PCR,
permitem o isolamento de qualquer porcao do DNA.

Quando as endonucleases clivam as moléculas de DNA em sitios especificos
de ligacdo de um cromossomo, por exemplo, temos milhdes de genes para serem
estudados. Esses genes sdo quebrados em moléculas menores com a ajuda das
chamadas enzimas de restricdo, como a ECORI, obtida da bactéria Escherichia
coli, que reconhece a sequéncia 5 GATTC 3. Assim, quando se coloca um DNA
clivado com ECORI, a técnica de eletroforese separa 0s fragmentos de acordo
com diferentes tamanhos.

Quando se quer fazer a comparagao do padrdo de expressao de dois tecidos,
COmMO O muscular e 0 nervoso, em placas de microarranjos marcados com
corantes fluorescentes, vé-se que 0s marcadores vermelhos demostram genes
expressos em tecido muscular, em verde expressa-se o tecido nervoso e em
amarelo demostram ambos os tecidos (nervoso e muscular). I1sso nos faz pensar
gue as amostras apresentam um conjunto diferente de genes (Figura 3.3).

Um ensaio de Northern blotting pode investigar quando um RNAm esta presente
em uma célula tratada com um indutor do gene envolvido na doenca de Andrea,
comparando, entdo, a referida amostra com outra célula nao induzida e verificando
a expressao do DNA em diferentes tecidos do organismo. Assim como a esclerose
multipla envolve dificuldades em andar, falar e enxergar, provavelmente um ensaio
comparativo de diferentes tecidos da paciente Andrea conseguira compreender e
discernir essas caracteristicas genéticas.
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Sabe-se que os principios da hibridizacdo em Southern e Northern blotting
sdo também a base de analise de microarranjos. Um microarranjo € constituido
por varias, centenas ou milhares de sequéncias de DNA em superficie conhecida,
geralmente uma l@mina de vidro ou de plastico. Assim, cada sequéncia de DNA
€ derivada de um gene diferente do organismo estudado. A nomenclatura dos
microarranjos € inversa as de Southern e Northern blotting. Assim, na analise de
microarranjos, as sequéncias fixas Ndo marcadas sao conhecidas como “sondas’,
porque sao as sequéncias de DNA conhecidas. Ja as sequéncias-alvo sdo os
cDNAs amplificados e marcados, obtidos do RNA total de uma determinada célula.
Quando as sequéncias-alvo sao hibridizadas ao arranjo de sondas de DNA, sabe-se
gue a intensidade do sinal de hibridizacdo de cada amostra ou espécie no arranjo
€ uma medida de expressao do gene em estudo.

Figura 3.3 | Ensaio de deteccdo de DNA por microarranjos
Isolamento do RNA

Amostra A Amostra B Imagem

Amostra A > B Amostra B > A
. AmostraA =B

U

f T

Obtengédo de DNA
Marcagédo de amostras

[ Transcriptase Reversa

Marcadores Fluorescente
1

ll{l

l|“

Fonte: Watson et al. (2015).

Na figura, a amostra A é tecido muscular (identificada em vermelho) e B € tecido
nervoso (identificada em verde). Os genes identificados em amarelo apareceram
em ambos os tecidos.

Uma biblioteca de DNA complementar (cDNA) € muito Uutil para se iniciar a
clonagem de um gene. Mas por que isso acontece? Porque sendo o cDNA (DNA
complementar) derivado do RNA mensageiro (mMRNA), para uma proteina que
foi expressa na célula, € possivel consequir bibliotecas deste material, ja que sua
representacao é significativamente maior do que em bibliotecas gendmicas, o
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que facilita o seu isolamento. Outra vantagem € que se pode deduzir com certa
facilidade a sequéncia da proteina, pois 0 cDNA de seres eucariontes é justamente
uma copia do mMRNA processado. Assim, € fundamental ter um clone de DNA
completo (com todas as sequéncias codificantes da proteina) para qualquer estudo
ou investigacao cientifica.

Vocé se lembra do que € o cDNA? O cDNA € uma copia da mensagem, sem
a presenca de introns, possuindo, assim, poucas sequéncias que nao codificam
proteinas. Essa auséncia de introns permite a transcricao e traducdo dos cDNAs
diretamente de células de bactérias e outros microrganismos. A grande vantagem
neste caso € que a maior producao de polipeptidios (proteinas) importantes e a
inexisténcia de introns facilita a determinacao da sequéncia correta da mensagem
codificada e adeducao da sequéncia de aminoacidos da proteina que foi codificada.
Dessa forma, a técnica de hibridizacdo pode ajudar na identificacdo de um clone
especifico dentro de uma biblioteca especifica de DNA.

Figura 3.4 | Sintese in vitro de cDNAs de cadeia dupla partindo de mRNAs isolados do
tecido de interesse, na presenca da enzima transcriptase reversa.

5

DNAGensmico A | B | ¢ [ b | E 3
5 3
RNA mensageiro —B—l—L
5 3

A e E = Sequéncias Flanqueadoras B e D = exons C = intron

Fonte: o autor.

-
El Lembre-se

Vocé se lembra do que € necessario para obter o cDNA? N&o?

Vamos 1&: 1. E necessario que se faca a preparacéo dos cDNAs para que
seja feita a ligacdo com o vetor escolhido; 2. Ocorre a introducdo dos
cDNAs recombinantes em determinada célula hospedeira para que eles
sejam replicados; 3. Acontece a identificacao de clones especificos.

Portanto, para constituir uma biblioteca de cDNA, € necessario isolar © mRNA
de determinada célula de interesse. A seguir, usa-se a enzima transcriptase reversa
para fazer um DNA que seja complementar ao RNA. A seguir, usa-se a enzima DNA
polimerase para fazer a copia de cDNA. Apos a obtencdo desse material, adiciona-
se cada DNA ao plasmideo e, depois, insere-o dentro de células de bactéria E. coli.

Metodologias de analise em biologia molecular



Para clonar um gene, € necessario identificar os fragmentos que correspondem a
esses genes entre todos os clones de uma biblioteca de genes. Mas o que € uma
biblioteca gendmica?

Uma biblioteca gendmica contém muitas copias ou ‘clones representativos”
de cada fragmento de DNA. Esse conteudo armazenado aumenta muito a
probabilidade de se conseguir isolar genes de copia unica, ou seja, 0s genes que
codificam uma determinada proteina. A biblioteca gendmica ¢ o modo mais
eficiente para se conseguir isolar uma por¢cao de DNA.

A separacdo da porcao do DNA gendmico que possui a unidade de transcricao
e suas regides limitadoras (onde estdo os elementos controladores da expressao
desse gene) fornece informacdes sobre a estrutura molecular de um determinado
gene de seres eucariontes. A construcao de uma biblioteca gendmica culmina na
obtencao aleatdria de um grande numero de clones, que contém fragmentos do
genoma. Para garantir que um determinado fragmento de interesse esteja mesmo
entre os elementos clonados, € necessario pensar no tamanho da biblioteca, tendo
em mente qual o tamanho do fragmento clonado e qual o tamanho do genoma.

A construcao de uma biblioteca gendmica envolve basicamente os seguintes
Passos:

1. Oisolamento de DNA de alto peso molecular, que € quebrado posteriormente,
produzindo fragmentos de tamanho compativel com o vetor.

2. A ligacao desses fragmentos ao vetor e a introducao dos recombinantes
obtidos nas células hospedeiras.

%{# Assimile

Os vetores de clonagem molecular sdo as moléculas de DNA que
amplificam a informacao genética que neles foi inserida em centenas de
vezes. Existem diferentes tipos de vetores, como: 1. Plasmideos. 2. Fagos.
3. Cosmideos. 4. Fagemideos.

Os Plasmideos sdo moléculas de DNA de cadeia dupla, de tamanho pequeno
gue possuem o0s elementos necessarios a sua replicacdo e um gene que
favorece resisténcia a um determinado antibiotico. Esses plasmideos amplificam
o segmento de DNA neles inserido, sendo usados como vetores de clonagem.
Os Fagos, mais conhecidos para ensaios de clonagem molecular, funcionam
como um bacteriofago, que trabalha como um virus da E. coli. Desta forma,
€ uma particula viral constituida por proteinas e DNA em igual quantidade. Os
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Cosmideos favorecem algumas limitacdes da clonagem em fagos e plasmideos.
Quando inseridos em um determinado fago, os fragmentos de DNA ndo podem
ultrapassar os 15 kb, pois os genes que sdo de maiores dimensdes (35 a 40 kb)
tornam impossivel a insercdo do mesmo. Ja os Fagemideos foram desenvolvidos
com a finalidade de juntar as vantagens do fago e do plasmideo, sendo uteis na
clonagem de cDNA.

Os vetores mais conhecidos e usados na construcdo de bibliotecas gendmicas
sao 0s fagos e os cosmideos. Ambos os vetores sao fragmentos grandes de DNA
obtidos por fragmentacao aleatoria, ligando-se ao DNA do vetor para poderem ser
empacotados em particulas de fago. Assim, as bibliotecas construidas com vetores
sao armazenadas como fagos recombinantes.

Os vetores possuem, por sua vez, um fragmento central limitado por dois
fragmentos essenciais. O fragmento mais conhecido como ‘braco esquerdo” é
o responsavel pela codificacao de proteinas da capsula, ja o fragmento direito
tem a porcao de origem de replicacdo do fago e, ainda, os promotores de outros
genes essenciais. Entre o fragmento central e os dois bracos estao os sitios de
restricdo, que sao usados na clonagem, orientados inversamente. Esses segmentos
sao complementares entre si, permitindo uma recircularizagao da molécula e a
conseqguente replicacdo do fago dentro da célula hospedeira.

Esse tipo de vetor € conhecido como vetor de substituicdo, pois, durante a
clonagem, a parte central do DNA do fago € substituida pelo fragmento de DNA
a ser clonado, dando origem a molécula recombinante. A suspensdo de fagos
formados pode ser armazenada em frigorifico por varios anos ou por congelamento
da mistura de ligacdo (fragmento de DNA/vetor).

Apos se obter o cDNA, torna-se necessario prepara-lo para ser inserido em um
vetor especialmente de clonagem, ou seja, vetor utilizado na construcao de uma
biblioteca de cDNA. Isso vai depender do vetor escolhido, seja um plasmideo ou
um fago.

Sabe-se que o fago € mais utilizado quando comparado aos plasmideos. O
fago necessita de 16 vezes menos cDNA por ug de um determinado vetor para
produzir um numero equivalente de clones recombinantes. As bibliotecas de fagos
sdo de facil manipulacao se comparadas as bibliotecas de plasmideos. No entanto,
os fagos ndo sao tao eficientes ou favoraveis quando se trata de sequenciamento
de DNA e de ensaios de mutagénese dirigida.

Para melhorar este cenario molecular, com certa limitacao, idealizou-se que 0s
fagemideos (sdo plasmideos contendo por¢cdes do genoma do fago) reuniriam,
entdo, as vantagens dos dois vetores.
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= Lembre-se

A elaboracdo de bibliotecas de genes dos mais variados organismos e
tecidos favoreceu o desenvolvimento e o enriguecimento da analise
da estrutura e expressao de genes de seres eucarioticos, assim como
também uma verdadeira revolucdo tecnologica na industria farmacéutica
e na area de alimentos, favorecendo a producao de polipeptidios na
pesquisa e na clinica.

E por que estudar, identificar e produzir os clones de material genético? As
aplicacdes de clones envolvem a producao de diversos produtos para determinado
estudo ou para alteracdo fenotipica de organismos. Na area da clinica médica,
a aplicacdo de clones transformou bactérias como a E. coli em plasmideos,
conferindo a capacidade de separar os dois polipeptidios usados na obtencao de
insulina humana. De maneira analoga, a insercao de clones de cDNA em virus, no
caso de vacinas, o hospedeiro desenvolve imunidade para 0 agente patogénico.

@ Reflita

Voce ja pensou que podem existir diferencas entre bibliotecas gendmicas
e bibliotecas de cDNA? Na biblioteca gendmica, 0s genes estdo
representados em igual proporcao aquela que existe no organismo. Ja
na biblioteca de cDNA (obtido por copia do mRNA), sao determinantes
0S genes que serao expressos em um dado momento, na proporgao
necessaria dessa expressao. Por fim, nas bibliotecas de seres eucariontes,
ha modelos que resultam das diferencas da estrutura genética (DNA) e da
estrutura dos seus transcritos (MRNA). Assim, € compreensivel que € mais
dificil trabalhar com mRNA em laboratorio do que com DNA. O que vocé
pensa sobre isso?

Vocés se lembra que falamos anteriormente das diferencas entre as duas
bibliotecas (gendmica e de cDNA)? Comentamos que a falta ou auséncia de
introns facilita a identificacdo e a caracterizacdo de determinados genes, ou
seja, apenas 0s genes que serao utilizados pela célula estarao a disposicao para
o estudo. Desta forma, a enzima RNA polimerase so transcreve genes ativados
sem interferir na acao de outros genes do genoma. O tal gene, escolhido para ser
clonado, tera diversas copias, enriquecendo a biblioteca de genes. Caso seja um
gene importante, relacionado com determinada patologia, por exemplo, podera
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ser intensificado o estudo, tendo-se a praticidade de ja ter o material de interesse
isolado. O cDNA e menor e, portanto, pode ser inserido em um Unico vetor. Assim,
muitos estudos moleculares quando procuram uma acado Ou um nNovo gene,
comecam analisando uma biblioteca de genética que suspeitam do uso desse
gene continuamente. Grandes descobertas sao feitas assim!

Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito de técnicas de Biologia Molecular
envolvendo acidos nucleicos, gendmica e protedmica, consulte 0s
diferentes artigos a sequir:

BUSS, P. M. Gendmica e Saude Publica. Cad. Saude Publica, v. 18, n. 3, Rio
de Janeiro, maio/jun., 2002. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/
S0102-311X2002000300001>. Acesso em: 6 mar. 2016.

GUIDO, R. V. C.; ANDRICOPULO, A D.; OLIVA, G. Planejamento de
farmacos, biotecnologia e quimica medicinal: aplicacdes em doengas
infecciosas. Estudos Avangados, v. 24, n. 70, Sao Paulo, 2010. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0103-40142010000300006>. Acesso
em: 6 mar. 2016.

D Exemplificando

Vocé percebeu a importancia do estudo da Biologia Molecular estudando
as terapias génicas? Quando pensamos Nas vacinas génicas, imaginamaos,
também, um gene cujo produto tem a capacidade de curar ou prevenir a
progressao de uma determinada doenca? Doencas que alastram epidemias
€ que ndo possuem cura nem medicacdo apropriada necessitam do
intenso estudo e de pesquisas nessa area.

Leia mais sobre a terapia génica:

SILVEIRA, E. da. Terapia Génica. Disponivel em: <www.biotecnologia.
com.br/revista/biol4/entrevista.pdf>. Acesso: 6 mar. 2016.
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@ Faca vocé mesmo

Procure buscar quais as vantagens e desvantagens da confeccao de
clones para prevenir e curar doencas. Elenque se ha mais vantagens ou
desvantagens nessas técnicas. E em nosso pais, como esta o interesse
Ou essa situacao?

Traga esses dados para discutir no momento da aula presencial.

Sem medo de errar!

A equipe de pesquisa que se interessou pelo estudo de Andrea esta realizando
um tipo de triagem de técnicas de Biologia Molecular que possam evidenciar qual
0 estagio de sua doenca. O interesse da paciente em contribuir com a pesquisa
esta relacionado ao cuidado para que 0s sintomas ndo aumentem e a doenca
permaneca em determinado estagio, para que ela possa ter qualidade de vida. Um
ensaio que serviu de base para ver as condicdes da juncao neuromuscular, ou
seja, musculo e nervo que favorecem os movimentos da paciente, foi a técnica
de microarranjos de DNA. As condicdes neuromusculares de Andrea sao boas e,
dessa forma, existe uma expectativa positiva para que melhore seus movimentos
e seu equilibrio.

A equipe de pesquisa usou chips de DNA (marca Gene Chip) e obteve um
resultado que pdde demonstrar quais 0S genes estariam envolvidos com a
esclerose multipla no estagio atual da doenca. A imagem obtida seria semelhante
a esta que seque:

Figura 3.5 | Resultados da técnica de microarranjos de DNA

Fonte: <https://www.mun.ca/biology/scarr/Human_mtDNA_re-sequencing_microarray.html>. Acesso em: 6 mar. 2016.

Metodologias de analise em biologia molecular

135



U3

136

fr‘i Atencao!
Y

Os arranjos de DNA (microarranjos) séo conhecidos como chips de DNA,
devido ao componente eletrébnico em miniatura que carrega milhdes de
transistores. Esses sdo colecdes de segmentos de material genético (DNA)
que aparecem distribuidos ordenadamente sobre uma superficie solida.

-
El Lembre-se

Trabalhar com variados tipos de arranjo de DNA & como possuir um
‘endereco proprio” para cada componente da cole¢do, ou seja, uma
posicao individual para cada componente do arranjo.

Avancgando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situagoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de
seus colegas.

“Terapia Molecular”

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Entender os diferentes conceitos e técnicas de Biologia
2. Objetivos de aprendizagem Molecular e sua caracterizagdo para aplicagdo em diferentes
patologias.

Conceitos de marcadores genéticos e utilizacdo de DNA;

3. Conteudos relacionados . ~ . ‘ .
interagao dos acidos nucleicos e proteina.

A prima de Andrea, ao saber de sua doenga, ficou preocupada
e queria de toda forma que ela ndo formecesse os dados de sua
doenca para pesquisa da universidade. Deu-lhe novos contatos
4. Descricao da SP de neurologistas, psiquiatras e conhecidos que trabalham com
doengas autoimunes e neurodegenerativas. Vocé acredita que
esse pedido da prima de Andrea € uma atitude correta? O que
Andrea pensa sobre isso?
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5. Resolugédo da SP:

Andrea teve que conversar muito com sua prima para
convencé-la de que a pesquisa iria de alguma forma ajuda-la
e que ela ndo estaria correndo risco de vida ou de saude pelo
fato de estar envolvida neste estudo. Andrea disse ainda que
gostaria muito de saber o que fazer com o que ela estava
sentindo, © que poderia acontecer com ela e com 0s outros
portadores dessa doenca. As pessoas sofrem tanto quando
0s sinais e sintomas dessa patologia aparecem, entdo: como
evitar ou minimizar esse sofrimento? Andrea pensava também
em outros pacientes, em ajudar a descobrir mais sobre a
esclerose multipla. Todo trabalho que envolve pesquisa
com seres humanos ou animais precisa do consentimento
e avaliagdo de um comité de ética. O comité de ética existe
justamente para que tudo seja feito da maneira mais nobre
possivel, evitando erros e ou sofrimento de pacientes e
animais. Tudo que envolve seres humanos precisa do
consentimento do paciente e/ou de sua familia, dependendo
da gravidade da doenga.

= Lembre-se

A tecnologia de microarrays, ou microarranjos de DNA, favorece que se
avalie simultaneamente a expressao de milhares de genes em diferentes
tecidos de um determinado organismo, ainda em diferentes estagios de
desenvolvimento ou condicdes ambientais.

@ Faca vocé mesmo

Busque outras técnicas que vocé ja estudou que poderiam ajudar um
paciente com esclerose multipla. Pesquise! E importante que vocé se
interesse e liste sua opinido aquil

Faca valer a pena

1. A aplicacao de abordagens moleculares com base na analise de

da célula engloba

assim como 0 numero crescente de sequéncias genémicas disponiveis,

fazendo a

em larga escala entre os genomas de

diferentes organismos. Assinale a alternativa que contemple a sentenca:

a) RNAmM, RNAt, RNAr, gendmica, adequagao.

b) RNA, DNA e proteinas, gendmica e protedmica, comparacao.
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c) DNAc, RNAm, protedmica, comparacao.
d) RNA, DNA, fosfatases, gendmica, adequacao.
e) DNAc, RNA e proteinas, fosfatases, comparacao.

2. O estudo da gendmica e protedbmica depende das caracteristicas de
macromoléculas bioldgicas como o pareamento de bases nitrogenadas
de DNA e RNA. Assim:

|. Permite-se o uso de técnicas de hibridizacao.

[I. Como consequéncia da hibridizacdo, permite-se a expressao do
genoma como um todo.

[ll. Técnicas estudadas anteriormente com o uso de enzimas de restricao,
DNA polimerase, técnicas de clonagem e de PCR ndo permitem o
isolamento de por¢cdes do DNA.

IV. Quando as endonucleases clivam as moléculas de DNA em locais
especificos de ligacao de um cromossomo, por exemplo, temos milhdes
de genes para serem estudados.

V. As enzimas de restricdo conhecidas como ECORI1 sdo obtidas da
bactéria Escherichia coli que reconhece a sequéncia 5 GATTC 3 do
DNA.

E correto afirmar que:
a) As alternativas |, Il e lll estdo corretas.
b) As alternativas IV e V estdo corretas.

)
c) As alternativas |, Il, IV e V estdo corretas.
d) As alternativas |, lll e IV estdo corretas.

)

e) As alternativas Ill, IV e V estdo corretas.

3. Um ensaio de Northern blotting pode investigar quando um RNAmM
esta presente em uma célula tratada com um indutor do gene envolvido
em doenca neurodegenerativa, como a esclerose multipla. Assim:

|. E possivel compararaamostraem estudo com outra célula ndo induzida
e verificar a expressao do DNA em diferentes tecidos do organismo.

Il. A hibridizacdo em Southern e Northern blotting €, também, a base de
analise de microarranjos.

[ll. Um microarranjo € constituido por milhares de sequéncia de DNA em
l@mina de vidro ou de plastico.
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IV. Cada sequéncia de DNA é derivada de um gene diferente do
organismo estudado.

V. A nomenclatura dos microarranjos sdo as mesmas das de Southern e
Northern blotting.

E correto afirmar que:

a) As afirmativas |, II, Il e IV estdo corretas.
b) As afirmativas |, Il e V estdo corretas.

c) As afirmativas Il, lll, IV e V estdo corretas.
d) As afirmativas |, Ill e V estdo corretas.

e) As afirmativas |, IV e V estdo corretas.
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Secao 3.3

Técnicas de andlise — Eletroforese

Dialogo aberto

Andrea casou-se com Eduardo ha menos de um més e diz que de uns dias para
ca tem percebido que ele esta sempre se lembrando do casamento anterior, por ter
perdido sua ex-mulher e seu filho em um acidente. Provavelmente, como Eduardo
nao consequia se livrar dessas lembrancas, descontava em Andrea toda essa carga
que carregava com ele. A mulher tentou ajuda-lo, fazendo de tudo um pouco e sentiu-
se esgotada, tanto fisica quanto emocionalmente. Agora, passado um tempo que
voltaram da viagem, ja falam em separacao.

Todo esse sofrimento fez Andrea ficar isolada sem saber o que fazer. Ela continua
interessada em saber a respeito dos estudos sobre seus problemas de saude. Marcou
um encontro com a equipe de pesquisa nesta semana e pdde entender um pouco
mais sobre a influéncia genética da esclerose multipla (EM). Conversou muito com o
pesquisador principal da pesquisa e ele rastreou todos os dados encontrados em seu
exame no qual foi usado o meétodo de analise de microarranjos de DNA. Relatou, entdo,
gue seus sintomas com relacdo a dificuldade de andar e se equilibrar, envolvendo
musculos e nervos, fazia sentido, pois havia mesmo déficit na expressao de genes
para musculos e nervos. Ele falou também para Andrea que agora gostaria de seguir
com outros testes moleculares relacionados as lipoproteinas. Sabe-se que algumas
deficiéncias geneéticas de lipoproteinas estdo envolvidas com anomalias esqueléticas
e neuromusculares, com a degeneracao pigmentar e da retina, bemm como alteracdes
gastrointestinais. Os testes atuais devem envolver a técnica da eletroforese, que
consegue fazer uma avaliacdo do lipidograma do paciente. Como o estudo das
lipoproteinas pode ajudar a caracterizar detalhes sobre a EM? Pode ser detectado
algum outro tipo de doenca fazendo a caracterizacdo das lipoproteinas?

Todos os conteudos envolvidos nesta secaoirdo ajudar vocé a pensar naimportancia
da biologia molecular e da técnica da eletroforese. Serdo estudados mecanismos de
prevencdo e diagnostico de doencgas possiveis de serem especificadas a partir do
isolamento de um determinado gene ou conjunto de genes.
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Nao pode faltar

A eletroforese € uma das técnicas mais importantes para se trabalhar na
investigacao de proteinas, enzimas e DNA. A grande importancia do metodo esta
relacionada a extensa aplicacdo em clinica medica e pesquisa na area da Biologia
Molecular. Devido a simplificacao de seu uso e melhoria na qualidade analitica,
permitem-se resultados com possibilidade de reprodutividade, favorecendo o seu
uso em laboratorios prestadores de servicos medicos.

Para a revelacdo de dados das amostras, geralmente faz-se uso de géis de
poliacrilamida na presenca de SDS (sodio-dodecil-sulfato), fato este que nos
permite realizar o fracionamento de proteinas seletivas com base no pH e no peso
molecular dessas moléculas que estdo sendo estudadas. Nao se deve esquecer de
que, apesar de termos um alto grau de resolucao, permitindo uma boa visualizagao
dos resultados, o seu uso na rotina de laboratorios de analises de amostras €
economicamente dispendioso. Sendo assim, seu uso € mais comum em pesquisa
cientifica.

Por varios motivos, € importante que Andrea consiga o apoio da Universidade
em seus exames e laudos cientificos. A disponibilidade de equipamentos e material
de consumo para realizacdo de testes de biologia molecular € bem cara e, com
a ajuda da Universidade no diagnostico e elucidacdo dos componentes genéticos
envolvidos em sua patologia, Andrea podera encaminhar seu tratamento de uma
maneira positiva. O chefe da equipe de pesquisa disse a ela que deve continuar a
investigacdao no diagnostico e prognaostico da esclerose multipla, trabalhando agora
com ensaios de eletroforese. Ainda explicou que algumas deficiéncias genéticas
de lipoproteinas estao envolvidas com anomalias esqueléticas e neuromusculares,
degeneracdo pigmentar e da retina e alteracdes gastrointestinais. O que sera
trabalhado agora € uma avaliagao do lipidograma da paciente.

Aeletroforese (Figura 3.6) € umatécnica descoberta hd maisde 70 anos e mantém
seu uso de maneira cada vez mais sofisticada na rotina laboratorial e na pesquisa
cientifica. A explicagdo fisico-quimica desse metodo € relativamente simples,
pois se emprega uma corrente elétrica continua para separar 0s componentes
de determinada amostra. Quanto maior a corrente aplicada, maior a velocidade
com que se movimentara uma substancia em relacao a outra. A diferenca esta em
‘quem tiver” em sua composicao 0 maior numero de cargas elétricas positivas ou
negativas em aminoacidos, que, por sua vez, compdem as moléculas de proteinas
Ou enzimas.
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Figura 3.6 | Técnica de Eletroforese

Fonte: <http://www2.ib.unicamp.br/profs/depaula/bb123/fotas/5/Eletroforese%20-%20Aparelhagem.html>. Acesso em: 6
mar. 2016.

Desta forma, os componentes com cargas elétricas equilibradas devem
permanecer parados no gel de resolucdo, enquanto outros componentes mais
carregados eletricamente devem se mover em direcao ao eletrodo de carga
elétrica oposta.

Tipos de Eletroforese
Existem diferentes tipos de eletroforese que séo:

1. Eletroforese em acetato de celulose: usado em analises de proteinas,
lipoproteinas, isoenzimas e hemoglobinas. Ainda pode ser usado em substancias
de baixo peso molecular, como aminoacidos, peptideos, nucleotideos, podendo
ser fracionado por eletroforese de acetato de celulose.

2. Gel de agar (agarose): gel ndo absorvivel, ndo fermentado e atoxico,
que possui fibras e sais minerais, celulose, anidrogalactose e proteinas em
sua composicao. O gel de agarose pode ser usado em rotinas de laboratorio
trabalhando o fracionamento de proteinas, lipoproteinas, enzimas, hemoglobinas,
assim como também na pesquisa cientifica com Biologia Molecular, separando
fragmentos de DNA.

3. Gel de poliacrilamida: tem o objetivo de fracionar macromoléculas. Esse gel
permite o fracionamento por meio de dois processos: 1) A enzima ou proteina é
separada pela carga elétrica; 2) Ou fraciona-se pelo seu tamanho (peso molecular).
OQutras variacdes técnicas podem usar o SDS, um detergente que desnatura
a proteina em seus polipeptidios formadores, além de separar pelo pH e peso
molecular.
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4. Focalizacao isoelétrica (EFl): método que fraciona espécies moleculares
(proteinas, enzimas, DNA, peptideos) com base em suas cargas elétricas. O método
permite que cada proteina migre para sua posicao relacionada ao seu ponto
isoelétrico. A EFI se caracteriza pelo uso de um suporte de gel (poliacrilamida)
com substancias distribuidas em faixas com pHs graduais em regides do gel entre
0 anodo e catodo. Essa regido organizada € conhecida como gradiente de pH.
Hoje, o uso da EFI tem base no rastreamento de hemoglobinopatias em sangue
de bebés recém-nascidos, cuja analise tem denominacao de "teste do pezinho”,
devido ao fato de se obter sangue por meio da puncao do pé do recém-nascido.

5. Eletroforese capilar: envolve tecnologia com o auxilio da informatica e a pureza
de materiais conhecidos como tubos capilares. Com este método, € possivel realizar
diversos modos de separacdo, com mecanismos de seletividades caracteristicos:
eletroforese capilar de zona, eletrocromatografia capilar, eletroforese capilar em
gel, dentre outros meétodos. Por ser mais simples e otimizar o ensaio, a eletroforese
capilar de zona foi a preferida das técnicas de eletroforese capilar. Outra vantagem
€ que a separacao por eletroforese capilar € eficiente, pois 0 ensaio acontece com
a aplicacdo de voltagem ao sistema (e ndo de pressdo), evitando gradientes de
velocidades ao longo da referida parede capilar. Assim, o fluxo € uniforme ao longo
do capilar e migra de modo segmentado, diminuindo o alargamento dos picos.
Pode-se usar como metodo de detecgao de condutividade de fluorescéncia ou de
espectrometria de massa.

Revelacdo e Quantificacdo das Fragdes Separadas por Eletroforeses

Proteinas, enzimas, lipoproteinas e DNA apos sofrer o processo de fracionamento
eletroforeticamente devem ser levados para revelacdo das analises. Como isso
acontece? Proteinas que apresentam cor naturalmente, como hemoglobinas
e citocromos, sao visualizadas sem uso de corantes. No entanto, para que se
melhore a visualizagdo das amostras, elas devem ser coradas e descoloridas.

Os corantes tém uma afinidade quimica com a substancia que irdo corar
(enzimas e proteinas), assim como com o meio em que se encontram, como
O gel de agarose, acetato de celulose, gel de poliacrilamida, entre outros. No
entanto, a fixacdo do corante € mais intensa com o produto que esta sendo usado
do que com o meio usado para fracionar as amostras. Por isso, apOs O processo
de coloracdao (minutos), € necessario utilizar solucdes descorantes que servem
para retirar o corante impregnado no meio de separacao. Assim, apos sucessivas
lavagens, revela-se aquelas substancias ou fracdes fortemente fixadas com o
corante que sobressaem. Esse tipo de técnica permite avaliar as fragcdes com
diferentes intensidades de coloragao.

Para avaliar quantitativamente as fracdes de proteinas, lipoproteinas e DNA,
faz-se a eluicao e a densitometria. A eluicdo trabalha com uma solucao eluidora,
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como o acido acético a 80% por exemplo, que ira desnaturar 0 meio usado no
fracionamento. As fracdes, uma vez eluidas, irdo liberar corantes e tingirdo a
substancia eluidora em diferentes intensidades de coloracdo. Ja a densitometria €
uma técnica mais sensivel tecnologicamente falando e, também, mais sofisticada,
usando softwares e scanners de computadores.

-
r_;.l Lembre-se

A guantidade de proteinas eluidas séo medidas pelo espectrofotdmetro
em diferentes comprimentos de ondas. Assim, proteinas, lipideos e
enzimas sao eluidas e quantificadas apos coloracao de suas fracoes.

Eluicao

De forma simples para realizar a eluicao, € necessario fazer cortes no acetato
de celulose em segmentos que correspondem a cada fragcdo e suas densidades
opticas sdo medidas em espectrofotdmetro (Figura 3.7) com comprimento de
onda definido adequadamente.

Figura 3.7 | O Espectrofotémetro

Fonte: <http://wwwz2.ib.unicamp.br/profs/depaula/bb123/fotas/5/Espectro%207.html>. Acesso em: 6 mar. 2016.

%5‘? Assimile

A hemoglobina apresenta-se naturalmente corada, de coloragao
avermelhada, ndo sendo necessario 0 uso de corantes.
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Densitometria

A técnica de densitometria permite quantificar de forma eficiente e rapida as
fracdes separadas por eletroforese, técnica muito usada em laboratorios clinicos.
O densitbmetro € um colorimetro que mede a absorcao de luz que atravessa
as fracdes coradas no meio apropriado como suporte (agarose, papel, acetato
de celulose). A quantidade de corante absorvida por fracao, separadamente, ¢
determinada somando-se as areas do tracado de cada proteina expressa. Essa
determinacdo relaciona as densidades Opticas e a concentracdo do corante
Nno suporte ou ao Mmeio de agarose, destacando cores nas bandas fracionadas.
Atualmente, esse processo € feito por meio de programas de computadores
integrados em equipamentos de densitometria ou aqueles equipamentos
automatizados para o metodo da eletroforese (Figura 3.8).

Figura 3.8 | O Desintdmetro

Fonte: <http://www.laboratoriowilde.com.br/equipam_001.html>. Acesso: 6 mar. 2016.

Lembre-se

Um densitbmetro € um instrumento que mede a densidade Optica.
Quando se trata de densitbmetro de reflexao, mede-se a quantidade de
luz refletida. Ja o densitdbmetro de transmissdo analisa a quantidade de luz
que consequiu atravessar o suporte ou © meio transparente.

Coloracao e Descoloracao

Para que vocé consiga corar enzimas, proteinas, lipoproteinas e DNA, é
necessario usar corantes especificos para cada substancia. Quando tratamos
de proteinas, pode-se usar azul de bromofenol, negro de amido e a coloragao
conhecida como Ponceau. As caracteristicas quimicas desses corantes devem
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se ligar ao ultimo aminoacido das proteinas, fixando-se nelas e corando-as
proporcionalmente as suas concentracdes. As enzimas, Nno entanto, necessitam
de substratos enzimaticos especificos, tampdes com pH ajustados, aguecimento
e luz para serem reveladas.

Quando as lipoproteinas sdo estudadas, usam-se corantes com afinidade
por gordura neutra, esterdis, fosfolipidios, dentre outros tipos de lipidios. Para as
lipoproteinas em ensaios de eletroforese e gel de agarose, usa-se o Sudan Black e
o Fat Red. Em um laboratorio de analises clinicas, da-se preferéncia para o corante
Fat Red, pois este impregna (gruda) menos na amostra e apresenta maior facilidade
para a descoloracao.

O fracionamento de bandas de DNA fragmentado é revelado por brometo de
etidio, nitrato de prata e azul de metileno. Ja a descoloragao é variavel, conforme
o tipo de corante que foi usado.

@ Reflita

Vocé ja pensou por gue ha variadas especificacdes para o estudo da
eletroforese? Vocé pensava que a eletroforese seria uma técnica tdo
usada rotineiramente em pesquisa € na clinica? Ja pensou nas vantagens
de custo, eficacia e facilidade de manipulacao dessa técnica em relacao a
outras tecnicas de Biologia Molecular?

! Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito da eletroforese, consulte os diferentes
artigos:

CARVALHO, D. de et al Eletroforese de proteinas e isoenzimas em
sementes de Copaifera langsdorffii Desf. (leguminosae caesalpinioideae)
envelhecidas artificialmente. Revista Arvore, v. 30, n. 1, Vicosa, 2006.
Disponivel em: <www.scielo.br/pdf/rarv/v30n1/28504.pdf>. Acesso em:
6 mar. 2016.

MAGALHAES, V. D. et al. Eletroforese em campo pulsante em bacteriologia
- Uma revisao tecnica. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 64, n. 2, Sdo Paulo, 2005.
Disponivel em: <http://periodicos.ses.sp.bvs.br/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S0073-985520050002000028Ing=pt&nrm=iso>.  Acesso
em: 6 mar. 2016.
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E Exemplificando

Vocé percebeu a importancia do estudo da técnica da eletroforese?
Um tipo de material muito pesquisado pelo método da eletroforese € a
hemoglobina e as hemoglobinopatias. Existe um material muito rico no
nosso tecido sanguineo, favorecendo a realizacdo de inumeros testes
para caracterizagao e diagnostico de patologias.

@ Faca vocé mesmo

Faca uma lista de 5-10 patologias que podem ser diagnosticadas e
estudadas pela técnica de eletroforese. Vocé ira se surpreender!

E. Vocabulario

Ponto isoelétrico: valor de pH no qual uma moléecula, como um
aminoacido ou uma proteina, apresenta carga elétrica liquida igual a zero.
O pl é entao o pH que proporciona equilibrio entre as cargas negativas e
positivas de grupamentos idnicos de um aminoacido ou de uma proteina.

Sem medo de errar!

A equipe de pesquisa continua tratando dos sinais e sintomas da esclerose
multipla de Andrea e, ultimamente, realizou um lipidograma pelo método da
eletroforese de lipoproteina em um meio de acetato de celulose. Nesse resultado,
houve uma discreta elevacdo de lipoproteina (Lp-Tipo 2b), com a diminuicdo de
outro tipo de lipoproteina (Lp-Tipo alfa), quando comparado as fragdes normais
de lipoproteinas. Sabe-se que algumas deficiéncias genéticas de lipoproteinas
estdo envolvidas com anomalias esqueléticas e neuromusculares, sintomas
caracteristicos da patologia esclerose multipla. A indicacdo da eletroforese de
lipoproteinas fica restrita a investigacao de alguns casos especificos, envolvendo
atraso de crescimento e manifestacdes neurologicas e neuromusculares.
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ff‘i Atencio!
Y

Sabe-se que o perfil de avaliacao do lipidograma € de grande importancia
na avaliacao do aspecto do soro e indices de risco de diferentes patologias,
como € o caso da esclerose multipla. De acordo com a patologia
investigada, pode associar ainda a dosagem de Apolipoproteinas-A,

Apolipoproteinas-B e Lipoproteinas.

Lembre-se

Em situacdes normais, para verificar o perfil lipidico de um paciente, e
necessario utilizar dosagens de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos

no lugar da eletroforese de lipoproteinas.

Avancando na pratica

Pratique mais!

Instrucéao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situagoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de

seus colegas.

“A esclerose multipla e os efeitos cardiacos”

1. Competéncia Geral

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Entender os diferentes conceitos e técnicas de Biologia
Molecular e sua caracterizagdo para aplicagdo em diferentes
patologias.

3. Conteudos relacionados

Aplicacdes de metodos de Eletroforese.

4. Descricao da SP

Andrea percebeu que sentia dores de cabeca e na nuca, ficando
com a face intensamente vermelha quando falava. Tinha picos
de taquicardia e reclamava de cansaco ao subir escadas. Andrea
consultou um cardiologista e ficou de trazer os resultados no
proximo encontro com a equipe do estudo da esclerose multipla.
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Andrea foi ao cardiologista e foram identificadas alteracdes
em seu eletrocardiograma em teste de esforco na esteira.
Alem disso, ela se cansou muito durante a realizacdo do teste
5. Resolugédo da SP: e pediu para parar. A pressao arterial estava um pouco alta e
Andrea estava 10 kg acima do peso estimado para sua idade.
Todos esses dados seréo passados para a equipe de pesquisa
que acompanha Andrea em estudo da esclerose multipla.

-
E.l Lembre-se

A eletroforese de proteinas € um metodo laboratorial que separa as
proteinas presentes no plasma humano em fracdes, de acordo com
suas respectivas cargas elétricas. E uma triagem usada na investigacdo de
anormalidades proteicas presentes no sangue.

@ Faca vocé mesmo

Busque aoc menos 2 trabalhos cientificos que trabalhem com a técnica
de eletroforese de proteinas. Liste quais sao 0s objetivos do trabalho e a
proposta de uso da técnica. Verifique se seu uso envolve algum assunto
diferente do que estamos estudando. Pesquise! E importante que vocé
busque variabilidade da técnica e seu amplo uso.

Faca valer a pena

1. A eletroforese € uma das técnicas mais importantes para se trabalhar
na investigacao de proteinas, enzimas e DNA. A técnica pode ser
estruturada, montada e, posteriormente, revelada em um material que
envolve um gel de:

a) Brometo de Etidio.
b) DNA mitocondrial.
c) Poliacrilamida (SDS).
d) Proteinas.

e) Albumina bovina.
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2. A eletroforese € uma técnica antiga e seu uso € mantido na rotina
laboratorial e na pesquisa cientifica. Sua explicacao fisico-quimica é
relativamente simples. Com relacao a explicacdo da eletroforese, analise
as afirmativas:

|. Emprega-se uma corrente elétrica continua para separar 0S
componentes de determinadas amostras.

[l. Quanto maior a corrente aplicada, maior a velocidade com que se
movimentara uma substancia em relacao a outra.

lll. A diferenca esta na composicao do numero de cargas elétricas
positivas ou negativas em aminoacidos que formam as moléculas de
proteinas ou enzimas.

IV. Os componentes com cargas elétricas equilibradas devem
permanecer parados no gel de resolucao e outros componentes mais
carregados eletricamente devem se mover em direcao ao eletrodo de
carga elétrica oposta.

E correto afirmar que:

a) As afirmativas |, 11, Ill e IV estdo corretas.
b) As afirmativas |, Il e V estdo corretas.

c) As afirmativas Il, Ill, IV e V estdo corretas.
d) As afirmativas |, Ill e V estdo corretas.

e) As afirmativas |, IV e V estdo corretas.

3. O termo ‘“eletroforese” descreve a migracao de uma particula
carregada sob influéncia de um campo elétrico. No entanto, existe mais
de um tipo de realizacao de eletroforese, incluindo:

|. Eletroforese em acetato de celulose.
Il. Gel de agar (agarose).

[ll. Gel de poliacrilamida.

IV. Focalizacao isoelétrica (EFI).

V. Eletroforese capilar.

Assinale a alternativa correta:

a) |, Il e lll estdo corretas.

b) | e Il estdo corretas.

c) 1, IV eV estdo corretas.

d) I 11, I, IV e V estdo corretas.
e) | e V estdo corretas.
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Secao 3.4

Técnicas de analise: PCR e técnicas de
hibridizacao

Dialogo aberto

Vocé ja sabe que Andrea gque havia se casado ha menos de um mes e ja estava
em processo de separacdo com o marido. Com todo o sofrimento, Andrea ficou
isolada e comecou a apresentar sintomas de depressao, estresse, sindrome do panico
e, posteriormente, foi diagnosticada como portadora da Esclerose Multipla (EM). Ela
recebeu a proposta de uma equipe de pesquisa de uma universidade para estudar seu
estado clinico e a evolucdo de sua doenca.

Andrea esta cada vez mais interessada nos estudos dos pesquisadores sobre
a esclerose multipla. Agora, o chefe da equipe de pesquisa pediu que ela fosse ao
consultorio para que ele fizesse uma analise clinica geral em seu estado de saude.
Ao levar os exames de rotina, os de sangue e urina, e, analisando, © peso corporal, ©
medico notou alteragcdes hormonais de relativa significancia.

Vamos acompanhar, entdo, o que esta acontecendo com o metabolismo dela ou
por que os resultados de seus exames de creatinina estao tao alterados. Andrea ficou
preocupada, pois sua alimentacdo nao estava sendo tado saudavel ou balanceada,
entdo pensou em como resolver todos esses problemas de saude que acabaram
aparecendo apos a fase em que se separou de Eduardo. O desafio € entender o que
esta acontecendo com ela, para que aumente seu peso e altere os exames de sangue
e urina.

Todos os conteudos envolvidos nesta secao irao ajudar vocé a pensar na
importancia da Biologia Molecular, da técnica de PCR e das técnicas de hibridizacao.
Além disso, vocé vera a utilidade das técnicas de Biologia Molecular para ajudar no
diagnaostico e tratamento de doencas.
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Nao pode faltar

Ate aquitrabalhamos diferentes técnicas de Biologia Molecular, assim como seus
conceitos. Agora, veremos a importancia de mais algumas técnicas usualmente
trabalhadas na pesquisa e na clinica, que sdo a técnica de PCR e as técnicas de
hibridizagao (Southern, Western e Northern blotting e Fish). Na verdade, em algum
momento desta disciplina, nos ja trabalhamos muitos conceitos das referidas
técnicas, no entanto, agora iremos fechar esta unidade, dando uma énfase mais
pratica a esses conteudos, facilitando, assim, as manobras laboratoriais.

Como vimos na secdo anterior, com o desenvolvimento da eletroforese
em gel, varios estudos foram conduzidos, permitindo a imunodeteccado de
diferentes proteinas. O aparecimento da técnica de Western blotting na década
de 1970 possibilitou que proteinas separadas por esse metodo fossem detectadas,
caracterizadas e quantificadas. A eletroforese em gel envolve a migracao de
particulas e trabalha de acordo com o seu tamanho e carga elétrica. De acordo
com alguns autores, a técnica de Western blotting (WB) trabalhando com
imunodiagnostico, reduz significativamente as reagdes cruzadas que poderiam ser
encontradas em outras técnicas moleculares de diagnostico.

A técnica de Western blotting (WB), também conhecida como protein blotting
ou immunoblotting, € um importante meétodo em biologia molecular, usada
para imunodetec¢ao de proteinas apos a separacao destas por eletroforese em
gel e transferéncia para membrana adsorvente. A referida técnica permite, ainda,
detectar, caracterizar e quantificar multiplas proteinas, principalmente aquelas que
estao em baixas quantidades em determinada amostra. A WB evoluiu da técnica de
DNA (Southern) blotting e RNA (Northern) blotting e oferece diversas vantagens:
membranas Umidas sdo muito maleaveis e de facil manuseio. As proteinas que
ficam na membrana necessitam de uma pequena quantidade de reagentes para
a analise de transferéncia. E possivel realizar varias repeticdes do gel para o teste
que se deseja realizar e 0 armazenamento da amostra transferida pode ser por um
tempo maior. O protocolo basico de WB pode ser resumido da seguinte forma:
preparacdo das amostras e fracionamento de proteinas, realizacao da eletroforese
em gel, transferéncia das proteinas separadas do gel para uma membrana
adsorvente, bloqueio de ligagdes que sdo inespecificas, adicao de anticorpo
especifico e deteccdo da reacao.

A conhecida técnica do Northern blotting € muito usada na pesquisa em
biologia molecular para estudar a expressao génica, ou seja, para verificar se um
determinado gene de um genoma € ou nao transcrito em RNA e como quantificar
isso. Essa técnica tem tal nome devido a similaridade de seu procedimento com
o Southern blotting, sendo que a diferenca principal € que, em vez de RNA, a
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substancia analisada por eletroforese com uma sonda hibridizadora seria para
DNA. Outra diferenca na realizacdo do procedimento (quando comparada com
o Southern blotting) € quando se adiciona formaldeido no gel de agarose, que ira
funcionar como um desnaturante.

Preparacao das amostras e fracionamento proteico

A preparacao de amostras € um passo fundamental Nno processo de separacao
de proteinas. Por serem de grande importancia as condicdes iniciais do material,
ha a necessidade de um modelo experimental adequado com uma preparacao
cuidadosa de amostras, principalmente em estudos comparativos de proteinas.
Como fonte de proteinas podem ser usados: tecidos, culturas celulares, fluidos
corporais, plasma ou liquido cefalorraquidiano (LCR). Outros agentes que podem
ser estudados séo as proteinas de bactérias, virus € outros agentes infecciosos.
Para que se escolha o tecido adequado para determinado estudo, € importante
observar as caracteristicas desse, bem como a pureza e a estabilidade da proteina,
tendo o cuidado para que ndo haja degradacao durante a preparacao das amostras.
[sso tem extrema importancia para o resultado do procedimento. O que deve
ser lei na realizacdo experimental dessas técnicas € a rapida remogao do tecido,
a disseccao e o congelamento em nitrogénio liquido (ou freezer -80° C), para
garantir o bom estado do tecido e das proteinas. E necessario se atentar ao uso
de tecidos frescos que sao provenientes de biopsia. Esses devem estar livres de
sangue, de soro e de gordura. Além disso, a adicdo de enzimas, como proteases
e inibidores de fosfatases, evitam a degradacado proteica durante a preparacao da
amostra. Também apos a coleta e armazenamento adequado da amostra, ela deve
ser homogeneizada e centrifugada, permitindo a remoc¢do de acidos nucleicos,
substancias que nao dissolvem e, tambem, outras proteinas. Em muitos casos,
recomenda-se o fracionamento proteico, com o objetivo de concentrar proteinas
de interesse para novos estudos.

A homogeneizacdo € um passo fundamental para a preparacao de amostras
gue sao levadas a analise de proteinas. O termo "homogeneizacao” significa
mistura, emulsificacdo, sendo que esse processo deve alterar as propriedades
fisicas da amostra sem provocar mudancas em sua COmposicao quimica.
Pode-se caracterizar os metodos de homogeneizacdo em cinco categorias:
homogeneizagdao mecanica com bastao e pistilo, ultrassénica, por pressao, por
descongelamento e osmaotica ou, ainda, lise por detergentes.

A solubilizacao de proteinas envolve a ruptura das interacdes entre as proteinas,
como, por exemplo, as ligacdes de moléculas, forgas de Van der Waals, ligagcdes
iGnicas e interagcdes hidrofobicas, favorecendo, assim, a separa¢cao de proteinas na
solucao. Natentativa de impedir precipitacdes proteicas, agregacdes e modificacdes
— podendo levar a perda de proteinas —, 0 processo usado na solubilizacao das
amostras envolve o uso de detergentes (como o Triton X-100), agentes redutores,
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incluindo o DTT/DTE (ditiotreitol/ditioeritritol), ou o TBP (tributilfosfina) e, ainda, os
chamados inibidores de proteases. O uso dessas substancias, juntamente com um
metodo de ruptura celular adequado e técnicas de dissolucdo e concentracao de
proteinas, determina a efetividade da solubilizagdo da amostra.

Durante a analise de proteinas, para que seja feita a preparacao do tecido,
diminui-se a heterogeneidade da amostra 0 maximo possivel. Quando trabalhamos
o Sistema Nervoso Central (SNC), por exemplo, vemos que existe a evidéncia de
lipidios e estes, junto com os acidos nucleicos, favorecem a obtengdo de resultados
de boa qualidade. Um dos métodos mais usados € a precipitagao seletiva de
proteinas na presenca de acido tricloroacético (TCA) ou acetona.

O pHeaforcaidnicadasamostras exercem significativa influéncia na solubilidade
de proteinas. Dessa forma, solu¢cdes tampdes, solucdes salinas e detergentes estao
presentes em amostras, podendo interferir nos passos seguintes a separacao de
proteinas, inibindo o processo de digestao e, ainda, podendo interferir na analise
de proteinas.

Para relembrarmos, a eletroforese € um processo em que ocorre a separacao de
proteinas e outras moléculas, cuja migracao de particulas acontece em um campo
elétrico (matriz). Para que isso ocorra, € necessario que as particulas sejam dotadas
de carga elétrica. Vimos ainda que a poliacrilamida € um dos materiais mais usados
para Os processos de sequenciamento, pois favorece a separagcao de fragmentos
pequenos, de até 1.000 pb. Como vimos durante secdes anteriores, a eletroforese
em gel de poliacrilamida (Page) € um método simples e rapido, separando pequenas
proteinas de diferentes tamanhos. Vimos também que quando submetemos essas
amostras a um campo elétrico em pH neutro, as moléculas de proteina sao atraidas
para o polo positivo e afastadas do polo negativo. Quando aparece resisténcia no
campo com relagdo a migracao das moléeculas, os fragmentos menores podem
se mover com maior facilidade do que 0s maiores, acontecendo, entao, uma
migracao diferenciada dos fragmentos.

Uma fase importante para tornar as proteinas acessiveis para serem detectadas
por anticorpos € a transferéncia destas de um gel para uma membrana adsorvente.
A membrana de transferéncia € colocada em contato com o gel de separacao,
com a aplicacdo de uma corrente elétrica. Durante o processo da transferéncia, o
gel estd ao lado do eletrodo negativo e a membrana do lado positivo.
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Assimile

A ligacao das proteinas a membrana se relaciona com as interacoes
hidrofobicas e com as interacdes de cargas entre a membrana e as
referidas proteinas. Vocé se lembra de que as proteinas que contém carga
elétrica se movem do gel para a membrana na mesma disposi¢cao do gel?

Como resultado desse processo de transferéncia e ligacao a membrana,
as proteinas sao entdo colocadas em contato com uma fina camada para
deteccgao.

Na metodologia de WB e outras que envolvem a eletroforese, a eficiéncia na
transferéncia de proteinas do gel para uma membrana solida dependera da natureza
do gel, da massa molecular das proteinas (peso) que estdo sendo transferidas e
do tipo de membrana usada. Ou seja, proteinas com alto peso molecular pouco
marcam apos revelacao de eletroforese SDS-PAGE, resultando em baixa deteccado
no WB. Vocé sabia que ha varios tipos de membranas disponiveis para que
realizemos esse processo? No entanto, a membrana mais usada neste tipo de
preparacao € a de nitrocelulose, pois apresenta melhor eficiéncia na ligagcao das
diferentes proteinas estudadas.

L

Vocabulario

Adsorvente: ¢ a adesdo de determinadas moléculas de um fluido
(0 adsorvido) a uma superficie solida (o adsorvente). Compreende a
impregnacao do fluido na interface do solido (carvao ativado) em contato
com o fluido.

Trissomia: consiste em trés cromossomos de um tipo especifico (o
normal séo dois cromossomas), causando diferentes alteracdes no
comportamento fisico, mental e intelectual da pessoa. A maioria resulta
de um numero variavel de deficiéncias logo que o individuo nasce, sendo
frequente a ocorréncia de mortes precoces.

Termociclador: equipamento usado em Biologia Molecular que permite
realizar os ciclos de temperaturas necessarios para que OCorra a reacao
em cadeia da enzima polimerase ou amplificacdo do DNA.
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D Exemplificando

O carvao ativado, por exemplo, quando colocado em um rio poluido de
corantes de uma industria, consegue adsorver as cores e limpar a agua. E
um otimo adsorvente!

Figura 3.9 | Processo de Adsorgéo

Adsortivo

Adsorbato

Adsorvente

gg%e: <http://www.engenhariaearquitetura.com.br/noticias/997/Ar-condicionado-por-adsorcao.aspx>. Acesso em: 6 mar.

Dentre os tipos de eletroforese para WB, o “eletroblotting” tem sido muito
utilizado na atualidade. Uma de suas principais vantagens € a velocidade e a
transferéncia completa, guando comparadas a difusao simples e a transferéncia a
vacuo. O eletroblotting pode ser montado pelo méetodo deimersao completade um
sanduiche gel-membrana em uma soluc¢ao tampao conhecida como transferéncia
umida. Também pode-se colocar o sanduiche gel-membrana entre papel de filtro
absorvente em um tampao de transferéncia (transferéncia semisseca). O método
mais convencional € o de transferéncia horizontal semisseca.

Bloqueio de Ligagdes Inespecificas

Quando proteinas que ndo interessam ao seu estudo se ligam fortemente a
membrana de nitrocelulose em diferentes condicdes experimentais, substancias
como o leite seco desnatado, o soro de albumina bovina (BSA), para que se evite
ligagdes inespecificas entre diferentes proteinas, o Triton X-100 e o detergente
Tween 20 séo eficientes na remocao de ligacdes proteicas, brecando uma reagao.

Adicdo de anticorpo

Os mamiferos sempre se protegem contra substancias toxicas e invasao de
agentes infecciosos de uma maneira bastante eficiente. Como parte do sistema de
defesa, células podem ser induzidas para produzir proteinas especificas conhecidas
como anticorpos. Os anticorpos se ligam as substancias “estranhas” (antigenos),
neutralizando suaag¢dono organismo. Emresposta a essainvasdo, acontece asintese
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do anticorpo que o reconhece e que possui uma alta afinidade com o epitopo, ou
determinante antigénico, imunizando o antigeno. Pelo fato de um antigeno ter
epitopos diferentes, normalmente cada uma das células do sistema imune produz
um diferente anticorpo contra um dos varios epitopos do antigeno. Desta forma,
um grupo de anticorpos que reage com os diferentes antigenos € chamado de
anticorpo policlonal. Normalmente, os anticorpos monoclonais ou policlonais sdo
usados para detectar ou "perceber” uma proteina (antigeno ou epitopo) especifica,
sendo considerado o anticorpo primario da técnica de immunoblotting. Apos essa
reacdo antigeno/anticorpo primario, a reagao € exposta a um anticorpo secundario,
direcionando porcdes especificas do anticorpo primario. Por sua vez, o anticorpo
secundario liga-se a uma enzima reveladora, como, por exemplo, a peroxidase,
gue gera uma mudanca de coloracdo no ensaio (Figura 3.10).

Figura 3.10 | Técnica de Western blotting

Western Blotting Transfer proteins
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Fonte: Conhecer. Disponivel em: <www.conhecer.org.br/enciclop/2012b/ciencias%20agrarias/western.pdf>. Acesso em: 3
mar. 2016.

Deteccdo de Antigenos

As proteinas presentes e detectadas nos ensaios de immublotting sao
evidenciadas pelo uso de corantes organicos, marcadores fluorescentes e
diferentes métodos que usam a coloracao de prata e particulas de ouro, prata,
cobre e ferro. Agora, quarde isso, pois € importante: o tipo de coloracdo a ser
usado deve sempre ser compativel com a membrana usada para a transferéncia
de determinada proteina.

Na proxima etapa, apos a adicao do anticorpo primario e anticorpo
secundario, sado usados dois métodos de deteccdo de antigenos: o radioativo € o
imunoenzimatico. O meétodo radioativo envolve a ionizagao e a autorradiografia
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para visualizacao da ligacao antigeno-anticorpo. No entanto, o método
apresenta um alto custo e riscos a saude, devido a radioatividade do material. A
quimioluminescéncia trabalha com a incubacao de um substrato fluorescente
que, quando exposto a uma enzima reveladora junto ao anticorpo secundario,
fornece uma coloracdo fluorescente. Esta coloragdo € detectada por um
filme ou cameras que capturam uma imagem digitalizada do WB. A imagem ¢
entdo analisada por densitometria, avaliando a quantidade de proteina colorida
e a quantificacdo dos resultados, envolvendo valores da intensidade Optica.
Atualmente, a quimioluminescéncia € considerada o metodo imunoenzimatico
mais usado para WB.

Hibridizacao in situ fluorescente (Fish)

Ainda entre as possibilidades de aplicagcdes da Biologia Molecular no
diagnostico, € de grande utilidade os testes de hibridizacdo in situ fluorescente
(Fish). A técnica de Fish é usada para localizar a presenca ou nao de sequéncias
de DNA em cromossomos. Ela usa sondas fluorescentes que se ligam as partes
do cromossomo que sao de alta complementaridade com relagao a sequéncia
genética. O uso da microscopia de fluorescéncia é feito, também, para detectar
a ligacdo de sonda fluorescente aos cromossomos, encontrando, principalmente,
caracteristicas especificas no DNA no caso de aconselhamento genético, medicina
e na identificacao das espécies.

A Fish pode ser usada, inclusive, para deteccdo ou localizagao de alvos
especificos de RNA em células tumorais ou amostras de tecido. E eficiente para
estudos de trissomia que pode ser encontrada no liquido amniodtico, para a
amplificacdo do gene conhecido, como HER-2 em cancer de mama, além de
varios testes genéeticos usados para a avaliacdo de doencas hematologicas.

@ Reflita

Vocé ja pensou num casal que sabe que trés sobrinhos de sua familia tém
a patologia genética da trissomia do cromossomo 21, ou sindrome de
Down, e mesmo assim resolve ter um filho?

Com a dificuldade que eles estao tendo para engravidar, um teste como a
técnica de Fish poderia delinear o cariotipo da familia e dar um indice de
probabilidade de o casal vir a ter filhos portadores dessa sindrome ou nao.

Reflita sobre a importancia da técnica de Fish nessa sindrome e outras
patologias.
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Técnica da PCR (Reacdo em Cadeia da Enzima Polimerase)

Como ja estudamos anteriormente, a reagao em cadeia da polimerase (PCR)
€ uma das técnicas mais usadas nas diferentes areas do diagnostico molecular.
O seu conhecimento resultou em uma revolucdo tecnologica, permitindo a
amplificacdo de uma determinada sequéncia de DNA de interesse, usando, ainda,
metodos automatizados para a analise do genoma. A tecnologia da reagao em
cadeia da polimerase permite uma serie de modificacdes que possibilitam o
seu uso na analise de amostras. Para a realizacdo da técnica da PCR, utiliza-se
uma enzima que é estavel em diferentes temperaturas, conhecida como DNA
polimerase. Na presenca de um par de oligonucleotideos iniciadores (primers)
numa pequena quantidade de DNA e dos nucleotideos que compdem a molécula
de DNA, amplifica-se determinada regido de interesse do material genético a ser
estudado. Com esse material amplificado € possivel realizar diferentes ensaios e
um estudo aprofundado das patologias de interesse medico. Isso também pode
ser usado na agricultura, no estudo de doencas vegetais, dentre outras situacdes.

! Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito das técnicas de Biologia Molecular
estudadas nesta secao, atente-se aos textos:

VIEIRA, D. P. Técnicas de PCR: aplicacbes e padronizacéo de reacdes.
Disponivel em: <http://etallcorp.xpg.uol.com.br/aula2.pdf>. Acesso em: 6
mar. 2016.

COSTA, A.R. F. da et al. Desenvolvimento de PCR multiplex para detecg¢ado
e diferenciacao de categorias de Escherichia coli diarreiogénica. Rev. Pan-
Amaz Saude, v. 1, n. 2, Ananindeua, jun., 2010. Disponivel em: <http://
dx.doi.org/10.5123/S2176-62232010000200009>. Acesso em: 6 mar.
2016.

Sem medo de errar!

A equipe de pesquisa continua tratando dos sinais e sintomas da esclerose
multipla de Andrea. Em um udltimo exame de rotina que realizou para
acompanhamento de condi¢cdes gerais de seu organismo, notou-se que havia
um aumento significativo de creatinina, com a presenca de hematuria (sangue
na urina). Ainda foi verificado um aumento de peso por volta de 8 kg, desde que
houve a separacao com Eduardo. Andrea ainda apontou que sua avo e sua prima
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por parte da mae ja apresentavam um quadro de insuficiéncia renal. A equipe
meédica se preocupou com 0s antecedentes genéticos e solicitou um estudo
mais detalhado, usando a Biologia Molecular. O que foi possivel determinar apos
a realizagcdo de testes de Biologia Molecular estudando os fatores que estariam
envolvidos nas patologias renais?

Fatores genéticos estdo envolvidos nas doencgas renais cronicas e até
aquela tida como terminal (DRT). Assim, a Biologia Molecular acrescenta novas
abordagens ao diagnostico e a compreensdo da patogénese das doencgas renais.
No caso de Andrea, foi detectada uma nefropatia causada por imunoglobulinas
A, IgA ou doenca de Berger. A equipe de pesquisa notou que, com a técnica
da PCR, € possivel obervar a presenca de mutacdo em um gene, associando
algumas formas familiares de IgAN15. O quadro clinico € caracterizado por surtos
de hematuria macroscopica ou microscopica, apresentando um mal-estar geral,
dores musculares, entre outros sintomas. A hipertensao aparece em 10% dos
pacientes.

((’/ Atencéo!
Y

Os fatores genéticos tém influéncia no desenvolvimento de doencas
renais, assumindo um papel modulador da progressao da doencga.

Lembre-se

Com relacdo a mutacao detectada nos exames de Andrea, a IgAN € a
nefropatia de maior prevaléncia no mundo. Sabe-se que sua forma familiar
foi identificada em pelo menos 35 familias, com mais de dois membros
afetados, nos Estados Unidos, Asia e Europa.
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Avancando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desafilamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de
seus colegas.

“Doencas Renais”

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Entender os diferentes conceitos e técnicas de Biologia

2. Objetivos de aprendizagem Molecular e sua caracterizagdo para aplicagdo em diferentes
patologtas.
3. Conteudos relacionados Técnicas de andlise: PCR e técnicas de hibridizagao.

O aumento de peso ¢é nitido na aparéncia de Andrea. Além da
esclerose multipla, ela apresenta alteracdes de humor, ansiedade
e ndo consegue parar de comer. No entanto, Andrea ndo tem
se alimentado bem, esta comendo o que tiver em casa, sem
necessariamente fazer uma refeicdo saudavel Ao se sentir
ansiosa e pensar em tudo o que esta acontecendo, come ate
de madrugada, pois ndo consegue dormir. Os exames de rotina
revelaram que ela tem o diagnostico de uma doenga renal e
todos esses fatores de natureza psicologica irdo exigir que regule
com cuidado sua alimentagdo. O que pode ser feito neste caso?

4. Descrigédo da SP

Buscando a origem de todos os problemas de Andrea, o
medico explicou que o estado psiquico e emocional esta
ainda interferindo em suas atitudes e, consequentemente,
no funcionamento de seu organismo. O meédico, portanto,
precisa regularizar a ansiedade de Andrea por meio de
medicacdo e a pratica de exercicios fisicos leves, fazendo,
ainda, um controle de sua alimentacéo. E necessario diminuir
a ingestdo de doces, carboidratos e, principalmente, sal.
5. Resolugédo da SP Ainda devido aos problemas renais, esse medico pede que
Andrea n&o exagere na quantidade de proteina (animal)
ingerida. Também deve ter cautela com alimentos que
possuam gorduras, ingerindo somente © necessario para o
funcionamento do organismo. Ele receitou a medicacédo de
Andrea com relagcdo a hipertensdo e ansiedade. Pediu para
controlar o colesterol somente na alimentacdo e continuar
com amedicacéo relacionada a patologia renal. Por fim, pediu
que retorne para repetir os exames em 2 meses.

Lembre-se

As novas abordagens ao diagnostico e a compreensao da patogénese das
doencas renais trabalham trés areas correlatas: Gendmica, Protedmica e
Metabolédmica.
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@ Faca vocé mesmo

Agora que vocé ja conhece bem as técnicas utilizadas amplamente
na Biologia Molecular, chegou a hora de aplicar esses conhecimentos
e interpretar os resultados de um gel de eletroforese. Vocé estudou a
importancia dessa técnica e 0s varios testes que sao realizados, tendo
como resultado o gel de eletroforese. Como vocé faria para identificar a
expressao de proteinas neste gel de eletroforese? Consulte o material que
voceé trabalhou até agora e elabore um laudo dos tracos desta proteina
(437 bp), incluindo cada um dos componentes a sequir enumerados de
1,2, 3,4,5,6, 7. Cada um desses numeros sao componentes usados no
gel e vocé deve interpretar e responder assim:

Imagine que esses tracos proteicos representam o estudo de um
medicamento antiulcera em 5 doses diferentes: uma droga ja conhecida
ou composto padrdo, € a ultima somente 0 composto que dissolveu as
drogas usadas no tratamento, ou seja, o diluente do medicamento. De
acordo com a figura, responda:

a) Qual € a provavel técnica de Biologia Molecular que deve ter sido
usada?

b) O que representa a numeracao 437 pb?

c) O que representam as barras expressas no gel de numeracédo de 1 e
a7’z?

d) O que seriam as numeracdes 2, 3, 4, 5 e 67

e) A significancia destas expressdes proteicas sao diferentes da expressao
de 1 e 7? Explique interpretando o gel de agarose apresentado.

437 bp

7
-
—
-
-
s
-
-
-

Fonte: Santos et al. (2008). Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid
=50037-86822008000600022>. Acesso em: 6 mar. 2016
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Faca valer a pena

1. Na eletroforese em gel, varios estudos foram conduzidos, permitindo
a imunodeteccdo de diferentes proteinas. Quais técnicas usam a
eletroforese para esse estudo?

a) PCR e Western blotting, RT-PCR, ELISA.

b) PCR, Western blotting, Southern blotting, FISH, RT-PCR.
c) RT-PCR, ELISA, FISH, Western blotting.

d) ELISA, PCR, Western blotting, FISH.

e) Western blotting, Southern blotting, RT-PCR.

2. A técnica de Western blotting (WB) € um importante método em
Biologia Molecular usado para imunodeteccdo de proteinas apos a
separacgao destas por eletroforese em gel e transferéncia para membrana
adsorvente. A técnica permite:

a) Detectar, caracterizar e quantificar proteinas, mesmo em baixas
quantidades na amostra.

b) Ndo consegue detectar e caracterizar proteinas, pois ndo ¢ uma
técnica sensivel para este tipo de estudo.

c) Somente detecta e caracteriza proteinas se estiverem em quantidades
significativamente altas.

d) Somente detecta as proteinas no caso “sim ou ndo” (ou existe ou ndo
existe a referida proteina).

e) Ndo detecta as proteinas, precisa de uma técnica auxiliar, porém, se
outra técnica determinar a presenca de proteinas, consegue identifica-
la.

3. A técnica de WB oferece diversas vantagens. Com base no
conhecimento da técnica, analise as afirmativas:

[. Membranas Umidas sao maleaveis e de facil manuseio.

Il. As proteinas que ficam na membrana necessitam de uma pequena
quantidade de reagentes para a analise de transferéncia.

lll. E possivel realizar varias repeticdes do gel para o teste que se deseja
realizar.
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V. O armazenamento da amostra transferida pode ser por um tempo
menor.

Assinale a alternativa correta:
a) I, 11, Il e IV estdo corretas.
b) I, Il e lll estdo corretas.

c) |, Il e IV estdo corretas.
d) I e IV estdo corretas.
e) | e lll estdo corretas.
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Secao4.l

Biotecnologia e suas definicbes

Dialogo aberto

Denise pertence a um grupo de pesquisa de uma universidade e realizou
importantes estudos que envolvem a Biologia Molecular e a Biotecnologia. Devido
ao fato de seu grupo de pesquisa ter obtido resultados muito importantes na
aplicacdo da Biotecnologia, a docente/pesquisadora foi convidada para apresentar
seus dados em um congresso internacional. Sendo assim, vamos acompanhar os
importantes assuntos que serdo abordados nos trabalhos do grupo de pesquisa de
Denise sobre a Biotecnologia e a Biologia Molecular, discutindo as aplicacdes dos
resultados encontrados.

Dentre as diferentes areas de pesquisa que a professora Denise trabalha,
uma delas se destacou no estudo de espécies de plantas medicinais que
podem ser usadas Nno organismo humano sem ter efeitos colaterais. Durante o
desenvolvimento de sua pesquisa, Denise e sua equipe foram muito elogiados
com relacdo aos resultados que obtiveram. Eles conseguiram descobrir um novo
farmaco de importancia no tratamento do cancer. Mas qual a importancia desse
tipo de estudo? Quais técnicas podem ser usadas para se trabalhar com esse
assunto? Quais as repercussdes desses resultados?

Os conteudos envolvidos nesta secdo irdo ajudar a pensar na importancia da
Biotecnologia e da Biologia Molecular relacionada ao entendimento das aplicacdes
da biotecnologia na saude e no meio ambiente.

Nao pode faltar

O termo "Biotecnologia” pode ser definido como sendo a aplicacdo de principios
cientificos e tecnologicos, envolvendo o processamento de diversos materiais
por parte dos agentes biologicos, tendo em vista a aplicabilidade de tecnologia e
inovacdes biotecnologicas voltadas para a melhora do meio ambiente, da saude
das pessoas e da proposta de gerar produtos a partir de matérias-primas que
receberam a adicao de materiais vivos.
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Para que vocé entenda um pouco mais sobre a Biotecnologia e suas aplicacdes,
podemos dividir o foco desse assunto em trés aspectos principais:

|. A preparacdo da matéria-prima para ser utilizada como fonte para 0s
microrganismaos.

[I. O processo de fermentagdo do material em biorreatores, obtendo-se a
biotransformacado e producdo do material desejado.

[ll. Purificacao do produto final.

O objetivo principal da Biotecnologia € a obtencao de um determinado
produto em escalas industriais, ou seja, em grande quantidade. Assim, a maioria
das pesquisas sempre sdo realizadas para melhorar e aperfeicoar os trés aspectos
gue citamos para que haja o desenvolvimento da tecnologia. Sabendo que a
Biotecnologia possui essa importante finalidade, vale afirmar que a evolugao
desse conhecimento se deu pelo fato de que varios investimentos iniciais foram
realizados trabalhando com desenhos de novos biorreatores, assim como tambéem
controlando e monitorando 0s processos fermentativos. Apesar de sabermos que
€ desta forma que se consegue um aumento de producao significativo, faz-se
necessaria a otimizacdo do processo de biotransformacdo, ponto de fundamental
importancia da Biotecnologia.

Em um determinado estudo que envolve linhagens variadas de microrganismos
capazes de sintetizar produtos de interesse biotecnologico, sabe-se que se tem
em ‘maos” um material de interesse tecnologico, fazendo com que determinada
producao aconteca em niveis correlacionados com uma escala de porte industrial.
Nao podemos nos esquecer de gue algumas vezes pode ocorrer o efeito de
mutacdes aleatorias induzidas por agentes quimicos mutagénicos ou ainda por
radiacao ultravioleta, aumentando os niveis de producao dessa escala. Contudo,
deve-se tomar um relativo cuidado com este fato de se modificar geneticamente
diferentes organismos, pois o alcance das mutacdes afeta ndo so a caracteristica
desejada, mas, também, outras importantes vias do metabolismo celular, podendo
ser muito prejudicial para a saude e para 0 meio ambiente.

Assim, além do efeito indesejado, o processo de obtencdo de linhagens
¢ demorado, pois ha o envolvimento da expressao de proteinas de interesse
terapéutico, ou de aplicacdo biologica, havendo a necessidade de selecionar e
testar os descendentes até que se chegue a amostra esperada, aumentado o
tempo e, consequentemente, 0s custos com esse trabalho. Também pode haver a
necessidade da realizacdo de pesquisas com diversos outros microrganismaos para
que se descubra quais proteinas eles também expressam, e para que seja feito um
estudo comparativo, chegando a um resultado esperado.

A revolucao da Biotecnologia tradicional chegou até nos através do
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desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, o que envolve um
conhecimento multidisciplinar sobre a biologia celular, a genética, a bioguimica,
a biologia molecular, a genética molecular e outras areas de aplicabilidade, como
a area clinica, agricola, entre outras. Além da sabedoria de microbiologistas
e engenheiros gquimicos e agrobnomos em se tratando de escala industrial, a
tecnologia do DNA recombinante trabalha com as descobertas que vieram da
biologia molecular e da genética. Desta unido, entdo, aparece uma nova area de
investimento tecnologico conhecida como “biotecnologia molecular”.

Portanto, podemos dizer que a biotecnologia explora processos celulares e
biomoleculares para que se desenvolvam tecnologias e produtos variados que
podem favorecer a melhora da qualidade de vida. Vale ressaltar que essa area
de conhecimento ja existe ha mais de 6.000 anos, no entanto, hoje, a inovacao
tecnologica contribui para combater doencas, usar energia mais limpa e em menor
guantidade, gerar alimentos, além de favorecer processos industriais mais seguros,
limpos e eficientes.

A Biotecnologia

Vocé ja deve ter notado que a Biotecnologia € uma area de conhecimento
bastante sabia, pois aproveita 0s recursos da propria natureza e a composicao
genética dos seres humanos para poder orientar diferentes areas da pesquisa
gue irdo ajudar a: diminuir as taxas das doencas infecciosas, bem como os riscos
para nossa saude, favorecendo a deteccao de doencas e a ajuda necessaria para
lutar contra diversas doencgas graves e outras ameacas do dia a dia. Assim, 0 uso
de mecanismos biologicos para melhorar os processos de produc¢ao industrial €
considerado um beneficio para a biotecnologia.

Os setores da Biotecnologia sdo varios e incluem diferentes produtos uteis
nas areas de energia, medicina, saude, servicos, meio ambiente e produtos
agroindustriais. Sdo eles:

1. Setor de Bioenergia e de Biocombustiveis: a tecnologia de producado de
enzimas e do etanol de segunda geracao (etanol celulodsico), bem como as enzimas
de tecnologia de produc¢ao para fabricar biocombustiveis sdo importantes produtos
guevisamao uso racionalda energia e dos combustiveis para confeccionar produtos
gue agridem menos © meio ambiente e a saude das pessoas. O biocombustivel
€ aquele de origem biologica ndo fossil. Normalmente é obtido por uma ou mais
plantas e € fabricado em escala comercial a partir de produtos agricolas, como
cana-de-agucar, soja, canola, babacu, mandioca, milho, beterraba, algas, mamona,
entre outros. Podemos citar varios exemplos de biocombustiveis, tais como o
alcool etanol, a biomassa ou o biodiesel.
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2. Setor de Medicina e Saude: este setor atua no desenvolvimento tecnologico
de proteinas recombinantes, no uso de biomateriais para reparar, regenerar
e reconstruir o tecido 0sseo e, conseguentemente, os orgdos. Ha ainda o uso
de biomateriais para usos dermatologicos e cosmeéticos. Utiliza reagentes para
diagnostico em laboratorio usando radiomarcadores ou radiofarmacos em ensaios
de imunoguimica, imunoensaio, citometria de fluxo, determinando as condi¢des
clinicas de um paciente, por exemplo. Por fim, atua na construcdao de vacinas
na terapia celular e aquelas que tentam destruir células cancerigenas, vacinas
humanas, kits de diagnostico de diversas patologias, entre outras coisas.

3. Setor da Saude Animal: foca na confecgdo de produtos de nutricdo e saude
para animais, Nos processos biotecnologicos Uteis para diagnostico e tratamento
da saude animal e na producdo de vacinas animais e vacinas humanas.

4. Setor de Biofarmacos: os usos de proteinas recombinantes, assim como a
tecnologia de producao de insulina humana e de outras proteinas terapéuticas,
sdo de grande importancia na saude humana. Os componentes biotecnolodgicos
funcionam como anticorpos monoclonais para uso no tratamento do cancer e
anticorpos para uso clinico que sao considerados essenciais na terapéutica e nos
diagnosticos usados hoje em dia.

5. Diferentes Setores de Servigos: 0s ensaios clinicos que validam ou aprovam
novos medicamentos, © apoio de servicos de pesquisa por agéncias estaduais e
federais e a produc¢ao e comercializacdao de produtos oriundos da Biotecnologia sao
importantes meios usados no tratamento e diagnostico de doencgas. Nas industrias
agricolas sdao destacados os polimeros biodegradaveis e biocompativeis, mais
conhecidos e promissores como PHB e PHB-HV. Sdo verdadeiramente plasticos
biodegradaveis gerados a partir da cana-de-acucar. Ha ainda a importancia da
gendmica, pos-gendmica e da protedmica e a expressao heterologa e a clonagem
de proteinas, assim como novas tecnologias na criacdo de animais e vegetais.

6. Setores de Industrias Agricolas: a grande importancia da Biotecnologia
agricola e a melhoria da qualidade de alimentos e dos produtos nutracéuticos ou
alimentos que sao verdadeiros medicamentos tém a capacidade de proporcionar
beneficios a saude, como a prevengao e o tratamento de doencgas. Ha ainda a
funcao de bactérias fixadoras de nitrogénio.

%5‘; Assimile

A fixacdo biologica do nitrogénio promove varios beneficios para os
cultivos agricolas, dentre os quais destacam-se:

1. Um menor uso de adubos nitrogenados, resultando em economia
para o produtor.
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2. A contribuicao para um autofornecimento do nitrogénio utilizado
para 0 metabolismo da planta, diminuindo os impactos do nitrogénio
sobre o meio ambiente.

3. Uso de plantas conhecidas como leguminosas que seriam como
adubos verdes eficientes para fornecer nitrogénio para o solo e
melhorar suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, havendo o
aumento de produtividade no solo, incluindo aqueles com deficiéncia
de nitrogénio disponivel.

AGEITEC. Fixacdo bioldégica do nitrogénio. Disponivel em: <http://
www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/
CONTAGO01_31_711200516717.html>. Acesso: 3 abr. 2016.

7. Setores do Meio Ambiente: a biorremediacdo € um processo no qual os
organismos vivos como os fungos, algas, plantas ou suas enzimas sao usados
para remover ou diminuir as contaminacdes no ambiente. Utiliza processos
biodegradaveis para tratamento de residuos, sendo capaz de favorecer a
regeneracao do equilibrio do ecossistema original. Pode trabalhar com o
aproveitamento de residuos e metodos para que seja feito o controle biologico
de pragas. Além disso, com a bioprospeccado € possivel extrair um conteudo de
valor econdmico da biodiversidade, formando um patrimdnio genético muito
rico. Ainda seria a busca sistematica por organismaos, genes, enzimas, Compostos,
processos e partes obtidas de seres vivos, gue tenham um potencial econdmico e
gue possa levar ao desenvolvimento de um produto. Pode-se trabalhar ainda com
o tratamento de agua, gerenciamento de residuos solidos e residuos industriais.

m Exemplificando

As plantas medicinais que sao encontradas na natureza sdao uma
matéria-prima que pode ser transformada em medicamento. Desta
forma, esse € um exemplo de potencial terapéutico que, se bem
aproveitado, pode prevenir e ou curar doencas. Quando administrado
na dose correta, nao deve apresentar efeitos colaterais, trazendo
muitos beneficios para a saude humana.

@ Reflita

No ano de 2003, estimava-se que aproximadamente 40% dos
medicamentos disponiveis No mercado eram obtidos a partir de fontes
naturais, sendo que 25% seriam de plantas, 13% de microrganismos e,
por fim, 3% a partir de animais. Hoje em dia, esses numeros aumentaram
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cerca de 50%, sendo que, quando se trata de medicamentos envolvidos
com o tratamento do cancer, estima-se que a grande maioria desses
medicamentos sejam obtidos de produtos naturais, advindos de
organismos marinhos e terrestres. Considerando ainda a grande
quantidade de farmacos atuais que foram desenvolvidos a partir de
moléculas biologicas, torna-se extremamente importante o papel da
bioprospeccdo na area da farmacologia. Vocé ja pensou na importancia
desse arsenal terapéutico que temos a disposicdo? Pense e reflita a
importancia desse assunto para nossas vidas.

Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito da importancia da bioprospeccao
(conceitos e normas), do envolvimento da biodiversidade, do patriménio
genetico, entre outros assuntos, acesse o link:

UFRGS. Bioprospeccdo. Disponivel em: <http://www.ufrgs.br/
patrimoniogenetico/conceitos-e-definicoes/bioprospeccao>. Acesso
em: 3 abr. 2016.

@ Faca vocé mesmo

Busque trazer exemplos em gue a Biotecnologia aplicada no setor de
bioenergia e de biocombustiveis possa trazer beneficios para o0 meio
ambiente e, consequentemente, para a saude das pessoas.

Sem medo de errar

O farmaco que a equipe de pesquisa comandada pela professora Denise
identificou foi um medicamento que inibe o crescimento de células tumorais,
sendo entdao um importante aliado para o tratamento do cancer. As técnicas usadas
para obtencao desse farmaco foram: técnica de western blotting, na preparacao
da amostra, SDS-PAGE, membrana blogueio, sondagem com anticorpos e
deteccdo. Para cada etapa do processo foram usados os protocolos e reagentes
apropriados para que a equipe conseguisse atingir os resultados de alta qualidade,
determinando o componente antineoplasico. A grande importancia € que, como
os efeitos colaterais sao praticamente nulos, os pacientes terao melhor qualidade
de vida, conseguindo se alimentar e lutar de forma positiva contra a doencga. Assim,
a industria se propds a fabricar lotes desse medicamento para que logo possa ser
comercializado para pacientes que esperam ha anos um tratamento eficaz para
essa patologia.
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Atencdo!
Vocé sabia que existe uma carreira de Biotecnologia? Ja ouviu falar?

O profissional formado em Biotecnologia pode aplicar novas
tecnologias em diferentes areas, como: saude, alimentacdo, ambiental
e guimica. Quais seriam as aplicacdes dessa carreira com relacdo ao
mercado de trabalho?

» Vocé pode trabalhar na busca de novos tipos e variedades de plantas
gue sdo consideradas mais resistentes a determinado tratamento, ou
herbicida, dificultando sanar problemas da agricultura.

» Pode entender sobre a utilizacdo de microrganismos na produ¢ao de
produtos Uteis a saude do ser humano.

» Desenvolve técnicas para que se consiga combater microrganismaos
gue sao considerados prejudiciais ao ser humano.

» Pesquisa os efeitos e reacdes adversas que podem ser encontrados
em medicamentos e substancias quimicas que atuam em células do
organismo humano.

» Entende a importancia do melhoramento genético para obtencdo de
novos produtos que sejam viaveis na agricultura, na saude do homem
e dos animais.

» Associa 0 emprego de microrganismos com a prevencao de doencas
na producdo de vacinas e medicamentos.

o Controla o crescimento microbiano que pode acontecer em
industrias alimenticias e farmacéuticas, prejudicando a fabricacdo de
produtos que seriam toxicos ao organismo humano.

» Pode ser atuante na avaliagdo e na prevenc¢ao da contaminacao do
solo e da agua.

e Aprimora técnicas que possam combater pragas e doencas em
animais e na agricultura.

» Desenvolve novos processos biotecnoldgicos para o aprimoramento
da agricultura.
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Lembre-se

O biotecnologista ird atuar no mercado de trabalho nédo apenas como
um cientista, mas como um profissional com qualificacdo e que tenha
interesse em desenvolver produtos. Assim podera aproveitar, por
exemplo, a biodiversidade brasileira, que talvez seja a maior do mundo,
porém poucas vezes isso transformou-se em produto.

Avancando na pratica

El

Lembre-se

Antes de comecar a ler a situagao-problema a seguir € importante que
vocé tenha em mente os conceitos da biotecnologia e as aplicacdes
da importancia da Biotecnologia na vida das pessoas, dos animais e do
meio ambiente. Foque seus esforcos para abrir o leque de aplicacdes
com relacao a importancia de organismos geneticamente modificados
e onde eles podem ser efetivos para a melhoria do meio ambiente e,
conseguentemente, na saude das pessoas.

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situagoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de

seus colegas.

“Controle da Dengue”

1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais tecnicas de

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz

Biologia Molecular e da Biotecnologia.

2. Objetivos

Os objetivos sdo entender o conceito da Biotecnologia e suas
de aprendizagem aplicacdes nos diversos setores da saude, agricultura, genética,
bioinformatica, meio ambiente, dentre outras aplicacdes.

3. Conteudos relacionados Fundamentos de biotecnologia e suas aplicacdes.

4. Descricéo

A cidade de Piracicaba enfrentou uma epidemia da dengue
no ano de 2015 assim como em anos anteriores. Entdo, com
o auxilio da Biotecnologia, pesquisadores desenvolveram
mosquitos geneticamente modificados para tentar controlar
da SP essa epidemia, usando armadilhas de captura e um aplicativo
de celular para identificar e monitorar o numero de mosquitos
capturados, analisando se eram machos e fémeas e se eram
da espécie causadora da dengue. Como acontece esse
controle?

(continua)
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5. Resolugédo da SP

Depois de soltar mosquitos Aedes aegypti geneticamente
modificados, que devem ajudar a conter a propagagdo
da dengue, a cidade de Piracicaba (a 164 quildmetros de
Sao Paulo) implantou recentemente um projeto-piloto
que usa armadilhas de captura e um aplicativo de celular
para identificar e monitorar os mosquitos. A ‘armadilha” €
composta por um recipiente com agua € uma lamina com
uma substancia atraente na qual 0 mosquito (principalmente
a fémea) entra para botar ovos, mas fica preso e morre.
Assim, o aplicativo permite que o agente de saude identifique
imediatamente se o inseto preso na armadilha € macho ou
fémea e transmita em tempo real os dados para o centro de
controle. Desta forma, consegue-se usar a biotecnologia a
favor do controle de uma epidemia e, consequentemente,
na saude das pessoas daquela cidade. Posteriormente, apos
esse projeto, pode-se expandir o uso do aplicativo nas demais
regides do pais afetadas pela dengue e outras doencgas
causadas pelo Aedes aegypti.

@ Faca vocé mesmo

Busque mais informacdes sobre a Biotecnologia que vem sendo
trabalhada em funcao das doencas causadas pelo mosquito Aedes
aegyptie facaumarelacao do investimento no controle dessa epidemia.
Leia artigos a respeito para que vocé possa ter uma maior quantidade
de dados com relagcdo a esse assunto:

GUIMARAES, Maria; NOGUEIRA, Pablo. Um vildo de muitas caras.
Revista Fapesp, jun., 2015. Disponivel em: <http://revistapesquisa.
fapesp.br/wp-content/uploads/2015/06/016-23_CAPA-Dengue_232.

pdf?dc5f6f>. Acesso em: 3 abr. 2016.

Faca valer a penal!

1. O termo "Biotecnologia” pode ser definido como sendo a aplicacao

de principios envolvendo o
processamento de materiais por parte dos

tendo em vista a aplicabilidade de e inovacdes
biotecnologicas voltadas para a melhora do da

___________ das pessoas e da proposta de gerar
a partir de matérias-primas. Assinale a afirmativa que apresenta a
resposta correta para completar a sentenca:

a) Basicos e cientificos; agentes quimicos; tecnologia; bem-estar;
saude; defensivos agricolas.
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b) Cientificos e dinamicos; agentes fisicos; tecnologia; meio ambiente;
saude; estratégias de controle.

c) Cientificos e tecnologicos; agentes quimicos; tecnologia; contexto
ambiental; economia; produtos.

d) Cientificos e tecnologicos; agentes biologicos; tecnologia; meio
ambiente; saude; produtos.

e) Basicos e cientificos; agentes quimicos; tecnologia; ecossistema;
saude; produtos.

2. Para entender um pouco mais sobre a Biotecnologia e suas
aplicacdes, pode-se dividir o foco desse assunto em trés aspectos
principais:

|. A preparacao da matéria-prima para ser utilizada como fonte para os
microrganismos.

[I. O processo de fermentacao do material em biorreatores, obtendo-
se a biotransformacao e a producao do material desejado.

IIl. A purificagcdo do produto final.
Assinale a alternativa correta:

a) Apenas as afirmativas | e Il estdo corretas.
b) As afirmativas |, Il e lll estdo corretas.
c) Apenas as afirmativas Il e lll estdo corretas.
d) Apenas a afirmativa | esta correta.

)

e) Apenas a afirmativa Il esta correta.

3. A Biotecnologia trabalha no sentido de obter um determinado
produto em escalas industriais, ou seja, em grande escala. Assim, a
evolucdo da Biotecnologia depende, em grande parte, de:

a) Uma otimizacao do processo de biotransformacao, garantindo um
aumento de producao significativo.

b) Um produto de origem natural vindo de microrganismos, plantas e
animais.
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c) Condicdes atmosféricas e ambientais favoraveis.

d) Uma otimizacdo financeira que garanta que se compre matéria-
prima para a grande escala de producdo.

e) Um numero de espécies animais e vegetais, assim sendo da
biodiversidade local.
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Secao 4.2

Aplicacdes biotecnoldgicas atuais

Dialogo aberto

O laboratdrio de Denise foi mais uma vez premiado pela magnitude dos
resultados obtidos na pesquisa com o Aedes aegypti, agente causador da dengue,
da Chikungunya e do Zika virus. Juntamente com os resultados de patenteamento
de farmacos que exercem acao contra o cancer, outro grupo de alunos da equipe
de Denise que trabalha no sequenciamento genético do Zika virus foi convidado
para apresentar seus resultados em congresso. Na verdade, desde que houve a
epidemia de dengue nos anos de 2013 e 2014, a equipe uniu esforcos para montar
um projeto de maior escala e trabalhar no sequenciamento do material genético
do Zika virus.

Vamos, entdo, acompanhar quais técnicas foram usadas pelo grupo de
pesquisa de Denise para realizar o sequenciamento do material genético do
agente biologico causador da dengue e Zika virus e 0s avangos biotecnoldgicos
gue esse sequenciamento pode trazer para a cura de doengas que envolvem o
Aedes aegypti.

Nao pode faltar

A Biotecnologia abrange um conteudo multidisciplinar que envolve diferentes
areas de conhecimento, como a bioquimica, genética, microbiologia aplicada e
engenharia biogquimica, favorecendo a compreensao sobre os bioprocessos. Ela
usa ou trabalha com células ou sistemas bioquimicos em processos de producao
de bens ou de prestacdo de servicos, visando a identificacdo e otimizacdo de um
produto. Alem disso, se destaca no que se refere ao conteudo tecnologico, sempre
lembrando que 0s primeiros processos industriais estiveram fundamentados
na acao de microrganismos e a grande maioria daqueles consagrados usa
microrganismos originais ou modificados geneticamente.

O trabalho que envolve processos, produtos e servicos usando diferentes
microrganismos € importante, por exemplo, na producao de substancias de
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interesse comercial, como: antibioticos, acidos organicos, solventes, enzimas e
biocombustiveis por processos fermentativos. Ha casos em que o produto pode
ser ainda o proprio microrganismo, como no caso da producdo de levedura, de
panificacao e produtos de uso agricola. Ou ainda, 0s microrganismaos sao usados
em processos de tratamento de residuos e efluentes urbanos e industriais, em
processos de biorremediacao de solos contaminados.

Agentes Bioldgicos e Bioprocessos Artesanais e Industriais

O agente biologico deve ser selecionado e usado no momento da transferéncia
darealizacao do bioprocesso quando se tem uma demanda para a escala industrial,
em funcao de qualidades diversas, como:

» Atividade de sintese elevada, ou seja, capacidade de converter rapidamente o
substrato em produto com altos rendimentos e elevados valores de produtividade.

» Manutencao da estabilidade sob condicdes ambientais extremas, mesmo
com elevada pressao osmotica do proprio meio. Em elevada temperatura e
forca idnica, o material ainda é resistente a substancias toxicas, que podem
aparecer no processo de tratamento da matéria-prima ou ja em fase de
aplicacao do tratamento.

As técnicas da biologia molecular aprendidas até aqui, aliadas a tecnologia,
sdo usadas para melhorar as propriedades de um agente bioldgico. E importante
ressaltar que essas técnicas sao usadas quando necessarias, para maximizar O
potencial produtor dos agentes bioldgicos responsaveis pelas transformacdes e
aplicacdes biotecnologicas.

Vocé se lembra da penicilina, um antibiotico descoberto anos atras para
tratamento das infeccdes? Entao, ela gerou o impacto de manipulacdes genéticas,
moleculares e quimicas que, associadas ao desenvolvimento de meios, favoreceu
a melhoria do processo. A combinacao de técnicas que otimizaram O processo
fermentativo resultou em um aumento no rendimento em penicilina da ordem
de trés vezes em magnitude (de 0,06 a 26 g/L). Assim, o fato de se conhecer as
caracteristicas ou, ainda, as propriedades fisico-quimicas desses biocatalisadores
visando sua melhoria, forneceu inumeras vantagens no desenvolvimento de
bioprocessos industriais.

Quando usamos células vivas na realizacao de bioprocessos de interesse,
devemos, primeiramente, identificar as caracteristicas desejadas dos agentes
biologicos e buscar as linhagens arquivadas em colecdes de cultura por meio
do isolamento de amostras naturais, envolvidas nos procedimentos de selecao e
melhoramento de linhagens produtoras.
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No cultivo de células microbianas, animais e vegetais em laboratorio, € necessario,
para se conhecer suas caracteristicas/propriedades, determinar o seu crescimento.
Uma variedade de nutrientes é usado para o referido crescimento, incluindo fonte
de carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo, oxigénio, vitaminas € sais minerais.

Organismos Geneticamente Modificados

Os agentes biologicos, principalmente microrganismos usados em processos
industriais, devem ser preservados e conservados de maneira adequada.
Assim, diferentes areas de interesse estdao envolvidas no estudo de organismos
geneticamente modificados:

e A biologia molecular aplicada, que trabalha com a origem, transformacado
e interacdo dos genes e seus produtos expressos na forma de proteina,
favorecendo o controle do trabalho genético, assim como a confecgao
de agentes bioldgicos com excelentes combinacdes conhecidas como
‘células-biorreatoras’.

e A bioengenharia, que combina métodos analiticos e matematicos para que
se quantifique fluxos em modelo in vivo usando animais, com o auxilio de
técnicas da biologia molecular, tendo como objetivo a programacao das
modificacdes genéticas, que devem melhorar as propriedades celulares
e, conseguentemente, suas aplicacdes. Assim, por meio de técnicas
especificas, € possivel que se mantenha todas as caracteristicas da populagao
microbiana de interesse, garantindo a qualidade do produto. A manutengao
e a preservacao de microrganismos sao etapas de extrema importancia
guando se trabalha com os organismos geneticamente modificados. Existe
a preocupacao para que se assegure a viabilidade e a eficacia de atividade
das moléculas obtidas, bem como a prevencdo das mudancas geneticas
"drasticas” que podem levar a reducao ou perda das propriedades fenotipicas
desejadas. As técnicas de manutencdo e a preservacao de microrganismaos
trabalham com a inclusao de repiques periddicos dos materiais, conservagao
deste em parafina e em glicerol e, ainda, a liofilizacao e a criopreservacao
para garantia da preservacao do material.

Aposainoculacado, acélula produz aenergia que € usada pelo proprio metabolismo
para trabalhar as proprias reacdes de biossintética e de manutencao energética. As
moléculas consideradas combustiveis, gue sdo os carboidratos, lipidios e proteinas,
sao utilizadas pela célula e contém elevado nivel de energia quimica.

Muitas células vivas precisam do oxigénio para manter seu metabolismo.
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Assim, em bioprocessos que trabalham com microrganismos aerobios, o
oxigénio essencial para esses organismos € suprido na forma de bolhas de ar,
por meio de um compressor. Ja O inverso, em bioprocessos anaerobicos, 0S
microrganismos obtém o oxigénio metabolico por meio de substancias que
contém a molécula de oxigénio ligada molecularmente. Se essas exigéncias
nutricionais ndo forem atendidas, o processo pode sofrer desvios no metabolismo
celular ou até ser interrompido, com perda da viabilidade celular.

Dentro dessa concepcdo, se O agente biologico do processo for um
microrganismo que possui caracteristica que confere agregacao (floculacdo), pode
acontecer de se fazer uso de novas configuracdes de biorreatores mais compactos
e menos intensivos em energia, suprimindo equipamentos de separacao de
células onerosas, viabilizando o processo e tornando-o mais econdmico. Ainda
podem ocorrer as associacdes de sistemas reacionais que separam os produtos
simultaneamente, sendo também desenvolvidas praticas, como: a separagao
cromatografica de enzimas em suportes de colunas cromatograficas, a destilacao
a vacuo e os sistemas de fermentacao que trabalham acoplados a modulos
de membrana, com o0s conseqguentes beneficios técnicos e econdmicos de
bioprocessos.

Nutricdo dos Microrganismos

As necessidades nutricionais dos diferenciados microrganismos sao muitas,
uma vez que eles apresentam diferencas peculiares, como a propria capacidade de
sintetizar os constituintes celulares a partir de nutrientes simples. A sobrevivéncia
de todos os microrganismos esta relacionada com a obtenc¢do de agua, de fontes
de energia, de carbono, de nitrogénio e de elementos minerais, bem como a
disponibilidade de oxigénio.

As fontes de energia para suprir as necessidades nutricionais de microrganismos
estdo relacionadas com:

¢ Fontes de Carbono: o carbono € um elemento essencial e necessario
para a biossintese de compostos celulares vitais, como, por exemplo:
carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucleicos. A forma de utilizagao dos
compostos esta relacionada aquela que cada microrganismo em particular
usa para seu proprio suprimento de energia. Os compostos de carbono,
como C1(CO, CO2, formaldeido, metanol, metilamina), as macromoléculas
complexas (glicogénio, amido, proteinas, celulose, acidos nucleicos) e os
variados compostos organicos da natureza podem ser utilizados como
energia por microrganismos, desde que esses organismos possuam oS
sistemas enzimaticos e de transporte adequados. Compostos organicos,
como aminoacidos e proteinas, servem tanto como fonte de carbono,
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como de nitrogénio. Os carboidratos sao as principais fontes de carbono e
energia para a grande maioria dos microrganismos, sendo, entdo, a glicose
o combustivel utilizado, sequida pela frutose, manose e assim por diante.
Com a tecnologia do DNA recombinante, aumenta-se a importancia de
fontes de carbono pouco utilizadas anteriormente como matéria-prima de
microrganismos. Como, por exemplo, tem-se a crescente utilizacdo das
leveduras para a producao de enzimas recombinantes, favorecendo o seu
crescimento inicial em fontes de carbono e a inducao do gene de interesse
com metanol.

Fontes de Nitrogénio: o nitrogénio € um constituinte essencial as células,
pois esta envolvido na formacdo de aminoacidos e acidos nucleicos.
Com relacdo a assimilacdo de fontes de nitrogénio, 0s microrganismaos
apresentam grande diversidade na forma de utilizacdo dos compostos.
A fonte de nitrogénio € muitas vezes de natureza autotrofa, sendo os
microrganismos capazes de utilizar nitrato, amonio e, algumas vezes,
nitrogénio gasoso como unica fonte de nitrogénio. Outros podem obter
suprimento deste elemento na forma de aminoacidos ou de bases purinicas
e pirimidinicas.

Fontes de Minerais: sao essenciais para suas funcdes fisiologicas e
estruturais, como os compostos: hidrogénio, oxigénio, fosforo, potassio,
calcio, magnésio, sodio, ferro, enxofre e cloro. Além disso, ha a necessidade
da presenca de elementos-tracos, que desempenham papel fundamental
como constituintes de enzimas e coenzimas. Assim, estdo incluidos como
elementos-tracos: manganés, cobre, zinco, cromo, niquel, cobalto e boro,
e s3o, em geral, necessarios em baixas quantidades. Vale lembrar que a
agua € essencial para a atuacao das diferentes enzimas, na dissolucao
de materiais organicos e inorganicos e, principalmente, como ‘reagente”
na grande maioria dos processos metabolicos. Os nutrientes inorganicos
trabalham com o metabolismo, favorecendo a sintese de compostos
fundamentais para o funcionamento celular. Ainda sédo considerados
cofatores para reacdes enzimaticas, estimulando o metabolismo. Podem,
tambéem, inibir o metabolismo e, finalmente, favorecer as propriedades
osmoticas da célula.

Fatores de Crescimento: diversos microrganismos sdo incapazes de
sintetizar substancias organicas simples e complexas, vitaminas ou, até
mesmo, aminoacidos, que sdo verdadeiros precursores e/ou constituintes
de enzimas e coenzimas. Sempre que necessario, essas substancias devem
ser supridas ao meio de cultura para que 0OS mMicrorganismos tenham
condicdes de crescer naguelas condicdes.
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Cultivo in vitro de Células Animais

O cultivo de células teve inicio em 1907 sendo desenvolvido um método que
permitisse estudar o comportamento de células animais fora do organismo, em
um meio ambiente totalmente controlado. Até hoje essa técnica € uma importante
ferramenta de pesquisa nos laboratorios.

A proliferacdo in vitro € diferente daqguela in vivo. Por mais proximo que o
modelo esteja da realidade, o modelo in vitro ainda pode causar problemas para o
desenvolvimento celular, pois ¢ dificil a mimetizacao do ambiente organico.

Ainda existem muitas vantagens no modelo experimental de cultura de células.
O controle das condi¢cdes experimentais, como as condicdes do ambiente,
a homogeneidade da amostra — quando comparada ao uso de animais em
experimentos — e a economia, sao algumas das grandes vantagens dessa técnica.

A medida que uma cultura de célula € replicada, as células com maior capacidade
de se proliferar irao predominar na area de cultivo. I1sso acontece devido as células
nao se adaptarem bem ao cultivo celular. Ainda pode ocorrer algum trauma
no processo de desagregacdo celular, fazendo com gue ndo se atinja uma taxa
normal de proliferacdo celular. No entanto, essas células ainda nao perderam suas
caracteristicas de tecido de origem, por apresentar alta proliferacao celular. A esse
tipo de proliferagdo celular da-se o nome de ‘linhagem celular continua’, sendo
muito usada em pesquisa, pois pode ser mantida em cultura por um grande periodo
de tempo (quando comparada as células primarias, guardando caracteristicas do
tecido original). Diferentes linhagens celulares continuas podem se propagar e
crescer sem, no entanto, perder suas caracteristicas de um tecido original.

D Exemplificando

Esse tipo de célula é usada em pesquisa e na fabricacao de vacinas,
como no caso da linhagem MRC-5, vindo do tecido do pulmdo de feto
humano para fabricacdo da vacina contra a rubéola, por exemplo.

Quando vocé percebe, no entanto, que as células perdem as semelhancas
morfoldgicas e genéticas com relagdo ao tecido, significa que as caracteristicas
geneéticas delas sofreram algum tipo de alteracdo. Esse tipo de situagcdo da origem
as células conhecidas como “células transformadas”.

As células transformadas em cultura, muitas vezes, sofreram a acdo de
substancias quimicas, de virus ou de agentes fisicos, como a luz ultravioleta.
Todos esses agentes podem induzir mutacdes na linhagem celular, modificando
a composicao genética e interferindo no controle do ciclo celular, originando os
chamados proto-oncogenes e genes supressores de tumor. A mutacao pode por
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sua vez resultar de uma superexpressao de proto-oncogenes ou da inativacao de
genes supressores de tumor, levando a uma proliferacao exacerbada das células.

%5‘? Assimile

As células transformadas também podem ser obtidas de tecidos em
mutacao, como € o caso de tecidos tumorais, por exemplo, e das
células Hela obtidas de um tumor de utero humano. As células de
Hela sdo morfologicamente e geneticamente diferentes do tecido
original e se proliferam infinitamente quando em condi¢cdes de cultura
de células.

Essas celulas sao usadas em estudos de citotoxicidade, controle de qualidade,
dentre outros ensaios. As células transformadas nao sdo muito usadas na producao
de vacinas, devido a probabilidade do risco de o DNA alterado dessa célula vir a
alterar o DNA do individuo que faz uso dessa vacina. Uma das células mais usadas
na fabricacdao de vacinas € chamada de VERO, no entanto, o controle com relacdo
a concentracao de DNA presente no lote de vacina é rigido, sem poder exceder 10
ng de DNA estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

@ Reflita

Vocé ja pensou o que sdao e qual seria a fungcao dos marcadores
moleculares? Marcadores moleculares sao sequéncias de DNA que
revelam polimorfismos entre organismos geneticamente relacionados,
sendo ainda amplamente utilizados em estudo populacional,
mapeamento e analises de similaridade e, ainda, distancia genética.

Assim, os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade de se
detectar um polimorfismo genético presente no DNA. Um marcador molecular €
definido como uma caracteristica ou fenotipo molecular oriundo de um segmento
especifico de DNA. Os referidos marcadores moleculares sdo caracteristicas de DNA
gue mostram a diferenca entre dois ou mais individuos, sendo uma caracteristica
herdada geneticamente. Existem importantes razbes para que 0s marcadores
moleculares sejam vantajosos em relacdo aos marcadores morfologicos
convencionais.

No entanto, o uso dos marcadores moleculares permite que a selecdao e 0s
Novos cruzamentos sejam realizados em uma mesma geracao populacional,
aumentando aviabilidade e a eficiéncia de um programa de melhoramento genético.
Podem ser associados ou Ndo a um gene, OU a uma regiao cromossdmica ou a um
fenotipo, desde que as geracdes subsequentes possam obter essas caracteristicas,
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comprovando e garantindo sua natureza genética. Marcadores moleculares de
DNA sdo usados para sinalizar genes de resisténcia a doencgas; vetores, como
insetos e pragas; melhoramento genetico dos pais; desenvolvimento de mapas
geneéticos; selegdo de resisténcia a patdgenos ainda inexistentes em determinada
regido; estudos de interacdo gendtipo com relagao ac ambiente em que vivem;
processos legais; dentre outros.

[ Vocabutario

Polimorfismo genético: ¢ uma variedade fenotipica que pode ser
separada em classes definidas e distintas. Envolve um controle genético
sem sofrer grandes influéncias de fatores ambientais. Exemplos:
sistema sanguineo ABO (4 fenotipos: A, B, AB, O), diferenca entre
destro e canhoto, presenca ou ndo do dente 32 molar, entre varias
outras opcdes.

Entomologia: ciéncia que estuda os insetos sob os mais variados
aspectos e relacdes, seja com o0 homem, as plantas, os animais € o
meio ambiente.

Micropropagacao de Vegetais

A propagacdo vegetativa trabalha com a multiplicacao assexuada de partes de
plantas, como as celulas, os tecidos e os 6rgaos, originando individuos que podem
ser idénticos a referida planta-mae. E uma técnica que obtém os dados genéticos
por meio de programas de melhoramento genético.

As principais vantagens da propagacdo vegetativa de especies florestais e
vegetativas incluem a formacdo de plantios clonais de alta produtividade e certa
uniformidade, visando, assim, a melhoria da qualidade da madeira e de seus
produtos, aléem da multiplicagdo de organismos que sao resistentes as pragas e
doencgas e aos componentes geneticos aditivos e nao aditivos, resultando em
ganhos dentro de uma mesma geracao de selecao.

A micropropagacdo é considerada uma técnica de reproducao de plantas a
partir de orgaos diferenciados, que sao: gemas, embrides e partes de orgaos ou
células em cultura estéril e “in vitro”. E uma técnica com diferentes possibilidades
para propagacao comercial de plantas, possibilitando a multiplicacdo de um grande
numero de individuos a partir de poucas mudas ou matrizes em um pequeno
espaco de tempo e pequena area de laboratorio. A micropropagag¢ao ainda pode
auxiliar nos programas de melhoramento genético, antecipando a resolucao de
um possivel problema em determinada espécie.

A micropropagacao usada na producao comercial de mudas e de espécies
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florestais deu um resultado bastante satisfatorio para espécies e hibridos de
Eucalyptus de alto valor comercial e de dificil enraizamento, favorecendo o
reflorestamento e a manutencao do ambiente vegetativo.

! Pesquise mais

Para aprofundar o assunto a respeito da micropropagacao vegetal, leia
O texto a seguir:

WENDLING, Ivar. Propagacao Vegetativa. | Semana do Estudante
Universitario, Corumba, 2003. Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.
embrapa.br/digital/bitstream/item/50925/1/Wendling.pdf>. Acesso em:
3 abr. 2016.

Leia o texto que se refere ao cultivo de células:

ALVES, Emanuele Amorim; GUIMARAES, Anna Christina R. Cultivo
celular. In: MOLINARO, Etelcia; CAPUTO, Luzia; AMENDOEIRA, Regina.
Conceitos e métodos para a formacgao de profissionais em laboratério
de saude. v. 2. EPSJV: Rio de Janeiro, 2010. Disponivel em: <http://
www.epsjv.fiocruz.br/upload/d/capitulo_5_vol2.pdf>. Acesso em: 3
abr. 2016.

Sem medo de errar

A equipe de pesquisa da professora Denise trabalha no sequenciamento
genético do Zika virus. Na verdade, desde que houve a epidemia de dengue dos
anos de 2013 e 2014, a equipe uniu esforcos para montar um projeto de maior
escala e trabalhar no sequenciamento do material genético do Zika virus. Vamos
acompanhar quais as técnicas foram usadas pelo grupo de pesquisa de Denise para
realizar o sequenciamento do material genético do agente bioldgico causador da
dengue e do Zika virus.

A referida professora e sua equipe sequenciaram O material genético do
Zika extraido de uma pessoa que desenvolveu a doenca em Campinas. O
sequenciamento do material genético do virus revelou um genoma enxuto.
Determinou-se a ordem correta das bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) e timina (T) da molécula de DNA do Zika virus. Sao cerca de 10,6 mil
unidades (nucleotideos) compondo uma fita simples de acido ribonucleico (RNA).
Essa fita abriga ao todo apena seis genes, que sao capazes de produzir 10 diferentes
proteinas. Sabe-se ainda que alguns genes sdo polivalentes.
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fr‘i Atencao!
Y

Leia a respeito dos marcadores moleculares e sua influéncia
biotecnologica:

EMBRAPA. Marcadores moleculares — DNA. n. 3., dez. 2000.
Disponivel  em: <http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_4.
htm e a reportagem a respeito do genoma do Zika virus em: http://
revistapesquisa.fapesp.br/2016/02/19/zika-em-expansao/ e ainda em:
<http://agencia.fapesp.br/epidemia_de_zika_agiliza_mecanismos_
de_financiamento_de_pesquisa_no_pais/22679/. Acesso: 3 abr. 2016.

Lembre-se

Um dos grupos mais usados como marcador molecular, e que foi
desenvolvido no inicio deste tipo de estudo, foi o Polimorfismo no
Comprimento dos Fragmentos de Restricao (RFLPs). Quando clivados
com enzimas de restricao, expressam, por eletroforese, as diferencas
de comprimento de fragmentos de DNA, observadas por meio da
hibridizacao desses fragmentos com sequéncias homologas do DNA
marcado com radioatividade ou por luminescéncia.

Avancgando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situagoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de
seus colegas.

“A Microcefalia e o Zika virus”

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
Biologia Molecular e da Biotecnologia.

Conhecer os procedimentos para clonagem e
sequenciamento de DNA; conhecer as técnicas de analise
de DNA, RNA e proteinas; e conhecer os fundamentos e
aplicacdes da Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem

Agentes biologicos usados em aplicacdes biotecnologicas;
bioprocessos artesanais e industriais; cultivo in vitro de células
animais; marcadores moleculares; micropropagacao de
vegetais; organismos geneticamente modificados.

3. Conteudos relacionados

(continua)
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4. Descrigédo da SP equipe coletou o liquido amniotico de gestantes para realizar

Sabe-se que existe uma suspeita do JZika virus estar
relacionado com dados de microcefalia em diversas regides
do Brasil, principalmente na regido nordeste. Dessa forma, a

o teste e verificar se ha a relagdo entre a microcefalia e o
aparecimento do Zika virus. Qual a analise deve ser feita neste
caso?

5. Resolugdo da SP

O mapeamento genético do virus fol feito em um laboratorio
da professora Denise. Os pesquisadores coletaram amostras
de liguido amnidtico, que ¢ o liquido que envolve o bebé
durante a gestacdo, dentro da barriga da méae. O material foi
retirado de duas mulheres gravidas de bebés diagnosticados
com microcefalia. O liguido amnidtico passa por um teste para
dentificar a presenca de microrganismos e, nesse caso, um
virus que fol encontrado em grande quantidade fol o do Zika
virus. A coleta do liquido amniotico é feita com mais de dois
meses depois que as gestantes ja estiverem com os sintomas
do virus. E os virus continuavam ativos. Neste caso, a equipe
coordenada pela professora Denise primeiro realizou exames
do tipo PCR, que identificam o DNA viral no sangue e, depois,
por meio de um maguinario de sequenciamento genético,
conseguiram montar toda a sequéncia genética, a verdadeira
ldentidade do virus. Assim, o DNA completo do virus fol
decifrado e realmente € encontrado no liguido amniotico de
gestantes com microcefalia no Brasil. O que foi descoberto é
que o virus que infectou as gestantes na Parafba € idéntico ao
que apareceu na Polinésia Francesa, em 2013,

Lembre-se

Ainda existe uma questdo a entender em relacdo ao virus com a
microcefalia. Sao os dois temas fundamentais do ponto de vista da
urgéncia. Pensa-se assim no desenvolvimento de uma vacina, por meio
de estudos de entomologia, para entender a genética do mosquito e
sua capacidade de infectar as pessoas.

Faca vocé mesmo

Agora que vocé ja conhece bem a importancia do sequenciamento
genéticodeumdeterminado microrganismoesuaaplicacaono controle
de doencas, relate aqui qual seriam outras doencas que poderiam ser
trabalhadas desta forma. Consulte o material que vocé trabalhou até
agora e liste 3 situagdes que podem ocorrer em humanos, animais e
na agricultura/plantas, colocando o que ja vem sendo estudado com o
auxilio da Biologia Molecular e da Biotecnologia.
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Faca valer a pena!

1. A Biotecnologia abrange um conteudo multidisciplinar que usa
ou trabalha com células ou sistemas bioquimicos em processos de
producao de bens ou de prestacao de servicos, tendo como objetivo:

a) O aumento de cromossomos de uma célula visando a reproducgao
celular.

b) Prestacao de servico visando a identificacdo e otimizagdo de um
produto.

c) Obtencao de mais resultados dentro de um laboratério.
d) Realizacdo de experimentos e replicacdo dos dados.

e) O aumento de material genético que deve ser consumido com o
metabolismo.

2. A Biotecnologia se destaca no que se refere ao conteudo tecnologico,
sempre lembrando que os primeiros processos industriais estiveram
fundamentados na acdo de microrganismos. Assim, € correto afirmar
que:

|. A grande maioria usa microrganismos originais ou modificados
geneticamente.

[l. O trabalho que envolve processos, produtos e servicos usa sempre 0s
mMesmaos Microrganismaos.

[ll. Os resultados visam a producdo de substancias de interesse
comercial, como: antibidticos, acidos organicos, solventes, enzimas e
biocombustiveis por processos fermentativos.

a) A afirmativa | esta correta.
b) A afirmativa Il esta correta.

c) A afirmativa Ill esta correta.

d)

e) As afirmativas | e lll estdo corretas.

As afirmativas |, Il e lll estdo corretas.
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3. Sobre os agentes bioldgicos envolvidos com a Biotecnologia, é
correto afirmar que:

|. O agente bioldgico deve ser selecionado e usado no momento da
transferéncia da realizacdo do bioprocesso.

II. O bioprocesso acontece quando se tem uma demanda para a escala
industrial.

[ll. A qualidade da atividade de sintese elevada deve manter a estabilidade
do bioprocesso mesmo encontrando condi¢cdes adversas, como elevada
pressao osmaotica do proprio meio, elevada temperatura, entre outras
Coisas.

Assinale a alternativa correta:

a) Somente a afirmativa | esta correta.

b) Somente a afirmativa Il esta correta.

c) Somente as afirmativas | e Il estdo corretas.
d) As afirmativas |, Il e Ill estdo corretas.

e) Somente a afirmativa Il esta correta.
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Secao 4.3

Avancos cientificos proporcionados pela
Biotecnologia

Dialogo aberto

Outro assunto que o grupo de pesquisa que a professora Denise esta estudando
€ a associacdo do uso de células-tronco na regeneracao de células-beta de
pancreas de diabéticos. Um grupo de pacientes diabéticos esta recebendo células-
tronco, pois apresenta um quadro de diabetes estabilizado, recem-descoberto, no
entanto, ja dependentes de insulina, com drastica restricao alimentar. Qual o efeito
das células-tronco no organismo dos pacientes? Que tipo de células-tronco sdo
inoculadas no pancreas desses pacientes?

Vamos acompanhar quais os procedimentos serdo usados pelo grupo de
pesquisa de Denise para realizar o implante de células-tronco nesses pacientes e
quais os possiveis efeitos dessa técnica da Biotecnologia.

Nao pode faltar

As células-tronco sdo ceélulas capazes de se autorrenovar, dividir e de se
diferenciar em variados tipos de células. Além disso, podem ser programadas
para atuar em funcdes especificas, quando ainda nao sdo especializadas para
determinada funcdo. Assim, as células-tronco podem sofrer autorreplicagdo, ou
seja, se duplicar, gerando uma ou mais celulas-tronco.

Os principais tipos de células-tronco sdo: as células embrionarias e as adultas,
gue podem ser encontradas na medula ossea e no corddo umbilical (origem
natural), ou ainda aquelas chamadas de pluripotentes induzidas, que foram obtidas
por cientistas em laboratorio, em 2007.

Células-tronco Embrionarias

As celulas conhecidas como embrionarias, ou pluripotentes, possuem a

Biotecnologia

U4

197



capacidade de se transformar em qualquer tipo de célula adulta e por isso
recebem esse nome. Apos a fecundacdo entre o 42 e 52 dia, essas células se
encontram no estagio de blastocisto e sdo entdao denominadas como células-
tronco embrionarias. Veja a figura que segue e localize esse importante tipo de
célula capaz de regenerar tecidos e dar origem a variados tipos de células.

Figura 4.1 | Extracéo de células da massa celular interna do blastocisto

Fonte: Instituto de Pesquisa com Células-tronco. Disponivel em: <http://celulastroncors.org.br/celulas-tronco-2/>.
Acesso em: 3 abr. 2016.

O corpo humano contém um numero proximo de 216 tipos diferentes de
células e as células-tronco embrionarias, por serem pluripotentes, podem se
transformar em qualguer uma delas.

Sabe-se que na fase adulta a maior parte das células-tronco é encontrada na
medula 0ssea e, também, no sangue do corddo umbilical. No entanto, cada orgao
do nosso corpo contém determinada quantidade de células-tronco para entao
poder renovar as células durante toda a vida. Elas podem sempre se dividir para
gerar uma célula nova ou, entdo, outra célula diferenciada. As células-tronco adultas
sdo chamadas de multipotentes por serem tao versateis, quando comparadas as
celulas embrionarias.

Dados revelam que as primeiras células-tronco humanas induzidas apareceram
a partir da pele, no ano de 2007. A partir das células-tronco, o processo de
reprogramacdao celular acontece pela insercdo de um virus que contenha 4 genes.
Estes genes sdo colocados no DNA de determinada célula adulta, como a célula da
pele, e reprogramam o codigo genético. Por meio desse novo programa, as celulas
retornam a fase de célula-tronco embrionaria, abrangendo as caracteristicas de
autorrenovacao e capacidade de se diferenciarem em qualquer tecido. As células-
tronco induzidas séo células pluripontentes (IPS) e podem se autorrenovar e se
diferenciar em diferentes celulas e tecidos.
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Figura 4.2 | Fonte de Células-tronco

Fontes de Células-tronco

Tecido
Nervoso e @ e D:c'nl';fia
Blastocisto Cornea
Embrido
Sangue
Periférico
Tecido
Adiposo
Medula
Ossea
Cordao Umbilical
Placenta
Membrana Amniotica
Liguido Amniotico
Saco Vitelinico
Tecidos Fetais

Fonte: <http://www.ccb.med.br/arquivos/images/001.jpg>. Acesso em: 3 abr. 2016.

Como as células-tronco podem ser usadas?

Hoje, a pesquisa com as células-tronco € de grande importancia para que se
entenda como essas células podem se renovar e manter o funcionamento e o
crescimento dos organismos. Ainda vale refletir o que pode acontecer com o
Nnosso organismo durante o desenvolvimento de uma doenca. As células-tronco
fornecem aos cientistas diversos tipos de ferramentas que trabalham a favor da
cura de doencas, testando medicamentos e desenvolvendo terapias que fornecem
resultados efetivos.

A terapia celular consiste exatamente na troca ou substituicdo de células doentes
por celulas novas e saudaveis. De certa forma, na teoria, qualquer doenga gue tenha
degeneracao de tecidos em nosso organismao poderia ser tratada por meio da terapia
celular. Quando se trata de pesquisa com células-tronco, toda e qualquer tipo de
célula é importante para analise, pois cada uma delas tém um potencial especifico
para ser estudado e usado em diferentes tipos de terapia celular.

Ainda apos a criagdo das células-tronco induzidas (IPS), continuamos a
desenvolver a reprogramacao celular, favorecendo o crescimento de células
e tecidos, renovando a estrutura e o funcionamento dos orgaos. Os resultados
desses estudos sdo bastante promissores, no entanto, as pesquisas com células
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embrionarias, assim como com as IPS, ainda apresentam certa margem de
inseguranca com relacdo ao seu uso. Quando as células-tronco sdo isoladas, €
necessario fornecer as condicdes ideais para que elas possam se transformar em
celulas especificas para determinado tratamento escolhido. Ainda € necessario
que as celulas de determinada especificidade do corpo sejam implantadas e
estimuladas para funcionar e interagir com as células naturais do corpo humano,
trabalhando como se fossem elas.

As células-tronco podem ser usadas no sentido de substituir as células que
O organismo, por algum motivo, deixou de produzir, por alguma alteragao ou
deficiéncia em tecidos lesionados ou doentes. As pesquisas com células-tronco
sustentam e trabalham na esperanca de se encontrar tratamento ou até a cura para
doencas como: diabetes, infarto, esclerose multipla, distrofia muscular e doencas
degenerativas, como Alzheimer e Parkinson. Assim, as células-tronco da medula
oOssea do doador dardo origem a novas celulas sanguineas sadias.

Pesquise mais

Para gue vocé entenda um pouco mais sobre as células-tronco, leia os
artigos a sequir:

BYDLOWSKI, S. P. et al. Caracteristicas biologicas das células-tronco
mesenqguimais. Rev. Bras. Hematol. Hemoter., v. 31, supl. 1, Sdo
Paulo, maio, 2009. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.
php?script=sci_arttext&pid=51516-84842009000700006&Ing=ptanr
m=iso>. Acesso em: 3 abr. 2016.

ROSSI, Maria Isabel D; BOROJEVIC, Radovan. Terapias celulares
do miocardio com células da medula ossea: critérios de qualidade
e perspectivas. Rev. Bras. Hematol. Hemoter., v. 31, supl. 1, Séo
Paulo, maio, 2009. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.
php?script=sci_arttextgpid=51516-84842009000700013&Ing=pt&nrm
=iso>. Acesso em: 3 abr. 2016.

Organismos Transgénicos

Os organismos transgénicos sao organismos geneticamente modificados que
aparecem de modo artificial, ou seja, ndo acontecem normalmente na natureza.
Por meio do empenho da engenharia genética criam-se, por exemplo: sementes
resistentes a seus proprios agrotoxicos ou, ainda, sementes que produzem plantas
inseticidas. De qualquer forma, as empresas ganham com isso, mas diversos riscos
estao envolvidos com a saude e com relacao aoc ambiente em gque vivemos.
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é& Assimile
Algumas solucdes sao propostas com relacdo aos transgénicos:

e Pensar na proibicdo de aprovacdes de novas culturas transgénicas,
principalmente aquelas vinculadas a alimentacdo da populacao.

e Fazer uso de rotulos em produtos transgénicos para atender a um
direito do consumidor de saber 0 que esta comprando, o que esta
comendo e se tem alergia a determinado componente, evitando,
assim, danos mais sérios a propria saude.

e Trabalhar na fiscalizacdo e no cuidado de todo o processo de
desenvolvimento dos produtos, para que nao haja contaminagao.

O modelo agricola que utiliza sementes transgénicas € um caminho
insustentavel, pois, Como o uso de agroquimicos aumenta muito devido ao plantio
de transgénicos, havera sempre um risco futuro de afetar nossos solos e nossa
biodiversidade agricola. Diante dos riscos e da crise climatica em gue vivemaos ha
anos, podemos afirmar que a preservac¢ao da biodiversidade funcionaria como uma
garantia de que, se a preservarmos, ainda teremos op¢des viaveis de producao de
alimentos no futuro, estando atentos aos efeitos das mudancas climaticas sobre a
agricultura.

O Brasil se tornou o maior consumidor mundial de agrotoxicos no ano de
2008 e teve a primeira lavoura transgénica por meio do plantio da soja. Assim, 0s
transgénicos acabaram trazendo um duplo risco para todos nds e para © NOSSO
ambiente, em um primeiro momento, por serem resistentes a agrotoxicos, ou
propriedades similares de inseticidas. O uso continuo de sementes transgénicas
traz resisténcia no controle de insetos e plantas daninhas, fazendo com que o
agricultor aumente a dose de agrotoxicos, prejudicando a saude e © meio ambiente.
Além disso, uso de transgénicos atua no desiquilibrio da biodiversidade, tanto por
aumentar o uso de agrotoxicos, como pela contaminacdo de sementes naturais
por aguelas transgénicas.

D Exemplificando

Neste caso, um exemplo de alimento em ameaca € o arroz. A
diversidade do arroz brasileiro vai, desde o arroz branco, plantado no
Rio Grande do Sul, que se adapta a temperaturas amenas, até outro
tipo, plantado no interior do nordeste, vermelho, que estd acostumado
com o clima seco e quente.
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Existem hoje diferentes alimentos transgénicos, produzidos com o intuito de
matar insetos e determinar a resisténcia aos agrotoxicos, mas vocé ja pensou
Como sao os procedimentos para que os transgénicos sejam liberados?

Nao ha ainda um consenso na comunidade cientifica com relacao a seguranca
dos transgénicos para com a saude humana e o meio ambiente. O Greenpeace
considera que a liberagdo de transgénicos € considerada uma afronta a toda
precaucao com o futuro da agricultura, do meio ambiente e do planeta. Houve
e ainda ha certa resisténcia das empresas em deixar de identificar a presenca de
transgénicos em seus produtos.

O cenario melhorou quando o Greenpeace, em 2005, denunciou que as
empresas Bunge e Cargill usavam transgénicos sem rotular. O Ministério Publico
Federal investigou e a justica entrou em acdo, determinando que as empresas
rotulassem seus produtos; isso comecou em 2008.

@ Reflita

A rotulagem de produtos transgénicos € um direito basico dos
consumidores. Todos tém o pleno direito de saber o que consomem,
para que isso Nao venha causar um mal maior a saude.

Para a maioria dos agricultores que trabalham em plantacdes convencionais ou
organicas, as sementes transgénicas no mercado tém lhes trazido certo prejuizo.
Eles, na verdade, perderam o direito de vender suas safras como antigamente. Ja
aqueles gque defendem os transgénicos relatam que eles podem ser uma solug¢ao
ao problema da fome no mundo, pois podem favorecer o aumento da producao
de alimentos. No entanto, na realidade ndo é bem assim.

A produtividade dos transgénicos ndo acaba sendo superior a produtividade das
plantacdes convencionais e organicas e ainda por cima a semente € mais cara por
conta dos ‘royalties” a serem pagos, aumentando o custo de producao. Diante de
toda essa realidade e 0os impactos sobre a biodiversidade agricola, ha um aumento
No uso de agrotoxicos, levando a crer que os transgénicos sao um problema e ndo
a solucdo para a fome no mundo.

E. Vocabulario

Greenpeace: organizagcdo ndo governamental do meio ambiente, com
sede em Amsterda e outros escritorios espalhados em mais de 40 paises.
Foi fundado em 1971, em Vancouver, no Canada. Sua acao principal esta
vinculada a protecdo ambiental, ou seja, a preservacao da fauna e da flora.
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Transplante Autdlogo: células-tronco do proprio paciente sao retiradas
dos 0ssos do quadril, por exemplo, e reimplantados na regeneracao de
determinado tecido.

Vacinas de DNA

As vacinas produzidas a partir de bactérias ou virus causadores de determinada
doenca tém a funcao de estimular o sistema imunologico a produzir anticorpos
para combater determinado antigeno. Ao contrario das vacinas tradicionais, as
vacinas de DNA possuem a propriedade de fornecer determinada resposta imune
celular e humoral e seu material se fundamenta no uso de sequéncias de material
genético do agente que se quer destruir. Quando a vacina € administrada, o DNA
e reconhecido pelas células de uma pessoa, que por sua vez produz substancias
gue seriam normalmente produzidas por virus, bactérias, entre outros agentes. Isto
faz com que o organismo hospedeiro possa reconhecer as substancias genéticas
introduzidas no organismo, produzindo imunidade contra essas substancias,
criando a memaoria imunologica.

As vacinas de DNA apresentam mais vantagens econdmicas e técnicas quando
comparadas as vacinas tradicionais, pois seu controle de qualidade € mais simples
e Ndo é necessaria a refrigeracao para seu transporte, ja que elas sdo substancias
estaveis em temperatura ambiente. Aléem disso, possuem baixo custo de producao
e manutencdo. Uma vantagem dessas vacinas € que elas estimulam a producao de
linfocitos T, células responsaveis em identificar e matar as células infectadas, como
no caso das células T killer.

No entanto, ha algumas desvantagens das vacinas de DNA, entre elas: dificuldade
em reconhecer todas as sequéncias do DNA do agente que se quer combater,
dificultando a correlacao dessas moléculas com a necessidade do organismo;
possibilidade da inducao de uma doenca autoimune, ja que O organismo pode
entender que € para atacar e nao defender nosso corpo; integracdo do DNA
Nno cromossomo do hospedeiro, proporcionando o aparecimento de mutacoes
que podem levar ao cancer; e 0 aparecimento da tolerancia do hospedeiro com
relacdo as substancias estimuladas pelo DNA. A injecdo intramuscular € a forma
mais utilizada para as vacinas de DNA, no entanto, pode ser administrada por
diferentes vias.
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g Pesquise mais

Leia mais sobre as vacinas de DNA:

DINIZ, Mariana de Oliveira; FERREIRA, Luis Carlosde Souza. Biotecnologia
aplicada ao desenvolvimento de vacinas. Revista Estudos Avancados,
24 (70), Sdo Paulo, 2010. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/ea/
v24n70/a03v2470.pdf>. Acesso em: 3 abr. 2016.

@ Faca vocé mesmo

Diante de todos esses detalhes sobre o uso e a importancia dos
transgénicos, pesquise quais sao os alimentos mais estudados para
serem um produto transgénico e quais ja sao. Relate e evidencie se
ja existe algum problema relacionado a saude da populacao, se ha
proibicao de venda desses produtos, dentre outras caracteristicas que
achar relevante.

Sem medo de errar

A equipe de pesquisa da professora Denise trabalha no estudo de células-
tronco envolvidas na recuperacdo de um paciente diabético. Um grupo de
pacientes diabéticos esta recebendo células-tronco, pois apresenta um quadro de
diabetes estabilizado recém-diagnosticado, no entanto, dependente de insulina,
com drastica restricao alimentar. Qual o efeito das células-tronco no organismo
dos pacientes? Que tipo de células-tronco sao inoculadas No pancreas desses
pacientes?

O protocolo wusado foi o “Transplante Autologo de Células-tronco
Hematopoiéticas em Pacientes com DM1 Recém-Diagnosticado”. E feita
inicialmente uma coleta de células-tronco hematopoiéticas que sao congeladas.
Apos 15 dias, torna-se necessaria a imunossupressao severa, com o objetivo de
destruir completamente o sistema imunologico que se apresenta defeituoso no
paciente diabético. O grupo de pesquisa explica que € como se fosse realizado
um desligamento do sistema imunologico, por meio da quimioterapia, no hospital
€ nao no consultorio, fazendo uso de medicamentos, como a ciclofosfamida e
globulina antimonocitaria por via endovenosa, durante cinco dias.

Apos esse processo, O sistema imunologico € ‘religado” com o uso das
células-tronco hematopoiéticas do proprio paciente. Ocorre 0 que chamamaos
de ‘reset imunologico’, ou seja, o sistema imunologico para de atacar as celulas-
beta pancreaticas. Assim, o que restou das células-beta, e que ainda nao foram
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destruidas, devera produzir a insulina de forma adequada novamente. E por isso
gue se deve trabalhar apenas com pessoas No inicio da diabetes, com idade entre
12 e 35 anos, com 1 més a 2 meses de diagnostico.

Os resultados foram muito bons, ja que das 23 pessoas que participaram do
processo, 20 deixaram de usar insulina, 12 mantiveram a liberdade continuamente
do uso da insulina e 8 de vez em quando usavam a insulina como tratamento.

fr’i Atencio!
Y

Neste caso do estudo da professora Denise 0s pacientes nao estao
curados, mas, sim, com a diabetes controlada e livres da administracao
de insulina. Eles devem trabalhar com uma reeducacao alimentar e
manter a monitoragcao da glicemia diariamente, sem se esquecer de
praticar atividades fisicas ao menos 3 vezes por semana.

= Lembre-se

O segundo protocolo que pode ser usado € o que usa a infusao de
celulas-tronco mesenguimais retiradas da medula 0ssea de um parente
proximo, que tenha um parentesco de primeiro grau com relagao ao
paciente. De acordo com o Dr. Eduardo Couri, em pesquisas com
animais, essas celulas apresentam intensa atividade de bloqueio no que
se refere a funcdo de autoimunidade, promovendo a regeneracdo de
células-beta, revertendo a patologia da diabetes tipo 1.

Leia mais a respeito:

MORAES, Pablo de. Pesquisas com células-tronco no tratamento do
diabetes. Disponivel em: <http://www.endocrino.org.br/pesquisas-
com-celulas-tronco-no-tratamento-do-diabetes/>. Acesso: 3 abr. 2016.

Avancando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desaflamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de
seus colegas.

“A Importancia das Células-tronco”

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz
1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de
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Biologia Molecular e da Biotecnologia.

(continua)
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Conhecer osprocedimentosparaclonageme sequenciamento
2. Objetivos de aprendizagem de DNA; as técnicas de analise de DNA, RNA e proteinas; os
fundamentos e aplicagdes da Biotecnologia.

Como sdo produzidos os transgénicos, suas caracteristicas e
efeitos; transgénicos de importancia agrondmica; vacinas de
DNA; 0 avango proporcionado por pesquisas com células-
tronco.

3. Conteudos relacionados

Sabe-se que o estudo com ceélulas-tronco é de grande
importancia na reestruturacdo celular e nos tecidos dos
diversos orgdos de nosso corpo. A professora e pesquisadora
Denise fol convidada para esclarecer duvidas sobre a acdo de
celulas-tronco que estavam sendo colocadas em joelhos de
pacientes do HC de uma universidade. Na regido da patela
(joelho) foi retirado um tumor e no lugar foi implantado um
material blocompativel, juntamente com as células-tronco.
O que deve acontecer no decorrer do tempo nesse local
em que fol adicionada as células-tronco juntamente com o
implante biossintético? Como a pesquisadora pode ajudar ou
explicar aos pacientes o que esta ocorrendo?

4. Descricao da SP

Denise compareceu ao encontro de pesquisadores do HC de
uma universidade para poder ajudar os pacientes a entender
como o processo de regeneracdo do tecido 0sseo esta
acontecendo em seus organismos. Ela explica que, como
havia o tumor de natureza maligna, o tecido 6sseo foi em sua
grande parte retirado da regido da ‘rotula” do joelho, ficando
all um espaco vazio, um buraco. No local, durante a cirurgia,
fol colocado o implante sintético que necessita de “ajuda’
para sustentar a articulagdo e favorecer os movimentos para
andar, sentar, deitar. Para isso, foi aplicado um tipo de terapia
5. Resolugédo da SP: regenerativa ortopédica, que ¢ o Plasma Rico em Plaquetas
(PRP), juntamente ao implante que deve aos poucos
preencher esse vazio, devolvendo a sustentacdo ao joelho.
Como o joelho suporta todo o peso do corpo e o tecido
0sseo tem seu crescimento lento, os resultados demoram a
aparecer, sendo necessario paciéncia e colaboracdo desses
pacientes. Aos poucos sdo realizadas as tomografias para
acompanhar o preenchimento do “buraco” que se formou ao
retirar o tumor. Os pacientes agradeceram e os pesquisadores
tambem, pois entendem que a melhora n&o sera imediata, no
entanto, estéo no caminho certo.

= Lembre-se

A terapia com PRP pode regenerar tenddes e auxiliar em tratamentos
de lesdo da cartilagem com sucesso. Essa regeneracdo acontece, pois
as plaquetas ativam outras células que se reproduzem, recuperando o
local afetado.
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@ Faca vocé mesmo

Faca um levantamento de 5 situagces nas quais o uso de celulas-tronco
pode ser efetivo na clinica (doencas, tratamentos) ou na pesquisa. Para
isso, vocé pode usar o material disponibilizado ou buscar novas fontes
de pesquisa.

Faca valer a pena!

1. As células-tronco sao células que:

a) Ndo se renovam, mas estdo presentes na medula espinhal e no
corddo umbilical.

b) Renovam-se, mas nao se dividem e nem se diferenciam em células
distintas.

c) Autorrenovam-se, diferenciam-se e sofrem autorreplicacdo.
d) Autoduplicam-se e dividem-se apenas na fase inicial de seu uso.

e) Nao apresentam capacidade de se reproduzir, mas sao encontradas
nos diferentes orgdos e sistemas, facilitando sua obtencao.

2. Os principais tipos de células-tronco sao:

a) As células embrionarias e as adultas, que sdo encontradas na medula
ossea e no cordao umbilical (origem natural).

b) As células pluripotentes induzidas, que sédo as que foram obtidas por
cientistas em laboratorio.

c) As células embrionarias adultas produzidas em laboratorio.
d) As células pluripotentes de origem natural.

e) As células embrionarias e as adultas, que sdo encontradas na medula
ossea e no cordao umbilical, e as pluripotentes induzidas, obtidas por
cientistas em laboratorio.

3. As células retornam a fase de célula-tronco embrionaria abrangendo
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as caracteristicas de e capacidade
de em qualquer tecido. Assim, as
células-tronco induzidas sdo (IPS) e podem
se autorrenovar e se diferenciar em diferentes células e tecidos. A
alternativa que completa a sentenca é:

a) Autorrenovacao, se diferenciarem, células pluripotentes.
b) Autoduplicacao, se diferenciarem, células multipotentes.
c) Autorrenovacdo, se dividirem, multipotentes.
d)

)

e) Autorrenovacao, se destruirem, células apoptoticas.

Autoduplicacao, se destruirem, células apoptoticas.
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Secao 4.4

Perspectivas da Biotecnologia

Dialogo aberto

Vamos falar agora de outro assunto importante que sempre € usado Nos
laboratorios clinicos e nos laboratdrios de pesquisa. E aimportancia da bioinformatica
para a compreensao de dados e técnicas moleculares, farmacologicas, fisiologicas,
ambientais, dentre muitas outras. E com o uso da bioinformatica que os dados
envolvidos nos resultados do laboratorio da professora Denise, por exemplo,
podem ser interpretados. Isso deve facilitar o entendimento de como os dados
experimentais e clinicos podem ser aplicados de maneira precisa a respeito de uma
determinada doenca. Aléem disso, vamos entender como produtos e processos
biotecnologicos podem ter aplicacdo também no meio ambiente. Esses assuntos
devem complementar as variadas areas de estudo da Biotecnologia.

O laboratorio de pesquisa da professora Denise se reuniu para analisar os dados
obtidos em determinada pesquisa realizada na ultima semana. Apos a obtencao de
resultados de um gel de PCR, verificando a expressao de uma determinada proteina
na qual aparecem bandas mais evidentes, o grupo resolveu quantificar a expressao
dessas bandas, pois, dessa forma, os dados apresentavam-se significantes de uma
maneira quantitativa, caracterizando a importancia clinica envolvida No processo
de cicatrizagao de um caso inflamatorio cronico. Mas como podemos quantificar
esses dados?

Vamos acompanhar quais os procedimentos serao usados pelo grupo de
pesquisa de Denise para realizar o estudo dos dados com o auxilio da bioinformatica.
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Nao pode faltar

Os principais materiais usados na bioinformatica sdo os dados biologicos
que obtemos de diversos experimentos, dando origem aos chamados dados
quantitativos e qualitativos. Com essa necessidade da avaliacdo e aplicacao
de analise de dados disponiveis, existe uma pressao em cima da informatica no
desenvolvimento de programas, softwares e metodologias para que cada vez mais
se aumente o investimento nessa area. Ainda € com a aplicagdo dos conceitos
dessa area que conseguimos entender qual a significancia de nossos dados.

Desta forma, a bioinformatica trabalha com a criacdao, o desenvolvimento e a
operacao de determinado banco de dados e outros componentes que ajudam na
coleta, na organizacdo e na interpretacdo dos dados. Diversas areas da biologia
precisam desses métodos que trabalham com sequenciamento de genes, como
a biologia celular e estrutural, com o desenvolvimento de farmacos envolvendo
estruturas quimicas e moleculares diversas.

Para que se saiba cada vez mais sobre a necessidade da analise de dados por
meio de equipamentos e inovacdes tecnologicas diversas, torna-se necessaria a
atencao no trabalho de programas de computadores, tornando a analise dos dados
um verdadeiro avang¢o dindamico, acompanhado do avanco tecnologico.

A bioinformatica ¢ definida como uma disciplina de carater biologico e
cientifico, que trabalha os aspectos da biologia, da obtencao, do processamento,
do armazenamento, da distribuicao, da analise e da interpretacao dos dados, isso
juntamente com a ajuda da matematica e da computagao, para que se entenda
a significancia dos dados biologicos. Desde 1977 até os anos 1990, houve um
significativo aumento na melhora e na eficacia do sequenciamento de DNA, surgindo
seqguenciadores automaticos. Ainda foi pela analise de proteinas por espectrometria
de massas que muitos dados que envolviam a analise de proteinas foram realizados.
Além disso, marcadores moleculares e mapas geneticos mostraram problemas
na organizacdo e no armazenamento de dados. Nessa fase, computadores
foram acoplados a equipamentos de analise de biologia molecular, microscopios
eletronicos, deixando os laboratorios com a capacidade de analisar muito mais
dados em muito menos tempo do que antigamente. Hoje, ha um intercambio
entre os programas de biocinformatica gue usam banco de dados internos e outros
fazendo contato com dados externos, mas todos tém a capacidade de organizar e
armazenar os multiplos blocos ou arquivos de dados.

é%‘? Assimile

Entenda um pouco mais sobre a bioinformatica, compreendendo
conceitos da biologia, da informatica e da internet:
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QUEIROZ, Alexandre. Apostila de Introducao a Bioinformatica. Caiaco:
UFRN, 2002. Disponivel em: <http://genfis40.esalg.usp.br/genfis/index.
php?option=com_phocadownload&view=categoryGdownload=10
‘introducao-a-bioinformatica&id=7:apostilas-e-artigos&ltemid=68>.
Acesso em: 3 abr. 2016.

Programas para Bioinformatica

Os principais programas utilizados nos laboratorios pertencem a uma ‘“familia”
de programas de nome Blast. Vocé sabia que esses programas foram desenvolvidos
para comparar sequéncias genéticas que envolvem DNA, RNA ou proteina com
grande rapidez e sem perder as caracteristicas de sensibilidade? Isso mesmo, de
uma maneira rapida e usando dados eletronicos e computacionais, os valores dos
dados biologicos obtidos permitem interpretarmos de forma estatistica e facilitam a
escolha real dos dados com significancia biologica e a analise das semelhancas que
acontecem ao acaso. O programa Blast trabalha buscando semelhancas locais e
nao gerais, sendo possivel identificar relagdes entre as sequéncias gue compartilham
regides de similaridade. Com isso, comparam-se sequéncias genéticas do homem
com rato, camundongo, porco, cachorro, coelho, cobaias, entre outras espéecies
de interesse agrondmico, como sementes e arroz, por exemplo.

D Exemplificando

Conheca os diferentes programas que contém bancos de dados que
ja estdo sequenciados e podem ser usados como molde ou como
comparacao para determinacdo de novos estudos de sequenciamento
genetico:

LABORATORIO MAX FEFFER. Programas para Bioinformatica. Disponivel
em: <http://genfis40.esalqg.usp.br/genfis/index.php?option=com_conte
nt&view=article&id=60&Itemid=69>. Acesso em: 3 abr. 2016.

@ Reflita

Quando nos lembramos da epidemia da dengue que vivemos e agora 0s
casos de microcefalia e as mortes causadas pelo Zika virus, poderiamos
Nos perguntar caso existisse um banco de genes da variedade do agente
causador dessas doencas, com certeza estariamos bem avancados na
prevenc¢ao com a producdo de vacinas e no tratamento das patologias
citadas se isso ja existisse.
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Novas aplicagcdes bioldgicas em saude

O avanco tecnologico das ultimas decadas mostra os inumeros beneficios para
O Uso da bioinformatica e também apresenta resultados significativos na medicina.
Hoje, muitas empresas na area de saude investem bilhdes de dolares em pesquisas
na obtencao de equipamentos que favorecem os estudos e diagnosticos envolvidos
nas mais diversas patologias.

A medicina tradicional hoje possui medicos que sao verdadeiros cientistas
que dedicam horas, dias ou até anos para a realizacao de pesquisas visando
o aprimoramento da medicina atual. O aprimoramento de técnicas, aliado a
Biotecnologia presente nos métodos usados na medicina, faz crescer uma certeza
de que a medicina pode ir além, curando os mais diversos males. A Biotecnologia
€ vista como uma ciéncia que se originou na medicina tradicional e que trouxe
inumeros beneficios para variados tipos de problemas que antigamente nao
apresentavam solucao.

Como vimos durante a disciplina de Biologia Molecular e Biotecnologia, alguns
exemplos da importancia da Biotecnologia sdo aplicados na medicina, envolvendo,
em grande parte, a manipulacao de celulas e proteinas na producao de vacinas, no
isolamento de material genético, permitindo um estudo mais detalhado daquela
proteina envolvida em determinada doenca. Além disso, vale ressaltar a possibilidade
de manuseio de embrides humanos para que ocorra a fecundacao artificial ou in
vitro, permitindo as pessoas que nao tém filhos, ou que nao conseguem ter filhos,
a possibilidade de fertilizar e ter uma gestacao.

@ Reflita

VOCé ja parou para pensar se nao houvesse a biotecnologia para realizar
a fecundacao in vitro ou a reproducao assistida? As pessoas nao teriam
nenhuma chance de poder ter um filho. Leia o artigo e reflita sobre a
reproducdo assistida:

SILVA, Isabela Machado da; LOPES, Rita de Cassia Sobreira. Reproducao
assistida e relacao conjugal durante a gravidez e apos o nascimento do
bebé: uma revisdo da literatura. Estud. Psicol., v. 14, n. 3, Natal, set./dez.,
2009. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S1413-294X20090003000065Ing=ptonrm=iso>. Acesso
em: 3 abr. 2016.

OQutro tipo de tecnologia usada hoje em dia sao as células-tronco na
reconstituicdo de orgaos. Na sec¢do anterior nos estudamos a importadncia das
celulas-tronco para renovacao de tecido pancreatico em paciente diabético e,
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também, aregeneracdo de tecido 6sseo em lesdes graves de joelho. Essa tecnologia
permite que o paciente tenha nova chance de viver e se adaptar as novas condicdes
de vida.

A questao ética estara sempre envolvida no uso dessas tecnologias, porém uma
coisa € certa: € por meio da Biotecnologia na medicina que doencas que antes
eram vistas como incuraveis, hoje, se diagnosticadas com certa antecedéncia,
rapidez ou eficiéncia, podem ter um indice de cura bastante alto.

A Biotecnologia em saude humana tem demonstrado de modo certeiro ser uma
area de pesquisa bastante promissora para 0 progresso da ciéncia e da economia
do pais. Pela natureza cientifica, a Biotecnologia tem a capacidade de impactar na
melhoria da qualidade de vida da populagao. Para isso, sao necessarias iniciativas
para que se obtenha o progresso cientifico no Brasil.

Os desafios na area de Biotecnologia em saude humana sao muitos, pois ha muitas
doencas e agentes indutores de doengas que precisam ser investigados. Isso demanda
tempo e investimento financeiro. No entanto, € por meio da inovac¢ao tecnologica
gue as melhoras nas condicdes de vida das pessoas podem ser impulsionadas. Tudo
o que falamos reflete nas condicdes econdmicas do pais, que hoje apresenta sérias
dificuldades. No entanto, ndo € permitido pararmaos, pois a vida depende da solucao
dessas duvidas que a pesquisa, aliada a ciéncia e a tecnologia, pode resolver.

! Pesquise mais

Leia o artigo de grande importancia com relagcado as inovagdes na area
de Biotecnologia na saude humana:

OLIVEIRA, Henrique S. de; SPENGLER, Rafael Luis. Inovacds na area
de Biotecnologia em saude humana em paises em desenvolvimento
e sua importancia econdmica e social: uma reflexao sobre o cenario
atual e perspectivas futuras. Caderno Pedagdgico, Lajeado., v. 11, n. 1,
p. 99-116, 2014. Disponivel em: <www.univates.br/revistas/index.php/
cadped/article/viewFile/971/564>. Acesso em: 3 abr. 2016.

Leia também o texto que fala de inovagao tecnologica e entenda a
importancia dos recursos microbiologicos para Biotecnologia:

CANHOS, Vanderlei Perez; MANFIO, Gilson Paulo. Recursos
Microbioldgicos para Biotecnologia. Disponivel em: <www.mct.gov.
br/upd_blob/0000/439 pdf>. Acesso em: 3 abr. 2016.
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Produtos e processos biotecnoldégicos com potencial de aplicagdao em meio
ambiente

Vocé imaginou os avangos que a area da ecologia microbiana e da bioinformatica
podem trazer para favorecer o desenvolvimento da Biotecnologia?

A diversidade microbiana € considerada uma fonte importante de material
genético que trabalha no avanco da Biotecnologia. Estudos em ecologia molecular
microbiana mostram que sua diversidade na natureza € muito maior do que se
imaginava. Dessa forma, € necessario que estratégias tradicionais de isolamento
e selecdo de microrganismos sejam realizadas para garantir o desenvolvimento
de farmacos e que esses sejam usados nas areas de saude, agricultura, industria e
meio ambiente. Outras abordagens de trabalho, as quais envolvem metodologias
da bioinformatica e da biologia molecular, permitem o acesso as informacdes a
partir de dados gendmicos em bases de dados e, consequentemente, a analise
de microrganismos sem a necessidade de isolamento e cultivo, a partir da
metodologia de clonagem direta de DNA de amostras ambientais. Desta forma
foram caracterizados novos genes, enzimas e, ainda, farmacos obtidos da natureza
€ que estdo envolvidos no desenvolvimento de novas estratégias de sele¢ao, novos
produtos bioativos, assim como alvos e ensaios que estao sendo aplicados a partir
do conhecimento da gendmica e da expressao génica de diferentes organismaos.

A grande maioria dos estudos e o uso sustentavel da biodiversidade tendo
como foco 0s macrorganismos e invertebrados indicam que esses seres formam
por volta de 90% das espécies da biosfera, que por sua vez mostram um papel
fundamental nos ecossistemas. Alem disso, a evolucdo das metodologias usadas
na biologia molecular com aplicacdo no estudo do meio ambiente contribui
de maneira significativa para o avan¢co do conhecimento sobre a diversidade
microbiana. Resultados importantes com base em amplificacdo e sequenciamento
de fragmentos dos genes relatam que a diversidade de microrganismos em
amostras ambientais € muito alta. No entanto, apenas uma peguena quantidade
em ambientes aquaticos e recuperada em estudos de isolamento e cultivo.

Sem medo de errar

Retomando a situacdo-problema desta secdo: o laboratorio de pesquisa da
professora Denise se reuniu para analisar os dados obtidos em determinada pesquisa
realizada na ultima semana. Apos a obtenc¢do de resultados de um gel de PCR,
verificando a expressao de uma determinada proteina na qual aparecem bandas
mais evidentes, o grupo resolveu quantificar a expressao dessas bandas, pois seus
dados apresentavam-se significantes de uma maneira quantitativa, caracterizando a
importancia clinica envolvida no processo de cicatrizacdo de um caso inflamatorio
cronico. Como podemos quantificar esses dados?
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Foi verificado que determinada regidgo do joelho estava em processo de
cicatrizagdo. A imagem externa da lesdo estava praticamente cicatrizada. A
expressao de fator de crescimento epidermal também mostrava bandas muito
expressivas, sem gerar duvida nos resultados. No entanto, a analise quantitativa da
referida banda se da pela analise de um programa de computador no qual os dados
devem ser minuciosamente medidos. Mas como seria essa medida?

Por meio do uso da Biotecnologia, com o auxilio de um programa de analise
conhecido como ‘Imaged versdo 1,46r", foi possivel caracterizar banda por banda
do gel de eletroforese analisado. A analise foi feita da seguinte forma: com o sinal do
"mouse” do computador nas referidas bandas (maior e menor) é possivel observar
0s valores de EGF expressos nas bandas. Veja as figuras a seguir gue imitam uma
situacado como se vocé estivesse analisando os dados obtidos por um programa
instalado no computador:

Figura 4.3 (Imagens 1, 2 e 3) | Analise de bandas de gel de eletroforese

- -

st [ b el e [ et

{15 1a fracdo de intensidade da banda
2a fragdo de intensidade da banda_—

Fonte: <http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html>. Acesso em: 3 abr. 2016.
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Atencdo!

Com esse estudo de bioinformatica, os dados obtidos em gel
de eletroforese constataram a expressao significativa do fator de
crescimento epidermal na recuperacao da lesdo. A bioinformatica ¢
importante para fechar o diagnostico de dados de toda pesquisa; sem
ela muitos dados ficam “perdidos’, sem significancia e, assim, nao se
pode afirmar a veracidade desses dados.

Lembre-se

As ferramentas de bioinformatica tém sido usadas para o melhor
entendimento de diversos dados. Nos trabalhos realizados em
laboratorios, essas ferramentas avaliam diferentes questdes biologicas.

Avancando na pratica

Pratique mais!

Instrucao

Desafiamos vocé a praticar o que aprendeu, transferindo seus conhecimentos para novas situacoes
que pode encontrar no ambiente de trabalho. Realize as atividades e depois compare-as com a de

seus colegas.

“A Importancia da Biotecnologia na Ciéncia”

1. Competéncia Geral de aplicar a diferentes contextos as principais técnicas de

A competéncia geral desta disciplina € conhecer e ser capaz

Biologia Molecular e da Biotecnologia.

2. Objetivos de aprendizagem de DNA, as técnicas de analise de DNA, RNA e proteinas e os

Conhecer osprocedimentosparaclonageme sequenciamento

fundamentos e aplicacdes da Biotecnologia.

3. Conteudos relacionados

Bioinformatica na identificacdo de novos produtos
biotecnologicos; mnovas aplicagdes biotecnologicas em
saude; produtos e processos biotecnologicos com potencial
aplicagcdo em meio ambiente.

4. Descricao

Foi realizado no laboratorio da professora Denise um estudo
de cicatrizacdo do tenddo calcaneo em animais. Esses
animais foram submetidos a uma terapia com laser que
possul agdo cicatrizante e tiveram uma concentracdo de
plasma rico em plaquetas (PRP) implantadas na regiao que
da SP estava com lesdo. Para dosagem da area de cicatrizacao,
apos O tempo necessario para regeneracao, foi usado o
meétodo de Biotecnologia conhecido como histometria,
que consegue quantificar fibroblastos, e outro conhecido
como espectroscopia Raman, que determina a presenga de
colageno tipo [ e Ill. Ambos os tipos celulares devem estar

(continua)

Biotecnologia



U4

envolvidos no processo de cicatrizacéo. As lesdes estavam
localizadas no terco medio do tenddo calcaneo e foram
tratadas com laser que irradiou com energia de 70 J/cm2
em cada um de trés pontos da lesdo. A analise histomeétrica
fol realizada nos cortes histologicos que foram corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E). As laminas de histologia que
mostrarem a presenca dessas celulas devem ser digitalizadas
e avaliadas pelo programa "ITmage J verséo 1.46r®"

5. Resolugao da SP PRP junto ao laser (830 nm) demonstrou resultados ainda

Os resultados obtidos de animais tratados com laser, mostrou
uma concentragdo relativamente alta de colageno [, II e 1II,
quando comparada ao grupo controle. O tratamento com

melhores tanto para a formacado de fibroblastos quanto para
a concentracdo de colageno I, acelerando o processo de
cicatrizac@o no tratamento de lesdes no tendao.

Lembre-se

A terapia do PRP com o laser favorece a regeneracao de tenddes no
processo inflamatorio, dando condicdes para o tecido se regenerar.
Essa regeneracdo permite a agao das plaquetas que ativam outras
células que se reproduzem, formam novos vasos sanguineos no local
e possibilitam a chamada “angiogénese’, melhorando a nutricdo do
tecido e recuperando a lesdo.

Faca vocé mesmo

Chegamos em nossa ultima secao da disciplina de Biologia Molecular
e Biotecnologia e € importante saber usar a Biotecnologia para o
bem, aplicando os conhecimentos vivenciados nesta disciplina. Sendo
assim, vamos encerrar relembrando um pouco daquilo que contribui
para a melhora da qualidade de vida das pessoas e do meio ambiente
confeccionando um folder do que seria essencial para que pudessemos
impulsionar o avanco tecnologico da saude e meio ambiente, diante
da situacao que encontramos hoje em nossa realidade.

Faca valer a penal!

1. Os principais materiais usados na bioinformatica sdo os dados
bioldgicos dos diversos experimentos, chamados dados quantitativos e
qualitativos. Com essa necessidade da avaliacdo e aplicacao de analise
de dados disponiveis, busca-se:

a) O cultivo de células in vitro para realizagdo de experimentos.
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b) O auxilio da informatica no desenvolvimento de programas de
computadores e softwares.

c) O auxilio do cDNA para producao de proteinas.
d) O uso de metodologias como o PCR e o RT-PCR.
e) O uso do gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE).

2. A bioinformatica trabalha com a criacdo, o desenvolvimento e a
operacao de determinado e componentes que
ajudam na na ena

dos dados. Para que se saiba cada vez mais sobre a necessidade da
analise de dados por meio de e inovacoes
tecnologicas diversas, torna-se necessario a atencao no trabalho de
programas de computadores, acompanhado do avanco tecnologico.
Assinale a alternativa que completa corretamente a sentenca:

a) Banco de dados - coleta - organizacdo - interpretacdo -
equipamentos.

b) Banco de dados — forma — organizacao — relagdo — experimentos.
c) Relatorio — coleta — organizagcao — qualidade — equipamentos.

d)

e) Banco de dados — coleta — distribuicdo — qualidade — experimentos.

Relatorio — forma — interpretacao — qualidade — experimentos.

3. A bioinformatica € definida como uma disciplina de carater biologico
e cientifico, que trabalha:

a) Os aspectos do gene, bem como a coleta e a interpretacdo dos dados.

b) Os aspectos da biologia, bem como a analise e a interpretagdo dos
dados.

c) Os aspectos da célula, bem como o processamento de RNA e DNA.
d) Os aspectos do gene, bem como a confecgao do cDNA.

e) Os aspectos da biologia, da membrana, do nucleo e do citoplasma
celular.
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