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Infreducao

A presenca de variagbes nas se-
quiéncias de DNA que criam ou eli-
minam sitios de reconhecimento
para endonucleases de restricdo re-
sulta nos polimorfismos de compri-
mento de fragmentos de restngao ou
RFLP {dainglés, Restriction Fraginiont
Length Po/ymorphfsm) Nos euca-
riotos superiores, esses polimorfis-
mos foram originalmente descritos
utilizando a técnica de Southern Blot
seguida de hibridizagdo com uma
sonda para revelar apenas os frag-
mantas complementares. A {3cnica
€ discutida em maior detaihe no
capitulo 2.

Com o desenvolvimento da técni-
ca de reagdo em cadeia da poli-
merase (PCR) novos procedimentos
para a analise de RFLPs passaram
aser utilizados. A principal vantagem
da analise de polimorfismos de res-
trido utilizando a PCR (PCR -
RFLP), quando comparada a técni-
ca original, é o fato de que apenas o
segmento de DNA que abriga o sitio
polimérfico de restrigdo é amplifica-
do para posterior anélise. Como re-
sultado, apds a clivagem com a en-
zima de restrigdo apropriada, um
numero limitado de fragmentes sdo
obtidos, que podem ser facilimente
discriminados de acordo com o
tamanho.

Pretoccio de PER = BRFLD

O primeiro passo para a andlise
de PCR ~ RFL.P ¢ a amplificacdo do
segmento do gene ou seqliéncia de
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DNA, em que se encontra o sitio
polimorfico de restricao. Para tanto,
realiza-se a PCR utilizando primers
complementares as seqgléncias que
flangueiam essa regido. A seguir, é
descrito um protocolo basico de PCR
- RFLP.
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Os principios tedricos da técnica
de PCR foram descritos no capitulo
2. Nesta secdo serao apresentadas
apenas considelagoes praticas so-
bre a técnica.

Come 1 PR & 1ima tenina ma
paz de deleclar quantidades muito
peguenas de DNA, todas as precatl-
¢Oes devem ser tomadas para evitar
a contaminagao de uma amoslra
com DNA de outras. Além disso,
como as sequéncias alvo sdo copia-
das de maneira exponencial, existe
também o risco de contaminagao
das reagbes com produtos de rea-
¢oes de PCR anteriores. Para inici-
ar o preparo da reagdo, recomenda-
se que a superficie de trabalho seja
cuidadosamente limpa. Costuma-se
dividir os estogues de reagentes es-
pecificos para PCR (solugdo de
dNTPs, tampao, primers) em aliquo-
tas, de modo a assegurar que, ocor-
rendo uma contaminagdo, apenas a
fracao em uso precise ser descarta-
da. Antes de manipular as aliquotas
de reagentes e de primers para pre-
pardr areagao, as amostras de DNA
devem ser retiradas do freezer e co-
locadas em um local distante da ban-
cada de trabalho. Em cada reacéo,
coloca-se um controlz negativo
{(branco) para monitorar possiveis
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contaminacdes. Esse controle con-
tém todos os reagentes necessarios
a reagdo menos 0 DNA molde, que
& substituido por igual volume de
agua.

O uso de ponteiras com barreiras
contra aerossois é uma pratica efici-
ente mas muito cara para trabalhos

1 larya escala. Gin nosso iaburi
tério sua utilizacado restringe-se & pre-
paragéo de aliquotas de reagentes
e estoques de primers.

Protocolo basico de PCi:

« Descrever as amostras de DNA

romyamyplifinadas, rmservan-
do uma reacao a mais para o
controle negativo.

» Tirar o DNA do freezer.
« Limpar a bancada.

« Lavar as maos e colocar luvas
novas.
« Retirar do freezer o resfriader de

hancada {benchtop cooler) & 0s
reagentes (menos a Tag DNA

« |dentificar os tubos ou a placa
que receberdo a reagao. No caso
de placa, identificar em um mapa
separado a amostra correspon-
dente a cada cavidade da placa.

« Preparar uma mistura de reacao
(E-mix) contendo os componen-
tas dosaritos na Tahela 1. Consi-
darar sempre 2% a mais no vo-
lume final calculado para o nume-
ro de amostras a serem analisa-
das. Se utilizar pipetador multi-
canal, aumentar a margem para
5%.

Disliibuir 29 pL o E:mixem ca-
da tubo.

» Adicionar 100 a 200 ng de DNA,
em um volume de 5 ul, ao res-
pectivo tubo. No tubo de controle
negativo (branco) colocar 5 ubde
agua.

« Colocar os tubos no equipamen-
to termociclador, selecionando o
programa desejado (Fig. 1).

polimerase).
Tabela 1. Composigio do E-mix.
Componentes 1amostra 24 amostras + 2% Concentracao final
H.O Milli Q 15,40 uL 376,99 pL -
0% FCR Buffer™ 2,50 ul. 51,20 uL 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI
MgCl, (50 mM) 0,75 uk 18,36 pL 1,5 mM
DNTP (20 mM)? 0,25 pL 6,12 uL 200 uM
Primer up (20 uM) 0,50 uL 12,24 ul 0,40 uM
Primer down (20 M) 0,50 uL 12,24 ul 0,40 UM
Taq (5 U/ul) 0,10 uL 2,45 L 0,02 U/l

1200 miM Tris. HCI {pH 8.4), 500 mh4 KCI,

“ pistura dos qualro desoxinucleosideos trfosfatados (JATP] «

HCTR G e d 1 TR), & 20 mM cada.
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Fig. 1. Exemplo de programa.

A0 linal do progreama, o resuitado
da reacdo pode ser verificado apli-
cando 5 ul de cada amostra em gel
de agarose a 1%. A preparacéo do
gel e detalhada no subiitulo eletro-
forese em gel de agarose.
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endonuclease de restricio
Endonucleases de restricdo sdo
enzimas que cortam a molécula de
DNA de uma maneira dependente de
seqliéncia. As enzimas do tipo Il, um
subgrupo de endonucleases, reco-
nhecem pequenas sequéncias de
DNA, geralmente compostas de 4 a
6 nucleotideos, e efetuam a clivagem
na molécula dentro ou préximo des-
sa sequéncia de reconhecimento.
Porexemplo, a enzima Kpn | corta a
molécula de DNA na seqliéncia:

5GGTAClZ
3CTCATG G5

A digestédo ou clivagem do DNA
com endonuclease de restrigdo é um
procedimento bdsico em biologia
molecular, com diversas aplicagées.
No caso especifico do RFLP, permi-
te a identificacdo de diferengas en-
tre os individuos quanto ao nimero e
posicdo dos sitios de restricdo em
ume determinada molécula de DNA.

{ 190

A reagéo de clivagem depende de
alguns pardmetros, entre os quais, a
pureza do DNA a ser digerido. A pre-
senga de contaminantes como pro-
teinas, fenol, cloroférmio, etanol,
SDS (dodecil sulfato de sédio), EDTA
(acido etilenc diamino tetra-acético),
além da alta concentracéo de sais,

gl da atividade
enzimatica. A contaminacgédo com
DNases também pode ser critica.
Normalmente, o tampéo de armaze-
naimento do PNA contém EDTA, que
complexa-se ao Mg?*, inibindo a ati-
vidade das DNases. Essa atividade
pade sar metnbelecida cuando o DNA
e colocado na presenca de tampéo da
endonuclease de restricdo, resultando
em degradacao do mesmo.

pous uausara il

Qutros parédmetros a serem con-
siderados séo a temperatura étima
de reacdo, que pode variar de 37°C
a 65°C, dependendo da enzima, e a
composigéo do tampé&o de reacao.
Os tampé@es de reagio contém nor-
malmente Tris HCI, cloreto de sédio
ou de potassio, um antioxidante
como o ditriotreitol (DTT) ou o 2-mer-
captoetanol e um cation divalente,
normalmente o Mg?. Algumas enzi-
mas s&o extremamente sensiveis a
concentrag&o de ions sédio ou potas-
sio, enquanto autras retém a ativida-
de em uma ampla faixa de concen-
tragéo desses fons. Os tampdes ade-
quados para cada enzima normal-
mente s&o fornecidos pelos fabrican-
tes, junto com a enzima, mas € pos-
sivel prepara-los no laboratério de
acordo com a descrigao encontrada
no catdlogo do fabricante. A obsar-
vagao das condicdes ideais para

reacao de cada enzima & importan-
te ndo apenas para a obtencdo da
maxima atividade mas também para
garantir a especificidade da reagao.
Algumas enzimas podem apresentar
atividade andémala (star activity), isto
&, cortar a molécula de DNA em se-
gliéncias “semelhantes” ao sitio de
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O tempo de reacéo depende da
guantidade de enzima e de subslrato,
Em condices ideais, uma unidade
de enzima digere um micrograina de
DNA em 1 hora. Normalmente, o tem-
po de incubacdo varia de 30 minu-
l0S & 0 Nurds, Senuo Jue gaEnts
enzimas podem reter a atividade em
tampao de reagdo apos 4 a 5 horas,

A seguir, apresentamos o proloco-
lo de rotina do Laboratdrio de Biotec-
nologia Animal do CPPSE para a
digestao de produtos de PCR em
analise de RFLP.

Digestéo do preduto

de amplifica¢éo de
K-caseina com a enzima
de resfrigGo Himf i

» Descrever as amostras que se-
rao tratadas.

= identificar um tubo de 0,5 mL. por
amaostra.

* Preparar uma mistura de reacao,
Enzyme mixture (E-mix) contendo
o0s componentes a seguir. Consi-
derar sempre 2% a mais no volu-
me final calculado para o niimero
de amostras a serem analisadas,
como mostra o exemplo a seguir:

E-mix 1X E-mix 24X + 2%

Aguamiliq  145uL  35.50uL
10X React 2™ 1,30 b 31,82 ul

Hinfl (53U /uL) 0,25 uL 6,12 uL
Total 3uL 73,44 uL

800 mi Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NaCk.

« Distribuir 3,0 uL do E-mix em
cada tubo de 0,5 mL.

= Adicionar 10 uL de DNA amplifi-
cado, hemogeneizando cem a
mistura de enzima do fundo do
tubo. Caso haja formagao de es-
puma el toticulas na parede do
tubo, centrifugue rapidainenie
(usar a opgio pulse da microcen-
trifuga). .

* Incubar a temperatura indicada
para a enzima por 3 horas,

= Resolver os produtos de digestao
por eletroforese em gel de aga-
rose a 3% (p/v) (Fig.2).

Fig, 2. Pudrio do reeticdo do prostule o2
amplificagao de um segmento d2 350 b
do gene da w-caseina digerido com a en-
zima Hinf 1. 1. Controle negativo da reagao
de PCR; 2. Produto de amplificagdo nao
digerido: 3 e 5. Produto da digestao de
heuterozigoics AB: 4 e 7. Produto da diges-
Zo de homozigolos AA; 6. Produto ca digestao
de homozigolos BB, e 8. Padrao de tamanno
DX174RF-Haelll. Os lamanhos dos fragmen-
tos do padrdao am pares de hasss sdo indi-
cados & direita,
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Eletroforese em
gel de agarose

A separagao de uma populagao
demoléculas ou fragmentos de DNA
é uma elapa geralmente presente
nos procedimentos de biologia
molecular. Entre os métodos dispo-
niveis, a eletroforese tem sido o mé-
toau mais ulilizado, devido & sua sim-
plicidade e flexibilidade, tanto para
fracionameanto analitice quanto para
procedimentos preparatives.

Eletroforese & o termo utilizado
para descrever o movimento de ions
em solucio comao consaqiidncia da
aplicagao de um campo eietiico.
Os primeiros processos de eletrofo-
rese eram realizados com os ions
livres em solucao, sendo posterior-
mente modificados pela introducéo de
um suporte inerte (papel, agar, aga-
rose, poliacrilamida, efc.). Nessas con-
dicdes, a velocidade de migracao &
afetada pela forga de filtragdo impos-
ta pelos poros da matriz (suporte).

No caso especifico dos acidos
nucléicos, essa migragao ocorre em
direcdo ao péle positivo (catodo),
uma vez que o esqueleto de fosfato
confere a essas moléculas carga elé-
trica negativa. A relagio entre a car-
ga e a massa molecular é constante,
de fonna que a velocidade de migra-
¢ao acaba sendo determinada pelo
tamanho da molécula de &cido nu-
cleico.

A eletroforese em agarose tem
sido um dos métodos de eleigdo
para a separacao de fragmentos de
DNA com tamanho entre 0,5 e 25 kb.
As condigoes de separagao devem
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atender a alguns critérios, de modo
a permitir a resolucdo adequada,
entre eles, a concentracao de agaro-
sa (Tabela 2). Outros fatores impor-
tantes s&o a corrente e a capacida-
de de tamponamento das solugbes
utilizadas. Neste capiiulo apresenta-
maos um protocolo basico para anéli-

gn de prodiies de POR g fragmen-

tos de restricdo em gel de agarose.

Tabela 2. Limites de eficiéncia da separa-

cao de DNA em difcrentes concentragdes
de agarose.
Concentragao Separagédo de
de agarose foufas de DNA (kb).
no gel {4) ites de eficéncia
0,3 (5] - 50
0.6 20 -1,0
0.7 10 -08
0,9 7 —-05
1,2 6 -04
15 3 -02
3-47 0,5-001

"'Agarose de baixo ponto de fusio.
Fonte: Adaptado de Ausubel et al. (1988).

Preparo do gel de agarose:

e Pesar a quantidade de agarose
necessaria para a separagao
dos fragmentos de acordo com
a Tabela 2.

= Adicionar a um frasco erfenmeyer
contendo o voluma necessdrio de
tampao TBE 1 X. O volume deve
ser calculado para obter um gel
com 3 a 6 mm de espessura.

» Aguecer em forno de microon-
das até iniciar a ebulicdo (apro-
ximadamente 20 seg. em potén-
cia alta para um gel de 30 mL).
Retirar do forno de microondas
e verificar se toda a agarose esta

-
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liguefeita. Caso sejam verifica-
dos grumos (percebe-se pela
refringéncia distinta do restante
da solucéo), aguecer por alguns
segundos adicionais. Deixar es-
friar até atingir aproximadamen-
te 50°C a 60°C.

o Adicionar a quamidade necessa-
da de solugde de biomelo d
etidio a 10 mg/mL para cbter uma
concentracdo final de 0,4 ug/mt
de gel.

O Biuinelu de etidio e uin puleit-
~= te agente mutagénico. Utilizar
luvas e mascara parapreparara

geis.

=« Verter a agarose sobre o molde,
colocar o pente (um ou dois, de-
pendendo da necessidade), dei-
xar solidificar e montar o sistema
na cuba de eletroforese, submer-
gindo em tampao TBE 1X.

e Aplicar 5 uL de cada amostra
amplificada previamente mistura-
dos a 1 ul de tamp&o da amos-
tra (loading buffer). Se a amos-
tra for produto de digestéo, apli-
car 10 uL de amostra e 2 uL de
loading buffer. Incluir um padrao
de peso molecular de modo a
permitir a estimativa do tamanho
das moléculas observadas nas
amostras. Esses padrdes séo
disponiveis comercialmente,
mas também podem ser produ-
zidos pela digestdo, comumaou
mais enzimas de restricdo, de
plasmidios bem caracterizados.

« Submeter o sistema a uma vel-
tagem constante na faixa de 2 a

5 V/cm (considerando a distén-
cia entre os eletrodos).

¢ Vlisualizar os resultados sob .2
ultraviolzta a uma poténcia ma
or do que 2.500 uW/em?. Norma-
mente utiliza-se um transilun-
nador, mas uma lampada port:-
til (7 incidente) pode ser tambem
ulilizada. A documentagao pods
ser feita com filme polarsdide 667
(ASA 30000) utilizando filtro -
ranja (Kodak Wratten #23A). O
cuslo de cada iotografia polarci-
de é relativamente alto. A utiliza-
cdo de equipamentos digitais de
fore

alternativa mais economlca.

que permite o acoplamento
softwares de andlise de imagens.

Um exemplo de andlise de RFLP

em gel de agarose é apresenta-

do na Fig. 2.
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@ Aluz ultravioleta produz queim.t:
< duras severas. Utilize mascara ©
6eulos de protegdo adequados

Solugdes

Tampéo da amostra (Loading Buffer)
6 X concentrado

—

Bromophenol Blue 0,25%
Xileno Ciancl 0,25%
Glicerol 30,00% viv

Armazenar a 4°C

I

TBE 10 X concentrado

Tris 0,89 M
Acido Bérico 0,89 M
EDTA 0,02 M

1949
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