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A presen9a de va ria90es nas se­
qiienciRs de DNA que criam ou el i­
minam sHios de reconhecimento 
para endonucleases de restri9ao re­
su lta nos polimorfismos de compri­
mento de fragmentos de restri,ao au 
qt'! p : ~I.''' i !1 (J ~ (;.s, e r .;lndf':!"1 Fr?2l?';.··.'nt 
Length Polymorphism). Nos euca­
riotas superiores, esses polimorfi s­
mas foram originai mente descritos 
utili zando a tecniea de SOllthem Blot 
seguida de hibrid izayao com uma 
sonda para revelar apenas os frag­
rr ;n tn~: :,olllt'[e01p.nt.'rf)s. 1\ t :Cf"j:r:;: 

e discuHda em maior detalhe no 
capitulo 2. 

Com 0 desenvolvimento da I<o;cni­
ca de reayao em cadeia da poli ­
merase (PCR) novos procedimentos 
para a analise de RFlPs passaram 
a ser uti lizados. A principal vanta gem 
da amilise de polimorfismos de res­
triyao utilizando a PCR (PCR -
RFlP), quando comparada it tecni­
ca original, e 0 fato de que apenas 0 
segmento de DNA que abriga 0 sitio 
pol imorfico de restriyao e amplifica­
do para posterior anal ise. Como re ­
sultado, apos a clivagem com a en­
zima de restriyao apropriada , um 
IlLHnC rO !irr.itado de fragrnrm tos sao 
obtidos, que podem ser facilmente 
d iscrim inados de acordo co m 0 

tamanho. 

Protocolo de peR - RF!.P 

o primeiro passe para a analise 
de PCR - RFI.P G a amplif ica,ao do 
segmento do gene ou seqOencia de 

DNA, em que se encontra 0 s itio 
polimorfico de rest ri9ao. Para tanto, 
real iza-se a PCR utilizando primers 
complementares as sGquencias que 
fianqueiam essa regiao. A segui r, e 
descrito um protocolo basico de PCR 
- RFlP. 

Os principios teoricos da tecnica 
de PCI==! [c ram descritos no cap itulo 
2. Nesta seyao serao 8p resentadas 
apenas consldeluvoes praticas sa­
bre a tecnica. 

r ome) 1 rr.R ", llln.! f (~rnie:1 ,~.t 

paz de ueleclur quantJuddes Oluito 
pequ8nfl~ de DNA, !oda!:) ZlS prcc;11 1-

yoes devem ser tomadas para evitar 
a contaminayao de uma amoslra 
com DNA de outras . A lem d isso, 
como as sequencias a lvo sao copia­
das de mnneira exponencia l, existe 
tambem 0 risco de co ntam ina,ao 
das reayoes com produtos de rea­
, oes de PCR ante riores . Para inici­
ar 0 preparo da reayao, recomenda­
se que a superficie de trabalho seja 
cuidadosamente limpa. Costuma-se 
dividir os estoques de reagentes es­
pecificos para PC R (soluyao de 
dNTPs, tampao, primers) em aliquo­
tas, de modo a assegurar que, ocar­
rendo lim;] con !aminayao, Clpenas a 
fra,ao em usa precise ser descarta­
da. Antes de manipular as aliquotas 
de reagentes e de primers para pre­
parar a rea,ao, as amostras de DNA 
devem ser retiradas do freezer e co­
locadas em um local distante da ban­
cad a de trabalho . Em cada rea, ao, 
co loc a-s8 Llill co nt rol e neg ativo 
(b ranco) pa ra mon itorar possiveis 

• 
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contamina,oes. Esse contro le con­
tem todos os reagentes necessarios 
it rea,ao menos 0 DNA molde, que 
e substitufdo por igual volume de 

agua. 

o uso de ponteiras com barreiras 
contra ae rossois e uma pratica efici ­
onte mas mu ito car3 para trabalhos 
ern I<.:H!::j3 8SCJI.), [ il l 110",:.:.,0 :~:h,,';~~ · 
t6rio sua utiliza<;ao restringe-se a pre­
pCl I-a<;:ao de 3liQUOt3S de reagentes 
e estoques de primers. 

Protocolo baslco de peH: 

• Descrever as amostras de DNA 
~\ -- ...... r ...... tn <lll1p !ifir.;J.(l ,~. r{~~rr'/.qn-· 

do uma reayao a mais fJ<.ua 0 

CUlltro!o ncgativo. 

"Timr 0 DNA do freezer. 

• Limpar 3 bancada. 

• Lavar as maos e colocar luvas 
novas. 

• Relirar do freezer 0 resfriador de 
bancada (benchtop coolef) e os 
reagentes (menos a Taq DNA 
polimerase). 

Tabe la 1. Composic;ao do E-mix , 

• Identificar os tubos au a placa 
que receberao a rea<;ao. No caso 
de placa, identificar em um mapa 
scparado a amostra correspon­
dente a cad a cavidade da placa. 

• Preparar urna mistura de reac;:ao 
(E-mix) conte ndo os componen­
tc~3 dC' :"C I ' i tn~; nil TClhola 1. Consi· 
dera r sempre 2% a mais no vo­
lume final calculado para 0 mime­
ro de arnostras a serern analisa~ 
des. Se utilizer pipetador multi­
canal, aumentar a margem para 

5%. 

, uisillL)L!ir 2.) ~IL lio L/nix !~m ~.s­

da tuba. 

• Adicionar 100 a 200 ng de DNA, 
em um volume de 5 Ill, ao res­
pectivo tubo. No tubo de controle 
negativo (bran co) colocar 5 II I de 

agua. 

• Colocar os tubos no equipamen­
to termocicl ador, selecionando 0 

programa desejado (Fig. 1). 

Componentes 1 amostra 24 amostras + 2% Concentrar;ao final 

HPMilli Q 15,40 ~L 376,99 pL 

10x I':;CR Buffet) 2.50 pL 1)1,20 pL 20 mM Tris~HCI, SO mM I<Cl 

MgCI, (50 mM) 0.75 pL 18,36 pL 1,5mM 

DNTP (20 mM)(2) 0,25 pL 6.12 pL 200 pM 

Primer up (20 ~lM) 0,50 !JL 12,24 pL 0.40 pM 

Primer down (20 pM) 0,50 pL 12,24 pl 0,40 ~lM 

Tsq (5 UlpL) 0.10 pL 2,45 pl 0.02 UlpL 

., 2CO ,"1", ;"" T":'i · HC I (pH SA). 500 n~~.~ KCI, _ . ' • . " , " ,c, , , 

<01 Mistura dos qualro desoxin ucieusid eos Il lfosfdtalJOS (oA I P; (.:C 1 P; dG I I" c1 ,111 P). d dJ Ill M udu. 
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Fig. 1. Exemplo de prograrna. 

Ao l inal do programa, 0 resuiii::l.do 
da rea9ao pode se r verificado apli ­
cando 5 pL de cada amostra 81ll gel 
de agarose a 1 % . A preparayao do 
gel e detalhada no subtitulo eletro­
forese em gel de agarose. 

;;It !a'~~~ £io do tn.u~ , r.';; l 

endonuclease de restri~ao 

Endonucleases de restriyao sao 
enzimas que cortam a rnolecuJa de 
DNA de uma maneira dependente de 
sequencia. As enzimas do tipo II , um 
subgrupo de endonucleases, reco­
nhecem pequenas sequencias de 
DNA, geralmente compostas de 4 a 
6 nucleotideos, e efetuam a clivagem 
na molecula dentro ou proximo des­
sa sequencia de reconhecimento . 
Por exemplo, a enzima Kpn I corta a 
molecula de DNA na sequencia: 

5'GG T AC .J.3' 

3' ctc A T G G 5' 

A dlgestao ou clivagem do DNA 
com endonuclease de restriyao e urn 
procedimento basico em biologia 
molecular, com diversas aplicayoes. 
No caso especifico do RFLP, permi­
te a identifica9ao de diferenyas en­
tre os individuos quanto ao numero e 
posi,ao dos sitios de rGst ricao em 
uma determinada molecula de DNA. 
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A rea9ao de clivagem depende de 
alguns parametros, entre os quais, a 
pureza do DNA a ser digerido. A pre­
s8nl(a de contaminantes como pro­
te inas, fenol, cloroformio , etanol , 
SDS (dodecil sulfato de sOdio), EDTA 
(acido etileno diamino tetra-acetico), 
alem da alta concentrayao de sais, 
I)Oc.: I} (' 'US:l i" '-: iii: Li9;~v,,;· dn "'-:!:'.'i8.2.C\:­
enzimatica. A contamina9ao com 
DNasos tambem pade ser CrftiCCl . 
Normalmente, 0 tampao de armaze­
namento do DNA contem EDTA, que 
complexa-se ao Mg'., inibindo a at i­
vidade das DNases. Essa atividade 
;: rK-::~ ':" 1' r r;: ~~b'!r'sir!;j {:'..i ;':'I~(~O 0 DN/\ 
e colocado na presen9a de tampao da 
endoIluciease de reslric;ao, resultando 
em degradayao do mesmo. 

Outros parametros a serem con­
siderados sao a tempera tura otima 
de reayao, que pode variar de 37' C 
a 65' C, dependendo da enzima, e a 
composi9aO do tampao de rea9ao. 
Os tampoes de rea9ao contem nor­
malmente Tris HCI, clore to de sodio 
ou de potassio, um antioxidante 
como 0 ditriotreitol (Dn) ou 0 2-mer­
captoetanol e um cat ion divalente, 
normal mente 0 Mg'·. Algumas enzi­
mas sao extremamente sensfveis a 
concentra9ii.o de ions sodio ou potas­
sio, enqunnto Ol:t rn.S retem a ativid r'1.­
de em uma ampla faixa de concen­
tra9aO desses ions. Os tampoes ade­
quados para cada enzima normal­
mente sao fornecidos pelos fabrican­
tes, junto com a enzima, mas e pos­
sivel prepara-Ios no laboratorio de 
acordo com a descri9ii.o encontrada 
no ca talogo do fabricante. A obss r­
va9aO das condi,oes ideais para 

rea,ao de cad a enzima e importan­
te nao apenas para a obtenyao da 
maxima atividade mas tambem para 
garantir a especificidade da rea,ao. 
Algumas enzimas podem apresentar 
atividade anomala (star activity) , isto 
e, cortar a molecula de DNA em se­
qOeneias "seme!hantes" ao sitio de 

o tempo de rea,ao depende da 
qUiJniiJade de enzinl8. e de suiJslrala. 
Em condi<;oes ideais, uma unidade 
de enzirna dig€r€ ullllTlicroyrama de 
DNA em 1 hora. Normalmente, 0 tem­
po de inc:ubr-l!(ao varia de 30 minu-
L0:'> '-, :; 11\J ( ~ IS, ; ....... llli,) 'ili!; 11:1 .. , 

r;nz im8.s podem reler a atividade em 
tarnpao de rea<;30 ap6s 4 a 5 1101 as . 

A seguir, apresentamos 0 protoco-
10 de rotina do Laboratorio de Biotec­
nologia Animal do CPPSE para a 
digcstao de produtos de PCR em 
analise de RFLP. 

DigestCio do produto 
de aWiplifica~a@ de 
K-caseina ~om a enzima 
de restri~Cio {Jifl/l 

• Descrever as amostras que se­
rao tratadas. 

, Idt~n tif i c8J urn tuba de a" s mL [Ja r 
amostra. 

• Preparar uma mistura de rea9ao, 
Enzyme mixture (E-mix) contendo 
os componentes a seguir. Consi­
derar sempre 2% a mais no volu­
me final calculado para 0 numero 
de nmast ras a serem analisadas, 
como mostra 0 exemplo a seguir: 

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

Agua Milli Q 1,45 pL 35,50 pL 

10X React 2 (Il 1,30 pL 31.82 "L 

Hinfl (5 U I " L) 0,25 pL 6,12 pL 

Total 3 pL 73,44 ~t L 

'''500 mM Tris- HCI (pH 8.0), 100 mM NaCi. 

• Distribuir 3,0 ~l L do E-mix em 
cada tubo rie 0,5 mL. 

• Adicionar 10 ~lL de DNA amplili­
eado, l1omcgoncizando corn a 
mistura de enzima do fundo do 
tubo. Caso haja formayao de es­
purnA Cl i " 'I) !fr'i i!:1S na p ~rc(k\ rio 
tuba, ce ntrifu gue l·apidal1l8llld 
(uso.r a ap9ao pu/se da microc81l­
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). 

603 
310 
234 

'" ,,' 

rig, 2 < !-' ·,·::'fi.'I(J \.1,: :·,·~.tl-: (:2() no p rIJ"il ,:tD ·,,1:-­

drnp lif icil980 do L1111 seg rnento (I ,) 850 pu 
do gene da I\:-casefna diger ido corn a en­
zima Hinf I. 1. Controle negativo da rea~ao 
de peR: 2. Produto de ampl i l i c?~<'io n<'io 
dicerido: 3 e 5. Produto da digesfao de 
heterozigolcs AS : 4 e 7. ProdLio da diges­
tao de nomozigotos AA: 6. Produto da digestao 
de homozigo!OS 88. e 8. Padlao de taman~o 
0 X174RF-Haellt. Os tarnanhos dos !ragmen­
t ()S rio p?,ejr§o r:; 111 p",n~s d8 h;"1S()S s,'!,o if'ci­

cadas ~l direita. 
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Eletroforese em 
gel de agarose 

A separa<;ao de uma popula<;ao 
de f1lo lcl;ul;O\s all fragmentos de DNA 
e uma etapa geralmente presente 
nos procedimentos de bio logia 
molecular. Entre os metodos dispo­
nfveis, a eletroforese tern sido a me­
tociu illalS UtliiZadu, Lieviuo i.t ~Lid :::'Ii Il ­
plicidade e flexibilidade, tanto para 
fracionarnonto analltico quanto para 
procedimentos p reparativos. 

Eletroforese e 0 termo uti lizado 
para descrever 0 movimento de ions 
em soluyf.io como consAqOenciA drt 
apliC<..19UO de UITl camjJo 8 10:l lcoo 
Os primpiros processos no eletrofo­
rese eram reaJizados com os fans 
livres em solu!(8.o, sendo post8rior­
mente modificados pela introdu9ao de 
um suporte inerte (papel, agar, aga­
rose, poliacrilamida, etc.) . Nessascon­
di<;oes, a velocidade de migra<;ao e 
afetada pela forl'a de filtra9ao impos­
ta pelos poros da matriz (suporte). 

No caso especifico dos acid os 
nudeicos, essa migra<;ao ocorre em 
dire<;ao ao polo positivo (catodo), 
uma vez que 0 esqueleto de fosfato 
confere a essas moleculas carga ele­
trica negativa. A re lal'ao entre a car­
ga e a massa molecular e constante , 
de fon na que a velocidaLle do migra­
<;ao acaba sendo determinada pelo 
tamanho da molecula de acido nu­
deico. 

A eletrofo rese em agarose tem 
sido um dos metodos de elei9ao 
para a separa9ao de fragmentos de 
DNA com tamanho entre 0,5 e 25 kb. 
As condi90es de separa9ao devem 
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atender a alguns criterios, de modo 
a permiti r a resolu9ao adequada, 
entre eles, a concentra9ao de agaro­
se (Tabe la 2) . Outros fatores impor­
tantes sao a corrente e a capacida­
de de tamponamento das solU90es 
utilizadas. Neste capitu lo apresenta­
mos um protocolo basico para anali­
~:o, c!('l pr,oG .rr, :~ I ' rY';ll ::; fr: iGr!;i':il­

tos de restri9ao em gel de agarose . 

Tabela 20 Limites de eficiencia da separa­
<;50 de DNA em rlifcrcil tes r::or:Gentray5cs 
de agarose. 

Concentra~ao 
di: i1garo~ a 

no gel ( ~q 

0,3 
0 ,6 
0.7 
0,9 
1,2 
1,5 

3 - 4 1'1 

Separa<;ao de 
"lO lp" "I;lS d,-. r)NA (kh) 

L( I",:e:> ;'1" cfi.;ul\~i il 

60 - 5,0 
20 - 1,0 
10 - 0,8 
7 - 0,5 
6 - 0,4 
3 - 0,2 
0,5 - 0,01 

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

Preparo do gel de agarose: 

• Pesar a quantidade de agarose 
necessaria para a separa<;ao 
dos fragmentos de acordo com 
a Tabela 2, 

• Adicionar a um frasco erlenmeyer 
contendo 0 volume necessaria d8 
tampao TBE 1 X. 0 volume deve 
ser calculado para obter um gel 
com 3 a 6 mm de espessura. 

• Aquecer em forno de microon­
das ate iniciar a ebuli9ao (apro­
ximadamente 20 seg. em poten­
cia alta para um gel de 30 mL). 
Retirar do forno de micl"Oondas 
e verificar se toda a agarose esta 

i 

f 

I 
[ 

! 

liquefeita. Caso sejam verifica­
dos grumos (percebe-se pela 
refringencia distinta do restante 
da 80Iu<;80), aquecer por alguns 
segundos adicionaiso Deixar es­
friar ate atingir aproximadamen­
te 50' C a 60· C. 

I> Adicianar a quantidade necessa­
;' ld d o SOi l::;UO d,~' bl 0 (;18:\) (~ :J 
etidio a 10 mg/mL para obter uma 
concontra<;ao fina l de 0,4 pg/mL 
de gel. 

\:y LJ ulv!lldu Je t:liLi:o L: UI iI ~v~--:i ~ ­

X te ag ente Illutagen lco. Utilizar 
11I V;lS (; rnnscnrD pam pl"eparar a 

qeis. 

• Verter a agarose sabre 0 malde, 
colacar a pento (um au dais, dc­
pendendo da necessidade), dei­
xar solidificar e montar 0 sistema 
na cuba de eletroforese, submer­
gindo em tampao TBE 1 X. 

• Apl icar 5 ~L de cada amostra 
amplificada previa mente mistura­
dos a 1 ~ L de tampao da amos­
tra (loading buffer). Se a amos­
tra for produto de digestao, apli­
car 10 ~L de amostra e 2 ~L de 
loading buffer. Incluir um padrao 
de peso molecula r de modo a 
permiti r a estimativa do tamanho 
das mo!6cu!as obs8IV<:ldas na5 
amostras, Esses padroes sao 
d isponive is comerc ia lmente, 
mas tambem podem se r produ­
zidos pela digestao, com uma au 
mais enzimas de restri9ao, de 
plasm idios bem caracterizados. 

o Submeter 0 sistema a uma vol­
tagem constante na faixa de 2 a 

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

.. Visualizar as resultados sob IL: 
uill'8viol8la a UIl13 patencia nv. 0 

or do que 2.500 fIW/cm'. Norm,,'· 
mente utitiza-se um transilu l11 ;' 
nador, mas uma lampada port.,· 
til (11 I l incicients) r ode ser t8mbe:i1 
utli izauCl. . A docUillen LaC;do pO l1~' 

ser feita com filme polaroide 66i 
(ASA 30000) ut il izando filtro I.,. 
ranja (Kodak Wratten #23A). 0 
Gu sto de cada fotogrEJ lia polarQ1o 
de e relat ivamente alto. A utiliza­
Gao de equipamentos digitais do 
f~[G~jU:U:T,Gi:t,~\-;' )i) :QIl1 ~ijn ul1'.; 
a lte rn ativa ma is economic.!. 
que pennite 0 acoplamento .i. 

softwares de analise de imagens. 
Um exemplo de analise de RFLP 
em gel de agarose e apresenta· 
do na Fig. 2. 

@ A luz ultravioleta produz quein1.1-
X duras severas, Util ize mascar2: t~ 

6culos de prote9ao adequado:, 

SoluCS6es 

Tampao da amostra (Loading Buffer) 
6 X concentrado 

Bromophenol Blue 

Xileno Ci31101 

Glicerol 

Armazenar a 4"C 

TBE 10 X concentrado 

Tris 

Acido 86rico 

EDTA 

0,25% 

0,25% 

30 ,00% vlv 

0,89M 

O,89M 

0,02 , I 

,e tt 



'I} • 

I.! .. ··: ....... ,;.:.. ... .. ...... '., --

i 

Referenda 
bibliografica 
I\ IJ ~ '; ! Illl I . F.M: n RENT, R.: KINGSTON. 
IlE; MOOHE, 0 .0.; SEIDMAN, J.G.; 
SMITH, J.A.; STRUHL, K. Current proto· 
cols in molecular biology. New York, John 
Wiley & Sons, Inc. 1988. 3v. 

r 1<). , 

. , 
, I 

II 
1 

I 

:I. 
I 
• 


	001
	002
	003
	004
	005

