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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O advento da tecnologia do DNA
possibilitou a obtencdo, manipulacdo e
amplificacdo de DNA de qualquer organismo,
levando a grandes avancos da biologia celular e
molecularnacompreenséo sobre ofuncionamento
das células e suas macromoléculas. As técnicas
de clonagem de DNA em células vivas e pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR), permitem
isolar uma grande quantidade de um gene de
interesse para a pesquisa bioldgica, incluindo
varias aplicagbes no desenvolvimento de
diagnostico e tratamento para diversas doencas,
medicina forense, producdo de alimentos e
proteinas recombinantes para beneficios da
sociedade. O objetivo desta reviséo bibliografica
€ apresentar a importancia do DNA e descrever
as técnicas utilizadas para clonar e amplificar
segmentos de DNA de interesse para a pesquisa
bésica e suas aplicagoes.

PALAVRAS-CHAVE: Clonagem de DNA. PCR.
Tecnologia do DNA. DNA recombinante.

DNA TECHNOLOGY: DNA CLONING
IN LIVING CELLS AND POLYMERASE
CHAIN REACTION

ABSTRACT: The advent of DNAtechnology made
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it possible to obtain, manipulate and amplify the
DNA of any organism, leading to great advances
in cellular and molecular biology in understanding
the functioning of cells and their macromolecules.
The techniques of DNA cloning in living cells
and by the polymerase chain reaction (PCR),
allow the isolation of a large amount of a gene of
interest for biological research, including several
applications in the development of diagnosis and
treatment for various diseases, forensic medicine,
production of recombinant foods and proteins
for the benefit of society. The objective of this
bibliographic review is to present the importance
of DNA and describe the techniques used to
clone and amplify segments of DNA of interest for
basic research and its applications.
KEYWORDS: DNA cloning. PCR. DNA
technology. Recombinant DNA.

11 INTRODUGAO

A descoberta da estrutura do DNA na
década de 1950 e estudos posteriores, como
o conhecimento sobre as atividades das
endonucleases de restricdo, DNA-ligases e
DNA-polimerases levaram ao desenvolvimento
da tecnologia do DNA recombinante (rDNA, de
recombinant DNA), que consiste na obtencao,
manipulacdo e amplificacdo de DNA. Essa
amplificacdo, denominada clonagem de DNA,
produz diversas copias idénticas de um gene ou
outro segmento de DNA e pode ser realizada em
células hospedeiras vivas (in vivo) ou em tubo
de ensaio (in vitro) pela reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR).

As técnicas de clonagem e amplificacdo de DNA sdo ferramentas essenciais para
a pesquisa biolégica quando o objetivo € o sequenciamento de DNA, expresséo génica,
estudo de mutacgdes (alteragcdes no DNA) ou criagé@o de varios tipos de alteracbes genéticas.

As técnicas envolvendo o DNA tém efeitos significativos na sociedade com diversas
aplicagdes, incluindo o diagnéstico e tratamento de doencas, produgcéo em larga escala de
farmacos, como insulina para diabéticos, analises forenses para esclarecimento de crimes
e teste de paternidade; e ainda, o desenvolvimento de animais e plantas transgénicos para
melhorar a producéo e qualidade dos alimentos.

O objetivo desta reviséo bibliogréafica é apresentar a importancia do DNA e descrever
os principios basicos das técnicas de clonagem de DNA em células vivas e pela PCR e
suas aplicagdes, contribuindo com a divulgag¢édo da ciéncia e estimulando o aprendizado
cientifico.

21 ACIDOS NUCLEICOS: DNA E RNA

Os acidos nucleicos, DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico),
sdo polimeros (macromoléculas) formados pela unido de mondémeros chamados de
nucleotideos. Um nucleotideo é formado por um acucar de cinco carbonos (pentose),
uma base nitrogenada e um grupo fosfato (REECE et al., 2015). No DNA o agucar é
uma desoxirribose e no RNA & uma ribose. Os nucleotideos usados na sintese de DNA
e RNA contém cinco bases nitrogenadas diferentes classificadas em purinas (formadas
por dois anéis, um anel de seis atomos ligado a outro anel de cinco atomos) e pirimidinas
(formada por um anel de seis atomos). As bases purinas sdo Adenina (A) e Guanina (G), e
as pirimidinas incluem Timina (T), Citosina (C) e Uracila (U). Além da diferenca do agucar
que compde o DNA e o RNA, também ha diferenca na base nitrogenada. Adenina, guanina
e citosina sao encontradas tanto no DNA quanto no RNA; a timina é observada apenas no
DNA e a uracila apenas no RNA (LODISH et al., 2014). Os nucleotideos sdo unidos uns
aos outros por uma ligagcao chamada fosfodiéster (um grupo fosfato ligando dois agucares
de dois nucleotideos) formando uma cadeia polinucleotidica (REECE et al., 2015). O DNA
possui duas cadeias polinucleotidicas (fitas) antiparalelas entre si e o RNA apresenta
normalmente uma fita Unica. Os nucleotideos da dupla-hélice de DNA sdo unidos por
ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, ocorrendo o pareamento de adenina
com timina e citosina com guanina. Esse pareamento das bases revela que uma sequéncia
nucleotidica de uma fita de DNA é exatamente complementar a sequéncia de nucleotideos
da outra fita (ALBERTS et al., 2017).

A estrutura do DNA de dupla-hélice foi elucidada por James Watson e Francis Crick
em 1953, com base nos dados de difracdo de raios X obtidos por Rosalind Franklin e
Maurice Wilkins. A descoberta da estrutura do DNA é considerada por alguns a descoberta
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biolégica mais importante do século XX e concedeu a Watson, Crick e Wilkins, em 1962, o
Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina. Rosalind Franklin ndo foi agraciada com o Prémio,
pois faleceu de cancer em 1958, antes da premiacao (GRIFFITHS et al., 2013).

Os dois tipos de acidos nucleicos permitem que os organismos vivos reproduzam
seus componentes complexos de uma geracao para outra. O DNA é o material genético
que possui a informagao para sua prépria replicacao e também controla a sintese de RNA
(transcricao) e, por meio do RNA, controla a sintese de proteinas (tradugéo). Esse fluxo
direcional da informacgéo é conhecido como dogma central da biologia molecular, proposto
por Crick em 1956 (REECE et al., 2015). A descoberta da estrutura do DNA e a revelagéo
do dogma central marcaram o inicio da biologia molecular (LODISH et al., 2014).

31 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

O DNA, arquivo de informagbes da célula, € a principal fonte de compreenséo sobre
0s processos biolégicos moleculares celular. Um segmento do DNA com sequéncias de
nucleotideos que é capaz de produzir uma proteina ou molécula de RNA constitui o gene.
O gene é a unidade da hereditariedade, e toda informacao genética codificada no DNA de
uma célula, representa o genoma de um organismo (COX et al., 2012). O gene é a base
da maioria das técnicas da biologia molecular e, portanto, é desejavel a capacidade de
isolar um gene especifico ou alguma regido do DNA genémico e amplificad-lo, de modo a
obter material necessario para estudo. Isso s6 tornou possivel, em meados da década de
1970, com o surgimento de técnicas que foram coletivamente chamadas de tecnologia do
DNA recombinante (GRIFFITHS et al., 2013). Essa tecnologia permite a manipulacdo e
amplificacéo de sequéncias de DNA de interesse produzindo um grande niumero de copias
idénticas. Essa amplificagéo é denominada clonagem de DNA e pode ser realizada por dois
métodos distintos: in vivo, através de células hospedeiras vivas; ou in vitro, pela reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tubo de ensaio. (SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Depois de ser clonado, em geral, o gene é sequenciado; isso significa, determinar a
ordem da sequéncia de pares de bases. Se a func¢ao do gene for desconhecida, a sequéncia
nucleotidica pode ser comparada a milhares de sequéncias génicas armazenadas em
bancos de genes digitais (GenBank, por exemplo), as vezes & possivel deduzir a funcéo
do gene com base na semelhanga com outros genes cujas fungdes sao conhecidas. Os
bancos de dados de sequéncias de &cidos nucleicos sé@o recursos importantes tanto para
a pesquisa bioldgica béasica quanto para suas aplica¢cdes (SNUSTAD e SIMMONS, 2013).

As técnicas de clonagem e amplificacdo de DNA tornaram-se ferramentas essenciais
quando se pesquisa a manutencdo do genoma, o controle da expressao génica e a funcéao
das proteinas (WATSON et al., 2015).
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4| CLONAGEM DE DNA EM VETORES PLASMIDIAIS DE ESCHERICHIA COLI

A clonagem de DNA in vivo envolve o corte do DNA de interesse e do vetor de
clonagem com endonucleases de restricao, a unido dos fragmentos com DNA-ligase
formando moléculas de rDNA e a introducdo dessas moléculas recombinantes na célula
hospedeira para que ocorra a sua replicagdo (MADIGAN et al., 2016). H& varios tipos de
vetores usados na clonagem de DNA, com maior frequéncia utiliza-se plasmideos que
replicam na bactéria Escherichia coli (E. coli). A célula hospedeira de E. coli € amplamente
utilizada para clonar DNA (LODISH et al., 2014).

4.1 Endonucleases de restricao

Endonucleases de restricdo ou enzimas de restricdo foram descobertas por
pesquisadores que estudavam bactérias, e por suas contribuicoes, em 1978, Werner Arber,
Dan Nathans e Hamilton Smith receberam o Prémio Nobel de Fisiologia. A descoberta
dessas enzimas deu origem a tecnologia do DNA, o que permitiu a produgéo de moléculas
de rDNA (LOENEN et al., 2014).

As endonucleases de restricdo sdo produzidas por bactérias, e sua fungéo
biologica é cortar ou digerir em sequéncias especificas, o DNA estranho de bacteridéfagos
(fagos) ou outros organismos (COX et al., 2012). Bactérias também produzem enzimas
de modificagcdo (metilagéo), que consiste em adicionar um grupo metil nas sequéncias
especificas de reconhecimento das enzimas de restricéo, impedindo a degradagéo do seu
proprio DNA. Desse modo, o DNA bacteriano é protegido ao mesmo tempo em que destroi
o DNA estranho (LODISH et al., 2014).

Geralmente, as endonucleases de restricdo reconhecem sequéncias nucleotidicas
(sitios de restricdo) de 4 a 8 pb (pares de bases) de comprimento e s&do polindrémicas, isso
quer dizer que a sequéncia de reconhecimento, lida na direcdo 5 para 3’ € a mesma em
ambas as direcoes do DNA (COX et al., 2012).

Diversas classes de endonucleases de restricdo sdo conhecidas; porém, uma
classe especial denominada enzimas de restricdo tipo Il, representa o maior grupo de
enzimas caracterizadas e é frequentemente empregada para fragmentar o DNA. Esse tipo
de enzima, geralmente faz cortes escalonados (coesivos) no DNA (LOENEN et al., 2014),
gerando segmentos curtos de DNA de fita simples nas extremidades dos fragmentos. Se
dois fragmentos de DNA de diferentes fontes forem produzidos pela acédo da mesma enzima
de restricdo, ambos terdo extremidades coesivas idénticas e poderéao ser recombinados in
vitro. A enzima DNA-ligase é usada para unir covalentemente diferentes fragmentos de
DNA, produzindo moléculas de rDNA (TORTORA et al., 2017).

4.2 Plasmideos como vetores de clonagem

A amplificacdo de uma sequéncia de DNA in vivo exige um vetor de clonagem, o
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qual deve fornecer a informagéo necessaria para a produgao de numerosas copias do DNA
clonado na célula hospedeira em divisdo. Os vetores mais comuns séo os plasmideos.
Um plasmideo é um DNA extracromossdémico com replicagcdo autbnoma e é naturalmente
encontrado em muitas bactérias e eucariotos unicelulares, como as leveduras. Em muitos
casos, os plasmideos contém genes que conferem resisténcia a antibioticos para as
bactérias (WATSON et al., 2015). Para sobreviverem na célula hospedeira, os plasmideos
incorporam algumas sequéncias especializadas fazendo uso dos recursos da célula para
sua proépria replicacdo e expressdo génica. As mesmas caracteristicas que permitem os
plasmideos de sobreviverem em um hospedeiro bacteriano ou eucariético séo Uteis para
sua modificagdo genética, aperfeicoando seu uso como vetores de clonagem (COX et al.,
2012).

Os vetores utilizados para clonagem de DNA devem conter: uma origem de replicagdo
independente do cromossomo do hospedeiro; um marcador de selecdo, geralmente um
gene que confere resisténcia a antibiotico a célula hospedeira, que permite identificar as
células que possuem o vetor; um Unico sitio de clonagem para uma ou mais endonucleases
de restricéo, que corresponde a um local de clivagem encontrado s6 uma vez na molécula
de DNA do vetor que nao interfere nem na origem de replicagdo nem no gene marcador
(SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Alguns vetores além de permitir o isolamento de uma sequéncia de DNA, também
podem expressar proteinas heterélogas (recombinantes). Esses plasmideos sé&o
conhecidos como vetores de expressao e possuem promotores de transcricdo, derivados
da célula hospedeira, imediatamente préximo ao sitio de clonagem. O promotor em um
vetor de expressao pode ser escolhido de tal forma que a expresséo do gene de interesse
seja regulada pela adicdo de um composto simples ao meio de cultura, como por exemplo,
um agucar ou um aminoacido (WATSON et al., 2015).

Para clonar um fragmento de DNA em um vetor plasmidial, o DNA do plasmideo é
linearizado por uma endonuclease de restricdo que o cliva em um Unico sitio, e o fragmento
de DNA a ser clonado é entdo inserido nesse sitio utilizando DNA-ligase. Dessa forma, é
formada a molécula de rDNA que estéa pronta para ser introduzida em uma célula hospedeira
(ALBERTS et al., 2017).

4.3 Escherichia coli como célula hospedeira

E. coli, provavelmente, é o organismo mais conhecido da biologia e € uma ferramenta
muito importante da pesquisa biologica, muitos pesquisadores a consideram quase que um
animal de estimacdo de laboratério (TORTORA et al., 2017). Seu genoma é uma Unica
molécula de DNA circular de fita dupla que contém 4,6 milhGes de pares de bases e 4.300
genes (ALBERTS et al.,, 2017). Como a maioria das bactérias, E. coli se reproduz por
divisdo binaria. Dessa forma, uma Unica célula se divide em duas células-filhas, originando
uma populagéo de clones, geneticamente idénticos. Esse processo exige cerca de apenas
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20 minutos a 37°C (COX et al., 2012).

A célula bacteriana de E. coli possui diversas vantagens como célula hospedeira
na clonagem do DNA, entre elas, o crescimento rapido em um meio simples e barato
contendo glicose e sais para suprir suas necessidades, seu metabolismo de DNA, assim
como varios de seus processos bioquimicos € bem compreendido e seus plasmideos bem
caracterizados (COX et al., 2012; LODISH et al., 2014).

Para que ocorra a propagacédo do plasmideo com o rDNA, o mesmo deve ser
introduzido na célula de E. coli por um mecanismo chamado de transformacéo, processo
pelo qual um organismo hospedeiro pode incorporar o DNA do ambiente. E. coli ndo &
transformada naturalmente, porém pode tornar-se competente para receber o DNA do
ambiente pela incubagdo em uma solugao com ions de célcio.

Apenas uma pequena porcentagem de células incubadas conseguird captar o
plasmideo, portanto um antibiético para o qual o plasmideo confere resisténcia é incluido ao
meio de cultivo, a fim de selecionar o crescimento das células que incorporaram o plasmideo
com o rDNA. As células que néao captaram o plasmideo ndo conseguiram sobreviver porque
ndo possuem resisténcia ao antibidtico (WATSON et al., 20150. Ao se reproduzir, a célula
bacteriana em diviséo replica o plasmideo recombinante e o transmite a seus descendentes.
Desse modo, o rDNA com a sequéncia nucleotidica de interesse &€ amplificada centenas de
vezes. Com o objetivo de verificar o produto plasmideal recombinante depois de ter sido
copiado vérias vezes na célula hospedeira, a bactéria pode ser lisada (rompida) e o DNA
plasmideal purificado do restante do contetdo celular. A sequéncia de interesse pode ser
recuperada pela clivagem do DNA plasmideal com a mesma endonuclease de restricao
que foi usada para inseri-la, e entdo separa-la do DNA plasmideal por eletroforese em gel
- técnica que separa fragmentos de DNA de diferentes tamanhos (ALBERTS et al., 2017).

51 CLONAGEM DE DNA PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Um método poderoso e versatil para amplificar DNA é a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) que fornece uma abordagem mais
rapida e direta para clonar DNA. Diferentemente da abordagem tradicional de clonagem
usando vetores em células bacterianas, a PCR é realizada totalmente em tubo de ensaio
(ALBERTS et al., 2017), e a sequéncia de DNA ou gene de interesse pode ser amplificado
um milh&o de vezes ou mais em apenas algumas horas. O uso desse procedimento requer
apenas o conhecimento de sequéncias nucleotidicas curtas que flanqueiam a sequéncia de
interesse. Os bancos de dados de sequéncias de acidos nucleicos facilitam a amplificacao
pela PCR. Atécnica da PCR foi desenvolvida por Kary Mullis e em raz&o da sua importancia
para a ciéncia, recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993 (SNUSTAD e SIMMONS,
2017).
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5.1 Técnica da PCR

A PCR exige quatro componentes bésicos para ser realizada. Esses componentes
incluem o segmento de DNA a ser amplificado (DNA-alvo), um par de oligonucleotideos
(primers) iniciadores, quatro desoxirribonucleotideos trifosfato (INTPs) e DNA-polimerase
(COXetal., 2012; GARIBYAN e AVASHIA, 2013). Os primers sao fragmentos curtos de DNA
com sequéncias complementares as extremidades do DNA-alvo e especificam a sequéncia
exata a ser amplificada. A DNA-polimerase é a enzima responsavel pela replicagdo do
DNA a partir dos dNTPs. Os dNTPs atuam como blocos de constru¢éo usados pela DNA-
polimerase para criar o produto de PCR (GARIBYAN e AVASHIA, 2013).

A técnica de PCR consiste em uma série de ciclos de trés reagdes sucessivas
envolvendo os quatro componentes mencionados acima. Inicialmente, o DNA-alvo é
desnaturado pelo calor a uma temperatura aproximada de 95°C. A alta temperatura é
suficiente para quebrar as pontes de hidrogénio que ligam as duas fitas de DNA, dando
origem ao DNA fita simples. Apds o resfriamento, em torno de 50°C a 65°C, os dois primers
podem se anelar (ligar) com suas sequéncias complementares nas moléculas de DNA fita
simples. Em seguida a temperatura é elevada para 72°C, neste momento a DNA-polimerase,
na presencga dos desoxirribonucleotideos trifosfato, inicia a sintese de novas fitas de DNA
adicionando nucleotideos as fitas simples do segmento do DNA-alvo. A polimerizagédo
vai e volta entre os primers, formando DNA fita dupla. As trés reagbes sucessivas de
desnaturacao, anelamento dos primers e sintese de DNA séo repetidas varias vezes em
poucas horas; portanto, o DNA-alvo é amplificado exponencialmente (GRIFFITHS et al.,
2013).

Todos os reagentes; ou seja, 0s componentes necessarios para a técnica da PCR,
sdo adicionados em um tudo de ensaio, o qual é colocado em um aparelho chamado
termociclador. O termociclador é automatico e pode ser ajustado de acordo com a
temperatura, tempo e numero de ciclos desejados (TORTORA et al., 2017). A chave para
a automatizacdo da PCR foi a descoberta da enzima termoestavel Tag-polimerase. Essa
enzima € uma DNA-polimerase isolada da bactéria Thermus aquaticus. Essa bactéria
vive em fontes termais e sua DNA-polimerase é estavel a altas temperaturas, 95°C. Isso
significa que ndo ha necessidade de acrescentar polimerase em cada ciclo da PCR, pois
a Tag-polimerase é resistente ao calor e ndo € destruida durante a desnaturagdo do DNA
(MADIGAN et al., 2016). Uma desvantagem da Taqg-polimerase € a auséncia da atividade
de revisdo, acarretando com maior frequéncia, erros de replicagcdo. Quando ha necessidade
de alta fidelidade, a DNA-polimerase Pfu (de Pyrococcus furiosus) é empregada na PCR. A
Pfu-polimerase tem atividade de revisédo e € mais estavel que Tag-polimerase (SNUSTAD
e SIMMONS, 2017). Para suprir a demanda de DNA-polimerases termestaveis para os
mercados de PCR, os genes dessas enzimas foram clonados em E. coli e produzidos
comercialmente em larga escala (MADIGAN et al., 2016).
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O DNA-alvo amplificado pela PCR pode ser utilizado para clonagem em E. coli.
Para o processo de clonagem, antes da amplificacdo in vitro, pode ser incluido junto
aos primers, sequéncias nucleotidicas que sdo reconhecidas por uma endonuclease de
restricdo especifica que ndo possui um sitio de reconhecimento dentro do DNA-alvo. Apés
a amplificagdo, os segmentos-alvo séo tratados com a endonuclease de restricdo gerando
fragmentos com extremidades coesivas facilitando a produgdo do rDNA (LODISH et al.,
2014).

5.2 Transcriptase reversa seguida de PCR (RT-PCR)

Uma variacdo do método de PCR permite a amplificacdo de uma sequéncia de
DNA complementar (cDNA). O cDNA é produzido a partir de uma molécula de mRNA (RNA
mensageiro) pela enzima transcriptase reserva, isolada originalmente de retrovirus. Os
retrovirus tém genomas de RNA que sa@o copiados em DNA que se insere no cromossomo
do hospedeiro. Desse modo, a enzima faz uma transcri¢cao reversa sintetizando uma fita
de cDNA utilizando como molde o0 mRNA (GRIFFITHS et al., 2013). O mRNA pode ser
purificado a partir de células e a técnica da PCR com transcriptase reversa (RT-PCR) pode
ser usada, por exemplo, para detectar sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas;
iSso porque, genes de eucariotos possuem regides nao codificadoras denominadas introns
(COX et al., 2012).

61 APLICACOES DA TECNOLOGIA DO DNA

A habilidade em manipular o DNA com precisédo em um tubo de ensaio ou organismo
(tecnologia do rDNA), teve um grande impacto em todos os aspectos da biologia celular e
molecular, permitindo uma melhor compreensao sobre o funcionamento das células e suas
macromoléculas (por exemplo, proteinas e acidos nucleicos) (ALBERTS et al., 2017). Uma
biblioteca de DNA pode ser construida a partir do genoma completo de qualquer organismo,
sendo que todos os fragmentos gerados sé@o clonados em um vetor, com a finalidade de
sequenciar 0 genoma, descobrir genes ou determinar a funcéo génica (COX et al., 2012).

As técnicas envolvendo o DNA possibilitaram o surgimento de vérias aplicagdes em
diversas areas, como na medicina, na agricultura e na ciéncia forense, beneficiando de
forma ampla a vida humana (ALBERTS et al., 2017).

Uma das contribuicdes mais importantes da clonagem de DNA para a biologia
celular e molecular € a capacidade de produzir qualquer proteina em quantidades quase
ilimitadas, uma vez que se conhece o gene que codifica esta proteina (ALBERTS et al.,
2017). Diversas proteinas recombinantes humanas séo produzidas em larga escala para
uso como farmacos; entre elas, insulina, horménio do crescimento, interferon e fatores de
coagulacédo do sangue (REECE et al., 2015), e ainda proteinas do envoltério viral para uso
em vacinas, como exemplo, a vacina contra o virus da hepatite B (ALBERTS et al., 2017).
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A tecnologia do DNA possibilitou o desenvolvimento de plantas e animais
transgénicos, isto €, seres vivos que possuem genes de outros organismos, e sao
conhecidos como organismos geneticamente modificados. Esses organismos tém como
vantagens resisténcia a herbicidas, insetos e doencgas microbianas, assim como produtos
com melhor qualidade (MADIGAN et al., 2016).

As técnicas envolvendo o DNA permitem o diagnéstico de enfermidades. Pelo uso
de PCR e primers especificos ao material genético do microrganismo alvo, & possivel
rastrea-lo em amostras bioldgicas para diagnéstico de doengas infecciosas. A PCR também
€ usada para diagnostico de doengas genéticas com primers que tém como alvo os genes
associados a essas doencas. Entre esses genes identificados em doencas humanas estéao
0s genes da anemia falciforme, hemofilia, fibrose cistica, entre outros. Esses genes e
seus produtos sdo alvos potenciais para prevencado ou terapia (REECE et al., 2015). A
terapia génica para doencas hereditarias € o método mais promissor de tratamento eficaz.
Esse tratamento consiste na introducdo de uma copia de gene saudavel ao genoma de
um individuo com gene defeituoso. Quando a terapia génica é eficaz, o gene introduzido
sintetiza o produto génico ausente e restaura as caracteristicas normais do individuo
(SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Outra area envolvendo as técnicas de DNA é a medicina forense. A analise forense
baseia-se na impresséo digital de DNA (DNA fingerprint) pelo fato de que cada individuo,
com a possivel excecdo de gémeos idénticos, possui sequéncias nucleotidicas de DNA
Unicas. As andlises forenses podem ser usadas para condenar individuos que cometeram
crimes e ainda, absolver aqueles que foram condenados injustamente, através de amostras
biolégicas (sangue, sémen, cabelo, unhas, etc.) coletadas na cena do crime (ALBERTS et
al., 2017). Aanélise da impressao digital de DNA pode ser usada para testes de paternidade
e na identificacao de restos mortais (SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

71 CONCLUSAO

Aclonagem de DNA in vivo e in vitro tem como finalidade o isolamento, manipulagéo e
amplificacédo de segmentos especificos de DNA. Essas técnicas de clonagem e amplificacéo
contribuem para novas possibilidades de pesquisa, enriquecendo o conhecimento sobre
a organizacao e funcionamento dos organismos. A tecnologia do DNA é cada vez mais
presente no cotidiano das pessoas auxiliando no diagnéstico, tratamento e prevencéo
de diversas doencas, na produga@o de proteinas recombinantes, no aperfeicoamento da
producao e qualidade dos alimentos, entre outros.

E evidente que o conhecimento favorece o desenvolvimento tecnolégico em
diferentes areas e isso tem efeitos significativos com grandes beneficios a sociedade.
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