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APRESENTAÇÃO

O livro “Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” é uma obra 
com o foco principal na valorização acerca do conhecimento aprofundado em Biologia 
Molecular e Biotecnologia, assim como do histórico e das técnicas recentes mais aplicadas 
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tópicos Especiais 
em Biotecnologia II: Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia 
(BIOTEC024)”, ofertada pelo Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia da 
Universidade Federal do Espírito Santo.

Os diversos temas relacionados à Biologia Molecular e à Biotecnologia foram 
abordados tendo como foco os avanços nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A 
obra consta de sete capítulos, nos quais foram discutidos a evolução da biologia molecular 
e das ômicas, assim como os sequenciadores de próxima geração, os métodos de estudo 
em epigenética, a amplificação do DNA em single-cell, estudo de expressão gênica, 
ferramentas de edição gênica e expressão heteróloga de proteínas.

Deste modo a obra “Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” 
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visão ampla das 
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas 
evoluções ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borçoi

Suzanny Oliveira Mendes
Adriana Madeira Álvares-da-Silva
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1Lista de abreviações e siglas

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS
2D-PAGE Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis
5hmC  5 hidroximetilcitosina 
5mC  5-metilcitosina 
AD  Domínio de Ativação
AMPK   Proteína Quinase Ativada por Adenosina Monofosfato
BACs  Cromossomos Artificiais Bacterianos
BiTS-ChiP Isolamento Descontínuo da Cromatina Específica de Tecido para   
  Imunoprecipitação
cDNA  DNA complementar
ChiP  Imunoprecipitação da Cromatina
ChIP-chip Imunoprecipitação de Cromatina Ligada a Microarranjos
ChIP-Seq Imunoprecipitação da Cromatina com Tecnologia de Sequenciamento de  
  Nova Geração
CRISPR  Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente   
  Interespaçadas (do inglês Clustered Regularly Interspaced Short   
  Palindromic Repeats)
DCR  Doença Renal Crônica
DNA  Ácido Desoxirribonucleico
DNAr   DNA recombinante
DNTPs  Desoxirribonucleotídeos Fosfatados
DOP-PCR Reação em Cadeia da Polimerase Iniciada por Oligonucleotídeo   
  Degenerado
dPCR  PCR digital
DSB  Quebra Dupla da Fita de DNA (do inglês Double-Stranded Break)
ESI-MS  Espectrometria de Massa de Eletrospray
FACS  Classificação Celular Ativada por Fluorescência
FDA  Food and Drug Administration
FOK I   Flavobacterium okeanokoites
FRET  Transferência de Energia de Ressonância de Fluorescência
FTIR  Espectroscopia Infravermelha de Transformação Fourier
GAPDH  Gliceraldeído-3-fosfato Desidrogenase
GFP  Proteína Verde Fluorescente
GST  Glutationa S-transferase
HATs  Histonas Acetiltransferases
HDACs  Histonas Desacetiltransferases
HPLC  Cromatografia Líquida de Alta Resolução
HR  Recombinação Homóloga (do inglês Homologous Recombination)
INTACT  Isolamento de Núcleos Marcados em Tipo Celular Específico
LCM  Microdissecção de Captura a Laser
Lpp  Lipoproteína Mureína
MACS  Classificação de Células Ativadas Magneticamente
MALBAC Múltiplos Ciclos de Amplificação Baseados em Anelamento e Loop
MBP  Proteína Ligante da Maltose
MDA   Amplificação de Deslocamento Múltiplo
miRNA  microRNA
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NGS  Sequenciadores de Próxima Geração
NHEJ  Junções Terminais não Homólogas (do inglês non-homologous end   
  joining)
NLS  Sinal de Localização Nuclear
NMR  Ressonância Magnética Nuclear
OGM  Organismos Geneticamente Modificados
OmpA  Proteína A da membrana externa
OmpT  Protease VII
PCR  Reação em Cadeia da Polimerase
PGM   Personal Genome Machine
PhoE  Proteína E dos poros da membrana externa
qPCR  Reação Quantitativa em Cadeia da Polimerase (qPCR)
RBS  Sequência Shine-Dalgarno (do inglês Ribossome Binding Site)
RFLP  Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição (RFLP)
RNA   Ácido ribonucleico
RNAm   RNA mensageiro
RNA-seq  Sequenciamento de RNA
RT  Transcriptase reversa
RT-PCT  PCR de transcrição reversa
RT-qPCR  PCR de transcrição reversa quantitativa
RVS   Repetições Variáveis Diresíduos
Sars-cov-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
SDS-PAGE Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presença de Dodecil Sulfato 
de   Sódio
SNP  Polimorfismo de Nucleotídeo Único
STR  Sequências de Repetições Curtas em Tandem
TALENs  Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (do inglês   
  Transcription Activator-Like Effector Nucleases)
TET  Translocação Metilcitosina Dioxigenase
TFIIIA   Fator de transcrição IIIA
Tm   Temperatura de melting
TRX   Tiorredoxina
YACs  Cromossomos Artificiais de Leveduras
ZFN  Nucleases de Dedo de Zinco (do inglês Zinc Finger Nucelases)
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RESUMO: A epigenética é o estudo das 
mudanças na expressão gênica sem alterar 
a sequência primária do DNA podendo ser 
herdáveis ou não herdáveis e reversíveis. Os 
principais mecanismos de regulação epigenética 
incluem a metilação do DNA, modificações 
pós-traducionais das histonas e regulação por 
miRNAs. Compreender como os mecanismos 
epigenéticos interagem no desenvolvimento de 
doenças complexas é um grande desafio. Além 
disso, avanços recentes também apontam novas 
possibilidades terapêuticas. Aqui, revisamos e 
discutimos os recentes conceitos dos mecanismos 
epigenéticos e destacamos os principais métodos 
tecnológicos de detecção neste campo.
PALAVRAS-CHAVE: metilação de DNA, 
modificação das histonas, mRNA, métodos, 
epigenética.

EPIGENETICS AND METHODS OF 
EPIGENETIC STUDIES

ABSTRACT: Epigenetics is the study of changes 
in gene expression without altering the primary 
DNA sequence and can be either reversible 
and inheritable or non-inheritable. The main 
mechanisms of epigenetic regulation include 
DNA methylation, post-translational modifications 
of histones and regulation by miRNAs. 
Understanding how epigenetic mechanisms 
interact in the development of complex diseases 
is a major challenge. Moreover, recent advances 
also point to new therapeutic possibilities. Here, 
we review and discuss the recent concepts of 
epigenetic mechanisms and highlight the main 
technological methods of detection in this field.
KEYWORDS: DNA methylation, histones 
modifications, miRNAs, methods, epigenetics. 

1 |  INTRODUÇÃO 
Cada indivíduo possui o seu próprio 

genoma que é encontrado em quase todas as 
células do seu corpo (DOR; CEDAR, 2018). 
O genoma de um organismo abrange toda a 
informação genética contida em sequências de 
nucleotídeos que compõem o DNA do indivíduo. 
Embora o genoma contenha estas informações, 
somente isso não revela como as suas funções 
nos organismos são reguladas. Diante disto, o 
estudo da epigenética contribuiu para elucidar 
os mecanismos de funcionamento dos genes 
(DAVID SWEATT, 2019). Desta forma, a 
regulação epigenética é um dos mecanismos 
que modula a expressão dos genes e seu estudo 
contribui para o melhor entendimento sobre 
o epigenoma e a influência do ambiente na 
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regulação da expressão gênica.
A epigenética começou a ser estudada pelo embriologista e geneticista Conrad 

Waddington, definindo-a como “o ramo da biologia que estuda as interações casuais 
entre os genes e seus produtos que dão origem ao fenótipo” (WADDINGTON, 1939). De 
acordo com os novos conhecimentos sobre o tema, os conceitos foram atualizados. Após, 
Arthur Riggs e colaboradores a definiram como “o estudo de alterações mitoticamente e/ou 
meioticamente herdáveis na função do gene que não podem ser explicadas por alterações 
na sequência do DNA” (RUSSO; MARTIENSSEN; RIGGS, 1996). 

Entretanto, esse foi um dos paradigmas da epigenética tradicional de que as marcas 
epigenéticas eram imutáveis a partir do momento em que elas ocorriam, sugerindo que os 
mecanismos epigenéticos eram estáticos e de acordo com descobertas recentes, esses 
conceitos foram ampliados e atualizados (BIRD, 2007; DAVID SWEATT, 2019). Atualmente 
a epigenética refere-se ao estudo dos mecanismos que alteram a expressão gênica, sem 
modificar a sequência primária do DNA. Como também, os mecanismos epigenéticos 
podem ser herdáveis ou não herdáveis e reversíveis (DEANS; MAGGERT, 2015; HIRST; 
MARRA, 2009; TRONICK; HUNTER, 2016).

Os mecanismos epigenéticos incluem processos moleculares como as alterações 
estruturais do DNA e suas proteínas relacionadas e incorporações de RNA não codificantes 
(DAVID SWEATT, 2019). Estas modificações podem ser induzidas por estímulos ambientais, 
como dieta, estresse, hormônios e medicamentos (DOR; CEDAR, 2018). Além disso, essas 
modificações podem ser de natureza transitória e hereditária. 

As modificações epigenéticas contribuem para o entendimento de diversos processos 
celulares, participando em mecanismos biológicos cruciais como diferenciação, regulação 
gênica, desenvolvimento e o envelhecimento. Estudos sugerem que alterações no equilíbrio 
epigenético podem desempenhar um papel importante na susceptibilidade e progressão de 
diversas doenças, como por exemplo, o câncer (BENNETT; LICHT, 2018; HIRST; MARRA, 
2009; MASUI et al., 2020). Desta forma, avanços recentes de estudos do epigenoma vêm 
sendo promissores no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doenças.

A ação conjunta dos mecanismos epigenéticos forma uma rede interativa 
complexa com a atividade de outros mecanismos, contribuindo para a mesma regulação 
transcricional e pós-transcricional (DEANS; MAGGERT, 2015; KLENGEL; BINDER, 2015). 
Esses processos contribuem para facilitar ou dificultar o acesso de fatores de transcrição, 
regulando a leitura dos genes. 

O foco deste capítulo é fornecer os conceitos e as metodologias que foram 
desenvolvidas para detectar os mecanismos epigenéticos. Vale ressaltar que a escolha 
da técnica adequada permite a obtenção de uma resposta compatível para responder à 
pergunta biológica do pesquisador e outros fatores precisam ser levados em consideração 
como custos, sensibilidade e especificidade, disponibilidade de equipamentos e quantidade 
de amostra do DNA (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016). 

Existem métodos disponíveis podem ser úteis em aplicações específicas ou são 
técnicas que atualmente não são empregadas, logo, não serão discutidas aqui. Sendo 
assim, vamos nos concentrar nos métodos que consideramos com alto rendimento, mais 
robustos e prontamente disponíveis para a comunidade científica. 
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2 |  METILAÇÃO DO DNA
A metilação do DNA é o mecanismo epigenético mais abundante e caracterizado em 

modelos animais e humanos (GOUIL; KENIRY, 2019; HIRST; MARRA, 2009; O’DONNELL; 
MEANEY, 2020). O processo consiste em uma modificação covalente do DNA com a adição 
um grupo metil (CH3) no carbono 5’ que ocorre exclusivamente nos nucleotídeos citosina, 
convertendo-a em 5-metilcitosina (5mC), catalisada pela enzima metiltransferase de DNA 
(DNMT) (KOHLI; ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014). 

Outra marca epigenética, a 5 hidroximetilcitosina (5hmC) produzida através da 
oxidação da 5mC catalisada pela enzima de translocação metilcitosina dioxigenase (TET) 
encontrada em mamíferos e está associada ao processo de desmetilação do DNA (KOHLI; 
ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014). Na maioria dos casos, o processo de metilação do 
DNA ocorre em dinucleotídeos seguidos por uma guanina (5’-CpG-3’), que são regiões 
ricas em CpGs, contexto chamado de “ilhas CpG” (FEDOTOVA; ILLARIOSHKIN, 2019; 
VIALOU et al., 2013). Em todo genoma humano, encontra-se cerca de 28 milhões de sítios 
CpG e destes, aproximadamente 70 a 80% são metilados em células somáticas normais 
(EHRLICH et al., 1982; SKVORTSOVA; STIRZAKER; TABERLAY, 2019).

A metilação do DNA em regiões promotoras dos genes é um mecanismo que 
promove a repressão da transcrição gênica e ao silenciamento de genes. A repressão 
gênica ocorre porque um complexo de proteínas que reconhecem os grupos metil é 
recrutado, promovendo a remodelação da cromatina, formando uma estrutura de cromatina 
mais condensada e evitando a transcrição gênica (DOMCKE et al., 2015). Além do mais, 
entre os mecanismos epigenéticos descritos, a metilação do DNA é considerada a mais 
estável, podendo se manter até a idade adulta do indivíduo e no decorrer das gerações 
celulares (DOR; CEDAR, 2018; KOHLI; ZHANG, 2013). Em adição, a metilação do DNA é 
específica do tecido, variando em padrões de metilação em comparação com outros tipos 
celulares de um mesmo organismo (FENG; LOU, 2019).

Estudos atuais têm se concentrado em evidências de que os mecanismos 
epigenéticos desempenham um papel fundamental no processo de envelhecimento 
biológico, na busca de marcadores para doenças complexas e nos efeitos transgeracionais 
em pais que foram expostos em determinadas condições ambientais (BORÇOI et al., 2020; 
LOCKE et al., 2019; RYAN et al., 2019; UNNIKRISHNAN et al., 2019).

As metodologias empregadas possuem como objetivo determinar o status de 
metilação de amostras de DNA. Aqui, será discutido os métodos para distinguir a 
5-metilcitosina (5mC) da citosina e detecção da 5-hidroximetilcitosina. Além disso, serão 
discutidos os métodos que são utilizados para avaliação da metilação do DNA de todo o 
genoma ou em determinadas regiões, que por sua vez, podem ser regiões reguladoras de 
genes de interesse. Atualmente, os avanços nas tecnologias de sequenciamento de nova 
geração (NGS) possibilitaram a criação de perfis e mapas genômicos de metilação do DNA. 
Vale ressaltar que os padrões de metilação do DNA não são perdidas após o processo de 
extração de DNA (GOUIL; KENIRY, 2019). 

O método padrão ouro para análise de metilação do DNA na detecção da 5mC é 
baseado no tratamento do DNA genômico com bissulfito de sódio. A técnica consiste na 
conversão de resíduos de conversão de resíduos da citosina não metilados em uracila, 
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através do processo de desaminação e as citosinas metiladas permanecem intactas 
(GOUIL; KENIRY, 2019). Dessa forma, a metilação do DNA pode ser interpretada por 
sequenciamento de Sanger, Pirosequenciamento ou Illumina. Entretanto, essa técnica não 
permite a distinção de outras modificações na citosina, como por exemplo, a 5hm (GOUIL; 
KENIRY, 2019; LIU; LIAO; LU, 2015). Existem métodos complementares que permitem a 
identificação das formas oxidadas da citosina, um desses métodos é o sequenciamento de 
bissulfito oxidativo (OxBS-seq) específico para a detecção da 5hmC (BOOTH et al., 2012).

No caso de baixas quantidades de amostras de DNA, recomenda-se a utilização da 
tecnologia MethyLight que é uma técnica quantitativa, sensível e dependente do tratamento 
de bissulfito de sódio (LIU; LIAO; LU, 2015; ZHAN; LUO, 2019). A execução deste método 
requer iniciadores específicos e sondas fluorescentes específicas para metilação (LIU; 
LIAO; LU, 2015).

3 |  MODIFICAÇÃO DAS HISTONAS
No núcleo, o DNA genômico é envolvido por proteínas histônicas gerando um 

complexo chamado cromatina. A unidade básica da cromatina é chamada de nucleossomo, 
sendo formada por octamero de histonas, que constituída pelas histonas H2A, H2B, H3 
e H4, em eucariotos (COBOS; BENNETT; TORRENTE, 2019). As modificações pós-
transcricionais das histonas vem sendo consideradas os componentes essenciais da 
regulação da atividade gênica, ao marcar as regiões ativas e inativas da cromatina através 
dos níveis de compactação do DNA (LENNARTSSON; EKWALL, 2009; WANG et al., 2015). 

As histonas são covalentemente modificadas de várias maneiras, incluindo 
fosforilação, ubiquitinação, acetilação e metilação (LENNARTSSON; EKWALL, 2009). 
Devido ao impacto na ativação e repressão da expressão gênica, as modificações mais 
estudadas são a acetilação e metilação, que ocorrem em resíduos de lisina ou arginina 
conservados nos domínios da cauda-N-terminal de cada proteína (EGGER et al., 2004). 

O mecanismo de acetilação das histonas está relacionado com a ativação transcricional. 
As enzimas responsáveis por esse mecanismo são as histonas acetiltransferases (HATs) 
e histonas desacetiltransferases (HDACs), que adicionam e retiram grupos acetil (COCH3) 
das caudas das histonas (PENNER-GOEKE; BINDER, 2019). 

Já para o mecanismo de metilação das histonas, os grupos metil são adicionados 
pelas metiltransferases de histonas e são retirados pelas metiltransferases, que podem 
contribuir para a repressão ou ativação da expressão gênica dependendo em qual resíduo 
de lisina ou arginina a metilação ocorre (PARK; HAN, 2019; VERMEULEN et al., 2010). 

Progressos recentes no desenvolvimento de tecnologia tornaram possível a 
realização de estudos sistemáticos em todo o genoma da influência das modificações 
de histonas na etiologia de determinadas doenças, como por exemplo, a influência de 
modificações pós-transcricionais aberrantes de histonas relacionadas à neurodegeneração 
(COBOS et al., 2019). Estudos recentes também encontraram a relação entre mudanças nos 
padrões de modificações pós-transcricionais das histonas e sua relação com diversos tipos 
de cânceres (LI; LI; ZHU, 2019; PARK; HAN, 2019; QIN et al., 2019; ZHAO; SHILATIFARD, 
2019).
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A técnica amplamente utilizada para avaliar a status de modificação das histonas é 
a imunoprecipitação da cromatina (ChIP) com algumas variações de acordo com o tipo de 
estudo (LENNARTSSON; EKWALL, 2009). Neste método, o ensaio de ChIP opera como 
uma técnica versátil e de alto rendimento usada para sondar interações entre proteínas 
específicas ou formas modificadas de proteínas e uma região de DNA genômico (LIU; LIAO; 
LU, 2015). A técnica consiste, de modo geral, na utilização de anticorpos que interagem 
especificamente em determinados tipos de histonas de interesse (FUREY, 2012; HUEBERT 
et al., 2006). 

Nesta técnica, a ligação marcada entre DNA-histonas é revertida em DNA para 
verificação em análise de sequenciamento ChIP-Seq (imunoprecipitação da cromatina 
com tecnologia de sequenciamento de nova geração) ou por hibridação com microarranjos 
ChIP-chip (imunoprecipitação de cromatina ligada a microarranjos), que são duas técnicas 
acopladas ao ChIP que são amplamente empregadas. Além disso, são utilizadas para 
obtenção de uma imagem mais detalhada da distribuição de metilação da histona ao 
longo dos genes. Ho e colaboradores (2011) destacaram as principais diferenças entre os 
ensaios e relataram que a técnica de ChIP-seq se demonstra mais vantajosa devido às 
suas vantagens práticas e análise de dados.

4 |  ANÁLISES DE miRNA 
O estudo dos RNAs não codificantes tem se demonstrado relevantes na regulação 

do transcriptoma. Recentemente, muitos estudos buscaram avanços na compreensão da 
relação entre a parte não codificante do genoma e os mecanismos biológicos subjacentes 
a doenças (MUÑOZ-CULLA et al., 2016).

Os microRNAs (miRNA) fazem parte do grupo de RNAs não codificadores que 
contém cerca de 19 a 25 nucleotídeos e conservados entre as espécies. Por meio do 
emparelhamento de bases com o mRNA, regulam a expressão gênica induzindo a 
degradação e repressão transcricional do mRNA ou inibição do processo da tradução 
exercido (BARTEL, 2009). Os miRNAs atuam como reguladores cruciais em várias vias 
de sinalização biológica, incluindo o desenvolvimento, proliferação celular, diferenciação, 
resposta imune, angiogênese, apoptose e no ciclo celular (PAN et al., 2019).

Diversos estudos mostraram que a desregulação da expressão de miRNAs tem 
sido associada à tumorigênese (FABBRI; CALIN, 2010; HUMPHRIES; WANG; YANG, 
2019; YANG et al., 2020). Mais especificamente, na relação entre a regulação negativa 
de genes supressores de tumores e a progressão do câncer (BANDRES et al., 2009). 
Além disso, novos estudos também buscam entendimento da interação epigenética de 
miRNA na obtenção de novos tratamentos contra o câncer (MIRANDA FURTADO et al., 
2019; SERMER et al., 2019). Como resultado, ressaltando a importância de miRNAs como 
possível biomarcador para o câncer. Estudos também tem sugerido que outros mecanismos 
epigenéticos, como a metilação do DNA e a modificação das histonas são as principais 
causas de desregulação de miRNAs no câncer (HAN et al., 2007; SUZUKI et al., 2013). 

A pesquisa por meio do miRNA podem seguir os seguintes passos: primeiramente, 
ocorre a detecção do miRNA, em seguida é feita e predição dos alvos e por último os alvos 
são validados. As metodologias de detecção dos miRNAs podem ser estudadas usando 
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NGS ou RT-PCR. Os alvos de miRNA podem ser obtidos por previsões usando softwares, 
como por exemplo o TargetScan. É válido ressaltar que existem técnicas de validação de 
alvo e análises funcionais disponíveis (LIU et al., 2015).

Atualmente, informações sobre o entendimento das funções dos miRNAs circulantes 
para uma melhor compreensão do seu papel no desenvolvimento e na comunicação 
do câncer ainda são limitadas. Entretanto, as pesquisas sobre essa relação estão em 
constante crescimento.

5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
A compreensão e o entendimento da relação entre as modificações epigenéticas 

e distúrbios que dão origem a várias doenças humanas está aumentando. Embora agora 
tenhamos uma compreensão geral do papel de determinados tipos me mecanismos 
epigenéticos, como por exemplo, a metilação do DNA e a modificação das histonas, ainda 
existem lacunas para muitas áreas que são de atual relevância.

Assim, foram descritas aqui as principais metodologias e protocolos que foram 
desenvolvidos para detectar os mecanismos epigenéticos. Além disso, fornecemos uma 
visão geral dos recentes avanços dos papéis que a modificação do DNA e das histonas, e 
a ação de miRNA desempenham na medicina. 
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