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Resumo

Este protocolo deaulapréticavisafacilitar o en-
tendimento de um dos principi os bési cos damanipul a
¢ao do DNA. Trata-se deum conjunto de duas préticas
extremamente simples que podem ser entendidas por
aunosdo ensino fundamenta e que g udam o estudante
de GenéticaMolecular avisualizar osprocessosenvol-
vidosnamanipulacdo génica

| . CORTANDO O DNA COM ENZIMAS
DE RESTRICAO

Introducéo

A construcdo de moléculas de DNA
recombinante, ou sgja, aligacdo de segmentos especifi-
cosdemoléculasde DNA de origensdiferentes, éuma
técnicaque pdde ser desenvolvidagracas adescoberta
dasenzimas derestri¢do ou endonucl eases.

- O que séo essas enzimas?

Asenzimasderestricdo foram descobertaseiso-
ladas deinimeras espécies de bactériasasquaistéma
funcdo de protegé-las de infecgdes virais. Os virus
bacterianos, ou fagos, aoinvadirem o interior dabacté-
ria, tém seu DNA cortado em sitios especificos, causan-
do assmarestrigdo deseu ciclo dereplicagdo queleva-
riaalise ou destruicéo dabactéria.

- Como funcionam asenzimasderestricao?

Asenzimas derestricdo sdo proteinasquetéma
capacidade de reconhecer, na dupla hélice do DNA,
sitiosde clivagem, ou sgja, sequiéncias especificasde 4
ou 6 bases. Umavez reconhecido, éredlizado um corte
especifico em cadaponto ou sitio em queas moléculas
daenzimaseligam.
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Essessitios, aém de estarem presentesno virus,
também existem no DNA detodos os outros organis-
mos, inclusive napropriabactériaque produz aenzima.
Paraevitar que seu proprio DNA sejacortado e, por-
tanto, tornado inativo nabactéria, essessitiosderestri-
¢ao aparecem ligados aumamol éculado grupo metil
(CH,) oqueimpede aagdo daenzima.

Umadas caracteristicas mai simportantes dessas
enzimas é a sua especificidade, ou sgja, uma mesma
moléculade DNA submetidaaacdo deumaenzimaé
sempre cortadanos mesmos pontos e geraum conjunto
de fragmentos de mesmo tamanho. Essa caracteristica
permiteumaandisereativamentegrosseira, porém bas-
tante efetivado ponto de vistaprético naidentificagdo
dediferentesmoléculasde DNA, permitindo o diagnos-
tico de organi smos contendo pequenas alteragoes nas
basesdo material genético. E dbvio que, quaisquer duas
moléculas de DNA de mesmo tamanho, contendo os
mesmos sitios de restri¢ao nas mesmas posi ¢oes, resul-
tam em conjuntos de fragmentos de tamanho i déntico.
Damesmaforma, porém, quai squer ateragdesno DNA
foradossitiosdigeridos pelaenzimando sfo detectadas
por esse método. Como esses sitios sdo rel ativamente
raros (em geral bem menos de 1 por 1000 pares de
bases - pb), moléculas diferentes podem apresentar o
mesmo padr&o de fragmentos ao serem cortadas com
enzimes

Comoidentificar osfragmentoscortados?

A separacdo defragmentosde DNA dediferen-
testamanhos pode ser feitaatravés de um processo re-
lativamente ssmpleserapido, aeletroforeseem gel de
agarose. Estegel representa, naverdade, uma* peneird’



Ou matriz capaz deretardar diferencialmente o movi-
mento de mol éculas detamanhosvariados. A molécula
de DNA, devido a presencado écido fosforico, apre-
sentacarganegativa, demodo que, quando submetidaa
um campo elétrico, em pH neutro, éatraidaparao polo
positivo. A primeiraetapado processo daeletroforese
cons steem se colocar numacavidade ou pogo, emuma
dasextremidades do gel, umasolucéo contendo amo-
|éculado DNA cortado. Em seguida, deve-sefazer uma
corrente el étricapassar pelo gel colocando o pdlo posi-
tivo (&nodo) naextremidade oposta. Destaforma, apds
algum tempo, encontram-se, apartir do ponto de apli-
cacdo, asmol écul as distribuidas em ordem decrescente
detamanho.

Paraavisualizacdo, o DNA € corado com um
reagente fluorescente que seintercalanamolécula, o
brometo de etidio. Os fragmentos podem ser, entéo,
observadossob luz ultravioleta(UV).

Atividade

Estaatividade pretendeilustrar esimular os pro-
cessosenvolvidos nadigestdo damoléculade DNA por
enzimasderestri¢éo e aposterior andise dosfragmen-
tos.

NaFigural sdo representadastréscopias(l, Il e
[11) de umaseguiéncia hipotéticade umamoléculade
DNA contendo 90 pares de bases. Dentro desta
sequiénciaencontram-se sitiosderestri¢ao de, pelo me-
nos, duasenzimas.

1. Cortenalinhasuperior einferior decadacopia
da sequénciade modo aobter trésfitas de papel con-
tendo as duas cadeias damol éculaem cadafita

2. |dentifique e marque nas sequiéncias o sitio de
restri¢do dasduasenzimas:

EcoRIl : g.aattc
Pstl:  ctgca.g

Marque ossitios nas duas cadeiaslembrando que
elas sdo antiparal el as, portanto tendo a sequiénciaem
direcOes opostas.

3. Comumatesouracontendo aetiquetaEcoRlI e
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outraPstl (representando aenzima) corte o sitio como
sefosseaenzima

Copial - EcoRI: ..g aattc...
..Cttaa g...

Copiall- Pstl: ...ctgca g...
..g acgtc...

Copialll - EcoRI + Pstl

4.AsFiguras?2 e 3representam géis de agarose
onde o catodo estarepresentado naparte superior eo
anddo naparteinferior dafolha Destaforma, o sentido
decorridado DNA seriadecimaparabaixodafolha, e
as moléculas maislongas ficariam mais préximas do
cétodo (-), easmenores, mais proximasdo anodo (+).
Osfragmentos obtidos de umadigestdo por enzimasde
restricao sfo designados por | etras e em ordem decres-
cente detamanho. Por exempl o, no caso mostrado, tém-
seosfragmentos EcoRI-A (maior) e EcoRI-B (menor).

5. Para representar o resultado dessa corrida,
cole, naFigura2, osfragmentos resultantes dos cortes
com EcoRI nogel n°1 e, Pstl, no gel n°2, noslocais
indicadosacimadaslinhas.

Na Figura 3 cole os fragmentos resultantes da
dupladigestéonogel n° 3.

O resultado obtido é umarepresentacdo do pefil
derestricéo damoléculaanalisada. Este perfil pode ca-
racterizar umamoléculaou umindividuo.

6. Essasmulagéoilustracomo o DNA pode ser
andlisado. A digestdo duplaevidenciaaposicdo do sitio
Pstl dentro do fragmento EcoRI-A. O resultadofinal €
que seobtem, aém do fragmento EcoRI-B, doisfrag-
mentos resultantesdaquebrade EcoRI-A. Estetipode
andlise permite aconstrucdo dos chamados mapas de
restricdo. A préticapermite visualizar o processo com
muitafacilidade.



I1.CONSTRUINDO UMA MOLECULA DE
DNA RECOMBINANTE

Introducéo

Na préticaanterior, um dos aspectosinteressan-
tes daagdo de algumas endonucl eases, como EcoRlI e
Pstl, é que o sitio de restricéo é composto por uma
sequénciacom simetriarotacional dupla, ou seja, ele
apresentaamesmaleituranosdois sentidosdacadeia.
O corte, como visto nessas duas enzimas (nem todas
tém essacaracteristica) resultaem duas* caudas’ defita
simples complementares. Estas caudas, chamadas*® de
pontas aderentes’ ou “coesivas’, tém acapacidade de
seligar naturdmenteaqua quer moléculacortadacoma
mesmaenzima

A consequiénciaimportante dessefendmeno eque,
nédo importando aorigem do DNA, mol écul as cortadas
comamesmaenzimatémamesmachancedeseligar a
suaprépriamol éculacomo aoutramol éculapresente.
Assim, podem-seclivar (ou cortar) moléculasde DNA
de duas espéci es diferentes com umamesmaenzimae,
colocando s mplesmente as duas preparagdes no mes-
mo tubo, obter-se parte (50%) das molécul asresultan-
tes na forma hibrida, ou sgja, na forma de DNA
recombinante. Umaoutraenzimaencontradanas célu-
las,aDNA ligase, completaaligacdo deformaestével,
restabel ecendo amol éculadefitadupla.

Um outro importanteinstrumento datécnicade
DNA recombinante € umamol éculatambém encontra-
daem bactérias, o plasmideo. Trata-se de umamol écu-
lade DNA circular que contém genes ndo essenciais
paraabactéria Tréscaracteristicassdo importantesnes-
tasmoléculas:

- tém ciclo dereplicacdo autdbnomo, podendo se
replicar véariasvezes sem que ocorraadivisio dabacté-
ra

- SA0 capazes de passar deumabactériaparaoutra
neturadmente.

- s80 portadores de genes que conferem resistén-
ciaavariostiposde antibidticos.

Gragasaestas caracteristicas pode-se construir,
por exemplo, um plasmideo contendo um genehumano
por meio do corte das duas mol éculas com umamesma
endonuclease derestricdo. Este plasmideo €inserido
numabactériae é capaz de sereplicar, replicandojunto
0 gene de interesse numa escala muito maior do que
aguelaque seriapossivel no organismo original.

Estes plasmideosrepresentam veiculosde
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transporte do DNA desgjado paradentro dabactériae
sdo chamados“ vetores’. Cadabactériapode produzir
até 500 copiasde um plasmideo e, num litro de cultura
de bactéria, pode-se multiplicar, em questéo de poucos
dias, 250trilhBes de vetores contendo 0 mesmo nimero
de copias do gene. Estes genes podem se expressar e
sintetizar aproteinanabactériahospedeirado vetor.

Estapossibilidade tornou-se umanovafronteira
tecnol 6gica. Estametodol ogiapode ser utilizadadesde
aproducao deinsulinahumanae hormonio de cresci-
mento até aterapia génica, numagamade processos,
nuncaantesimaginada, deficgéo cientificatransformada
emrealidade.

Atividade

Para uma compreensao clara das bases do pro-
cesso, estaatividade propde asimulacdo deste meca-
nismo de construcao de um vetor representado por um
plasmideo bacteriano contendo um gene humano que
codificaainsulina

1. NaFigura4, o plasmideo pBR 322 estarepre-
sentado por umasequénciade pontosindicando asba-
sesdo DNA. Com umatesoura, corte afitarente aos
asteriscosde modo que setenhaumafitade papel con-
tendo duas colunas de pontos delimitados por duas co-
lunas de asteriscos.

2. O plasmideo €éumamoléculacircular, assim,
deixe, numa das pontas dafita a parte em branco do
papel e coleno verso desta. O resultado é um circulo
com a sequéncia de bases representada por pontos.
Dentro delaarepresentacdo daseqiiénciado sitio Pstl.

3. Corte, damesmamaneira, afitarepresentando
o fragmento do genomahumano. Corte rente as duas
linhas externas, mantendo-as nafita, jaAquedasidentifi-
cam asequénciado gene humano e adiferenciam da
sequiénciado plasmideo com abordade asteriscos (dém
dacor vermelha). Tem-se entdo, temosumasequéncia
que contém no seu interior umaregi&o que corresponde
ao genedainsulina. Este gene encontra-se cercado por
outras bases diversas, mas, de cadaum doslados, en-
contram-se duas sequiéncias especificas que represen-
tam sitiosdaenzimaPstl.

4. Utilizeumatesouracontendo umaetiqueta“ Pstl
-ctgcalg” esmuleadigestdo dasduasmoléculasde DNA
cortando como indicado:



5. Verifique, em seguida, se 0 gene dainsulinaencontra-seisolado com pontas adesivaslivreseo
circulo do plasmideo encontra-se aberto com pontas adesivasidénticas eigua mentelivres. Coloque asduasfitas
proximas (como estariam em solucdo, dentro de um tubo) e verifique se o pareamento destas pontas € possivel. Ao
colocé |laspareadas, forma-se um circulo maior do que aquel e plasmideo origina que nestasituacdo, contém DNA
do plasmideo (asteriscos) eo DNA humano (linhacontinuaevermelha).

6. Adicione ao seu “tubo” aenzimaligase representadapor dois pedagos pequenosdefitaadesivae
coleacadeianositio Pstl, reparando amol éculacortada. Tem-se um plasmideo composto por DNA recombinante
bacteriano ehumano, capaz de ser inserido numabactériaparasintetizar insulina.
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Figura 1.Cortecom EcoRI (g.aattc) e Pstl (ctgca.g)

|. Cortar com EcoRl

at gcct gecegt gcacct gact cct gaggaat t cgagaagct gcagt ct gccgt t act gccgt gt ggggcaaggt ggt gaacgt ggat gaa

t acggacggcacgt ggact gaggact cct t aagct ct t cgacgt cagacggcaat gacggcacaccccgttccaccactt gcacctactt

[1. Cortar com Pstl

at gcct geegt gecacct gact cct gaggaat t cgagaagct gcagt ct gccgt t act gccgt gt ggggcaaggt ggt gaacgt ggat gaa

t acggacggcacgt ggact gaggact cct t aagct ct t cgacgt cagacggcaat gacggcacaccccgt t ccaccact t gcacct act t

[11. Cortar com EcoRI e Pstl (dupladigestéo)

at gcct geegt gecacct gact cct gaggaat t cgagaagct gcagt ct gccgt t act gccgt gt ggggcaaggt ggt gaacgt ggat gaa

t acggacggcacgt ggact gaggact cct t aagct ct t cgacgt cagacggcaat gacggcacaccccgt t ccaccact t gcacct act t




Figura 2. FragmentosA & B de EcoRl e Pstl
EcoRl -Gel n°1
(-) cétodo

coleofragmento derestrigao aqui

cole o fragmento de restricéo aqui

(+)anodo
Pstl - Gel n°2
(-) cétodo

cole o fragmento de restri¢éo aqui

cole o fragmento de restric¢&o aqui

(+)anodo
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Figura3. Fragmentos dadigesto duplacom EcoRl e Pstl.

EcoRI+Pstl

(-) cétodo

cole o fragmento de restri¢éo aqui

cole o fragmento de restri¢&o aqui

coleof. r. aqui

(+)anodo
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Figura4. Construindo umamoléculade DNA recombinante. Cortar asfitase cortar com Pstl (videtexto).

Plasmideo pBR 322 (4.362 pb)

ER Rk b b b b b I R R Ik b I b b b R S Ik Rk Ik b S Ik Ik R Ik b b R IR R b b b S b b R IRk b bk b b b b b b R Rk b b S b Ik b

........................................................... aaactgcagttt ...... ... .. ...

........................................................... tttgacgtcaaa ...t
ER I I R R R R S S S R I R b I R R R R b S I R I b b S S S I R I R b S I R I R R R S I R R R R R S S I I I R I R I R S I R R S S S I R I R b S I I R I R L R S S I R b b S i

Fragmento de genomahumano (cromossomo 11 humano)

................................ gacgtc .........humana........ gacgtc ....... .. ... ... .. ...




