- - UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

IGOR DE OLIVEIRA POTY

REVISAO DA ESTRUTURA E FUNCAO DO DNA PARA COMPREENSAO DAS
TECNICAS DE PCR E PCR EM TEMPO REAL E SUA APLICABILIDADE NA
PESQUISA DE MICRORGANISMOS EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

Monografia apresentada para a conclusao
do Curso de Medicina Veterinaria da
Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Brasilia.

Brasilia / DF
2011



- - UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

IGOR DE OLIVEIRA POTY

REVISAO DA ESTRUTURA E FUNCAO DO DNA PARA COMPREENSAO DAS
TECNICAS DE PCR E REAL TIME PCR E SUA APLICABILIDADE NA PESQUISA
DE MICRORGANISMOS EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

Monografia apresentada para a conclusdo do
Curso de Medicina Veterinaria da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade
de Brasilia.

) Orientadora
Prof2, Dr. Angela Patricia Santana

Brasilia / DF
2011



FICHA CATALOGRAFICA

POTY, Igor de Oliveira

Revisdo da estrutura e funcdo do DNA para compreensdo das técnicas de
PCR e PCR em tempo real e sua aplicabilidade na pesquisa de microrganismos em
alimentos de origem animal / Igor de Oliveira Poty; orientacdo de Angela Patricia
Santana — Brasilia, 2011.

46p.: il.

Monografia — Universidade de Brasilia/Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria, 2011.

Palavras-chave: PCR em tempo real, TagMan, SYBR Green |, estrutura do
DNA, replicacéo, transcricao.

Cesséao de Direitos

Nome do Autor: Igor de Oliveira Poty

Titulo da Monografia de Conclusdo de Curso: Revisdo da estrutura e fungdo do DNA
para compreenséao das técnicas de PCR e PCR em tempo real e sua aplicabilidade
na pesquisa de microrganismos em alimentos de origem animal

Ano: 2011

E concedida & Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desta
monografia e para emprestar ou vender tais cOpias somente para propositos
académicos e cientificos. O autor reserva-se a outros direitos de publicacdo e
nenhuma parte desta monografia pode ser reproduzida sem a autorizagcdo por
escrito do autor.

(Assinatura)

Igor de Oliveira Poty

CPF: 026.438.171-84

Endereco: SHIN CA 2 Bloco F apto 517. Ed. Millenium. Lago Norte
CEP: 71503-502 Brasilia/DF- Brasil

Telefone: 9674-1817

E-mail: poty.igor@gmail.com




FOLHA DE APROVACAO

Nome do autor: POTY, Igor de Oliveira

Titulo: Revisdo da estrutura e funcdo do DNA para compreensdo das técnicas de
PCR e PCR em tempo real e sua aplicabilidade na pesquisa de microrganismos em
alimentos de origem animal.

Monografia de conclusdo do Curso de Medicina
Veterinaria apresentada a Faculdade de Agronomia
e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof2. Dra. Angela Patricia Santana Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof2. Dra. Margareti Medeiros Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Bidloga Nara Rubia Souza Instituicdo:

Julgamento: Assinatura:




DEDICATORIA

A minha familia, que me ama e apdia em todos 0s momentos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por sempre me acompanhar em tudo o que faco e pelas
oportunidades que me foram dadas.

Também agradeco a meu pai, minha mde e minha irmd, pelo apoio incondicional
nao importa qual seja minha deciséo.

Agradeco a toda a equipe do Lamal por sempre ser paciente comigo, apesar das
minhas tentativas de incendiar o laboratorio. Agrade¢o a Nara por nunca hesitar em
responder minhas perguntas e por me acompanhar durante praticamente todos os
dias do meu estagio e do meu Pibex. Nado posso deixar de mencionar outros
membros do Lamal, como a Pamela, Patricia Helena, Patricia Renault e Anderson. A
todos os mestrandos e doutorandos por me deixarem acompanhar seus
experimentos. Também gostaria de agradecer a todos os colegas de Pibex e estagio
por deixarem o meu estagio muito mais agradavel.

Um agradecimento especial para meus colegas de curso Aryana, Suelen, Julia,
Rafaella, Thamiris, Maia, Wanessa, Gustavo, Stela, Michelle e Wlad, que me
trouxeram tanta alegria em todos os momentos. Especialmente naqueles que eu
mais precisei.

Meus amigos do Grupo Natal, que me reaproximaram de Igreja, depois de muito
tempo afastado. Amo voceés!

E claro que tenho que agradecer a minha orientadora, Angela Patricia, por me dar a
oportunidade de estagiar no Lamal e conhecer todas essas pessoas maravilhosas
que ja citei. Por ter me mostrado a extensao universitaria e me incitado a escrever.
Por me tranquilizar nos momentos em que estive mais estressado. Por sempre ter
sido gentil e delicada na sua maneira de corrigir. Por ter me mostrado uma area da
veterinaria que poucos se interessam, mas que se tornou minha paixao. Mais uma

vez, muito obrigado, professora.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura de nucleotideos e nucleosideos

Figura 2. Acucares que compdem nucleotideos em

Figura 3. Gréfico representando a amplificacdo de dois genes

acidos nucléicos



SUMARIO

Introducgao

Revisdo bibliografica

1. Acidos nucléicos

1.1.1. A dupla hélice
1.2. Estrutura e pareamento de bases nitrogenadas
1.3. Estabilidade da dupla hélice
1.4. Diferentes tipos de dupla hélice
1.5. Formas e enrolamento da dupla hélice
2. Organizagdo do genoma de procariotos

2.1. Plasmideos

3. Replicagdo em procariotos
3.1. Origem da replicagdo
3.2. Enzimas envolvidas na replicagdo
3.2.1. As DNA polimerases
3.2.2. Outras enzimas envolvidas na replicacdo

3.3. Sintese da fita continua e descontinua

3.4. Término da replicagdo
4. Transcricao em procariotos
4.1. A RNA polimerase
4.2. Inicio da transcricdo
4.3. Alongamento da cadeia
4.4. Término da transcricdo
5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

6. RT-PCR

10

13

13

13

15

16

17

17

18

19

20

20

21

22

22

23

24

24

25

26

26

27

28

28

31

31



6.2. Escolha dos primers
6.2.1. Tipos de primers
6.3. Tipos de RT-PCR
6.4. Deteccdo de produtos da RT-PCR
7. PCR em tempo real
7.1. O principio

7.2. Método SYBR® Green

7.3. Método TagMan®
8. Aplicacdes na pesquisa de alimentos
Consideracdes finais

Referencias

32

32

33

33

33

34

35

35

36

39

40



10

Introducao

Desde a descoberta do DNA em 1869 por muito tempo se passou até que
suas fungdes primordiais fossem sugeridas por Avery, MacLeod e McCarty, em 1944,
e comprovadas em 1953 por Hershey. Ja a estrutura em dupla-hélice foi proposta
em 1953 por Watson e Crick e lancou as bases de como essa molécula poderia ser
duplicada (SCHRANK, 2001).

A amplificacdo e deteccdo de acidos nucléicos estdo substituindo ensaios
tradicionais baseados mais em fenotipos que em genotipos. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido descrita como o0 padrdo ouro para a deteccdo de
microrganismos (MACKAY, 2004). O PCR é um método que permite a amplificacdo
in vitro de segmentos de DNA, utilizando dois primers que hibridizam com fitas
opostas em regifes que flanqueiam o segmento a ser amplificado (PASSAGLIA &
ZAHA, 2001).

Os primeiros experimentos de PCR foram realizados com o fragmento de
Klenow da DNA-polimerase |. A cada passo de desnaturacdo a enzima era inativada
e mais enzima precisava ser adicionada. Entdo passou-se a se utilizara a DNA
polimerase de Thermus aquaticus (Tag DNA polimerase), e, como esta enzima &
termoestavel, ndo ha necessidade de adicdo de mais enzima apo0s cada ciclo de
desnaturacao (PASSAGLIA & ZAHA, 2001).

A PCR tem sido usada para caracterizacdo de cepas de Campylobacter jejuni
provenientes de amostras humanas, animais e de produtos de origem animal
(GRIPP et al.,, 2011). Também foi usada para a caracterizacdo de Salmonella
enterica sorotipo enteretidis em animais portadores assintomaticos (MACIEL et al.,
2011). Outros microrganismos patdégenos alimentares também foram identificados

utilizando-se a PCR, como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli
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e Listeria monocytogenes, dentre outros (PELISSER et al., 2009; LOPEZ & ALIPPI,
2010; SALEHI et al. 2008).

A possibilidade de que, ao contrario dos ensaios tradicionais com PCR, a
amplificacédo fosse possivel de ser detectada durante a reacédo, foi bem-vinda. Essa
abordagem proporcionou uma grande perspectiva sobre a cinética da reacao e se
tornou a base do PCR em tempo real (MACKAY et al., 2002). A técnica da PCR em
tempo real usa marcadores fluorescentes para monitorar a producéao de produtos da
amplificacdo durante cada ciclo da reacédo (BUDIN, 2005).

Nas ultimas duas décadas, o0s avangcos tecnolégicos aumentaram a
possibilidade de diagndsticos rapidos para varias doencas. Porém, para agentes
bacterianos patogénicos capazes de causar surtos de doencas transmitidas por
alimentos, os métodos tradicionais de cultura, que podem levar até uma semana,
sdo 0s unicos métodos usados por diversos laboratérios de microbiologia. O PCR
em tempo real é uma das principais tecnologias emergentes para o diagnostico
rapido de patégenos alimentares (FUKUSHIMA et al., 2010).

Os beneficios para a saude publica provenientes de um ensaio com PCR em
tempo real sdo 0s mais notaveis apds a deteccdo rapida e compreensiva de
bactérias. Os resultados podem informar rapidamente a administragcdo de saude
publica sobre os agentes causadores de surtos de doencas transmitidas por
alimentos, permitindo uma resposta mais acurada, eficiente e veloz (FUKUSHIMA et
al., 2009).

Além de economizar tempo, o0 PCR em tempo real € sensivel, altamente
especifico e oferece a possibilidade de quantificacdo. O risco de contaminacéo
cruzada é reduzido, possui performance de alto rendimento e ndo é necessaria

nenhuma manipulacdo pos-PCR (FUKUSHIMA et al., 2009).
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Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi promover uma revisédo de literatura
abordando os principais aspectos da estrutura dos acidos nucléicos, dos
mecanismos de replicacdo e transcricio em procariotos, visando melhor
entendimento dos mecanismos usados nas técnicas da PCR, RT-PCR e PCR em
tempo real, bem como sua aplicabilidade como ferramenta na inspecao de produtos

de origem animal.
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Revisao bibliografica
1. Acidos nucléicos

A hereditariedade de todo organismo vivo € definida por seu genoma, que
consiste em uma longa sequéncia de acidos nucléicos que fornece a informacao
necessaria para construir o organismo (LEWIN, 2009). O termo genoma designa o
conjunto completo de sequéncias do material genético de um organismo. Ele inclui a
sequéncia de todos os cromossomos e ainda qualquer DNA contido em organelas
(MARTINEZ et al. 2006). Através de uma complexa série de interacdes, essa
sequéncia é utilizada para produzir todas as proteinas do organismo no momento e
local apropriados (LEWIN, 2009).

Pode-se dizer que um gene é uma sequéncia de DNA necesséaria para a
sintese de um acido ribonucléico (RNA), que levara a sintese de uma proteina. Esse

€ 0 dogma central da biologia molecular (MARTINEZ et al., 2006).

1.1. Estrutura dos acidos nucléicos

O bloco constituinte basico dos acidos nucléicos é o nucleotideo, que possui
trés componentes: uma base nitrogenada, um acucar e um fosfato (Figura 1). Eles
sdo denominados de acordo com o tipo de acgucar. O DNA possui uma 2'-

desoxirribose, ja 0 RNA possui uma ribose (LEWIN, 2009).
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Fosfatos

Nucleosideo

Nucleotideo

Figura 1. Estrutura de nucleotideos e nucleosideos.

Fonte: SCHRANK, 2001
O acido desoxirribonucléico (DNA) € um polimero de desoxirribonucleotideos.
Os desoxirribonucleotideos séo formados por um acgucar, a desoxirribose; uma base
nitrogenada ligada ao carbono 1’ da pentose; e um ou até trés grupos fosfato ligados
ao carbono 5 da pentose através de uma ligacdo glicosidica B. No RNA a

desoxirribose é substituida por uma ribose (Figura 2). (SCHRANK, 2001).

—
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2'-desoxirribose ribose
B-D-2-desoxirribofurancse B-D-ribofuranose

Figura 2. Acucares que comp8em nucleotideos em acidos nucléicos

Fonte: SCHRANK, 2001
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Cada acido nucléico contém quatro tipos de bases nitrogenadas. As purinas,
adenina e guanina, estao presentes tanto no DNA quanto no RNA. Contudo, no DNA
as pirimidinas sdo citosina e timina; no RNA, a uracila € encontrada no lugar da
timina (LEWIN, 2009).

Todos os nucleotideos do DNA possuem a mesma orientacdo relativa. Ou
seja, o carbono 5’ da pentose de todos os nucleotideos é voltado para cima, isso
confere direcionalidade as cadeias polinucleotidicas. Na extremidade 5’ da cadeia,
esta presente um grupo fosfato, enquanto que na extremidade 3’ esta presente um
grupo OH. Na molécula de DNA, os desoxirribonucleotideos formam cadeias entre si,
ligados por pontes fosfodiéster estabelecidas entre o grupo fosfato do carbono 5’ e o
grupo OH do carbono 3. Por convencdo, as cadeias polinucleotidicas séo

representadas na orientacdo 5’—3’ (SCHRANK, 2001).

1.1.1. A dupla hélice

O modelo de dupla hélice do DNA foi proposto inicialmente por Watson e
Crick em 1953, levando em conta 3 conceitos: dados de difracdo de raios X
revelaram que o DNA possuia a forma de uma hélice regular, apresentando uma
volta completa a cada 34 A e com diametro de aproximadamente 20 A; A densidade
do DNA sugere que a hélice deve conter duas cadeias polinucleotidicas. O diametro
constante da hélice pode ser explicado se as bases em cada cadeia estiverem
voltadas para o interior e restrinjam-se de tal forma que uma purina esteja sempre
em oposicao a uma pirimidina, evitando dessa maneira 0 pareamento de purina-
purina (muito largo) e pirimidina-pirimidina (muito estreito); independente das
quantidades absolutas de cada base, a propor¢cdo de G é sempre igual a de C,

enquanto a de A é sempre igual a de T (LEWIN, 2009). Devido a essa propriedade,
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as fitas de DNA séo ditas complementares. Essa propriedade também garante a
propriedade de replicacdo de cadeias longas de DNA e a transmisséo de informacao
genética as proteinas, via transcricdo (SCHRANK, 2001).

Esse modelo demonstrou que as desoxirriboses ficam externas em relacao as
bases nitrogenadas, como se fossem corrimdos em uma escada circular, expostas
ao meio aquoso (SCHRANK, 2001).

Cada par de bases é rotacionado em aproximadamente 36° ao redor do eixo
da hélice, em relacdo ao proximo par, com isso, é possivel afirmar que a cada 10
pares de bases se forma uma volta completa de 360° (LEWIN, 2009). JA& SCHRANK
(2001) diz que a rotacéo entre dois nucleotideos adjacentes é de 34,6°, desta forma,
a dupla hélice conclui uma volta completa a cada 10,4 pares de bases.

A torcdo das duas fitas forma a dupla hélice, que contém um sulco menor
(~1,2A de largura) e um sulco maior (~22 A de largura) (LEWIN, 2009). Nessas
cavidades, especialmente na maior, as bases estdo expostas ao meio solvente e
sdo quimicamente distinguiveis, deste modo, moléculas que interagem com
sequéncias especificas de bases podem identificar essas sequéncias sem romper a

hélice (SCHRANK, 2001).

1.2. Estrutura e pareamento de bases nitrogenadas

O pareamento de bases nitrogenadas € fundamental para a manutengéo da
dupla hélice. Duas caracteristicas principais se destacam: sua estrutura quimica e
seu tamanho. A presenca de grupos ceto (C=0) e amino (C-NH,) favorece a
formacao de pontes de hidrogénio. Dessa maneira, T e U, que apresentam grupos
ceto, podem fazer uma ponte de hidrogénio com A, que contém grupo amino.

Enquanto que C e G, que possuem tanto grupos amino quanto grupos ceto, podem
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formar duas pontes de hidrogénio. Em adicdo a essas pontes, todas as bases
podem formar mais uma ponte de hidrogénio entre os anéis aromaticos. Deste modo,
T ou U e A formam duas pontes de hidrogénio, enquanto C e G formam trés pontes

de hidrogénio (SCHRANK, 2001).

1.3. Estabilidade da dupla hélice

Existem varias forcas agindo para estabilizar a estrutura da dupla hélice do
DNA. Essas forcas sdo fundamentais para manter sua integridade, no entanto nao
podem deixar de permitir sua flexibilidade essencial para suas atividades
(SCHRANK, 2001).

Efeitos hidrofobicos estabilizam o pareamento, tendo em vista que 0s anéis
purinicos e pirimidinicos sao forcados para o interior da hélice, enquanto os sitios
hidrofilicos sdo expostos ao solvente nos sulcos maior e menor. Além dessas forcas,
o empilhamento das bases favorece o estabelecimento de for¢cas de Van der Walls
entre os anéis aroméaticos (SCHRANK, 2001).

J4 as cadeias de acgucar-fosfato, que s&do carregadas negativamente,
interagem com cations, em especial Mg®* em solucdo, neutralizando a repulsdo
entre as duas cadeias (SCHRANK, 2001). Ja quando o DNA esta em solucéo in vitro,

as cargas tipicamente séo neutralizadas por ions Na* (LEWIN, 2009)

1.4. Diferentes tipos da dupla hélice
A estrutura do DNA pode variar de acordo com 0 meio em que se encontra,
levando-se em conta as intera¢cdes com a prépria agua ao seu redor e a influencia

de outros solutos ou solventes (DALE & PARK, 2004)
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As formas encontradas em condi¢des fisiologicas séo: tipo B, tipo A e tipo Z.
Nessas formas, as regras de pareamento ainda se aplicam e a informacéo contida
na sequéncia das se mantém. Contudo, a mudanca na conformacéo pode dificultar a

interacdo do DNA com proteinas (SCHRANK, 2001).

1.5. Formas e superenrolamento da dupla hélice.

O DNA nem sempre esta em sua forma linear, um bastdo em dupla hélice. Ele
também pode ter suas extremidades ligadas covalentemente, formando estruturas
circulares. Bactérias possuem seus cromossomos em forma circular, bem como
estruturas extracromossomais, como os plasmideos. As mitocéndrias, os cloropastos
e alguns virus e bacteriéfagos também possuem DNA circular (SCHRANK, 2001).

Existem dois tipos de superenrolamentos: o positivo (+), no sentido horario, e
0 negativo (-), no sentido anti-horario (LIMA, 2008). Quando o superenrolamento é
gerado pelo desenrolamento da dupla hélice, é chamado de negativo. E
normalmente encontrado na natureza. Pode assumir dois tipos: plectotemico e
toroidal: o primeiro é encontrado em DNA em solug¢do, enquanto o segundo, em
DNA enrolado em proteinas, como as histonas, para formar os nucleossomos. Caso
antes que se selem o final das duas fitas, elas forem adicionadas de giros no mesmo
sentido da dupla hélice, essa assumirA um superenrolamento positivo. As
arqueobactérias apresentam seu DNA com superenrolamento positivo (SCHRANK,
2001).

Uma molécula fechada de DNA pode ser caracterizada pelo seu numero de
ligacdo, ou seja, 0 numero de vezes que uma fita cruza a outra no mesmo espago. O
namero de ligacao (L) é definido pelo numero de superenovelamentos (W — writhing

number) e pelo niumero de tor¢des (T — twisting number) (LEWIN, 2009).
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O numero de torcdes (T) representa o numero de voltas da fita, enquanto que
0 numero de superenovelamentos (W) representa o0 niumero de vezes que uma fita
passa sobre si mesma. A soma desses dois parametros € o numero de ligacao
(L=W+T) (DALE & PARK, 2004).

O nuamero de ligacédo € uma propriedade topolégica da molécula dupla circular
e permanece inalterado independente do que ocorre com o DNA, desde que as
cadeias de acucar fosfato ndo sejam rompidas e novamente seladas. As enzimas

que realizam essa atividade séo as topoisomerases (SCHRANK, 2001).

2. Organizacao do genoma de procariotos

A molécula de DNA €& um meio notavelmente simples e elegante de
armazenar informacdes genéticas. Entretanto, uma codificacdo linear desse tipo
demanda uma molécula extremamente longa, logo, cromossomos bacterianos séo
muito maiores que as células em que eles residem (TORO & SHAPIRO, 2010).

Todo genoma tem a mesma funcdo bésica, que € servir como repositério
replicativo da informacé&o codificada pelo DNA que o constitui. Genomas de
procariotos, contudo, sdo mais simples que os de eucariotos, possuindo algumas
caracteristicas marcantes, tais como: auséncia de um complemento dipléide de
genes; uso de quase todo o genoma na codificacdo e na regulagéo, praticamente
ndo ha presenca de sequéncias de DNA redundantes; colinearidade dos genes com
seus produtos protéicos; tendéncia de apresentar genes codificando funcdes
relacionadas agrupados em unidades transcricionais policistronicas; ocorréncia
praticamente igual de sequéncias codificantes em ambas as fitas de DNA,; existéncia

de unidades genéticas acessorias (FERREIRA, 2001).
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Embora as bactérias ndo apresentem estruturas com as caracteristicas
morfologicas distintas dos cromossomos eucariotos, ainda assim seus genomas sao
organizados em corpos definidos. O material genético pode ser observado na forma
de uma massa bastante compacta, que ocupa aproximadamente um terco do
volume celular (LEWIN, 2009).

Genomas procariéticos tém estrutura bastante compacta e dedicada, quase
que exclusivamente, a codificacdo de proteinas. Praticamente todo o DNA desses
organismos tem funcdo codificante, podendo haver superposicdo de sequéncias

(FERREIRA, 2001).

2.1. Plasmideos

Um plasmideo ¢é constituido por duas cadeias lineares de
desoxirribonucleotideos ligados entre sim por pontes de hidrogénio entre purinas e
pirimidinas. No caso do pDNA, as duas moléculas encontram-se ligadas
covalentemente, isto é, os dois esqueletos fosfodiéster encontram-se intactos,
formando, assim, um loop fechado (LIMA, 2008).

Sdo moléculas de DNA de conformacdo compacta devido ao
superenovelamento do DNA. Em muitos casos, sdo moléculas pequenas, com
apenas alguns kilobases de comprimento, mas em alguns organismos, notavelmente
membros do género Pseudomonas, € comum serem encontrados plasmideos com

centenas de kilobases (DALE & PARK, 2004).

3. Replicacdo em procariotos
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A replicacdo € um processo no qual uma fita de DNA age como template
(molde) para a sintese de um novo acido nucléico, no qual cada base forma uma
ponte de hidrogénio com outra da fita template (DALE & PARK, 2004).

A replicacdo € semiconservativa, durante o processo as duas fitas do DNA
parental sdo copiadas, originando moléculas filhas com somente uma das fitas
novas sintetizadas (SCHRANK & SILVA, 2001).

A adicdo dos nucleotideos para o crescimento da cadeia é sempre no sentido

5—3'(SCHRANK & SILVA, 2001). Reiji Okazaki observou que as duas fitas de DNA

nao se replicam de forma continua. A DNA polimerase sintetiza uma fita continua —
leading strand- e uma fita descontinua — lagging strand (WEAVER, 2008). A fita
continua, necessita apenas de um primer inicial, enquanto a fita descontinua utiliza
varios primers. (SCHRANK & SILVA, 2001).

A replicacdo de DNA de fita dupla € uma tarefa complexa que envolve um
conglomerado de atividades enziméticas. Diferentes atividades estdo envolvidas nos

estagios de iniciagcéo, elongacao e de terminag¢édo (LEWIN, 2009).

3.1. Origem de replicacao

A replicacdo do DNA ocorre ao longo da molécula, a partir de um ponto inicial
denominado origem. O DNA de células procaribticas, plasmideos e virus possuem
apenas uma origem de replicacdo, enquanto que varias origens sdo encontradas em
organismos eucariéticos (SCHRANK & SILVA, 2001).

O cromossomo bacteriano é replicado bidirecionalmente, sendo o processo
iniciado num sitio definido — oriC — situado na posicdo 83,5 do mapa genético

circular da bactéria (FERREIRA, 2001).
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3.2. Enzimas envolvidas na replicacéo
3.2.1. As DNA-polimerases

A DNA polimerase € a enzima responsavel pela sintese de uma nova fita de
DNA. Essas enzimas tém a capacidade de adicionar nucleotideos na extremidade
3'’OH de uma regido pareada do DNA (SCHRANK & SILVA, 2001).

As DNA-polimerases séo incapazes de iniciar uma nova fita de DNA, apenas
estender uma molécula ja existente (DALE & PARK, 2004). Elas catalisam as
ligacdes fosfodiéster que se produzem entre o OH do C3’ da desoxirribose de um
nucleotideo e o fosfato ligado ao C5 do nucleotideo recém-chegado. (DE
ROBERTIS & RIB, 2006)

A DNA polimerase | de E.coli foi a primeira polimerase caracterizada por
Arthur Kornberg, em 1956. E um polipeptideo de 928 aminoécidos, contendo 3
dominios de atividade. Na regido carboxi-terminal esta localizada a atividade de
polimerizacdo e, logo em seguida, a atividade de exonuclease 3'—5. A regiao
amino-terminal contém a atividade de exonuclease 5'—3' (SCHRANK & SILVA,
2001).

Essa cadeia polipeptidica pode ser clivada por proteases, originando um
fragmento pequeno da regido N-terminal, contendo atividade exonucleasica 5—3’ e
um fragmento grande ou fragmento de Klenow, com as duas outras atividades. O
fragmento de Klenow pode ser utilizado in vitro para a sintese de DNA e remocéao de
nucleotideos pela atividade de exonuclease 3'—5' (SCHRANK & SILVA, 2001).

A DNA polimerase Il holoenzima € a responsavel pela elongacao dos primers
tanto da fita continua quanto da descontinua. O termo holoenzima indica que € uma

enzima com multiplas subunidades. Cada uma das suas subunidades tem a

capacidade de polimerizar DNA individualmente, porém muito devagar. I1Sso sugere
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que falta alguma coisa as subunidades, tendo em vista que a replicacéo in vivo é
extremamente rapida (WEAVER, 2008).

DNA-polimerases tem sido isoladas de uma variedade de microrganismos,
como Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus, entre outros.
Essas enzimas apresentam caracteristicas basicas bastante similares aquelas
encontradas em polimerases de E. coli. Entretanto, a enzima isolada de Thermus
aquaticus, a Tag-polimerase, apresenta-se estavel a 95°C e ndo possui atividade

exonuclease 3'—5’ (SCHRANK & SILVA, 2001).

As DNA-polimerases nédo possuem a capacidade de iniciar uma cadeia de
nucleotideos, necessitando de uma regiao pareada, denominada primer. Os primers
sao pequenas sequéncias de RNA sintetizados pela RNA-polimerase ou por uma
primase (SCHRANK & SILVA, 2001).

Uma caracteristica das DNAs polimerases é a sua tendéncia de se
desprender do DNA da cadeia modelo. Porém, enquanto estdo fazendo isso,
permanecem unidas a ele uma vez que sdo sustentadas por uma bracadeira
deslizante. A bracadeira se une a polimerase e rodeia 0 DNA, o que impede o
desprendimento da enzima, porém ndo seu deslizamento (DE ROBERTIS & RIB,

2006).

3.2.2. Outras proteinas envolvidas na replicacao.

As helicases sao enzimas que tem como funcdo a quebra de pontes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas, separando as duas fitas de DNA
(SCHRANK & SILVA, 2001). As helicases se ligam a fita molde e se movem sobre

ela, separando as duas fitas (DALE & PARK, 2004).
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As fitas separadas sédo impedidas de se associarem novamente pela acdo da
proteina SSB — single-stranded DNA biding protein (DALE & PARK, 2004). Isso
induz uma conformacéo ideal do DNA para replicacdo e pareamento de bases, além
de proteger as fitas simples da degradacao por exonucleases (SCHRANK & SILVA,
2001). As SSB protegem o DNA fita simples da degradacdo por nucleases e
modificacdes quimicas durante a replicacao, recombinacdo e outros processos que

requerem que o DNA se desenrole (BERRY & BELL, 2006).

3.3. Sintese das fitas continua e descontinua

Cada nova fita de DNA é sintetizada por uma unidade catalitica individual com
comportamentos diferente, por que as novas fitas de DNA crescem em direcéo
oposta. Uma unidade enzimatica estd se deslocando com o ponto de
desenrolamento, sintetizando a fita continua ininterruptamente. A outra unidade se
desloca para tras em relagcdo ao DNA. Dessa maneira pequenos segmentos do
molde sdo expostos a cada momento. (LEWIN, 2009).

A sintese do DNA ocorre pela acdo da DNA polimerase e pela provisdo de
desoxirribonucleotideos, que se encontram no nucleo como desoxirribonucleosideos
trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) e sdo agregados sequencialmente na
extremidade 3' da cadeia de crescimento seguindo a ordem marcada pelos

nucleotideos da fita molde (DE ROBERTIS & RIB, 2006).

3.4. Término da replicacdo
Na replicagcdo do cromossomo circular de E.coli, as forquilhas de replicacao

encontram-se na regido terminal denominada Ter localizada a 180° de OriC
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(SCHRANK & SILVA, 2001). Os sitios de terminacédo vao de TerA a TerF. Os sitios
Ter se ligam a proteinas chamadas Tus(WEAVER, 2008).

O termino da replicacdo em genomas circulares, em geral ndo apresentam
problemas, pois as forquilhas de replicacdo devem se encontrar em algum ponto do
DNA, caso a replicacédo seja bidirecional, ou, se unidirecional, retornar a origem de
replicacdo (SCHRANK & SILVA, 2001). Entretanto, por causa de sua hatureza
circular, as duas dupla hélices permanecem ligadas como anéis entrelacados. Esses
aneéis devem ser separados para que a replicacdo termine. A separacdo ocorre com

0 auxilio de topoisomerases (WEAVER, 2008).

4. Transcricdo em procariotos

Recebe o0 nome de transcricdo a sintese de moléculas de RNA a partir de
moléculas de DNA que servem como modelo. A sintese ocorre pela unido entre si
dos nucleotideos A, U, C e G, que se alinham seguindo a ordem dos nucleotideos
complementares de DNA (DE ROBERTIS & RIB, 2004). O processo segue as
mesmas regras de pareamento que a replicacao, exceto pelo pareamento de uracil
(U) com adenina (A). Portanto a molécula de RNA sintetizada é complementar a fita
gue lhe deu origem e idéntica a outra fita de DNA, sendo as timinas substituidas por
uracilas (SCHRANK & SILVA, 2001).

Assim como na sintese de DNA, a fita de RNA é feita no sentido 5’ —3'.

Entretanto ha grandes diferencas entre a replicagdo e a transcricdo. Primeiro,
apenas uma molécula comparativamente pequena é produzida. Segundo, apenas
uma fita de DNA é transcrita (alguns genes usam uma fita, outros usam outra fita). A
producdo de uma molécula de RNA fita Unica de tamanho relativamente menor gera

menos problemas topoldgicos. A enzima e o produto de RNA podem se movimentar
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pela hélice sem a necessidade de topoisomerases e helicases essenciais para a
replicacdo. Além disso, a RNA polimerase pode comecar a transcricdo do zero, sem
a necessidade de primers (DALE & PARK, 2004).

A funcéo biologica de cada um desses processos é diferente. Enquanto a
sintese de DNA deve ser precisa e uniforme, a transcricio expressa 0 estado
fisiolégico da célula e € extremamente variavel para atender suas necessidades

(SCHRANK & SILVA, 2001).

4.1. A RNA polimerase

As RNA polimerases mais bem caracterizadas sdo aquelas de eubactérias,
das quais Escherichia coli é o caso tipico. Em uma eubactéria, um Unico tipo de RNA
polimerase parece ser responsavel por quase toda a sintese de mRNA, e de todo
rRNA e tRNA (LEWIN, 2009).

A reacdo catalisada pelas RNA polimerases € mecanicamente idéntica a
reacao catalisada pelas DNA polimerases. A reagdo ocorre entre o grupo 3'OH de
um ribonucleotideo e o grupo fosfato do carbono 5’ do ribonucleosideo trifosfato a

ser incorporado. A reacao processa-se entdo no sentido 5—3' e a fita de DNA

copiada é a de sentido 3'—5’ (SCHRANK & SILVA, 2001).

4.2. Inicio da transcricédo

A holoenzima RNA polimerase desliza pela dupla-hélice do DNA e reconhece
sequéncias especificas. Essas sequéncias, denominadas promotores, sinalizam
onde a transcricdo deve comecar. O primeiro nucleotideo que é copiado no RNA é
denominada sitio de inicio e demarcado como +1 na molécula de DNA. Os

desoxirribonucleotideos que se localizam em direcéo a extremidade 5’ (ou upstream
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do DNA tem a partir dessa posicdo, sinal negativo. Ja os desoxirribonucleotideos,
apos o sitio +1 em direcdo a extremidade 3’ (ou downstream) recebem numeros

crescentes positivos (SCHRANK & SILVA, 2001).

4.3. Alongamento da cadeia.

ApOs o0 desligamento da subunidade sigma, ocorre uma alteracao
conformacional, e a RNA polimerase deixa de cobrir 70 pb e passa a cobrir 30 pb,
mantendo uma forma esférica (SCHRANK & SILVA, 2001).

A RNA polimerase, além de catalisar as ligacdes fosfodiéster, desliza sobre o

DNA na direcdo 5’ —3' e faz avancar a bolha. Isto € obtido pela separacdo dos

nucleotideos no lado frontal da bolha, enquanto os da retaguarda voltam a se unir
(DE ROBERTIS & RIB, 2006).

As RNA polimerases procaridtica e eucaridtica podem iniciar a transcricao
mais facilmente in vitro quando o molde esta superenovelado, provavelmente por
que a estrutura superenovelada requer menos energia livre para a desnaturacdo
inicial do DNA no complexo de iniciagao (LEWIN, 2009).

A velocidade da transcricdo ndo é a mesma ao longo do alongamento, ela
depende da sequéncia de nucleotideos da regido do DNA sendo transcrita. Em geral,
sequéncias ricas em GC reduzem a velocidade, provavelmente por gque esses
pareamentos sdo mais resistentes a desnaturacao e o passo de abertura das fitas é
mais resistente que em outras regides. Ha regides em que a transcricdo para
rapidamente e depois € retomada, sem desfazer o complexo. Essas paradas sao
chamadas de pausas. Um dos fatores que propicia as pausas € o acoplamento dos
processos de transcricdo e traducdo. A proteina NusA, que se liga ao complexo

apos o desligamento do fator sigma, amplifica os sitios de pausa, especialmente
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quando sequéncias repetidas invertidas ou palindromos estdo presentes. Essas
pausas de 10 a 30 minutos sao utilizadas como mecanismo de controle de
expressao (SCHRANK & SILVA, 2001).

O alongamento da cadeia de RNA segue até o momento que a RNA
polimerase encontra sequéncias especificas no DNA que determinam seu termino

(SCHRANK & SILVA, 2001).

4.4. Termino da transcricao

ApOs o inicio da transcricdo, a RNA polimerase sintetiza RNA até encontrar
uma sequéncia terminadora. Ao encontrad-la, a enzima deixa de adicionar
nucleotideos a cadeia crescente de RNA, libera o produto da transcricéo e dissocia-
se do DNA (LEWIN, 2009).

Existem algumas semelhancas entre as etapas de inicio e terminacdo da
transcricdo: ambos requerem quebra de pontes de hidrogénio e ambos requerem

proteinas adicionais pra interagir com a enzima cerne (LEWIN, 2009).

5. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Métodos tradicionais para detecgdo e identificacdo de bactérias se baseiam
em cultivar o organismo em uma coldnia pura e identifica-los por uma combinacéo
de testes de coloracdo, provas bioguimicas e outros testes. Esses métodos sao
lentos e requerem pelo menos 24 horas ou mesmo semanas para organismos de
crescimento lento, como Mycobacterium tuberculosis (DALE & PARK, 2004).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase € um sistema de amplificacao in

vitro de DNA, através do qual € possivel se obter em poucas horas grandes
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quantidades de um determinado gene, ou parte dele, a partir de uma quantidade
muito pequena de DNA (DE ROBERTIS & RIB, 2006).

A técnica consiste em trés passos: a fita dupla de DNA é desnaturada pelo
calor; em seguida, cada primer anela com uma das fitas de DNA; os primers
anelados séo entdo estendidos pela acdo de uma DNA polimerase (ERLICH, 1995).
Nesse processo o DNA é desnaturado a 95-97°C, os primers séo hibridizados a 30-
60°C e, posteriormente, a sintese de DNA é feita com DNA-polimerase e
desoxirribonucleosideos trifosfatos (ANTPs) a 72°C. A repeticdo dessas etapas, por
cerca de 20 a 30 ciclos, permite a amplificacdo de um segmento de DNA
(PASSAGLIA & ZAHA, 2001).

Estudos iniciais com PCR para amplificar sequéncias especificas do DNA
humano, utilizavam o fragmento de Klenow proveniente da DNA polimerase | de
Escherichia coli. Essa enzima nao é termoestavel, dessa maneira € necessario que
seja adicionada depois da fase de desnaturacdo de cada ciclo. Isso foi eliminado
com a introdugdo da polimerase termoestavel isolada da bactéria termofilica
Thermus aquaticus. O uso da Tag DNA polimerase transformou o PCR, permitindo o
desenvolvimento de um ciclo térmico automatico para que a amplificacdo fosse feita
em um Unico tubo, contendo todos os reagentes necessarios (ERLICH, 1995).

N&o existe um protocolo Unico que seja apropriado para todas as situagdes.
Consequentemente, para cada nova aplicacdo do PCR, € necessério que seja feita
uma otimizacao (INNIS & GELFAND, 1990).

A concentragdo recomendada de Taq DNA polimerase varia de 1 a 2,5
unidades para cada 100yl de reacédo (LAWYER et al. 1989 apud INNIS & GELFAND,
1990). Entretanto, a quantidade de enzima pode variar de acordo com O0s

requerimentos da fita template e do primer. Quando se otimiza um PCR, se
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recomenda utilizar concentracdes variando de 0,5 a 5 unidades para cada 100 pl de
reacdo e testar os resultados com eletroforese em gel de agarose. Caso a
concentracdo da enzima seja muito alta, produtos ndo especificos podem se
acumular, caso seja muito baixa, uma quantidade insuficiente do produto desejado
pode ser formada (INNIS & GELFAND, 1990). Atualmente devido a ampla utilizacdo
desta técnica, os volumes tém sido consideravelmente menores, variando entre 25 a
50 ul.

Estoques de desoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP) devem ser
neutralizados em pH 7,0 e sua concentracdo deve ser estimada
espectofotometricamente. A estabilidade dos dNTPs durante ciclos repetidos de
PCR é tamanha que aproximadamente 50% permanecem com dNTPs apds 50
ciclos (INNIS & GELFAND, 1990).

A concentracdo de magnésio pode afetar o anelamento dos primers,
temperatura de dissociacdo das fitas, especificidade do primers e a fidelidade e
atividade da enzima (INNIS & GELFAND, 1990).

Teoricamente, a quantidade de produto dobra a cada ciclo do PCR, porém,
depois de um determinado numero de ciclos, a eficiéncia da amplificagdo cai com o
aumento da quantidade de ciclos, resultando do efeito platd. Diversos fatores podem
causar o efeito platd, entre eles a degradacéo de nucleotideos ou primers; inativacédo
da DNA polimerase (Taq possui meia vida de 40 minutos a 95°C); reassociacdo de
fitas simples antes dos primers poderem se anelar ou ser estendidos; excesso de
substrato; competicdo com produtos ndo especificos da amplificacdo; acumulo de
inibidores ndo especificos da amplificacdo; acumulo de inibidores da polimerase,

como pirofosfatos (GAUSE & ADAMOVICZ, 1994).
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Dada a capacidade do PCR de gerar trilndes de copias de DNA a partir de
uma sequéncia template, a contaminacdo da amostra com o produto de um PCR
anterior, DNA ou material celular exdgeno pode criar problemas tanto para pesquisa,
quanto para diagnostico. As precaucdes para diminuir o risco de contaminacao
incluem atencédo aos procedimentos realizados no laboratoério, separacao fisica do
local onde ocorre a preparacéo da reacao do local onde ocorre a analise do produto
do PCR, uso de pipetas precisas, organizacdo das pipetas e uso de ponteiras

protegidas (ERLICH, 1995).

6. RT-PCR

Diversas técnicas estdo disponiveis atualmente para se medir mudancas na
expressao génica. Eles incluem o Northern blot, ensaios com RNase, hibridizacdo in
situ e transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).
Porém, se a quantidade da amostra € muito pequena ou a mensagem € tao rara que
0 uso de outras técnicas ndo é pratico, o RT-PCR quantitativo pode ser usado. No
RT-PCR, o RNA é reversamente transcrito em cDNA e a sequéncia desejada é
amplificada com primers especificos. Menos de 10 copias de RNA sdo necessarias

para esse processo (GAUSE & ADAMOVICZ, 1994)

6.1. Transcriptase reversa

A quantificacdo do RNA comeca com a criacdo de cDNA pela transcriptase
reversa. Existem dois tipos de enzimas RT disponiveis no mercado, AMV e MMLV. A
AMV é derivada do virus da mieloblastose aviaria. A MMLV € derivada do virus da
leucemia de Moroney de murinos. Ambas as enzimas possuem atividade de RNase
H, que € a habilidade de degradar RNA em um hibrido RNA-DNA. Contudo, a AMV
tem uma atividade RNase H maior que a da MMLV. Além disso, a AMV possui

processividade maior que a MMLYV, isto &, elas podem incorporar mais nucleotideos
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por unidade enzimatica por molécula template. A temperatura 6tima para a AMV é

mais alta que a para MMLV (42°C e 37°C, respectivamente) (SHIPLEY, 2006).

6.2. Escolha dos primers

Outro passo essencial para a RT-PCR é a escolha dos primers que darao
inicio a sintese do cDNA. Esses primers tém como funcdo hibridizar com o RNA
molde, para que a transcriptase reversa possa sintetizar o cDNA por sua atividade

de DNA polimerase RNA dependente (ALVARES, 2001).

6.2.1. Tipos de primers

Existem trés tipos de primers que podem ser usados. Os primers oligo d(T)
sdo o tipo de primer mais usados nos experimentos de RT-PCR e permitem a
andalise da expressao de varios genes a partir de uma Unica preparacdo de cDNA.
Os primers oligo d(T) polimerizam com a cauda poli-A presente na extremidade 3’
dos mRNA e produzem uma populacédo de cDNAs que corresponde a populacéo de
MRNA daquele tecido ou célula. Os primers hexanucleicos randémicos se ligam a
todo tipo de DNA presente na amostra, gerando populacbes de cDNA mais
complexas que quando séo utilizados primers oligo d(T). Os primers randémicos sao
preferiveis quando o MRNA especifico € longo e por isso a transcriptase reversa tem
dificuldade em copia-lo. Ja os primers especificos sdo desenhados para hibridizar
especificamente moléculas de mRNA do gene de interesse, aumentando a
especificidade da RT-PCR (ALVARES, 2001).

O maior problema do uso de primers oligo d(T) € que ele limita a transcriptase
reversa a regido proxima a cauda poli-A do mRNA, além disso, nem todos o0s
MRNAs possuem cauda poli-A e alguns possuem sequéncias poli-A no meio do
RNA. O uso de primers randdmicos favorece a transcricdo reversa de RNA
ribossomal e transportador, além do mensageiro, aumentando o risco de
anelamentos erréneos durante o PCR (SHIPLEY, 2006). Os primers especificos tem
a desvantagem de néo permitir a analise da expressdo de genes diferentes a partir

da mesma preparacao de cDNA (ALVARES, 2001).



33

6.3. Tipos de RT-PCR

A segunda etapa da RT-PCR € a reacdo em cadeia da polimerase, na qual as
moléculas de cDNA produzidas pela RT sdo amplificadas exponencialmente,
permitindo que sejam facilmente detectadas (ALVARES, 2001).

A RT-PCR pode ser feita usando a técnica one-step RT-PCR ou two-step RT-
PCR. Na técnica two-step RT-PCR, sao feitas duas reacdes separadas: primeiro, 0
RNA é transcrito reversamente em cDNA, entdo é amplificado utilizando-se
PCR.Esse método é util para detectar multiplos transcritos de um Unico molde de
cDNA, ou para estocar aliquotas de DNA para uso futuro. Ja no one-step RT-PCR, a
reacao ocorre em um unico tubo para a RT e para o PCR (APPLIED BIOSYSTEMS,
2005).
6.4. Deteccédo dos produtos da RT-PCR

A ultima etapa da RT-PCR é a deteccdo dos seus produtos, que pode ser
feita com através da visualizacdo em gel de agarose ou poliacrilamida, seguida de
coloragdo com brometo de etidio. A coloracdo com prata também €& bastante
sensivel e pode ser usada para a deteccao de produtos da RT-PCR (KEVIN et al.,

1993 apud ALVARES, 2001).

7.0. PCR em tempo real

Muitos métodos de andlises quantitativas de acidos nucléicos tém sido
descritos (SOUTHERN, 1975; SHARP et al., 1980; THOMAS, 1980 apud HEID et al.,
1996). Tanto o PCR quanto o RT-PCR tem se mostrado poderosas ferramentas para
analises quantitativas de acidos nucléicos. Isso tornou possivel a realizacdo de
diversos experimentos que ndo seriam possiveis de ser realizados por métodos
tradicionais tais como cultivo celular, isolamento em meio de cultura e provas
bioquimicas. (RAYEYMAEKERS, 1995 apud HEID et al., 1996).

A principal dificuldade em se obter resultados quantitativos pela PCR se deve

ao fato de a quantificacdo ser feita apos o termino da reacdo, depois da fase
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exponencial da PCR. Conforme a PCR progride, os componentes da reagéo tornam-

se limitantes, até que se atinja o plat6 (figura 3) (ALVARES, 2001).
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Figura 3. Grafico representando a amplificagdo de dois genes

Fonte: ALVARES, 2001

A PCR em tempo real é capaz de determinar o ciclo exato em que a
amplificacdo é detectada. Esse ciclo € denominado threshold cycle (C;), ou ciclo
limiar. O C; é determinado na fase exponencial da PCR e é inversamente
proporcional ao nimero de copias da sequéncia alvo. Portanto, quanto maior € a
quantidade de acido nucléico inicial, mais cedo sera observado um aumento na
fluorescéncia e menor sera o C; (BUSTIN, 2005)

Infortunadamente o PCR “real time” e o "Reverse transcriptase” sdo ambos
abreviados como RT-PCR. E necessario conhecer o contexto para saber de que tipo
de PCR estad se falando. Ainda é possivel combinar as duas técnicas. Fazendo

primeiro um reverse transcriptase PCR seguido de um real time PCR (WEAVER,
2008).

7.1. O principio
A deteccdo em tempo real é feita monitorando-se cada amostra, ciclo a ciclo,
até que uma determinada quantidade de produto seja acumulada, permitindo a

deteccéo pelo equipamento (FREEMAN et al., 1999 apud ALVARES, 2001).
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As andlises quantitativas sdo feita com o uso de corantes fluorescentes na
PCR, como o SYBR Green I. Desta forma, na medida em que a reacao progride, a
amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA que se ligam ao corante,
resultando em aumento da fluorescéncia (HIGUCHI et al., 1992, 1993 apud

ALVARES, 2001).

7.2. Método SYBR © Green

As andlises quantitativas sdo feita com o uso de corantes fluorescentes na
PCR, como o SYBR Green |. Desta forma, na medida em que a reacao progride, a
amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA que se ligam ao corante,
resultando em aumento da fluorescéncia (HIGUCHI et al.,, 1992, 1993 apud
ALVARES, 2001). O SYBR® Green | é um corante fluorescente que se liga a
cavidade menor da dupla hélice e fluoresce quando excitado por luz (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2008).

A fluorescéncia € medida com o auxilio de um aparelho especial que é capaz
de excitar as moléculas e detectar a fluorescéncia resultante, produzindo graficos de
amplificacdo. Esse método tem como principal desvantagem o fato que qualquer
molécula dupla fita sera detectada. Assim, produtos inespecificos também geram
sinal (ALVARES, 2001).

Contudo, o SYBR® Green | pode ser usado como ferramenta para se obter
rapidamente informacdes sobre niveis de expressédo de uma variedade de genes em
uma variedade de amostras. Apos obter esse dado preliminar, recomenda-se utilizar
o método TagMan® para resultados quantitativos mais precisos (APPLIED

BIOSYSTEMS, 2008).

7.3. Método TagMan ®

O método TagMan® foi desenvolvido por David Gelfand e Pam Holland e
colaboradores que descreveram a atividade de nuclease 5'—3’ da DNA polimerase e
0 método que eles usaram para controlar essa atividade de maneira a degradar a

sonda colocada no PCR. Sua descoberta foi posteriormente chamada de TagMan®
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em homenagem a um dos primeiros videogames existentes, o PacMan (WILLIAMS,
2009).

O método de TagMan® utiliza uma sonda marcada com uma molécula
fluorescente (fluoréforo) e outra de silenciamento intramolecular (quencher) além do
par primers que se utiizam na PCR comum. A sonda € constituida de uma
sequéncia-alvo que esta entre os dois primers. O fluoréforo e o quencher que ficam
nas extremidades da sonda sé emitem sinal quando sdo separados por meio da
clivagem da sonda pela enzima Taq DNA polimerase durante a reacéo
(MARTINHAGO et al. 2006) .

A PCR em tempo real pelo método TagMan® tem uma série de vantagens
sobre a PCR convencional, incluindo a possibilidade de quantificar a replicacdo com
alta especificidade, através da insercdo de uma sonda com um marcador repérter e
um marcador silenciador (FUJIKAWA et al., 2008).

Nesse método, a hibridizacdo especifica é imprescindivel para que seja
gerada a fluorescéncia, entdo pareamentos inespecificos ndo geram sinal (LEE et al.,

1993 apud ALVARES, 2001).

8.0. Aplicacfes na pesquisa em alimentos

O diagnostico rapido de organismos patogénicos que causam doencas
transmitidas por alimentos é necessario para garantir alimentos seguros. Os
meétodos tradicionais de cultura, isolamento e identificacdo de patdgenos alimentares
em surtos sédo demorados e trabalhosos. Entédo, esforcos tém sido feitos para reduzir
o tempo de identificacdo desses patogenos (FUKUSHIMA et al., 2007).

O PCR em tempo real vem sendo cada vez mais usado para a deteccgéo e
quantificacdo de patdgenos em alimentos (NORTON, 2002 apud RUDI et al., 2005).
Existem dois grandes problemas com o uso de PCR para diagnéstico quantitativo. O
limite de deteccdo é determinado pela quantidade de material que pode ser
amplificado em uma Unica reacdo. Outro problema € a detec¢cdo de DNA de células
mortas (HERMAN, 1997; MCKILLIP et al., 1999; NOGVA et al., 2003 apud RUDI et
al., 2005).
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BLEVE et al. (2003) utilizaram o RT-PCR em tempo real e foram capazes de
quantificar a presenca de bolores e leveduras em iogurtes, leites e sucos
contaminados naturalmente e intencionalmente.

DAUM et al. (2002), durante um surto de gastrenterite, em Kerr County, Texas,
suspeito de ter sido causado por alimentos, conseguiu isolar Salmonella enterica
tanto pelos métodos de cultivo tradicionais quanto utilizando a PCR em tempo real
em uma amostra de frango.

FRICKER et al. (2007), investigaram dois surtos de doencas transmitidas por
alimentos com episodios de émese, que ocorreram no sul da Alemanha. Um deles
envolvia 23 criangas que vomitaram ap0s comer uma refeicdo a base de arroz em
uma creche. O outro surto envolvia uma pessoa apenas, que havia consumido um
couve-flor. Através da técnica de PCR em tempo real, eles conseguiram constatar
que o agente etiologico de ambos os casos era uma cepa emética de Bacillus
cereus.

MACIEL et al. (2011) fizeram um estudo comparativo entre meétodos
tradicionais de cultura e isolamento de Salmonella enterica sorotipo enteretidis com
PCR em tempo real. Nesse estudo, constataram que 45 das 243 amostras
provenientes de animais assintomaticos, apresentaram resultado positivo no PCR
em tempo real, enquanto que nos métodos tradicionais de cultura e isolamento
apresentaram resultado negativo.

Tendo isso em vista, € necessario esclarecer que ceélulas mortas também
podem ser detectadas pelo PCR em tempo real. Desta maneira, € obtido um
resultado positivo na PCR em tempo real, enquanto que em métodos tradicionais de
cultura e isolamento se observa um resultado negativo.

NAKAJIMA et al. (2009) utilizou a PCR em tempo real para quantificar a
presenca dos genes de resisténcia a heomicina e puromicina, comumente usados
como marcadores em animais geneticamente modificados, com o0 objetivo de

estabelecer um método de identificacdo de produtos derivados destes animais.
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LEBLANC-MARIDOR et al. (2011) utilizando o método TagMan® foram
capazes de desenvolver uma técnica capaz de identificar Campylobacter coli e

Campylobacter jejuni em amostras de fezes suinas, ra¢do e do ambiente.
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Consideracdes finais

Foi observado através dessa revisdo bibliografica que a PCR tem sido uma
boa ferramenta para a otimizacdo de analises microbiolégicas em alimentos,
apresentando resultados rapidos e confiaveis, a partir do momento que o protocolo,
bem como a padronizacao para a realizacdo da quantificagéo, para o microrganismo
em questao sao estabelecidos.

A RT-PCR, por se utilizar da transcriptase reversa para se obter cDNA a patrtir
de RNA para entdo se prosseguir com a PCR, é ideal para se medir a expressao
génica tanto em eucariotos quanto em procariotos. Apesar de nédo ser
costumeiramente aplicado no diagnostico de patdégenos alimentares, pode ser usado
na deteccao de virus de RNA, como o virus da hepatite E.

A PCR em tempo real é capaz de quantificar a amplificacdo do material
genético na medida em que a reagao ocorre, sendo possivel avaliar os resultados da
amplificacdo sem que seja necessario manejo pos-PCR. Deste modo, € possivel
obter resultados ndo apenas quanto a presenca de microrganismos, mas tambéem
sobre sua quantidade.

O mais importante é que todas essas técnicas sado capazes de oferecer
resultados de maneira mais rapida que os métodos de cultivo de microrganismos
tradicionais. Essa caracteristica garante que este método gera informagcdo de
maneira mais rapida para os agentes de saude publica, tornando mais eficiente sua
intervencao no caso de surtos de doencgas transmitidas por alimentos.

A eficiéncia com que podem ser feitas as analises também enfatizam o
carater preventivo da inspecdo de alimentos. De tal forma que os alimentos que
forem condenados com impréprios para consumo podem ser rapidamente retirados

do mercado, garantindo alimentos mais seguros para a populacao.
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