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BIOLOGIA MOLECULAR

Consideracgdes Iniciais

A biologia molecular envolve a realizacdo de varias técnicas no intuito de compreender os
mecanismos moleculares das funcdes bioldgicas. E uma disciplina intimamente relacionada a genética, uma
vez que a maioria das técnicas de biologia molecular busca compreender os mecanismos moleculares por
tras dos mecanismos genéticos, principalmente a composicdo, estrutura e funcionamento das moléculas de
DNA, RNA e proteinas.

Nesta aula iremos estudar as principais técnicas de biologia molecular que sdo cobradas em provas
de concurso.

Preparados? Entdo vamos comecar.

Boa aula!
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1 - Extracao e purificacao do DNA

Como muitas das técnicas de biologia molecular analisam o DNA, a primeira etapa que temos que
realizar ao obter uma amostra bioldgica é extrair o material genético presente nesta amostra e purifica-lo.
Hoje em dia, a maioria dos laboratérios utiliza kits comerciais para realizacdo da extra¢ao e purificagao,
porém é possivel realizar estes procedimentos com ingredientes simples, como detergente, sal de cozinha
e etanol (apesar de o rendimento e a qualidade da amostra serem inferiores).

As trés etapas basicas da extracao de DNA sdo 1) lise, 2) precipitacao e 3) purificacao.
12 etapa: Lise

Nesta etapa, as membranas celulares sao lisadas (rompidas) para liberar o DNA. Existem duas
maneiras de fazer isso, por agdo mecanica (agitacdo, macera¢do, sonicagao) ou quimica (detergentes e
enzimas).

22 etapa: Precipitacao

Ao final da etapa de lise, o DNA se encontra livre, porém esta misturado com detritos celulares. A
precipitacdo separa o DNA desses detritos. Primeiro, os ions sddio (Na*) neutralizam as cargas negativas
nas moléculas de DNA, o que as torna mais estaveis e menos solUveis em agua. Em seguida, é adicionado
alcool (etanol ou isopropanol), que faz com que o DNA precipite na solu¢do aquosa, porque nao é soluvel
em alcool.

32 etapa: Purificacao
Depois que o DNA foi separado da fase aquosa, ele pode ser lavado com alcool para remover

materiais indesejados e detritos celulares restantes. Nesse ponto, o DNA purificado é geralmente
redissolvido (eluido) em dgua para facilitar o manuseio e 0 armazenamento.

2 - Enzimas de restricao

As enzimas de restricao sdo endonucleases capazes reconhecer e clivar (cortar) o DNA fita dupla
em pontos especificos para formar fragmentos menores. Os sitios de reconhecimento das enzimas de
restricao sao palindromos (ambas as fitas tém a mesma sequéncia em orientacao antiparalela). Diferentes
enzimas reconhecem diferentes sitios palindrémicos, que podem variar de tamanho (geralmente de 4 a 8
bases).

Ha dois tipos de clivagem: extremidades cegas ou "blunt ends" (os dois cortes ocorrem no eixo de
simetria da sequéncia especifica) e extremidades coesivas ou "sticky ends" (os cortes sao feitos
simetricamente, porém fora do eixo de simetria).
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Sticky ends: EcoRl Blunt ends: EcoRV
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Legenda: Sitios de restricdo com extremidades coesivas (sticky ends) e extremidades cegas (blunt ends).
Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Type-of-DNA-ends-generated-by-restriction-enzymes-Representative-
examples-of-restriction_figi_315873372.

Esta técnica é empregada como forma de preparagdo da amostra de DNA para outros
procedimentos analiticos, como a hibridizacao e a reacao em cadeia da polimerase (PCR) RFLP.

ORA DE

PRAﬂCAR'

(Quadrlx SEDF - 2018) No que concerne as técnicas de engenharia genética, julgue o item que se
segue :

O DNA extraido pode ser manipulado por enzimas de restricao, que tém a funcao de ligar pedagos de
DNA de organismos diferentes. :

5 Certo
Errado
Comentarlos

As enzimas de restricdo tém a funcdo de clivar (cortar) a molécula de DNA, ndo de ligar fragmentos. A
en2|ma que liga fragmentos de DNA é a DNA ligase.

Gabarlto Errado.
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3 - Hibridizagao

A técnica de hibridizacdo consiste no pareamento de segmentos homadlogos (complementares)
marcados no material genético pesquisado.

As diferentes técnicas de hibridizagdo seqguem os mesmos procedimentos basicos. Primeiro o
material genético (DNA, RNA ou proteina) é extraido da amostra e purificado. Em seguida ele é digerido
por enzimas de restricdo e realiza-se uma eletroforese do material resultante. A seguir o material é
transferido para uma membrana de nitrocelulose ou nylon e por fim realiza-se a hibridizacao com sondas
marcadas com quimioluminescéncia ou com material radioativo.

Moléculas
menores irao
migrar mais
facilmente no gel
(mais para baixo)

i

11

I B

Il
|

Pl

DA {s‘ ,§

Eletroforese
Extragao

ey o>

Transferéncia para membrana Incubagdo com sondas marcadas

A L A

Detecgéo e analise

Legenda: Eletroforese em gel, transferéncia, incubagdo e detecgdo.
Fonte: https://www.labmanager.com/insights/southern-vs-northern-vs-western-blotting-techniques-8s4

Veremos nos proximos topicos diferentes aplicagdes da técnica de hibridizagao.

3.1 - Southern blot

O southern blot é usado para identificar regides no DNA através de sondas com homologia a
sequéncia alvo de acido nucleico em estudo. Nesta técnica, inicialmente o DNA gendmico é digerido por
enzimas de restri¢cdo. Os fragmentos sdo separados por eletroforese e depois o DNA é desnaturado e
transferido para uma membrana de nylon. Por fim, o DNA é hibridizado com sondas de acidos nucleicos
marcadas por fluorescéncia, quimioluminescéncia ou radioatividade.
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3.2 - Northern blot

O northern blot é usado para analisar o RNA de um organismo. Esta técnica é aplicada na
identificacao da expressao de determinados genes em diferentes tecidos ou células e para checar se toda a
sequéncia de um cDNA foi clonada comparando com o tamanho do RNAm.

3.3 - Western blot

O western blot é capaz de detectar pequenas quantidades de uma proteina especifica em uma
mistura complexa de proteinas. Esta técnica utiliza como sonda anticorpos policlonais ou monoclonais
para detectar antigenos especificos. Ou seja, o western blot se baseia na especificidade da ligagao entre
antigeno e anticorpo para identificacao e quantificagdo de moléculas.

A técnica de western blot foi explicada mais detalhadamente na aula de imunologia.

*

Western blot no diagnoéstico do HIV

O diagndstico do HIV se inicia pela realizacdo de um teste de ELISA, que é um teste de
triagem com alta sensibilidade. Caso o resultado do ELISA seja positivo para HIV, realiza-
se a confirmacao do diagnostico pela técnica de Western blot, que é mais especifica.

Um resultado positivo para HIV por Western blot ird detectar as seguintes proteinas: gp
160, gp120, gp 41 € p24.

HORA DE

PRATICAR!

: (IADES - Fundagdo Hemocentro de Brasilia - DF - 2017) Assinale a alternativa que apresenta uma
: amostra positiva para HIV-1, segundo os critérios para interpretacdo dos resultados de Western-blot.

A) gp 160, p31 e p66.
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B) gp 41 e p31.

: C)ps5 e p24.

: D) gp 160, gp120, gp 41 € P24.

E) gp 180, gp 120, gp51, p55 € p31.

Comentarios:

| Um resultado positivo para HIV por Western blot ira detectar as sequintes proteinas: gp 160, gp120, gp 41 €
: p24.

Gabarito: letra D.

3.4 - Hibridizacao in situ

A hibridizagao in situ é um tipo de hibridagdo na qual uma sonda de acidos nucleicos marcada é
utilizada para localizar uma sequéncia especifica de DNA ou RNA em uma amostra de tecido, ou em
cromossomos (no caso do DNA).

A sonda utilizada deve ser complementar a sequéncia alvo. Dentre os marcadores utilizados nesta
técnica, pode-se citar: radioisdtopo 35 do enxofre, digoxigenina e radioisdtopo 33 do fosforo. A hibridizagao
in situ difere da imunohistoquimica, que é utilizada para localizar proteinas em secoes de tecido.
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/// (i:l\ / Preparagdo da lamina

/> da amostra

Legenda: Principais etapas da hibridizagdo fluorescente in situ.
Fonte: Neves; Guedes, 2012. Hibridizagdo in situ fluorescente: principios bdsicos e perspectivas para o diagndstico de
doengas infecciosas em medicina veterindria.

3.5-FISH

A técnica de FISH (do inglés fluorescence in situ hybridization) é uma variacdo da técnica de
hibridizacao in situ que utiliza sondas de DNA ou RNA marcadas com fluorescéncia complementares a
sequéncias presentes em células e tecidos. E comumente chamada de citogenética molecular, pois € muito
usada para detectar e localizar sequéncias especificas de DNA (ou a auséncia delas) em cromossomos, mas
também pode ser usada para detec¢do de RNA em células ou tecidos.

3.6 - Hibridizagcao por microarray

Um microarray (ou microarranjo) € uma ferramenta usada para detectar a expressao de milhares
de genes ao mesmo tempo. Microarrays de DNA sdo como [aminas de microscopio impressas com milhares
9
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de pequenos pontos em posi¢des definidas, cada um contendo uma sequéncia de DNA conhecida. Essas
|aminas também sdo chamadas de chips genéticos ou chips de DNA. As moléculas de DNA ligadas a cada
|lamina atuam como sondas para detectar a expressao génica, também conhecida como transcriptoma.

Para realizar uma analise de microarray, as moléculas de mRNA sdo geralmente obtidas de uma
amostra teste e de uma amostra controle. Por exemplo, a amostra controle pode ser coletada de um
individuo saudavel e a amostra teste pode ser coletada de um individuo com uma doenca, como o cancer.

As duas amostras de mRNA sao entdo convertidas em DNA complementar (cDNA) e cada amostra
é marcada com uma sonda fluorescente de cor diferente. Por exemplo, a amostra teste de cDNA pode ser
marcada com um corante fluorescente vermelho, enquanto que o cDNA controle pode ser marcado com
um corante fluorescente verde.

As duas amostras sao entao misturadas e deixadas para se ligar com a lamina de microarray. O
processo no qual as moléculas de cDNA se ligam as sondas de DNA na lamina é chamado hibridizacao. Apos
a hibridizagdo, o microarray é escaneado para medir a expressao de cada gene impresso na lamina. Se a
expressao de um gene em particular for maior na amostra teste do que na amostra controle, o ponto
correspondente no microarray aparecera vermelho. Por outro lado, se a expressao na amostra teste for
menor que na amostra controle, o ponto aparecera em verde. Porém, se houver expressao igual nas duas
amostras, o ponto aparecera amarelo.

Os dados coletados através de microarrays podem ser usados para criar perfis de expressao génica,
que mostram alteragdes simultaneas na expressao de muitos genes em resposta a uma condigdo ou
tratamento especifico.

Célula @ Amostra @ Célula
normal de células 3 cancerosa
/Néo significativo: \
C.;)(Aé) - C It (/.,)(él‘ -
— O o % = O B @ ,
® ultura ® " @ Ausente nas células
de células
‘ ‘ () Presente em ambas as
células
mRNA Isolamento mRNA Significativo:
' de RNA ‘ '
‘ Apenas em células normais
CDNA Transcri¢do reversa D . Apenas em células doentes
AN ANNNS - AN AN
AN AN € marcagao AN NN
Sondas fluorescentes verdes Sondas fluorescentes vermelhas

Hibridizar sondas de

@ @ @ @ Escanear
cDNA as sequéncias @ @ @ —_—
é >

de oligonucleotideos
no microarray

Legenda: Técnica de microarray genémico.
Fonte: Figura adaptada de https://microbenotes.com/dna-microarray/.
10
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HORA DE

PRATICAR!

: (CESPE - INCA - 2010) Considerando as técnicas de biologia molecular aplicadas a métodos de :
: diagnostico, julgue o proximo item. :

O uso da técnica de microarranjos de DNA permite detectar diferentes niveis de fosforilagdo de uma
: determinada proteina. :

Certo
Errado
Comentarios:

: Um microarray (microarranjo) € uma ferramenta usada para detectar a expressao de milhares de genes ao
: mesmo tempo. Ela ndo detecta niveis de fosforilacao. :

Gabarito: Errado.

4 - Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica usada para aumentar exponencialmente o
numero de copias do DNA de uma amostra (a partir de uma pequena amostra pode-se chegar a milhdes
ou bilhdes de copias). Esta técnica é realizada em um aparelho chamado termociclador, que, como o nome
sugere, promove altera¢6es da temperatura em ciclos pré-definidos.

Para se realizar a técnica de PCR, os seguintes elementos sdo necessarios:

e Umaamostra de DNA que contenha a regido alvo a ser amplificada;

e DNA polimerase termoestavel: enzima responsavel pela polimerizacao de novas fitas de
DNA e que seja capaz de suportar altas temperaturas;

e Um par de primers ou iniciadores (foward e reverse): responsaveis pela especificidade da
reacao, devem ser complementares as extremidades 3' da regido alvo de cada uma das fitas
de DNA;

e dNTPs (desoxirribonucleotideos): nucleotideos que a DNA polimerase ira utilizar para
sintetizar as novas fitas de DNA;

e Solucao tampao: mantém as condi¢cbes do ambiente favoraveis para a reacao;

e (Cations bivalentes: geralmente magnésio e manganés.

11
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A PCR pode ser dividida em 3 etapas:

e Desnaturacao (94 a 96° C): nesta etapa ocorre a separagao da dupla hélice.

e Anelamento (55 a 70°C): os primers (ou iniciadores) se ligam ao DNA alvo por
complementariedade de bases.

e Extensao (72°C): a enzima Taq DNA polimerase sintetiza novas fitas de DNA.

Essas etapas se repetem varias vezes (20 a 40) de forma ciclica, e ao final do processo é possivel
obter milhoes ou bilhdes de copias da sequéncia alvo. Todo o processo é concluido em algumas horas, sendo
uma técnica relativamente rapida.

A PCR é empregada em analises genéticas voltadas para o diagnostico de doencgas genéticas,
identificacdo de individuos (identificacdo criminal ou teste de paternidade), detec¢do de acidos nucleicos
de patogenos associados a doencas infecciosas, ou ainda na amplificagdo de material genético para ser
utilizado em uma técnica que exija uma maior quantidade deste material.

# ienp.,p ror

Amostras de sangue destinadas a PCR devem ser coletadas em tubos contendo o
anticoagulante EDTA.

Uma desvantagem da técnica de PCR é que, por ser muito sensivel, caso haja
contaminacao com DNA que ndo seja da amostra, ele também pode ser amplificado,
levando a resultados falsos-positivos.

Por este motivo, a adi¢do de todos os reagentes e da amostra deve ser feita em uma "area
livre de DNA". Os amplicons (produtos finais da reacao de PCR) ndo devem retornar as
areas do laboratorio onde as etapas anteriores foram realizadas.

Uma outra medida para prevenir a contaminagdo da amostra € a utilizacao de ponteiras
com barreira para pipetar as amostras e reagentes.

HORA DE

PRATICAR!

12
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(CESPE - INCA - 2010) No que se refere aos aspectos relacionados aos grupos de blomoleculas
: ! abordados em analises clinicas , julgue o item subsequente.

i A formacgao de novos acidos nucleicos, em processos como a técnica de PCR, envolve a formacao de
i novas ligacoes fosfodiéster.

Certo
Errado
Comentarios:

P As ligagbes fosfodiéster sao as que ligam um nucleotideo a outro. Como a PCR envolve a sintese de novas
: fitas de DNA, sdo formadas novas ligagdes fosfodiéster.

Gaba rito: Certo.

4.1 - PCR convencional
A PCR convencional foi a primeira técnica de PCR a ser desenvolvida, servindo de base para todas as

outras que a sucederam. Uma importante caracteristica da técnica de PCR convencional é que ela é
qualitativa.

Reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR)

DNA a ser 1
replicado » . " & m
» /. ||lim ¥ — lll--ﬁ&ll
5 3 m
“ Errrn 3 5 m
5' » /' kil
T

!
/NN /N

» i 3|luwul - -
" ¢ ‘| » * O\ ITHIII R 1 HHHH
| Primer ¥ 5 - d

/ N\ eee/ N\

Nucleotideo

E

@ Desnaturagdo: 94 a 96°C
© Anelamento: ~68°C
© Extensdo: 72°C

Legenda: Desenho esquematico do ciclo de PCR.
Fonte: Figura adaptada de
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A30_em_cadeia_da_polimerase#/media/Ficheiro:Polymerase_chain_reaction.svg
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4.2 - PCR em tempo real (quantitativa)

A PCR quantitativa (qPCR), que também é chamada de PCR em tempo real, é uma extensao da
técnica original (PCR convencional). O objetivo da gPCR é medir exatamente quanto do DNA esta sendo
produzido ao longo do tempo. Isso permite determinar a quantidade exata de DNA em uma amostra.

A gPCR funciona de maneira semelhante a PCR convencional, no entanto, para rastrear a quantidade
de DNA produzido, deve-se adicionar algum tipo de sonda a mistura antes que a reagao ocorra. Essas
sondas, também chamadas de oligonucleotideos, sdo marcadas com uma molécula fluorescente que é
liberada da sonda quando a fita de DNA é totalmente copiada.

Amedida que milhdes de fitas de DNA sdo sintetizadas, essas moléculas comecam a emitir uma forte
resposta fluorescente, que pode ser capturada diretamente por uma camera optica na maquina qPCR. A
amplitude dessa resposta pode entdo ser plotada em um grafico, onde a fluorescéncia é diretamente
proporcional a concentracao de DNA amplificado.

HORA DE

PRATICAR!

: (CESPE - HEMOBRAS - 2008) Considerando os métodos soroldgicos atualmente empregados no
diagndstico de doencas transmitidas pelo sangue, julgue os itens que se seguem. :

Os testes para deteccao do HIV podem ser realizados com o uso da técnica de PCR em tempo real, a
qual detecta a presenca de anticorpos contra o virus. :

Certo
Errado
Comentarios:

Atécnica de PCR em tempo real pode ser usada para detec¢ao do virus HIV, mas ela ndo detecta anticorpos,
e sim o material genético do virus. :

Gabarito: Errado.

4.3 - PCR nested

A PCR nested (que em portugués significa "aninhada") é outra varia¢do da técnica de PCR, que visa
reduzir os erros que sao cometidos durante a amplificacdo do DNA. Alguns primers usados na PCR

14

a FioCruz - Tecnologista em Saude Publica (Perfil Tecnologias aplicadas a Pesquisa em Salde e Processos Biotecnoldgicc
www.estrategiaconcursos.com.br




Ana Cristina dos Santos Lopes
Aula 00

convencional tendem a se ligar a sitios ndo especificos do DNA, o que dilui a quantidade de DNA utilizavel
na amostra.

Para resolver esse problema, a PCR nested utiliza dois pares de primers. O primeiro par visa
amplificar um fragmento de DNA mais longo do que o necessario e ¢ direcionado para fora da regido de
DNA alvo. O segundo par é entdo ligado, ou "aninhado" dentro da regido de DNA alvo, e apenas transcreve
a area de interesse do primeiro produto de PCR. O uso de pares duplos reduz bastante a probabilidade de
que qualquer produto inespecifico seja amplificado, basicamente servindo como uma espécie de
"verificagao dupla" para o processo.

4.4 — PCR multiplex

Uma terceira variagao da técnica de PCR é conhecida como PCR multiplex, e é uma alternativa para
amplificar varias sequéncias de DNA diferentes na mesma amostra, o que seria muito demorado e
dispendioso para ser concluido com varias PCR convencionais.

Resumidamente, a técnica é realizada usando-se varios primers ao mesmo tempo. No entanto,
deve-se tomar cuidado para garantir que haja sobreposicdo minima entre as especificidades dos primers,
pois a ligagao inespecifica pode significar o insucesso do processo.

# ieqbo Pfof

SeptiFast

O SeptiFast é uma técnica de PCR multiplex que permite a deteccdo de 25 patogenos
comuns do sangue, possuindo a vantagem de ser uma técnica consideravelmente mais
rapida que uma hemocultura convencional. Por este motivo, € um método empregado
para diagndstico de infec¢des da corrente sanguinea.

4.5 - PCR com transcrigao reversa

A PCR com transcricao reversa (RT-PCR, do inglés reverse transcription PCR) comega com uma
amostra de RNA e realiza um processo inverso a transcricdao, produzindo uma molécula de DNA
complementar (cDNA) através do uso de uma enzima conhecida como transcriptase reversa. Esse cDNA
pode entdo ser amplificado por uma metodologia semelhante ao processo de PCR convencional.
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A RT-PCR é amplamente utilizada no diagndstico de doencas virais, pois alguns virus (como o HIV)
possuem RNA como material genético.

Asigla RT-PCR é muitas vezes confundida com PCR em tempo real (real time PCR), mas o uso correto
desta sigla é como abreviacdo da técnica de PCR com transcri¢do reversa.

4.6 - PCR RFLP

A PCR RFLP (do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) é uma técnica que utiliza enzimas
de restricao para clivar sitios especificos no DNA alvo (apds amplificacdo por PCR) e assim detectar a
presenca de polimorfismos nos fragmentos com diferentes comprimentos. A PCR RFLP é geralmente
sequida pela técnica de eletroforese, que permite visualizar e analisar os fragmentos de tamanhos
diferentes.

5 - Eletroforese

A eletroforese é um método de separacao de moléculas por um campo elétrico através de uma
matriz (gel de agarose ou poliacrilamida). Esta técnica pode ser usada para separar proteinas e acidos
nucleicos (DNA ou RNA), de acordo com sua carga e peso molecular.

Uma eletroforese de DNA é comumente realizada ap6s uma PCR, para visualizar o material genético
amplificado em forma de "bandas". Fragmentos de DNA mais curtos migram mais rapidamente, enquanto
os fragmentos mais longos permanecem mais proximos a origem do gel, resultando em separagdao com
base notamanho. Dessa forma, além de poder detectar a presenca ou auséncia do DNA, também é possivel
determinar o tamanho do fragmento, ao utilizar um padrdo de peso molecular.

I
-
_—
el
e
—
——

Legenda: Eletroforese de DNA.
Fonte: https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/nucleic-acid-gel-
electrophoresis/dna-electrophoresis.html
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6 - Teste de Paternidade

O exame genético para determinacao da paternidade é um teste extremamente confiavel,
atingindo 99,9% de acuracia nos seus resultados, e que permite excluir ou confirmar com alta precisao a
paternidade bioldgica de alguém pela analise comparativa do DNA do filho com o do suposto pai.

No genoma humano existem regides do DNA que sdao compostas por sequéncias repetitivas
altamente polimorficas, ou seja, sequéncias que sdao muito variaveis entre individuos diferentes, sendo
assim altamente improvavel que duas pessoas que ndo possuam parentesco apresentem o mesmo genotipo
nessas regides. O exame de paternidade se baseia na analise de diversas regides polimorficas repetitivas
espelhadas pelo genoma a fim de determinar a compatibilidade dos alelos entre o filho e o suposto pai.
Sabendo-se que todos os individuos herdam 50% do DNA da mae e 50% do DNA do pai, os alelos que ndo
forem maternos sao necessariamente paternos. Assim, quando ha compatibilidade de alelos, pode-se
afirmar com pelo menos 99,9999% de certeza que existe uma relacao de paternidade e, da mesma forma,
quando os alelos ndo sdo compativeis, pode-se excluir a paternidade com o mesmo nivel de certeza.

O método de biologia molecular utilizado para os testes de paternidade é a PCR, que permite
amplificar os fragmentos a serem analisados. Ao final da técnica, as amostras sao aplicadas em um gel para
eletroforese e a analise é realizada através da comparacao das bandas. Como veremos no exemplo a
seqguir.

A figura abaixo mostra um resultado no gel de eletroforese. A posicao das bandas é correspondente
ao tamanho da sequéncia de DNA analisada. Como as sequéncias avaliadas sdo repetitivas, a variabilidade
esta no tamanho das repeticoes. Assim, os alelos sdo compativeis se estiverem na mesma “altura” no gel,
ou seja, se apresentarem o mesmo tamanho.

Alélica Mie Filho NP&m Alélica

e

Alelo d: lllo.nlh
LT =
Alelo d: filho l::: :
—_— T LT
LR “—-

. ol W«

o *‘

Fonte: https://www.citocamp.com.br/paternidade/pcr.html
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Sabemos que um dos alelos do filho é de origem materna e o outro é de origem paterna. Na figura
acima podemos ver que a segunda coluna mostra os alelos maternos, a terceira coluna os alelos do filho
e a quarta coluna os alelos do suposto pai. A banda superior do filho (o primeiro alelo) é compativel com a
banda superior da mae, ou seja, estdo na mesma altura no gel, ou em outras palavras, os fragmentos de
DNA apresentam o mesmo tamanho. Assim, se sabemos que a primeira banda do filho veio da mae, a
segunda banda, a mais inferior tem que ser igual a um dos alelos do pai. Na figura, podemos observar que a
banda mais inferior (o segundo alelo) do filho combina com a banda mais superior do suposto pai,
portanto, podemos afirmar a paternidade.

Vamos ver abaixo um outro exemplo:

Fonte: http://sites.ffclrp.usp.br/laife/teia/Arquivos/Apostilas/10%20-%2008-10-05/Turma%2ol/Paternidade/Apostila%2o0-
%:20Paternidade.pdf

A figura acima mostra um outro exemplo de teste de paternidade, mas dessa vez temos dois
supostos pais representados nas colunas P1 e P2. Comegamos a analise, entdo, vendo qual dos alelos do
filho veio da mae. Ao observarmos o gel, fica facil afirmar que a banda superior do filho é compativel com a
banda superior da mae, portanto, a banda inferior (o segundo alelo) tem que ser obrigatoriamente
compativel com um alelo paterno. Dentre os dois supostos pais, vemos que apenas o P1 apresenta uma
banda na mesma altura que a banda inferior do filho e, portanto, ele é o pai biolégico. E importante
observar que o P2, também apresenta uma banda na mesma altura que a do filho, sé que ja sabemos que
esse alelo especifico foi herdado da mae, portanto, P2 nao € o pai biolégico e temos um caso de exclusao
da paternidade.

Além da anélise em gel, atualmente a PCR em tempo real permite a analise com marcadores de
fluorescéncia. Nesse método, a intensidade do sinal corresponde a quantidade de material amplificado.
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Os testes de paternidade podem ser realizados ainda no pré-natal, através da coleta de materiais
que tenham DNA do feto, como liquido amnioético ou vilo corial. As amostras de vilo podem ser coletadas
a partir da 102 semana de gesta¢do através de uma aspiracdo de células da placenta. Ja a coleta de liquido
amniotico pode ser feita a partir da 142 semana de gravidez.

7 - NASBA/TMA

A amplificacao baseada na transcri¢ao inclui amplificacao mediada pela transcricao (transcription-
mediated amplification - TMA) e amplificacdao baseada na sequéncia de acido nucleico (nucleic acid
sequence-based amplification - NASBA). Ambas sdo reacoes de amplificacao isotérmica que mimetizam a
replicacgdo do RNA retroviral. Ambos sdo especificos para sequéncias de RNA alvo e tém ganhado
popularidade porque demonstraram ter uma ampla gama de aplicacdes para detec¢do de patdégenos em
amostras clinicas, ambientais e de alimentos.

Como alternativa a RT-PCR para amplificagdo de RNA, NASBA e TMA tém a vantagem de nao exigir
ciclos de variacao de temperatura. Essas duas técnicas usam a funcao de uma RNA polimerase para
sintetizar RNA a partir de um promotor desenvolvido na regido do primer, e uma transcriptase reversa,
para produzir DNA a partir dos moldes de RNA.

Na TMA, a prodpria transcriptase reversa degrada o molde de RNA inicial a medida que sintetiza seu
DNA complementar (cDNA). Na NASBA, esta tecnologia de amplificagdo de RNA conta ainda com a uma
terceira atividade enzimatica, RNase H, para remover o RNA do cDNA sem a etapa de desnaturagao por
calor. Durante a reagao, o primer foward hibridiza com qualquer RNA alvo presente na amostra. As enzimas
transcriptase reversa e RNase H, juntamente com o primer reverse, entao, produzem um DNA de fita dupla
(double-stranded DNA - dsDNA) com a sequéncia alvo e um promotor T7 (uma sequéncia promotora que
pode ser reconhecida pela RNA polimerase T7). A RNA polimerase T7 dependente de DNA usa este dsDNA
para produzir muitas fitas de RNA complementares ao RNA alvo original. Apds esta fase inicial da NASBA,
cada RNA recém-sintetizado pode ser copiado em uma fase ciclica, resultando em uma amplificagdo
exponencial do RNA complementar ao alvo. Assim, a etapa de termociclagem é eliminada, gerando um
método de amplificacdo isotérmica denominado "replicacdo de sequéncia autossustentada". Os
produtos finais de NASBA e TMA podem ser detectados usando eletroforese em gel, sondas fluorescentes
e ensaio colorimétrico.
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Legenda: Mecanismo de amplificagéo baseada na sequéncia de dcido nucleico (NASBA).
Fonte: SHEN, Chang-Hui. Diagnostic molecular biology. Academic Press, 2019.

8 - bDNA

O ensaio de "DNA ramificado" (branched DNA - bDNA) fornece uma ferramenta Unica e poderosa
para quantificacdo confidvel de moléculas de acido nucleico. Esta técnica difere dos métodos de
amplificacdo de alvo, como a PCR, porque o ensaio de bDNA mede diretamente as moléculas de acido
nucleico em niveis fisiologicos, aumentando o sinal de uma "molécula reporter", em vez de replicar as

sequéncias alvo como forma de deteccdo, e, portanto, evita os erros inerentes a extracdo e amplificagdo de
sequéncias alvo.
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O ensaio de bDNA emprega amplificacao de sinal linear usando sondas de oligonucleotideos
sintéticos e moléculas de bDNA, e pode medir com acuracia e precisdo entre aproximadamente 5oo e
10.000.000 de moléculas.

O ensaio de bDNA usa um formato de microplaca de 96 pogos e é baseado em uma série de reagdes
de hibridizacao especificas e detec¢dao quimioluminescente de sondas hibridizadas. Ligadas a superficie
de cada micropogo estao "sondas de captura” que contém uma sequéncia de nucleotideos especifica. Estas
sondas de captura se ligam a um subconjunto de "sondas alvo" que sdo ligadas a sequéncias de nucleotideos
especificas na molécula de acido nucleico alvo. Esta série de hibridizacdes ancora a molécula de acido
nucleico alvo a superficie do micropogo. A detecgdo do acido nucleico alvo e a amplificagdo do sinal sao
realizadas por meio de outra série de hibridizacoes.

Um segundo subconjunto de sondas alvo liga a molécula de acido nucleico alvo a moléculas
amplificadoras de bDNA. A adicdo de moléculas de pré-amplificador fornece um aprimoramento
adicional, e uma amplificacdo de sinal ainda maior pode ser obtida. Cada molécula amplificadora de bDNA
é projetada para conter 15 bracos, cada um dos quais contém trés sitios de ligagdo para "sondas de
marcacao" conjugadas com fosfatase alcalina. Um sinal quimioluminescente é gerado apos a introdugao
de um substrato de dioxetano que é ativado pela fosfatase alcalina. Este sinal pode ser quantificado pela
contagem do numero de fétons emitidos em um luminémetro. O ensaio de bDNA é inerentemente

quantitativo, uma vez que o numero de fotons emitidos esta diretamente relacionado a quantidade de
acido nucleico alvo na amostra.

9 - Teste de acido nucleico (NAT)

O teste de acido nucleico (NAT) é um sistema capaz detectar a presenca de microrganismos (como
o virus da imunodeficiéncia humana - HIV - e o virus da hepatite C - HCV) em amostras de sangue e
hemoderivados, permitindo a detec¢ao precoce de infecgdes em doadores e conferindo maior seguranca
aos procedimentos hemoterapicos.

O sistema NAT apresenta maior sensibilidade diagndstica em comparacao aos testes soroldgicos,
porque detecta material genético em vez de antigenos ou anticorpos. A deteccao de material genético,
realizada principalmente por PCR em tempo real, permite a deteccao precoce na infeccao, uma vez que o
surgimento de anticorpos requer tempo para que o doador desenvolva uma resposta imune, e a detecgao
de antigenos requer tempo para que um nivel mais alto dos organismos seja detectavel na corrente
sanguinea.

Esta tecnologia detecta quantidades muito pequenas de material genético, copiando-o varias vezes,
resultando na amplificacao do material alvo. Por exemplo, o NAT pode detectar os RNAs de HIV-1 e HCV
em pools de amostras obtidas de varios doadores simultaneamente. Também é possivel testar amostras
de doadores individuais. Se a testagem de um pool for positiva para qualquer um dos virus, as amostras
incluidas deste pool devem ser testadas individualmente para identificar qual(is) esta(do) infectada(s) e
evitar a contaminacao dos receptores.
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Arealizagdo do teste NAT envolve as seguintes etapas:

1. Preparagao das amostras de sangue e pooling;
2. Extracdo do acido nucleico viral e sua purificagao ou captura;
3. Amplificagdo do RNA ou do DNA alvo e detec¢ao do produto amplificado.

&

ESCLARECENDO!

Quais a vantagem do NAT sobre os testes sorologicos?

Os doadores de sangue e hemoderivados sdao submetidos a testes soroldgicos (para
deteccao de antigenos e/ou anticorpos) rotineiramente, visando a triagem de infec¢oes
como as causadas pelo HCV e HIV. No entanto, existe um periodo chamado de janela
imunologica, durante o qual um doador pode ja estar infectado, mas ainda assim
apresentar resultados negativos nesses testes de triagem.

Isso acontece porque demora um tempo até que o sistema imunoldgico humano comece
sua reagdo contra um patdgeno invasor. Durante esse periodo, um microrganismo pode
estar se espalhando no sangue sem ser detectavel pelos testes soroldgicos convencionais.
Como estas amostras podem infectar receptores de transfusdo de sangue e
hemoderivados, o teste NAT tornou-se uma técnica importante para reduzir o periodo de
janela imunoldgica.

Com o uso do NAT para HCV, o periodo de janela imunoldgica é reduzido de
aproximadamente 57 dias para apenas 7 dias. Ja para o HIV-1, o periodo médio de janela
imunoldgica com testes sorologicos é de 22 dias. Este periodo é reduzido para cerca de 10
dias com o NAT.

E importante ressaltar que o teste NAT ndo visa substituir os testes soroldgicos, mas sim
complementa-los, uma vez que, com a evolucao da infec¢do, a carga viral pode se tornar muito baixa e nao
ser detectada pelo NAT. Lembre-se de que nenhum teste é 100% sensivel ou especifico.
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Considerac¢des Finais

Chegamos ao final da aula de biologia molecular. Como vocés podem perceber, os conteudos sdao
muito extensos e relacionados entre si. As técnicas de biologia molecular tém diversas aplicagdes praticas,
e é preciso ter um bom entendimento das bases genéticas para entender todos esses procedimentos e suas
aplicagoes.

Se tiverem alguma duvida, estou disponivel no forum de duvidas e no meu Instagram.

Ana Cristina Lopes

Instagram: https://www.instagram.com/prof.anacristinalopes/
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LISTA DE QUESTOES

HORA DE

PRATICAR!

1. (UFG - 2018) A hibridizacao é uma técnica para a identificacdo de moléculas especificas de DNA e
RNA por meio do uso de sondas. Nesse aspecto, o principio da hibridizacdo é empregado em
analises por microarranjos (microarray), que é uma técnica constituida

A) pela ligagao de centenas a milhares de sequéncias de DNA desconhecidas a uma superficie sélida, como
uma placa de plastico ou lamina, por exemplo.

B) pela hibridizagdo das sequéncias "alvo" ao arranjo de sondas de DNA, gerando uma intensidade de sinal
a cada espécie de DNA no arranjo, correspondente ao nivel de expressao do gene em questao.

C) por sequéncias de DNA fixas ndo marcadas, chamadas de "alvo", porque sdo sequéncias conhecidas,
enquanto as sequéncias "sonda" sao compostas de c-DNAs marcados e amplificados, a partir de um RNA
total de uma célula ou tecido.

D) pela quantidade de mRNA em uma amostra, em vez do seu tamanho, conforme o principio da técnica de
hibridizacao de Southern blot. Nesse caso, a quantidade de hibridizacao reflete o nivel de expressao do gene
que codifica o mMRNA em questao.

2. (UFTM - 2019) Assinale a op¢ao que contém o conjunto de palavras que melhor completa a frase
abaixo:

A hibridizacdo in situ é uma técnica ideal para: (1) determinar se uma célula tem uma sequéncia

especifica de DNA (como um ou parte dele), (2) identificar células contendo mRNAs
especificos (o qual corresponde a um gene sendo ) e (3) determinar a localizagao de um
gene (emum especifico).

A) gene/hibridizado/nucleo.
B) exon/transportado/cromossomo.
C) geneftranscrito/cromossomo.

D) intron/silenciado/ribossomo.
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3. (UFG - 2018) Para realizar a analise dos acidos nucleicos ou o estudo de genomas, sao utilizadas
varias técnicas de biologia molecular. O polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricao, € uma dessas técnicas
e utiliza enzimas de restricao que clivam o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos de
diferentes tamanhos que sao separados e visualizados em forma de bandas. A figura a seguir
representa uma digestao de um fragmento de DNA com a endonuclease Eco RI.

Sitios de EcoRl () A——
L) |
(R o
D_
menor
L [ I ( |HJ | '
A B C D E F G

WATSON, J.D. et al. Biologia molecular do gene. 7. ed. Porto Alegre: Artmed, 2015. (Adaptado).

Considerando a figura apresentada, a enzima de restricao EcoRI possui

A) sete sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o
menor deles representado pela letra A.

B) sete sitios de restricdo, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o
maior deles representado pela letra E.

C) seis sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o maior
deles representado pela letra E.

D) seis sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o maior
deles representado pela letra A.

4. (AOCP - SUSIPE-PA - 2018) A utiliza¢do de técnicas laboratoriais de biologia molecular é primordial
para o diagndstico de determinadas doencas. As principais técnicas utilizam certas enzimas para
que a analise do DNA seja possibilitada. Dentre essas técnicas, uma das mais conhecidas é a PCR.
Sobre a PCR, assinale a alternativa que apresenta a enzima base para a realizacao dos seus
procedimentos.

A) Transcriptase reversa.

B) DNA coloidase.
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C) DNA polimerase.
D) DNA sintetase.

E) Transcriptase lisosterase.

5. (COMPERVE/UFRN - Pref. Natal/RN - 2018) Os plasmideos sdao pequenos segmentos de DNA
circular com replicagao independente, presentes em bactérias, e proporcionam a transferéncia
horizontal de genes de resisténcia a antibioticos entre bactérias de diferentes géneros através da
conjugacao. Alguns plasmideos sao identificados e classificados por sequenciamento completo de
DNA. Para sequenciar um plasmideo, faz-se necessaria uma grande quantidade de copias desse
DNA. A técnica adequada para a clonagem e amplificagao desse DNA é

A) o sequenciamento automatizado.
B) a eletroforese de DNA em gel.
C) o southern blotting em nitrocellulose.

D) a reagdao em cadeia da polimerase.

6. (IBFC - SESACRE - 2019) Técnica baseada na amplificacdao enzimatica de um fragmento de DNA
através de repetidos ciclos com variagao de temperatura, resultando num acumulo exponencial de
um fragmento especifico. Sobre o nome da técnica de biologia molecular descrita, assinale a
alternativa correta.

A) Southern blotting
B) Eletroforese em campo pulsatil
C) Reacao em cadeia da polimerase

D) Western blotting

7. (IBFC - SESACRE - 2019) E consenso que a PCR (Polymerase Chain Reaction; reacdo em cadeia de
polimerase) é uma das técnicas que mais revolucionou a medicina nos ultimos tempos, tornando a
medicina molecular um verdadeiro ramo da clinica médica. Com relagdo a Técnica de PCR, analise
as afirmativas abaixo e assinale a alternativa correta.

A) A PCR ndo permite que o acido nucléico-alvo seja especificamente selecionado

B) A amplificacao do primer ndo é exponencial
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C) Sua técnica, apesar de revolucionaria, possui um tempo de reagao longo, em sua maioria cerca de 20
horas

D) Amplifica por milhares de vezes o alvo selecionado

8. (UFMT - Pref. Varzea Grande/MT - 2018) O diagndstico laboratorial de varias doencas infecciosas
pode ser realizado por meio de técnicas moleculares.

Para algumas doencas virais, a determinacdo da Carga Viral é imprescindivel para o
acompanhamento e tratamento do paciente. Qual técnica molecular é utilizada para a
determinacao da carga viral?

A) Nested PCR

B) PCR RFLP

C) Real Time PCR

D) PCR Convencional

9. (UFG - 2018) A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que foi aperfeicoada ao longo
de décadas, tornando possivel a amplificagdo seletiva de sequéncias de DNA de pacientes. E
utilizada como um instrumento de analise de rotina nos laboratérios de diagnosticos e pesquisa. O
principio dessa técnica é

A) amplificar regides especificas do genoma ou de transcritos por meio de repeticdes das etapas de

desnaturagdo, anelamento e polimerizacdao, em média de 20 a 30 ciclos. A etapa de polimerizacao é
realizada pela adi¢ao de enzima DNA polimerase apds cada ciclo de desnaturacao.

B) amplificar segmentos previamente definidos da molécula de DNA, sendo necessaria a sintese de
iniciadores especificos que amplificam o fragmento desejado a cada ciclo, que compreende trés etapas:
desnaturagao, hibridiza¢ao e extensao.

C) possibilitar, em tempo real (qQPCR), o acompanhamento da amplificagdo do DNA em todo o processo e
ndo somente no final. Para que isso ocorra, as etapas obedecem a sequinte ordem: desnaturagao,
anelamento, polimerizacao e transcri¢ao reversa.

D) permitir a hibridizacdo in situ por fluorescéncia, cujas etapas ocorrem na seguinte ordem: desnaturagao,
anelamento ou hibridizacao, extensao ou polimerizacao.

10.(Quadrix - SEDF - 2018 - adaptada) No que concerne as técnicas de engenharia genética, julgue os

itens que se seguem.
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I. O uso de PCR e primers, que atuam como sondas, por complementaridade especifica ao DNA do
microrganismo-alvo, permite identificar a presenca de patogenos em amostras bioldgicas, mesmo
que estejam em baixa quantidade.

Il. Na PCR, utiliza-se uma DNA-polimerase capaz de produzir varias copias de moléculas de fita
dupla de DNA. Essa técnica envolve a repeticdo de um ciclo com trés etapas: desnaturacao;
anelamento; e extensao.

A) As duas afirmativas estao corretas.
B) A afirmativa | esta correta e a afirmativa Il esta errada.
Q) A afirmativa Il esta correta e a afirmativa | esta errada.

D) As duas afirmativas estao erradas.

11.(CESGRANRIO - UNIRIO - 2019) Para o diagndstico molecular de doencas virais, depara-se tanto
com virus cujo material genético é constituido de DNA, quanto com virus constituido de RNA.

Para o diagnostico de viroses causadas por virus do tipo RNA, que tipo de método molecular deve
ser utilizado?

A) RT-PCR

B) IFI

C) PCR

D) Nested PCR

E) Hibrizagao in situ

12.(UFTM - 2019) A PCR (reagao em cadeia da polimerase) requer todos os componentes seguintes,
EXCETO:

A) Iniciadores.
B) DNA ligase.
C) DNA polimerase.

D) Desoxirribonucleotideos.

13.(UFTM - 2019) Em rela¢do a técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase), todas as alternativas
estao corretas, EXCETO:
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A) Quando se deseja amplificar RNA por PCR, a molécula deve inicialmente ser convertida em cDNA
complementar, pela enzima transcriptase reversa.

B) A PCR convencional permite a obtenc¢do de dados quantitativos sobre as sequéncias pesquisadas.

C) Uma das limitagoes técnicas do PCR para diagnostico é a facilidade de contaminagdo do equipamento
podendo levar a resultados falsos-positivos.

D) O resultado da técnica de PCR em tempo real é dado em escala exponencial.

14.(UFTM - 2019) Em relacao a técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase), a primeira etapa do
procedimento é:

A) Amplificagdo.
B) Dissociagao.
C) Desnaturagao.

D) Anelamento.

15.(UFTM - 2019) As sondas utilizadas na hibridizagao in situ precisam estar ligadas a um marcador que
permita a posterior visualizacao e localiza¢ao no interior de uma célula ou tecido. Sao exemplos de
marcadores usados na hibridizacao in situ, EXCETO:

A) radioisétopo 35 do enxofre.
B) radioisétopo 137 do césio.
C) digoxigenina.

D) radioisétopo 33 do fosforo.

16.(UFTM - 2019) Hibridizacdo in situ é uma técnica que permite a detec¢ao de acidos nucleicos em
células e tecidos, preservando a sua morfologia. Para esse fim sao usadas sondas de cadeias simples

de RNA ou DNA que devem apresentar a seguinte caracteristica em relacao a sequéncia alvo:
A) A sonda deve ser isomérica em relagdo a cadeia alvo.
B) A sonda deve reconhecer epitopos da cadeia alvo.
C) A sonda deve ser idéntica em relacdo a cadeia alvo.

D) A sonda deve ser complementar em relagdo a cadeia alvo.
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17.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Considere a figura abaixo.

4

I~
I e

P L

Transferéncia do DNA do
gel para a membrana

e =
I

Eletroforese em
gel de agarose

Fragmentos de DNA
ligados a membrana

Detecgéo do sinal réplica do gel
da sonda indicando a

posigao do fragmento

de DNA contendo a

sequéncia alvo

Incubagao da membrana
com a sonda marcada

Legenda: Na eletroforese, 1 comresponde ao padrao de DNA de ta-
manho conhecido, 2, 3 e 4 sdo0 amostras de DNA a serem analisadas.

Macedo et al. Técnicas de Biologia Molecular e Clonagem. Ed.
Educacional, 2012.

As etapas apresentadas na figura correspondem a técnica de
A) Southern blotting.
B) Western blotting.
C) PCR.
D) ELISA indireto.
E) Pareamento indireto de DNA.

18.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Considere o trecho abaixo retirado de um artigo cientifico.
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As proteinas de T. gondii a serem usadas no IgG-WB foram quantificadas com o método de Lowry
et al. e o gel de poliacrilamida 12% foi usado na separacao eletroforética de proteinas com a
transferéncia subsequente das proteinas para uma membrana de nitrocelulose. O papel de
nitrocelulose foi manchado com Ponceau e, apos lavagem com agua destilada, as tiras de
nitrocelulose foram cortadas e bloqueadas com leite desnatado a 5% mais Tween® salina
tamponada com Tris (TBS). Posteriormente, lavou-se as tiras com TBS e leite desnatado a 5% e,
entdo, adicionou-se o soro do paciente diluido em Tween TBS e leite desnatado a 5%, lavou-se e
adicionou-se conjugado 1gG anti-humano diluido em Tween TBS e leite desnatado a 5%. Apos
lavagens adicionais, o substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB) a 0,2% e peroxido de
hidrogénio (100 pL) foi adicionado. Quando as bandas foram visualizadas, a reacao foi interrompida
com agua destilada. As amostras de controle positivo e negativo de anti-T. gondii foram incluidas
em cada teste.

(Adaptado de Capobiango, J.D. et al., 2016. Disponivel em: http://www.scielo.br)

A técnica utilizada foi a de
A) PCR.
B) Northern blotting.
C) ELISA.
D) Western blotting.

E) Citometria de fluxo.

19.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Atualmente nao se pode mais falar em diagnoéstico rapido
e preciso sem o uso de técnicas moleculares de diagnodstico. Considere, como exemplo, o
diagndstico do HPV (Papiloma Virus Humano), que possui DNA circular, apresenta mais de 100
gendtipos, dos quais grande parte esta relacionada a processos malignos e les6es precursoras em
cérvice uterinas. Dentre estas técnicas, a PCR detecta e identifica o material gendomico dos HPVs, o
que permite saber se o virus é de alto ou baixo risco oncogénico. Sobre essa técnica é correto
afirmar:

A) Dentre as etapas basicas da técnica estdo a desnaturagao com resfriamento da amostra, seqguida do
aquecimento para o anelamento e depois o resfriamento novamente para a sintese de novas fitas.

B) Atualmente existem varias modifica¢des da técnica de PCR convencional, sendo as principais a PCR em
Tempo Real ou Q-PCR (PCR quantitativa) e RT-PCR (PCR por Transcricdo Reversa, para se amplificar
amostras de DNA).

C) Os produtos amplificados por PCR podem ser clivados com enzimas de restri¢do e os fragmentos obtidos
sao comparados para identificagdo do subtipo viral, o que permite classificar seu grau de risco.
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D) Para identificacdo dos subtipos de HPV é utilizada uma mesma sequéncia iniciadora (primer).

E) Uma reagdo de PCR convencional utiliza DNase, DNA molde, nucleotideos e polimerase.

20.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Uma importante técnica de biologia molecular, por meio
de etapas de variacao de temperatura, possibilita a duplicacao de cadeias de DNA in vitro, através
do emprego dos quatro nucleotideos (ANTP’s) do DNA, sequéncias iniciadoras (primers) e uma DNA
polimerase termoestavel. Esta técnica € denominada

A) Western Blotting.
B) PCR.

C) ELISA.

D) Southern Blotting.

E) Imuno-histoquimica.

21.(CS-UFG - 2017) A identificacao e quantificacao de moléculas especificas em células e tecidos pode
ser realizada pela interacao antigeno-anticorpo. Quais metodologias utilizam dessa interacao para

identificacao molecular?
A) Northern Blot e qRT-PCR.
B) Western Blot e citometria de fluxo.
C) Southern Blot e espectrometria de massa.

D) Northern Blot e citometria de fluxo.

22.(IADES - Fundacao Hemocentro de Brasilia - DF - 2017) O teste SeptiFast consiste em um método

molecular de amplificacao in vitro de acidos nucleicos para

A) deteccao e identificacdo de DNA de 25 espécies de bactérias e fungos causadores de 9o% de todas as
infec¢des sanguineas.

B) deteccdo de variantes genéticas, incluindo dele¢des e duplicagdes, para os genes CYP2D6 e CYP2Cag,
que tém papel primordial no metabolismo de medicamentos.

C) deteccao qualitativa de RNA do HIV-1 Grupo M, HIV-1 Grupo O, HCV e DNA do HBV em amostras de
plasma de doadores.

D) deteccao e genotipagem do virus do papiloma humano de 33 genotipos mais relevantes.
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E) determinacdo da carga viral de citomegalovirus para acompanhamento de paciente de alto risco e
monitorizacao da resposta a terapéutica.

23.(UFG - 2018) A figura a seqguir representa o resultado da eletroforese em gel de agarose do DNA de
cinco pacientes com suspeita de serem portadores de hemoglobina S, apos a amplificagao por PCR

e digestao com a enzima de restricao Ddel. Pacientes com muta¢ao no codon 6 do gene beta
BSCD6(A—T) perdem o sitio de restricao (GAG para GTG), conforme diagrama ilustrado na figura.
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NAGEL, R. L. Hemoglobin Disorders. Molecular Methods and Protocols. Humana Press. 2003.
Considerando as informacgdes descritas, o resultado do perfil genotipico esperado para os pacientes
deiasgé

A) pacientes 1 a 3 = perfil AA; paciente 4 = perfil SS; paciente 5 = perfil AS.

B) pacientes 1 a 3 = perfil AS; paciente 4 = perfil SS; paciente 5 = perfil AA.

C) pacientes 1 a 3 = perfil AA; paciente 4 = perfil AS; paciente 5 = perfil SS.

D) pacientes 1 a 3 = perfil AS; paciente 4 = perfil AA; paciente 5 = perfil SS.
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QUESTOES COMENTADAS

HORA DE

PRATICAR!

1. (UFG - 2018) A hibridizacao é uma técnica para a identificacdo de moléculas especificas de DNA e
RNA por meio do uso de sondas. Nesse aspecto, o principio da hibridizacdo é empregado em
analises por microarranjos (microarray), que é uma técnica constituida

A) pela ligagao de centenas a milhares de sequéncias de DNA desconhecidas a uma superficie sélida, como
uma placa de plastico ou lamina, por exemplo.

B) pela hibridizagdo das sequéncias "alvo" ao arranjo de sondas de DNA, gerando uma intensidade de sinal
a cada espécie de DNA no arranjo, correspondente ao nivel de expressao do gene em questao.

C) por sequéncias de DNA fixas ndo marcadas, chamadas de "alvo", porque sdo sequéncias conhecidas,
enquanto as sequéncias "sonda" sdao compostas de c-DNAs marcados e amplificados, a partir de um RNA
total de uma célula ou tecido.

D) pela quantidade de mRNA em uma amostra, em vez do seu tamanho, conforme o principio da técnica de
hibridizacao de Southern blot. Nesse caso, a quantidade de hibridizacao reflete o nivel de expressao do gene
que codifica o mMRNA em questao.

Comentarios:

A alternativa A estd incorreta. As amostras de DNA ligadas a superficie ndo sdao desconhecidas, elas
possuem sequéncias conhecidas.

A alternativa B esta correta e é o gabarito da questdao. No microarray, os sinais gerados correspondem a
expressao de genes alvo especificos que se ligaram a sondas fixadas na placa.

A alternativa C esta incorreta. As sequéncias "sonda" sdo compostas por DNA nao marcado, e sao fixas na
placa. As sequéncias "alvo" sdo cDNAs de sequéncia desconhecida, marcados e nao fixos.

A alternativa D esta incorreta. A técnica de microarray nao analisa o mRNA diretamente, mas o cDNA
gerado a partir dele.

2. (UFTM - 2019) Assinale a op¢ao que contém o conjunto de palavras que melhor completa a frase
abaixo:
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A hibridizacao in situ é uma técnica ideal para: (1) determinar se uma célula tem uma sequéncia

especifica de DNA (como um ou parte dele), (2) identificar células contendo mRNAs
especificos (o qual corresponde a um gene sendo ) e (3) determinar a localizagao de um
gene (emum especifico).

A) gene/hibridizado/nucleo.
B) exon/transportado/cromossomo.
C) geneftranscrito/cromossomo.

D) intron/silenciado/ribossomo.
Comentarios:

A hibridizacdo in situ € uma técnica ideal para: (1) determinar se uma célula tem uma sequéncia especifica
de DNA (como um gene ou parte dele), (2) identificar células contendo mRNAs especificos (o qual
corresponde a um gene sendo transcrito) e (3) determinar a localizagao de um gene (em um cromossomo
especifico).

Gabarito: alternativa C.

3. (UFG - 2018) Para realizar a analise dos acidos nucleicos ou o estudo de genomas, sao utilizadas
varias técnicas de biologia molecular. O polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricao, € uma dessas técnicas
e utiliza enzimas de restricao que clivam o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos de
diferentes tamanhos que sao separados e visualizados em forma de bandas. A figura a seguir
representa uma digestao de um fragmento de DNA com a endonuclease Eco RI.

Sitios de EcoRl (-] A——

L =

A B C D E FG

Tamanho
menor

WATSON, J.D. et al. Biologia molecular do gene. 7. ed. Porto Alegre: Artmed, 2015. (Adaptado).
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Considerando a figura apresentada, a enzima de restricao EcoRI possui

A) sete sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o
menor deles representado pela letra A.

B) sete sitios de restricdo, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o
maior deles representado pela letra E.

C) seis sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o maior
deles representado pela letra E.

D) seis sitios de restricao, e clivou o fragmento de DNA em sete fragmentos de tamanhos diferentes, o maior
deles representado pela letra A.

Comentarios:

Pela figura da esquerda podemos perceber que a enzima de restricdo EcoRI clivou o DNA em 6 sitios
diferentes, dando origem a 7 fragmentos. Na imagem da esquerda podemos ver os 7 fragmentos de DNA
apos uma corrida eletroforética, estando o maior fragmento na parte de cima e o menor na parte de
baixo. Assim sendo, o maior fragmento é o "E" e o menor é 0 "G".

Gabarito: letra C.

4. (AOCP - SUSIPE-PA - 2018) A utilizacado de técnicas laboratoriais de biologia molecular é primordial
para o diagndstico de determinadas doencas. As principais técnicas utilizam certas enzimas para
que a analise do DNA seja possibilitada. Dentre essas técnicas, uma das mais conhecidas é a PCR.
Sobre a PCR, assinale a alternativa que apresenta a enzima base para a realizacao dos seus
procedimentos.

A) Transcriptase reversa.
B) DNA coloidase.

C) DNA polimerase.

D) DNA sintetase.

E) Transcriptase lisosterase.
Comentarios:

A enzima utilizada na técnica de PCR é a DNA polimerase, que sintetiza novas fitas de DNA, amplificando
o material genético.

Gabarito: alternativa C.
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5. (COMPERVE/UFRN - Pref. Natal/RN - 2018) Os plasmideos sdao pequenos segmentos de DNA
circular com replicacao independente, presentes em bactérias, e proporcionam a transferéncia
horizontal de genes de resisténcia a antibioticos entre bactérias de diferentes géneros através da
conjugacao. Alguns plasmideos sao identificados e classificados por sequenciamento completo de
DNA. Para sequenciar um plasmideo, faz-se necessaria uma grande quantidade de copias desse
DNA. A técnica adequada para a clonagem e amplificacao desse DNA é

A) o sequenciamento automatizado.
B) a eletroforese de DNA em gel.
C) o southern blotting em nitrocellulose.

D) a reagdao em cadeia da polimerase.
Comentarios:

De acordo com o que aprendemos nessa aula, a técnica que amplifica o DNA, gerando uma grande
quantidade de copias ¢é a reacao em cadeia da polimerase (PCR).

Gabarito: alternativa D.

6. (IBFC - SESACRE - 2019) Técnica baseada na amplificacdo enzimatica de um fragmento de DNA
através de repetidos ciclos com variacao de temperatura, resultando num acimulo exponencial de
um fragmento especifico. Sobre o nome da técnica de biologia molecular descrita, assinale a
alternativa correta.

A) Southern blotting
B) Eletroforese em campo pulsatil
C) Reagao em cadeia da polimerase

D) Western blotting
Comentarios:

A alternativa A esta incorreta. O southern blotting é uma técnica de hibridizacao, usada para detectar e
identificar moléculas de DNA através de sondas de acidos nucleicos marcadas.

A alternativa B esta incorreta. A eletroforese é uma técnica que usa uma matriz em gel, sob a qual incide
uma carga elétrica, para separar moléculas de tamanho e carga diferentes.

A alternativa C esta correta e é o gabarito da questdo. A reacdao em cadeia da polimerase é uma técnica
de anadlise do DNA que utiliza a enzima DNA polimerase e realiza varios ciclos de variagoes de
temperatura, levando a uma amplificacao exponencial do DNA.
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A alternativa D estd incorreta. O western blotting é uma técnica de hibridizacao, usada para detectar e
identificar proteinas através de anticorpos marcados.

7. (IBFC - SESACRE - 2019) E consenso que a PCR (Polymerase Chain Reaction; reacao em cadeia de
polimerase) é uma das técnicas que mais revolucionou a medicina nos ultimos tempos, tornando a
medicina molecular um verdadeiro ramo da clinica médica. Com relacao a Técnica de PCR, analise
as afirmativas abaixo e assinale a alternativa correta.

A) A PCR nao permite que o acido nucléico-alvo seja especificamente selecionado
B) A amplificacao do primer nao é exponencial

C) Sua técnica, apesar de revolucionaria, possui um tempo de reagdo longo, em sua maioria cerca de 20
horas

D) Amplifica por milhares de vezes o alvo selecionado
Comentarios:

A alternativa A esta incorreta. Na PCR, o DNA ¢é selecionado por primers especificos, o que leva a uma
amplificagdo especifica da sequéncia alvo.

A alternativa B esta incorreta. Na PCR, a amplificagdo do DNA ocorre de forma exponencial.

A alternativa C esta incorreta. O tempo total da PCR é de poucas horas, sendo uma técnica relativamente
rapida.

A alternativa D esta correta e é o gabarito da questao. Na PCR, a sequéncia alvo é amplificada de forma
exponencial, podendo chegar a milhdes de copias.

8. (UFMT - Pref. Varzea Grande/MT - 2018) O diagndstico laboratorial de varias doencas infecciosas

pode ser realizado por meio de técnicas moleculares.

Para algumas doencas virais, a determinacdao da Carga Viral é imprescindivel para o
acompanhamento e tratamento do paciente. Qual técnica molecular é utilizada para a

determinacao da carga viral?
A) Nested PCR
B) PCR RFLP
C) Real Time PCR
D) PCR Convencional
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Comentarios:

Para determinacao da carga viral, é necessario ter um resultado quantitativo. A técnica de PCR que revela
resultados quantitativos € a PCR em tempo real, também chamada de real time PCR ou simplesmente PCR
quantitativa (qPCR).

Gabarito: alternativa C.

9. (UFG - 2018) A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que foi aperfeicoada ao longo
de décadas, tornando possivel a amplificacdo seletiva de sequéncias de DNA de pacientes. E
utilizada como um instrumento de analise de rotina nos laboratérios de diagnosticos e pesquisa. O
principio dessa técnica é

A) amplificar regidoes especificas do genoma ou de transcritos por meio de repeticdes das etapas de

desnaturagdo, anelamento e polimerizacdao, em média de 20 a 30 ciclos. A etapa de polimerizacao é
realizada pela adi¢ao de enzima DNA polimerase apds cada ciclo de desnaturacao.

B) amplificar segmentos previamente definidos da molécula de DNA, sendo necessaria a sintese de
iniciadores especificos que amplificam o fragmento desejado a cada ciclo, que compreende trés etapas:
desnaturagao, hibridizagao e extensao.

C) possibilitar, em tempo real (qQPCR), o acompanhamento da amplificagdo do DNA em todo o processo e
nao somente no final. Para que isso ocorra, as etapas obedecem a seguinte ordem: desnaturagao,
anelamento, polimerizacao e transcri¢do reversa.

D) permitir a hibridizacdo in situ por fluorescéncia, cujas etapas ocorrem na seguinte ordem: desnaturagao,
anelamento ou hibridizacao, extensao ou polimerizagao.

Comentarios:

A alternativa A esta incorreta. As etapas da PCR sdo desnaturacao, anelamento e extensdo. Nao existe
etapa de polimerizacao.

A alternativa B estd correta e é o gabarito da questdo. Esta é a Unica alternativa que descreve de forma
correta o principio da técnica de PCR.

A alternativa C esta incorreta. As etapas da PCR sdo desnaturagdo, anelamento e extensdo. Nao existe
etapa de polimerizacao. A transcricao reversa é uma etapa realizada antes da amplificacdo do material
genético, quando se utiliza a técnica de PCR com transcricao reversa.

A alternativa D estd incorreta. A técnica de hibridizacao in situ por fluorescéncia é uma técnica diferente da
PCR.
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10.(Quadrix - SEDF - 2018 - adaptada) No que concerne as técnicas de engenharia genética, julgue os
itens que se sequem.

I. O uso de PCR e primers, que atuam como sondas, por complementaridade especifica ao DNA do
microrganismo-alvo, permite identificar a presenca de patéogenos em amostras bioldgicas, mesmo
que estejam em baixa quantidade.

Il. Na PCR, utiliza-se uma DNA-polimerase capaz de produzir varias copias de moléculas de fita
dupla de DNA. Essa técnica envolve a repeticdo de um ciclo com trés etapas: desnaturacao;
anelamento; e extensao.

A) As duas afirmativas estao corretas.
B) A afirmativa | esta correta e a afirmativa Il esta errada.
Q) A afirmativa Il esta correta e a afirmativa | esta errada.

D) As duas afirmativas estao erradas.
Comentarios:

A afirmativa | esta correta. Na PCR, os primers sdo utilizados para deteccdo especifica da sequéncia alvo,
que sera amplificada exponencialmente. Mesmo que a amostra inicial tenha pequenas quantidades de DNA,
ao final da técnica o material genético tera se amplificado em milhdes de cdpias.

A afirmativa Il também esta correta. As etapas da PCR sdo desnaturacao, anelamento e extensdo. Na etapa
de extensao, a DNA polimerase sintetiza novas fitas de DNA, amplificando o material genético.

Logo, as duas afirmativas estdo corretas.

Gabarito: alternativa A.

11.(CESGRANRIO - UNIRIO - 2019) Para o diagndstico molecular de doencas virais, depara-se tanto

com virus cujo material genético é constituido de DNA, quanto com virus constituido de RNA.
Para o diagnostico de viroses causadas por virus do tipo RNA, que tipo de método molecular deve
ser utilizado?

A) RT-PCR

B) IFI

C) PCR

D) Nested PCR

E) Hibrizagao in situ
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Comentarios:

A PCR com transcricao reversa (RT-PCR) comega com uma amostra de RNA e realiza um processo inverso
a transcricao, produzindo uma molécula de DNA complementar (cDNA) através do uso de uma enzima
conhecida como transcriptase reversa. A RT-PCR é amplamente utilizada no diagndstico de doencas
virais, pois alguns virus (como o HIV) possuem RNA como material genético.

Gabarito: alternativa A.

12.(UFTM - 2019) A PCR (reacao em cadeia da polimerase) requer todos os componentes seguintes,
EXCETO:

A) Iniciadores.
B) DNA ligase.
C) DNA polimerase.

D) Desoxirribonucleotideos.
Comentarios:

Os componentes da PCR s3o amostra de DNA, DNA polimerase, primers (iniciadores), dNTPs
(desoxirribonucleotideos) e solugdao tampao. A DNA ligase nao é utilizada na PCR.

Gabarito: alternativa B.

13.(UFTM - 2019) Em relagdo a técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase), todas as alternativas
estao corretas, EXCETO:

A) Quando se deseja amplificar RNA por PCR, a molécula deve inicialmente ser convertida em cDNA
complementar, pela enzima transcriptase reversa.

B) A PCR convencional permite a obten¢do de dados quantitativos sobre as sequéncias pesquisadas.

C) Uma das limitagoes técnicas do PCR para diagnostico é a facilidade de contaminagdo do equipamento
podendo levar a resultados falsos-positivos.

D) O resultado da técnica de PCR em tempo real é dado em escala exponencial.
Comentarios:

A alternativa A esta correta. Este procedimento é realizado na técnica de PCR com transcri¢do reversa (RT-
PCR) e tem aplicagao na investigacao de infecgdes causadas por virus de RNA.

41

a FioCruz - Tecnologista em Saude Publica (Perfil Tecnologias aplicadas a Pesquisa em Salde e Processos Biotecnoldgicc
www.estrategiaconcursos.com.br




Ana Cristina dos Santos Lopes
Aula 00

A alternativa B esta INCORRETA e é o gabarito da questdo. A PCR convencional é qualitativa, e ndo
quantitativa.

A alternativa C esta correta. A PCR pode ser facilmente contaminada por DNAs ndo pertencentes a amostra
em estudo.

A alternativa D esta correta. A amplificacdo em todas as variagdes da técnica PCR ocorre de forma
exponencial.

14.(UFTM - 2019) Em relacao a técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase), a primeira etapa do
procedimento é:

A) Amplificacao.
B) Dissociagao.
C) Desnaturacao.

D) Anelamento.
Comentarios:
A sequéncia das etapas da PCR é desnaturacao, anelamento e extensao.

Gabarito: alternativa C.

15.(UFTM - 2019) As sondas utilizadas na hibridizagao in situ precisam estar ligadas a um marcador que
permita a posterior visualizacao e localiza¢ao no interior de uma célula ou tecido. Sao exemplos de
marcadores usados na hibridiza¢ao in situ, EXCETO:

A) radioisétopo 35 do enxofre.

B) radioisétopo 137 do césio.

C) digoxigenina.

D) radioisotopo 33 do fosforo.

Comentarios:

Dentre os marcadores utilizados na técnica de hibridizagao in situ, pode-se citar: radioisétopo 35 do enxofre,
digoxigenina e radioisétopo 33 do fésforo. O radioisotopo 137 do césio ndo é um marcador utilizado na

hibridizacao in situ.

Gabarito: alternativa B.
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16.(UFTM - 2019) Hibridizac¢ao in situ é uma técnica que permite a deteccao de acidos nucleicos em
células e tecidos, preservando a sua morfologia. Para esse fim sao usadas sondas de cadeias simples
de RNA ou DNA que devem apresentar a seguinte caracteristica em relacao a sequéncia alvo:

A) A sonda deve serisomérica em relacdo a cadeia alvo.
B) A sonda deve reconhecer epitopos da cadeia alvo.
C) A sonda deve ser idéntica em relagdo a cadeia alvo.

D) A sonda deve ser complementar em relacdo a cadeia alvo.
Comentarios:
As sondas utilizadas na técnica de hibridizacao in situ devem ser complementares a cadeia alvo.

Gabarito: alternativa D.

17.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Considere a figura abaixo.
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Legenda: Na eletroforese, 1 comresponde ao padrao de DNA de ta-
manho conhecido, 2, 3 e 4 sdo0 amostras de DNA a serem analisadas.

Macedo et al. Técnicas de Biologia Molecular e Clonagem. Ed.
Educacional, 2012.

As etapas apresentadas na figura correspondem a técnica de
A) Southern blotting.
B) Western blotting.
C) PCR.
D) ELISA indireto.
E) Pareamento indireto de DNA.

Comentarios:

A alternativa A estd correta e é o gabarito da questdo. As etapas apresentadas na figura correspondem a
técnica de southern blotting, que € um método de analise do DNA a partir de sondas de acidos nucleicos
marcadas.
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A alternativa B estd incorreta. Western blotting é uma técnica de hibridizagdo que detecta proteinas, e ndo
DNA.

A alternativa C esta incorreta. PCR é uma técnica de amplificacdo do DNA, e ndo de hibridizagao.

A alternativa D estd incorreta. ELISA é um método imunoldgico, que se baseia na ligagdo entre antigeno e
anticorpo.

A alternativa E estd incorreta. Pareamento indireto de DNA ndo é uma técnica conhecida.

18.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Considere o trecho abaixo retirado de um artigo cientifico.

As proteinas de T. gondii a serem usadas no IgG-WB foram quantificadas com o método de Lowry
et al. e o gel de poliacrilamida 12% foi usado na separacao eletroforética de proteinas com a
transferéncia subsequente das proteinas para uma membrana de nitrocelulose. O papel de
nitrocelulose foi manchado com Ponceau e, apos lavagem com agua destilada, as tiras de
nitrocelulose foram cortadas e bloqueadas com leite desnatado a 5% mais Tween® salina
tamponada com Tris (TBS). Posteriormente, lavou-se as tiras com TBS e leite desnatado a 5% e,
entao, adicionou-se o soro do paciente diluido em Tween TBS e leite desnatado a 5%, lavou-se e
adicionou-se conjugado 1gG anti-humano diluido em Tween TBS e leite desnatado a 5%. Apos
lavagens adicionais, o substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB) a 0,2% e peroxido de
hidrogénio (100 pL) foi adicionado. Quando as bandas foram visualizadas, a reacao foi interrompida
com agua destilada. As amostras de controle positivo e negativo de anti-T. gondii foram incluidas
em cada teste.

(Adaptado de Capobiango, J.D. et al., 2016. Disponivel em: http://www.scielo.br)
A técnica utilizada foi ade

A) PCR.

B) Northern blotting.

C) ELISA.

D) Western blotting.

E) Citometria de fluxo.
Comentarios:
A alternativa A esta incorreta. A técnica de PCR é utilizada para amplificar amostras de DNA.

A alternativa B estd incorreta. A técnica de Northern blotting é utilizada para detectar moléculas de RNA
com sondas de acidos nucleicos marcadas.
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A alternativa C estd incorreta. ELISA é um método imunoldgico, que se baseia na ligagdo entre antigeno e
anticorpo. Nao se utiliza eletroforese nem transferéncia para membranas de nitrocelulose na técnica de
ELISA.

A alternativa D esta correta e é o gabarito da questdo. A técnica utilizada foi a de Western blotting, pois
utilizou-se anticorpos IgG para detectar proteinas de T. gondii.

A alternativa E estd incorreta. A técnica de citometria € utilizada para identificacdo e separacao de células
e particulas.

19.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Atualmente nao se pode mais falar em diagndstico rapido
e preciso sem o uso de técnicas moleculares de diagndstico. Considere, como exemplo, o
diagnostico do HPV (Papiloma Virus Humano), que possui DNA circular, apresenta mais de 100
genodtipos, dos quais grande parte esta relacionada a processos malignos e les6es precursoras em
cérvice uterinas. Dentre estas técnicas, a PCR detecta e identifica o material genomico dos HPVs, o
que permite saber se o virus é de alto ou baixo risco oncogénico. Sobre essa técnica é correto
afirmar:

A) Dentre as etapas basicas da técnica estdao a desnaturagdao com resfriamento da amostra, sequida do
aquecimento para o anelamento e depois o resfriamento novamente para a sintese de novas fitas.

B) Atualmente existem varias modificacdes da técnica de PCR convencional, sendo as principais a PCR em
Tempo Real ou Q-PCR (PCR quantitativa) e RT-PCR (PCR por Transcricao Reversa, para se amplificar
amostras de DNA).

C) Os produtos amplificados por PCR podem ser clivados com enzimas de restricao e os fragmentos obtidos
sao comparados para identificacdo do subtipo viral, o que permite classificar seu grau de risco.

D) Para identificacdo dos subtipos de HPV é utilizada uma mesma sequéncia iniciadora (primer).

E) Uma reagdo de PCR convencional utiliza DNase, DNA molde, nucleotideos e polimerase.

Comentarios:

A alternativa A esta incorreta. A desnaturacdo ocorre com o aquecimento da amostra. Entre a
desnaturagdo e o anelamento acontece um resfriamento. E entre o anelamento e extensao (etapa de sintese

de novas fitas) ocorre um reaquecimento.

A alternativa B esta incorreta. A técnica de RT-PCR amplifica amostras de cDNA, oriundas de amostras de
RNA.

A alternativa C esta correta e é o gabarito da questdo. Esta metodologia corresponde a PCR RFLP, que
detecta polimorfismos presentes nas amostras analisadas.

A alternativa D esta incorreta. Cada par de primer é especifico para cada sequéncia alvo.
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A alternativa E estd incorreta. N3o se usa DNAse na técnica de PCR.

20.(FCC - Prefeitura de Macapa - AP - 2018) Uma importante técnica de biologia molecular, por meio
de etapas de variacao de temperatura, possibilita a duplicacao de cadeias de DNA in vitro, através
do emprego dos quatro nucleotideos (ANTP’s) do DNA, sequéncias iniciadoras (primers) e uma DNA
polimerase termoestavel. Esta técnica € denominada

A) Western Blotting.
B) PCR.

C) ELISA.

D) Southern Blotting.

E) Imuno-histoquimica.
Comentarios:

A alternativa A estaincorreta. Western blotting € uma técnica de hibridiza¢cdo que detecta proteinas através
de anticorpos marcados.

A alternativa B esta correta e é o gabarito da questdo. O enunciado descreveu a técnica de PCR, utilizada
para amplificagdo do DNA.

A alternativa C esta incorreta. ELISA é um método imunoldgico, que se baseia na ligagdo entre antigeno e
anticorpo.

A alternativa D estad incorreta. A técnica de Southern blotting é utilizada para detectar moléculas de DNA
com sondas de acidos nucleicos marcadas.

A alternativa E estd incorreta. A imuno-histoquimica é uma técnica que utiliza anticorpos para detectar
antigenos celulares (como proteinas ou outras macromoléculas) em uma amostra de tecido.

21.(CS-UFG - 2017) A identificacao e quantificacao de moléculas especificas em células e tecidos pode
ser realizada pela interacao antigeno-anticorpo. Quais metodologias utilizam dessa interagao para
identificacao molecular?

A) Northern Blot e qRT-PCR.
B) Western Blot e citometria de fluxo.
C) Southern Blot e espectrometria de massa.

D) Northern Blot e citometria de fluxo.
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Comentarios:

O western blot é a técnica que se baseia na especificidade da ligacao entre antigeno e anticorpo para
identificacao de proteinas. Como estudamos em aulas anteriores, a citometria de fluxo também é uma
técnica que faz uso de anticorpos marcados.

Nenhuma das outras técnicas citadas nas outras alternativas utiliza a interagao entre antigeno e anticorpo
para identificagdo molecular.

Gabarito: alternativa B.

22.(IADES - Funda¢ao Hemocentro de Brasilia - DF - 2017) O teste SeptiFast consiste em um método
molecular de amplificacdo in vitro de acidos nucleicos para

A) deteccao e identificacdo de DNA de 25 espécies de bactérias e fungos causadores de 9o% de todas as
infeccdes sanguineas.

B) deteccdo de variantes genéticas, incluindo dele¢des e duplicagdes, para os genes CYP2D6 e CYP2Cag,
que tém papel primordial no metabolismo de medicamentos.

C) deteccao qualitativa de RNA do HIV-1 Grupo M, HIV-1 Grupo O, HCV e DNA do HBV em amostras de
plasma de doadores.

D) deteccao e genotipagem do virus do papiloma humano de 33 genotipos mais relevantes.

E) determinacdo da carga viral de citomegalovirus para acompanhamento de paciente de alto risco e
monitorizacao da resposta a terapéutica.

Comentarios:

O SeptiFast é uma técnica de PCR multiplex que permite a detec¢ao de 25 patégenos comuns do sangue,
possuindo a vantagem de ser uma técnica consideravelmente mais rapida que uma hemocultura
convencional. Por este motivo, € um método empregado para diagnostico de infeccdes da corrente
sanguinea.

Gabarito: alternativa A.

23.(UFG - 2018) A figura a seguir representa o resultado da eletroforese em gel de agarose do DNA de
cinco pacientes com suspeita de serem portadores de hemoglobina S, apos a amplificagao por PCR
e digestao com a enzima de restricao Ddel. Pacientes com muta¢ao no codon 6 do gene beta
BSCD6(A—T) perdem o sitio de restricao (GAG para GTG), conforme diagrama ilustrado na figura.
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NAGEL, R. L. Hemoglobin Disorders. Molecular Methods and Protocols. Humana Press. 2003.
Considerando as informacgoes descritas, o resultado do perfil genotipico esperado para os pacientes
dei1asgé

A) pacientes 1 a 3 = perfil AA; paciente 4 = perfil SS; paciente 5 = perfil AS.

B) pacientes 1 a 3 = perfil AS; paciente 4 = perfil SS; paciente 5 = perfil AA.

C) pacientes 1 a 3 = perfil AA; paciente 4 = perfil AS; paciente 5 = perfil SS.

D) pacientes 1 a 3 = perfil AS; paciente 4 = perfil AA; paciente 5 = perfil SS.

Comentarios:

Essa questdo apresenta resultados de uma técnica de PCR RFLP. A partir da analise do esquema a direita e
da imagem da corrida eletroforética a esquerda, podemos identificar 3 tipos de individuos:

Perfil AA - Individuos saudaveis (homozigotos para o gene da hemoglobina A) irdo apresentar 3 bandas no
gel: uma de 67 pares de base (pb), uma de 175 pb e uma de 201 pb.

Perfil SS - Individuos com anemia falciforme (homozigotos para o gene da hemoglobina S) irdo apresentar
apenas 2 bandas no gel: uma banda de 67 pb e uma banda com 376 pb, pois eles ndo tém o sitio de restri¢do
que dividiria este fragmento em dois (de 175 pb e 201 pb).

Perfil AS - Individuos heterozigotos (com uma cdpia do gene da hemoglobina A e uma copia do gene da
hemoglobina S) irdo apresentar 4 bandas no gel: uma de 67 pb, uma de 175 pb, uma de 201 pb e uma com

376 pb, pois as bandas dos dois alelos serao reveladas.

Dessa forma, podemos concluir que os pacientes 1 a 3 apresentam perfil AS, o individuo 4 é AA e o individuo
5éSS.

Gabarito: alternativa D.
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1. B 9. B 17. A
2. C 10. A 18. D
3. C 11. A 19. C
4. C 12. B 20. B
5. D 13. B 21. B
6. C 14. C 22. A
7. D 15. B 23. D
8. C 16. D
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tlo anonimato, nomes falsos ou
laranjas (geralmente o pirata se
anuncia como formador de
"grupos solidarios” de rateio
fue ndo visam lucro).

Pirata compra, muitas vezes,
clonando cartdes de crédito
(por vezes o sistema anti-fraude
nao consegue identificar

o golpe a tempo).

Pirata revende as aulas
protegidas por direitos autorais,
praticando concorréncia desleal
e em flagrante desrespeito a

Lei de Direitos Autorais

(Lei 9.610/98).

0 professor gue elaborou o
curso nao ganha nada, o site
nio recebe nada, e a pessoa
que praticou todos os ilicitos
anteriores (pirata) fica

com o lucro.

Deixando de lado esse mar de sujeira, aproveitamos para agradecer a todos

que adquirem os cursos honestamente e permitem que o site continue existindo.




