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RESUMO

Devido ao fato das mutagdes poderem afetar o DNA
de diferentes formas — trocando, adicionando ou reti-
rando um ou mais pares de bases — ¢ possivel encontrar
muita variagdo no material genético dos individuos de
uma espécie. Algumas técnicas de biologia molecular
atualmente disponiveis permitem identificar tal variagio,
podendo ser utilizadas, dentre outras coisas, em exames
de paternidade e/ou analises criminalisticas.

INTRODUCAO

A reacao em cadeia da polimerase, ou simples-mente
PCR (do inglés Polimerase Chain Reaction), ¢ uma téc-
nica de biologia molecular muito utilizada atualmente
em diferentes tipos de estudos, que vao desde a caracteri-
zagao da diversidade genética das espécies até os exames
de paternidade e a elucidagao de crimes.

Basicamente, cla ¢ utilizada para amplificar de-ter-
minados trechos do genoma dos organismos a fim de
permitir que esses possam ser mais facilmente analisa-
-dos. Para compreendermos como alguém pode ser iden-
tificado via PCR, ¢ preciso conhecer um pouco sobre a
fundamentacdo dessa técnica. Um esquema simplificado
de uma PCR ¢ mostrado na Figura 1.

Fita molde de DNA

Resfriamento (~55°C)
Ligagao dos primers

i

Aquecimento (90-96°C)

iasnaus reirviviies
Resfriamento (~55°C) sazoacsme:

Ligagao dos primers

= Aquecimento (~72°C)
i SRS Acdo da polimerase (+)
Aquecimento (~72°C) {rammmnnns
Acéo da polimerase (+) pEmmmmmi
|
pri=sacess prazesssns
— Aquecimento (90-96°C
Aquecimento (90-96°C) i T e
NSNS mm
SERERERER BOBLLLEE
G SRRERERER
SEEREREERR IS
[SSSSSSSS
[ e e )
kv Dna original (molde) SRR
ity Primer '
M Dna recém sintetizado _mw

Figura 1. Os principais passos envolvidos na amplifi-
cagdo do DNA pela reagdo em cadeia da polimerase ou
PCR.

De um modo geral, o DNA de amostras bioldgicas
(sangue, sémen etc) de um individuo € extraido ¢ purifi-
cado, sendo em seguida submetido a ciclos repetidos de
aqueci-mento e resfriamento em um aparelho conhecido
como termociclador. Nesse processo sdo utilizados, além
do DNA a ser examinado, uma enzima capaz de sinteti-
zar novas moléculas de DNA (chamada 7aq polimerase),
iniciadores ou primers (pequenas moléculas de acidos
nucleicos com cerca de 10 a 20 nucleotideos de compri-
mento que demarcam o trecho a ser amplificado), bem



como os deoxinucleosideos trifosfatados ou DNTPs (os
precursores das novas moléculas de DNA a serem pro-
duzidas), dentre outros componentes. Depois de uns 30
ciclos de aquecimento e resfriamento, que dura poucas
horas, um determinado trecho da molécula de DNA pode
ser duplicado mais de um bilhdo de vezes.

Para podermos comparar o DNA de diferentes indivi-
duos da populacao, ou dos progenitores e de seus respec-
tivos descendentes, ¢ necessario que, depois da PCR, ele
seja submetido a uma separagdo eletroforética, conforme
exemplificado na Figura 2. Findada a eletroforese, o meio
que serviu de suporte para a separagdo do DNA, que nesse
tipo de experimento ¢ normalmente um gel de poliacrila-
mida, é colocado em uma solu¢ao de brometo de etidio ou
de nitrato de prata para corar os fragmentos amplificados.

Por que essa técnica pode ser utilizada na identifi-
cacio de individuos?

Determinadas mutagdes que afetam o DNA podem
alterar o tamanho dos fragmentos amplificados pela PCR.
Diferentes individuos da populagdo podem apresentar frag-
mentos com diferentes comprimentos e, nesse caso, como
sdo herdaveis, eles podem ser passados para a prole seguin-
do os principios convencionais da heranga mendeliana.

Sendo assim, nesses tipos de estudos sdo comumente
escolhidas para amplificagdo aquelas regides do genoma
que apresentam grande variacao de tamanho. Quando di-
ferentes regides do genoma de um mesmo individuo sao
submetidas a PCR e a separacao eletroforética, € possivel
gerar um perfil de amplificagdo praticamente exclusivo,
algo que se assemelha a uma impressao digital.
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1 - O DNA amplificado via PCR
de cada individuo é colocado
em um po¢o em um gel de
poliacrilamida.

2 - Ao passar uma corrente elétrica
pelo gel, as moléculas de DNA
sao arrastadas em diregao ao
polo positivo.

G

3 - Fragmentos menores
de DNA se movem mais
(+) ;
rapidamente que os
maiores pela malha do gel.

4 - Apos a corrida eletroforética,
o gel é corado para evidenciar
os fragmentos de DNA de
cada individuo, que podem
assim ser comparados.

Figura 2. Esquema demonstrando a eletroforese de
DNA. Cada ponto corado, também chamado de banda,
representa um trecho de DNA de mesmo tamanho que foi
amplificado via PCR.

OBJETIVO DA PRATICA

O objetivo dessa pratica é mostrar como a técnica de
PCR pode ser utilizada na identificagcdo dos individuos
de uma determinada populagdo e, de uma maneira mais
especifica, como isso pode ser utilizado, por exemplo,
em exames de paternidade.

CONTEXTUALIZANDO A SITUACAO

Devido a problemas de manejo, a vaca campea em
produgdo de leite do seu Osvaldo, acabou cruzando, de
maneira ndo programada, com um dos touros de seu re-
banho. Deste cruzamento, nasceu um bezerro que pode
combinar os genes campedes da sua mae com os genes
de um 6timo touro, ou entdo, de um outro animal nio tdo
bem qualificado.

Nesse rebanho existem trés touros suspeitos de terem
cruzado com a vaca. O laboratorio onde vocé trabalha
foi convocado para definir qual deles pode ou ndo té-la
fecundado. Para tanto, amostras de sangue da vaca, do
bezerro e dos trés supostos progenitores foram coletadas
¢ purificadas separadamente por vocé. Cabe agora reali-
zar a PCR ¢ a ¢letroforese dos fragmentos amplificados.

PROCEDIMENTO

1. Os primers utilizados para amplificar um trecho do
DNA desses animais sdo mostrados na Figura 4,
juntamente com a regido do DNA de cada animal
por eles reconhecida;

2. Recorte os primers ¢ procure identificar nos dois
cromossomos de cada animal o local em que eles
conseguem se ligar; preste atencdo a regra de am-
plificagdo do DNA que determina que: a) o primer
deve reconhecer um trecho onde todas as suas ba-
ses se pareiem corretamente com as bases do DNA
(seguindo a regra A=T e C=Q); b) as polaridades do
primer ¢ da molécula de DNA a qual ele se liga de-
vem ser invertidas (por exemplo, se a molécula de
DNA segue no sentido 5'a 3°, o primer que se ligara
a ela devera seguir o sentido 3'a 5°, e vice-versa); ¢)
anova fita de DNA ¢ sintetizada somente no sentido
5’a 37 a partir de uma extremidade 3" livre (a do
primer);

3. Determine o tamanho dos trechos amplificados em
cada um desses individuos, considerando desde onde
comega o primer 1 até onde termina o primer 2;

4. Em seguida, simule a separacdo desses fragmentos
pela eletroforese de DNA, de acordo com os seus
tamanhos, utilizando o esquema da Figura 3 (por
exemplo, um fragmento de 55 pares de bases deve-



ra ficar na posi¢do 55, marcada a esquerda da Figu-
ra 3);

. Lembre-se de que o fragmento presente no bezerro
e que nao for encontrado na vaca deve ter sido her-
dado de seu pai;

. Procure entdo ver qual dos touros possui um frag-
mento de igual tamanho ao do bezerro; os que nao
tiverem, deverdo ser automaticamente descarta-dos
da suposigdo de paternidade desse filhote.

ENTENDENDO ESTA ATIVIDADE

1. Quais foram os tamanhos dos diferentes fragmentos

amplificados nesses animais? Cada um desses frag-
mentos poderia ser considerado um alelo?

. Depois de realizar a separagdo dos fragmentos de
acordo com os seus tamanhos, qual touro nao pode
ser excluido da paternidade do bezerro?

. Por que o touro 1 ndo pode ser o pai, tendo em vista
que este possui um alelo igual ao do bezerro?

. Em que se baseiam os testes reais de paternidade a
partir do exame do DNA?

. Qual seria o grau de exatiddo dos testes de paterni-
dade baseados no exame de DNA?

. Os testes de paternidade ou identificagdo de amos-
tras de suspeitos de crimes sdo realizados dessa
mesma maneira?

RESPOSTAS AS QUESTOES
1. O tamanho dos fragmentos variou de 56 a 74 pa-

res de nucleotideos. Considerando que representam
uma determinada regido do genoma, possuindo
apenas diferencas no seu comprimento, € que siao
herdados de maneira mendeliana, cada um deles
pode ser chamado de alelo.

. O alelo que o bezerro ndo compartilha com a mae e,
portanto, foi herdado do pai, ndo ¢ encontrado nos
touros 1 e 2. Ja, um dos alelos do touro 3 ¢ igual ao
do bezerro. Logo, nesse caso, somente a paternida-
de desse touro nao pode ser excluida.

. O bezerro possui um alelo de igual tamanho ao en-
contrado tanto na vaca como no touro 1. Acontece
que esse alelo so pode ter vindo da vaca, pois o ou-
tro alelo do bezerro nao ¢ encontrado em sua mae.
Além disso, se o touro também tivesse passado esse
mesmo alelo para o bezerro, este seria homozigoto
e produziria uma tnica banda no gel, ao invés de
duas.
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Figura 3. Eletroforese dos diferentes fragmentos am-
plificados (canaletas onde devem ser colocados o DNA
do(a): V = vaca;, B = bezerro; SP = supostos pais 1, 2

e3).

4.

Tais testes partem da premissa de que herdamos
um conjunto completo de moléculas de DNA de
cada um de nossos progenitores. Contudo, embora
contenham praticamente as mesmas informagdes
genéticas, podem haver diferencas sutis nas sequ-
éncias de bases que herdamos de cada um deles.
Sao justamente essas pequenas diferencas que nos
fazem geneticamente diferentes uns dos outros. Ao
longo do nosso genoma € possivel encontrar regi-
Oes que apresentam grande variagdo de tamanho
entre os individuos. Isso ocorre devido a mutagoes



ao acaso que acrescentam ou retiram trechos re-
petidos de nucleotideos (como a sequéncia GAC/
CTG mostrada nessa simulagdo). Tais mutacoes
normalmente ndo afetam de forma negativa os seus
portadores, podendo se acumular ao longo das ge-
ragdes. Isso garante a manuten¢do de uma grande
quantidade de alelos na populagdo. Tecnicamente,
tais regioes repetidas sdo conhecidas como micros-
satélites ou repetigdes curtas em tandem (STRs, de
Short Tandem Repeat), pelo fato das sequéncias que
se repetem serem pequenas em comprimento, sen-
do normalmente compostas por dois até nove pares
de bases. Além disso, o nimero de vezes que essas
sequéncias se repetem, numa dada regido, variam
frequentemente de 7 a 40 vezes;

. Para um unico loco, existirdo na populagdo em ge-
ral individuos com alelos de tamanhos iguais e di-
ferentes. O fato de dois individuos possuirem alelos
idénticos ndo significa que eles sejam aparentados.
Afinal, as mutagdes que os originam sdo fortuitas.
Portanto, por uma questdo de puro acaso, ¢ possivel
que uma crianga e um suposto pai com-partilhem
um ou mais alelos em comum sem que tenham al-
guma relacdo de parentesco (o fato de vocé ter san-
gue do tipo A ¢ o seu vizinho também, ndo significa
que ele seja o seu pai). Entretanto, os exames de pa-
ternidade sdo executados com muitos locos diferen-
tes, normalmente entre 12 a 20, e os resultados sdo
submetidos a testes estatisticos. Se um suspeito de
paternidade possui todos os alelos paternos presen-
tes na crianga, a chance disso acontecer, por puro
acaso, ¢ muito baixa e ele ndo pode ser excluido
da paternidade. No entanto, se existem trés ou mais
alelos na crianga que ndo estdo presentes no DNA
do suposto pai, este ¢ automaticamente excluido da

paternidade’. Atualmente, a acuracia destes testes
ultrapassa 99,99%. Ou seja, o risco de um indivi-
duo ser falsamente identificado como pai de uma
crianga ¢ muito baixo.

. A identificagdo de criminosos pelo teste do DNA
funciona de maneira semelhante. Nesse caso, se um
criminoso deixa uma pequena amostra de sangue,
pele, esperma ou outro tecido que contenha DNA,
este € colhido, purificado ¢ amplificado para uma
série de locos. A diferenca € que todos os alelos
amplificados de todos os locos serdo utilizados na
identificacdo do suspeito. Nos Estados Unidos da
América, existe um banco nacional de dados conhe-
cido pela sigla CODIS (de Combined DNA Index
System ou Sistema indice de DNA Combinado).
Este concentra os dados de perfis genéticos de in-
fratores condenados, evidéncias de cenas de crimes
ndo resolvidos e de pessoas desaparecidas. Esse sis-
tema foi cedido ao governo brasileiro, estando em
fase de implantagao pela Policia Federal.

Existem casos raros de paternidade legitima nos quais nem to-
dos os alelos presentes na crianga foram identificados nos seus
progenitores masculinos. Por isso, hoje se recomenda que a

exclusdo somente ocorra a partir da detecgdo de trés ou mais
incompatibilidades.
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BNE 24 btvyinpttyminin B A Pttt
Vaca: Baiwer dy = ~RACRCCOMCOAR=S | Primer 2: | 3 ~GCTGCTGCTAAA-5
ﬂ—.—- =.— —. 5 -TTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTAC-3
il 3 -AATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATG-5
ﬂqe———. N. 5 -AATGCTTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTACG-3
g 3 -TTACGAATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATGC-5
Bezerro:
ﬂ—.e——.— d. 5 -AATGCTTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTACG-3
"8 3 -TTACGAATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATGC-5
ﬂqe——- N. 5 -CCTAGGCAATGCTTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTAC-3
& 3 -GGATCCGTTACGAATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATG-5
Suposto pait:
ﬂqe——— .—. 5 -AATGCTTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTACG-3
" i 3 -TTACGAATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATGC-5
ﬂqe——_— N. 5 |.HHBOWOOQ?OQ?OQWOQWOQWOQWOQWOQWOQM'OQWOQWOQWOQWOQ?OQWOQWOQWOQ.POQWOQWOQWOQW_H_HHWOHOOQWOWOQQ|wH
r&r 3 -AATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCC-5
Suposto pai 2:
ﬁ—. ==— d. 5 -TTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACA-3
s I 3 - AATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGT-5
ﬂqe——- N. 5 -TTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACC-3
& 3 -AATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGG-5
Suposto pai 3:
n—. —- ——— —. 5 -TTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACC-3
" I 3 =-AATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTARAATGAGGCTGTGCCTGG-5
ﬂqe——— N. 5 -CCTAGGCAATGCTTAACACCGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGATTTACTCCGACACGGACCTAC-3
"&r 3 -GGATCCGTTACGAATTGTGGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTAAATGAGGCTGTGCCTGGATG-5

Figura 4. Sequéncias de DNA a serem amplificadas.



