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RESUMO: O estudo da biologia molecular representa hoje uma das areas de maior potencial para a realizacio de pesquisas em
Medicina e um nimero cada vez maior de profissionais de satide tem se interessado em aprofundar seus conhecimentos e
producio cientifica, mediante a realizaciio de projetos de pesquisa nesta area. Entretanto, a elaboracio do projeto de pesquisa
necessita ser realizada de forma bastante cuidadosa, considerando a grande amplitude dos potenciais objetivos e metodologias a
serem utilizadas, dependentes em grande parte da disponibilidade de recursos tecnolégicos e experiéncia prévia da equipe. O
objetivo deste trabalho é contribuir para esta elaboracio do projeto de pesquisa através da apresentacio de alguns modelos
estruturais mais freqiientemente utilizados na realizacio de estudos em biologia molecular, assim como rever seus principios e

métodos empregados.

Descritores: Pesquisa, biologiamolecular.

O estudo dabiologiamolecular representahoje
umadas &reas de maior potencia paraarealizacdo de
pesquisas na area médica, considerando-se ndo ape-
nas suagrande relevanciaclinicae epidemiol 6gica, mas
também pela possibilidade de aplicagdo de ferramen-
tas recentemente desenvolvidas a um nimero bastan-
te amplo de doengas.

Em conseqliéncia do grande interesse desper-
tado por esta area, observa-se um nimero cada vez
maior de profissionais da area de salide motivados em
aprofundar seus conhecimentos e producéo cientifica,
mediante arealizacdo de projetosde pesquisa, osquais
de alguma forma utilizem conceitos e procedimentos
relacionados & biologiamolecul ar.

Entretanto, j& aos primeiros passos neste ca-
minho o candidato apesquisador defronta-se com ques-
tBes bastante complexas referentes ndo apenas a es-
colha do tema a ser estudado, mas principalmente a
definicdo de seus objetivos gerais, especificos ou mes-
Mo aos recursos adequados e/ou disponiveis para a
execucdo de sua metodologia.

Assim sendo, o objetivo deste texto seraapre-
sentar uma breve revisao de conceitos basicos sobre a
biologia molecular, confrontando-os com arespectiva

sequiéncia de potenciais areas e metodol ogias de pes-
quisa.

BIOLOGIA MOLECULAR: O QUEE ?

Até algumas décadas atras, o estudo dos teci-
dos vivos baseava-se quase que exclusivamente em
observacOes de natureza morfoldgica, fossem estas a
nivel macroscopico ou microscopico. Desta forma, a
andlise das ateracles ocorridas na intimidade destes
tecidos poderiam ser identificadas apenas mediante a
constatacao de seus efeitos sobre sua estrutura, aqual
iria apresentar modificagdes em sua forma, tamanho,
aparéncia e outras variaveis.

O grande e acelerado desenvolvimento da
tecnologia permitiu que estes mesmos tecidos fossem
posteriormente analisados em seu conteldo
submicrascopico, ou sgja, através daidentificacdo das
moléculas que os compdem pelaaplicacdo de métodos
guimicosoufisicos.

O grande salto de conhecimento ocorrido nes-
tadreafoi proporcionado pelos trabalhos pioneiros de
Watson e Crick, nadécadade 50, osquais, ao definir a
estrutura quimica da molécula de DNA, estabelece-
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ram aprincipa diferenca entre os seresvivos e ama
tériainanimada.

A partir deste achado, sucedeu-se uma sequién-
cia de descobertas que demonstrou que esta molécula
representava o elemento primordial, a partir do qual
poderiamos compreender as principais caracteristicas
dos seres vivos. Nascia a biologia molecular.

VIDA, DNA, GENES, PROTEINAS

A identificagdo damoléculade DNA possibili-
tou umamelhor compreensdo do ciclo finito davida,
descrito como o interval o entre 0s processos de nasci-
mento e morte, e mantido através de um constante fun-
cionamento baseado na agéo de moléculas, aqual se-
riao elemento bési co dastransformagdes morfol 6gicas
observadas de forma peculiar em cada ser vivo no rei-
no animal ou vegetal.

Paramel hor analisarmos o impacto destas des-
cobertas, consideremos como el emento vivo umauni-
cacélula, minimo organismo capaz deredlizar astare-
fas inerentes & vida como captacdo de energia e 0
metabolismo interno necessario durante o seu ciclo de
existéncia.

Osestudos bioquimicoshostrouxeram o conhe-
cimento dequeas principaismoléculasresponsaveispela
realizac8o destas tarefas sdo as proteinas. Estas
macromol éculas, compostas por sequiéncias de
aminoécidos, representam amaior parte de matériaseca
deumacéula. Além deauxiliar acompor suaestrutura,
as proteinas realizam praticamente todas as funcdes
celulares, como enzimas, transporte, transmissao de si-
nais, recepcdo de estimulos e até a regulacdo da ativa
¢a0 de genes para a produgdo de outras proteinas.

Estima-se hoje que cada célula necessite para
seu funcionamento vital de cerca de 10 000 proteinas
diferentes, cada uma delas desempenhando uma tare-
fa especifica.

Estas proteinas, como sabemos, séo produzi-
das a partir de segmentos de segiiéncias génicas no
DNA, através da qual se estruturam moléculas de
RNA, descritas como mensageiras (RNAmM). Estas
moléculasirdo migrar apartir do DNA nuclear paraos
ribossomos, no citoplasma, onde, através de ligacdes
com outra forma de RNA (descrito como transporta-
dor), irdo redlizar a sintese das proteinas mediante o
encadeamento sequiencia de aminoécidos. Poderiamos
entdo sumarizar esta seqiiénciade eventos da seguinte
forma
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Estruturando um projeto de pesquisa em
biologia molecular

Utilizando os conceitos acimarevistos, discuti-
remos a seguir trés tipos de projetos mais
freqlientemente utilizados em biologiamolecular:

1° tipo: Pesquisar no DNA de um indivi-
duo saudavel o risco de desenvolver uma doenca
de carater hereditario

Esta é certamente um dos tipos de projetos de
pesquisa mais realizados, representando a base do es-
tudo das doencas genéticas. Como exemplo cléssico
na érea da Coloproctol ogia para este model o de estu-
do, podemos citar a necessidade de identificar se um
membro de uma familia de um paciente portador de
polipose adenomatosa familiar tera ou ndo o risco de
desenvolver a mesma doenca. Neste caso, sabemos
gue o gene responsavel pela ocorréncia desta doenga
€ dominado como APC, cuja fungdo é codificar uma
proteina relacionada ao controle da atividade
proliferativadacéulaintestinal .

Para realizar este estudo, precisamos respon-
der as seguintes perguntas:

- A seqiiéncia deste gene APC em um DNA
normal (sem mutacdes) ja é conhecida ?

Sim, como a maior parte dos genes de rele-
vanciaclinica, suasequénciajaé publicamente dispo-
nivel em bases de dados facilmente acessiveis pela
Internet;

- Jd foi identificada a mutacdo existente no
paciente portador da polipose ?

Provavelmente ndo. Neste caso, teremos ne-
cessariamente que fazer um sequenciamento de todo
0 gene APC deste paciente, em qualquer célulanormal
somética (ou sga, excluindo 6vul os e espermatozoides),
pois a0 se tratar de uma mutagdo (também chamada
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de polimorfismo) provavel mente herdadageneticamen-
te, esta deve estar necessariamente universalmente
presente. Para esta finalidade, utiliza-se mais
freqlientemente as células sanguineas, cujo DNA é
extraido.

Para redlizar esta avaliac8o da sequéncia de
todo o gene, necessitaremos utilizar seqlienciadores
eletrénicos, 0s quais nos permitirdo determinar a se-
guéncia de bases nitrogenadas (adenina, citosina,
guanina e timina) no segmento desegjado, conforme
demonstrado nafigura 1, e compara-la com a seqiién-
cia previamente conhecida.

Este é um procedimento ainda disponivel em
poucos centros, demorado e de alto custo, especial-
mente se considerarmos que o gene APC é bastante
longo, contendo 8535 pares de bases nitrogenadas. Caso
este exame sgjapossivel, etenhasido possivel identifi-
car umamutacdo em algum segmento (como umartro-
cade umaadenina por timina, por exemplo), entdo es-
taremos aptos a prosseguir em nosso estudo.

- Como saber se um familiar assintomdtico
apresenta a mesma mutacdo em seu DNA ?

Paraisto, bastar extrair o DNA de algum teci-
do celular deste paciente (sangue, esfregaco da bo-
checha, etc) para pesquisar se esta mutacdo estara
presente. Como heste caso ja sabemos onde e qual a
mutacdo a ser procurada, ndo necessitamos fazer um
sequenciamento novamente. Para isto, podemos ape-
nas utilizar uma técnica de amplificagdo do DNA de-
nominada como reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), aqual ira permitir areplicacdo in vitro em lar-

123456789101112131415

prGTTGCCACTCACTACC
FGTTOCGTTTATTGTT

ﬂ

Figura 1 - Sequenciamento do DNA.
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ga escala apenas do segmento de DNA desgjado, ou
seja, aquele no qual esta contida a sequiénciaque apre-
sentou a mutacdo no familiar doente.

Caso o laborat6rio disponha de aparelhos de
PCR mais modernos (real-time PCR) estaidentifica-
¢80 e mensuracgdo dos segmentos a serem examina-
dos podera ser realizada eletronicamente, no chama-
do tempo real. Caso 0 aparelho de PCR néo dispo-
nha deste recurso, o produto de sua amplificacéo de-
vera ser identificado posteriormente em gel de
eletroforese (Figura 2). Como qualquer alteracdo na
seguéncia de DNA implicard uma alteragdo de seu
peso molecular, sera possivel observar se a sequén-
cia do segmento génico examinado esta integra ou
n&o, pois o peso molecular do segmento normal é co-
nhecido (Figura 3).

Estetipo de estudo &, portanto, utilizado quan-
do desejamos conhecer a existéncia de uma alteragdo
genética, hereditaria ou ndo, e é usualmente descrito
COMO pesquisa de polimorfismos.

2° tipo: Pesquisa de DNA estranho ao in-
dividuo em um tecido

Este tipo de estudo, de grande relevancia na
esferadainfectologia, € semelhante aeste Gltimo apre-
sentado acima, com a diferenca de que o segmento
de DNA pesquisado ho tecido do individuo ndo é uma
variagdo de uma sequiéncia génica humana normal,
mas uma sequéncia presente exclusivamente em um
determinado ser vivo de outra espécie, seja este um
virus ou bactéria, denotando assim a sua presenca
andmala.

Figura 2 - Gel de agarose contendo dez amostras teciduais, nas
quais fragmentos de DNA podem ser identificados através de seu
posicionamento decorrente de seu peso molecular.
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Figura 3 - Eletroforese em gel de fragmentos de DNA. Observe
que a alteracdo na banda mais inferior do DNA do tecido a ser
estudado revela uma provdvel mutagdo em relagdo ao fragmento
normal correspondente ao peso molecular de 1000 pb (pares de
bases).

Como exempl o, vamos definir como nossa hi-
pétese que aileite em um paciente portador dediarréia
€ causada pela presenca de umainfecgdo por Yersinia
enterocolitica. Neste caso, como poderemos utilizar as
ferramentas da biologia molecular para fazer este di-
agnostico ?

- Extracdo do DNA a partir de uma bidpsia
do ileo terminal colhida por colonoscopia

Trata-se de um procedimento bioquimico rela
tivamente simpl es, podendo ser realizado por laborat-
rios bem equipados com pessoal treinado.

- Pesquisa do DNA da Yersinia através de
PCR

Neste caso, atécnicadereagdo em cadeiapela
polimerase deveraincluir, além do DNA ileal extraido,
pequenas sequéncias (denominadas como primers)
previamente preparadas para amplificar apenas um
segmento conhecido do DNA daYersinia.

Se nestetecido houver DNA daYersinia, mes-
mo em minimaquantidade, este seraamplificado eiden-
tificado pelo PCR (em tempo real ou no gel de
eetroforese), gerando um resultado preciso e sem ne-
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cessidade de realizacdo dacultura, nem sempre dispo-
nivel.

Embora tenhamos utilizado um exemplo re-
ferente atecido intestinal, exames anélogos de iden-
tificac8o de DNA extrinseco podem também ser re-
alizados em outros tecidos, incluindo o sangue
circulante, o que éfeito com grande frequiéncia, por
exemplo, no diagnoéstico de infeccdes virais
sistémicas.

3° tipo: Determinacio do comportamento
biolégico de um tecido tumoral

Este é o principa objetivo de muitos estudos
em biologiamol ecular, destacando-se aquel esreferen-
tes & &rea oncoldgica, e € descrito como andlise da
expressdo génica tecidual.

Através desta andlise, podemos compreender
asfungdes de cada proteinamediante acorrel agdo entre
sua expressdo tecidua e diferentes paréametros clini-
Cos e anatomo-patol 4gi cos observados, como grau de
diferenciacdo tumoral, potencial metastético, resposta
a terapéutica, intensidade de processos inflamatérios,
prognostico etc.

Como o comportamento biol 6gico de umacé-
lulaou um tecido, sejaele normal ou patoldgico, seré
determinado pela presenca e concentragéo das pro-
teinas existentes em seu interior, os métodos anteri-
ormente citados para determinar a sequéncia génica
no DNA n&o se aplicam neste caso, pois todos os
genes deverdo estar presentes em todas as células
sométicas de nosso corpo, independentemente de se-
rem ou ndo ativados para a producéo de sua respec-
tiva proteina. Desta forma, 0 gene da insulina, por
exemplo, se mostrard presente e integro em células
como neurdnios ou linfoécitos, emborando ocorrasua
ativacao (expressdo) visando a produgao desta pro-
teina nestas células.

Assim sendo, toda célula, segja ela um orga-
nismo independente como uma bactériaou integran-
te de um grande organismo multicelular como um
hepatécito ou célulatumoral, terd suas funcdes rea-
lizadas pela acéo de milhares de proteinas distintas,
formadas a partir de um nimero equivalente de
RNAs mensageiros, os quais foram produzidos so-
bre os respectivos genes em seu DNA. Assim sen-
do, podemos estudar o comportamento bioldgico de
cada célula através da determinacéo do estado fun-
cional eintegridade de uma proteina ou um conjunto
delas.
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E importante destacar que, ao contrério dos
estudos anteriores, em que o foco estava sobre o codi-
go genético do individuo e portanto presente em qual-
guer célula somética, neste caso necessitaremos fazer
aandlise biomolecular especificado tecido a ser estu-
dado, sejaele um tumor, um processo inflamatério, ou
mesmo um tecido normal cujaatividade celular fisiol6-
gica necessite ser esclarecida.

Para esta avaliacao, dispomos de duas abor-
dagens distintas, a saber:

1. Pesquisa do RNAm de uma determina-
da proteina
Considerando a sequéncia:

DNA = RNAm > Proteina,

podemos concluir que, ao contrario daseqiiénciagénica
do DNA, a qual estara presente em todas as células
sométicas, seu respectivo RNA mensageiro (RNAm)
somente estara presente em um tecido no qual tenha
havido aativagdo deste gene especifico visando apro-
ducdo de sua respectiva proteina.

Para identificarmos a presenca deste RNAm,
necessitamos inicialmente extrair, por meios
bioguimicas, todo 0 RNA do tecido aser analisado. Em
seguidateremos que, através de reagdes quimicas que
utilizem uma enzima denominada como transcriptase
reversa, reverter atranscricdo deste RNAmM em DNA
novamente (em segmentos denominados como cDNA
ou DNA complementar), os quais poderdo ser
guantificados, segundo o método de PCR descrito aci-
ma. Caso possamos identificar a presenca deste, en-
téo iremosdemonstrar que suarespectivaproteinaesta
sendo produzidanaguel etecido, poisfoi formado apartir
de um RNAm jaexistente. Este método de andlise de
expressdo génica é denominado como RT-PCR (RT =
reverse transcriptase) € apresenta a vantagem de
permitir aavaliacdo das proteinas produzidas naquele
tecido, possibilitando uma andlise do perfil genémico
tumoral.

Uma aplicagdo mais sofisticada deste pro-
cedimento € denominada como microsegiiéncia
(microarrays), paraaqual sdo utilizados os chama-
dos ‘microchips’, possibilitando a identificacéo si-
multanea de milhares de genes que estdo sendo
ativados (ou ndo) no DNA daquele tecido. Este mé-
todo, embora venha sendo aplicado cada vez mais
em laborat6rios avancados de pesquisa, € ainda bas-
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tante complexo para sua utilizagdo em bases clini-
cas.

2. Pesquisa da proteina propriamente dita
no tecido

Paracorrelacionar o comportamento biol dgico
de um tecido diretamente com as proteinas ali expres-
sas dispomos de dois procedimentos mais
freqlentemente utilizados. O primeiro deles é a
imunohistoquimica, ja revista recentemente nesta Se-
¢do, aqual nos permite a visualizagdo in loco da pro-
teina em questdo em um corte do tecido ap0s suarea-
¢do com um anticorpo especifico, como demonstrado
naFigura4.

A imunohistoquimica apresenta grandes van-
tagens, como suamaior disponibilidade em laboratéri-
os de anatomia patol 6gica, baixo custo, apossibilidade
de identificacdo do posicionamento da proteinano te-
cido (nuclear, citoplasmatica, etc) ou aintensidade de
sua presenca através do grau de coloracdo. Por outro
lado, apresenta-se pouco adequada a analise estatisti-
ca devido ao forte componente subjetivo na
quantificacdo dos resultados durante a observacéo das
[&minas.

Outra forma de demonstrar a presenca de
uma determinada proteina a ser estudadaem um de-
terminado tecido é através da técnica conhecida
como Western blotting. Este método consiste na
extragdo bioguimica de um pool, contendo todas as
proteinas presentes no tecido, sendo estas posteri-
ormente separadas por um processo de el etroforese.

4
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Figura 4 - Cortes histologicos de tecido tumoral (cancer colorretal)
pela coloragdo convencional em (a) e imunohistoquimica em (b),
na qual podemos observar a presenca de proteina p53 (coloragdo
acastanhada).
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Feito isto, aidentificagdo de uma determinada pro-
teina naquel e tecido podera ser feita através da adi-
¢ao de um anticorpo especifico e sua demonstracdo
através de corante, conforme demonstrada na Figu-
rab.

Assim sendo, 0 conhecimento destestiposmais
frequentes de estruturas de pesquisa em biologia
molecular representa, na verdade, a primeira etapa na
elaboracéo de um projeto, pois baseia-se na disponibi-
lidade de equipamentos e experiéncia de cada labora-
tério, devendo ser entdo o resultado de uma perfeita
integracdo entre o pesquisador clinico e o grupo depro-
fissionais que atuam neste, incluindo outros profissio-
naisdaareade salide, como biologia, bioquimicaefar-
macia.

Umavez definidos os recursos disponiveisea
estrutura do projeto, restard ao pesquisador enfrentar
outra etapa bastante complexa, referente & definicéo
dos elementos biomol ecul ares a serem estudados. Dis-
cutiremos esta delicada etapa em um proximo numero
desta secéo.
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Figura 5 - Técnica de Western-Blotting. Observa-se na avaliagdo
de duas amostras (2 e 3) a presenca de uma banda de peso
molecular correspondendo a 100 kDa, demonstrando a existén-
cia da proteina pesquisada no presente espécime. (Extraido de
www.upstate.com)

ABSTRACT: Molecular biology studies are presently regarded as a major source for research in Medicine, and an increasing
number of medical professionals are interested in improving their knowledge and scientific production in this subject. However,
structuring the research project may become a difficult challenge due to the wide range of methods and techniques available in
this area, most of them depending on existing technological facilities and personal skill. The aim of this study is to contribute
for the task of setting up a research project by presenting a brief review of most used structure models in molecular biology

studies as well as its related principles and methods.
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