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Resumo

Esse trabalho teve como objetivo construir e testar beacons moleculares (molecular beacons ou
sondas beacons) para genotipagem de animais de laboratério, sendo esses, camundongos de
linhagens isogénicas do CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biolégica na Area da
Ciéncia de Animais de Laboratdrio localizado na UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas.
Tendo em vista a importancia do controle genético na administracdo de colénias de linhagens
isogénicas de camundongos, uma vez que a contaminagdo genética pode comprometer os
resultados experimentais das diversas areas das ciéncias em que estes animais sdo empregados.
As linhagens isogénicas de camundongos sao muito apreciadas e utilizadas pela comunidade
cientifica por possuirem caracteristicas proprias que sado determinantes aos mais diversos
estudos. A contaminagdo entre linhagens representa a perda destas caracteristicas e
consequentemente o desperdicio de tempo e recursos, além de dados incorretos obtidos nos
experimentos. Diferencas no padrédo genético das linhagens influenciam os testes farmacoldgicos
e as respostas de comportamentos de animais, podendo permanecer inadvertidos em um longo
periodo sem que o pesquisador perceba. Desta forma os dados do seu trabalho estardo
comprometidos. Por isso, 0 monitoramento genético € um fator importante a ser considerado e
deve fazer parte da rotina de um biotério de producao. As sondas beacon é um método simples
de analise molecular utilizando sondas universais para a tipagem de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP), nos quais os alelos sao identificados por cores fluorescentes, a amplificacéo ¢é
realizada na presencga de dois diferentes beacons moleculares e cada alelo é identificado pelo
desenvolvimento de fluorescéncia de uma cor Unica. Esse tipo de ensaio discrimina fortemente
alvos que diferem um do outro por tdo pouco quanto uma unica substituicido de nucleotideo.
sendo um excelente método para verificacdo de genotipagem das linhagens de camundongos
isogénicos.

Sondas Beacons

O uso das sondas beacons para genotipagem ira substituir a técnica de analise do polimorfismo
de microssatélites, marcadores moleculares genémicos que sao amplificados pela reagcao de PCR
Qualitativo (Reagdo em Cadeia de Polimerase) que € uma técnica que possibilita sintetizar um
fragmento de DNA a partir de outro fragmento de DNA. O método consiste em usar a enzima TAQ
DNA Polimerase para replicar o fragmento de DNA genémico desejado. Apds a desnaturagao da



cadeia de DNA e ligamento dos primers (pequenas sequéncias de DNA, que indicam para a
enzima o fragmento a ser sintetizado) a TAQ DNA polimerase liga nucleotideos soltos na solugao
nas cadeias simples de DNA, assim formando novas sequéncias. Esse processo ocorre de 20 a
30 ciclos, gerando milhdes de coépias do DNA desejado [9] . Depois do PCR, ocorre a
eletroforese, técnica que consiste "correr" o DNA em um gel de agarose, aplicando uma corrente
elétrica. As bandas menores (com menos pares de base) correm primeiro, ja as maiores ficam
para tras [9] . Depois de feita as duas técnicas citadas acima, as sequéncias sdo comparadas,
confirmando ou n&do a linhagem do camundongo. Uma outra metodologia que utiliza sondas
fluorescentes para SNPs sdo metodologias com anadlise de PCR em tempo real. Estas sondas
sdo muito eficientes e sdo chamadas TagMan. TagMan é uma sonda (fragmento de DNA
marcado usado para hibridizar outra molécula de DNA) utilizada para detectar sequéncias
especificas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma
extremidade um fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do
fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da reagao sao
detectados pela fluorescéncia gerada apds a atividade exonuclease 5'—>3' da Taq DNA
polimerase. Durante a PCR em tempo real a sonda TagMan hibridiza com a seqliéncia da fita
simples de DNA complementar alvo para a amplificagdo. No processo da amplificacao a sonda
TagMan €& degradada devido a atividade exonuclease 5'— >3' da Tag DNA polimerase,
separando o quencher da molécula fluorescente durante a extensao. A separacao do fluoréforo
do quencher resulta em um aumento da intensidade da fluorescéncia. Assim, durante o processo
de amplificacdo a emissdo de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da
fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da sequéncia alvo
¢é estabelecida [10]. Apesar da alta eficiéncia de deteccao de SNPs com o uso desta sonda, o
preco € bastante grande e é necessario produzir uma sonda para cada SNP. Onerando ainda
mais o protocolo. As sondas Beacon, assim como a TagMan possui uma extremidade com
fluorescéncia e outra com o quencher. Na reagao a fluorescéncia é emitida a partir da separacgao
do quencher da molécula de fluorescéncia, mas ndo por degradacdo do oligo e sim por
hibridizacdo da sonda que é feita apds a reagcdao de PCR. Com isso, pode-se construir primers
especificos para cada SNP com Tags que serdo reconhecidos pelas sondas beacons.
Possibilitando a construgdo de sondas beacons universais para dois tipos de Tags, que estarédo
ligados a primers especificos de SNPs. Com o uso das sondas beacon sera possivel obter o
resultado visualizando a fluorescéncia ou ndo apos a reacdo de PCR, que é uma técnica que
utiliza um oligos homdélogos com marcador fluorescente e ao mesmo tempo baratear o processo
de analise com sondas universais.

Descrigao da Pesquisa

Iniciou-se o projeto estabelecendo um Protocolo para extragcdo de DNA de camundongo. Depois
iniciou-se uma pesquisa para o desenho de primers especificos para a analise de polimorfismos
de nucleotideos simples (SNP), nessa pesquisa foi encontrado o artigo “Development of a SNP
genotyping panel for genetic monitoring of the laboratory mouse” de autoria de Petko M. Petko e
associados [12], onde é descrito a distribuicdo alélica de 235 SNPs em 48 cepas de
camundongos, criando assim um banco de dados de polimorfismos uteis para fins de
genotipagem. A partir dessa informacdo foi escolhido uma SNP que diferencia a linhagem
BALB/cJ da linhagem C57BL/6J.

A partir dos dados desse artigo, foi pesquisado no site Mouse Genome Informatics
(http://www.informatics.jax.org) [13] a sequéncia genética desse gendtipo escolhido.

MGI é o recurso de banco de dados internacional para camundongos de laboratério, fornecendo
dados genéticos, gendmicos e biolégicos integrados para facilitar o estudo da saude e doengas
humanas.

A sequéncia do gendtipo escolhido esta indicada na imagem abaixo:



http://www.informatics.jax.org/

Sequéncia de DNA desejada

rs8237679 sur peta

DL ID 158237679 dbSNP Creoted in dhSHP Build 113
Variation Type SNP Last Updated in dbSNP Build 118
Alleles AT Additional Resources JBrowse Genome Browser |

NCBT Genome Data Viewer

Genome Location Chri:58827009 (GRCm38) SMP Reference Flankin uence
Location and

Flanking = SMP Orientation to the Genome forward L LECeiial TOLILG) TOTecs
TGGATCTTG ATTTTTATAT CGACA
Sequence T6 TTECCCTTIC CCTT

W= AT
Note: Seguence in fower case indicates low-comapiexity or repetitive sequence
BLAST SNP flanking sequence against the mouse Geneme

sand flank 16 NCBI BLAST v | iGa

w )| UCSC Browser |

Apés a obtencao da sequéncia desejada foi pesquisado no site Esembl, que € um navegador de
genoma para genomas de vertebrados que oferece suporte a pesquisa em gendmica
comparativa, evolugao, variagcao de sequéncia e regulagéo da transcricdo. O Ensembl anota
genes, calcula alinhamentos multiplos, prediz a fungéo regulatéria e coleta dados de doencgas. As
ferramentas de ensembl incluem BLAST, BLAT, BioMart e o Variant Effect Predictor (VEP) para
todas as espécies com suporte. [14]

Esse navegador auxiliou na escolha da sequéncia do Primer Reverso com SNP (indicado na
imagem abaixo - seta vermelha)

Sequéncia Primer Reverso com SNP (seta vermelha)
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Depois de decidir a sequéncia com a SNP correta para diferenciar as duas linhagens desejadas,
usamos essa sequéncia para fazer uma analise no site OligoAnalyzer, que é uma ferramenta de
analise de primer para oligonucleotideos, nele é possivel projetar e analisar bases de DNA e RNA
para obter informacdes sobre comportamento e propriedades. Essa sequéncia sera o primer
reverso com a SNP. [15]

Para obter o Primer Forward Comum para as duas linhagens de camundongo, escolhemos uma
sequéncia com 27 pares de bases que estdo 218 pares de bases anteriores a sequéncia do
Primer Reverso com SNP. O Primer Forward Comum tera um total de 247 pares de bases.

Desenho das Sondas Beacon Universais.

O desenho de sondas universais sera realizado utilizando as sequéncias universais propostas nos
ensaios de kits Amplifluor [16], assim como suas sequéncias complementares para

complementagcdo dos primers especificos dos SNPs a serem utilizados como mostrado na
imagem abaixo:



Esquema de reacao e deteccao de SNP de dois alelos usando primers especificos de alelo

acoplados com dois primers Amplifluor Universais. [17]
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As sequéncias correspondentes ao perfil que sera colocado na sonda e nos primers universais
serao as seguintes:

Sequéncia das Sondas Beacon Universais foram modificados a fim de que as sequéncias gTails e

rTail ficassem entre as regides do quencher e do fluorocromo, como demonstrado na figura
abaixo.
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Depois foi estabelecido um Protocolo de PCR e um Protocolo de Eletroforese.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Dindamica Sonda Beacon Universal - FAM

Multicomponent Plot

SYBR Green + Sonda FAM

Fluorescence

Somente Sonda FAM

Cycle

A imagem acima apresenta a curva da Sonda FAM juntamente com SYBR green e a curva
somente da Sonda FAM. Foi adicionado no primeiro po¢co da primeira fileira da placa para
PCR-RT 1uL de Sonda Fam com concentragcdo de 0,637 mM, 10uL de PBS (Tampao
fosfato-salino) e 5uL de SYBR Green e foi feita diluigdes seriadas nos 4 proximos pogos (10,
100,1000 e 10000 vezes). No primeiro pogo da segunda fileira da mesma placa foi adicionado
1uL de Sonda Fam com concentracao de 0,637 mM, 10uL de PBS (Tampao fosfato-salino) e foi
feita diluicbes seriadas nos 4 préximos pogos (10, 100,1000 e 10000 vezes), mas somente 0s
pocos sem diluicdo obtiveram curvas detectaveis no aparelho StepOne™ Real-Time PCR
System. As curvas SYBR Green + Sonda FAM e somente a Sonda FAM estao apontadas na
imagem acima. Nesta imagem podemos avaliar o comportamento da Sonda FAM na questéo de
temperatura e concentracao ideal quando esta for acompanhar a amostra de DNA.

A curva do SYBR Green sofre declinio entre as temperaturas de 19 °C a 59 °C pois esta se
ligando a Sonda FAM, quando as ligacbes se esgotam a Sonda FAM comeca a “abrir o seu
grampo” subindo a sua curva entre as temperaturas 59 °C a 79 °C, depois ela chega no seu limite
de fluorescéncia.

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ainda é necessario fazer testes e padronizar a utilizacdo das sondas beacon universais
juntamente com as amostras de PCR com o DNA dos camundongos isogénicos BALB/cJ e
C57BL/6J para concluir de maneira soélida esse trabalho, no entanto, isto ira demandar mais
tempo que o prazo final deste projeto. As etapas aqui propostas foram seguidas para mais 31
SNPs com o intuito de produzir um quadro de analise para um nuimero maior de espécies,
incluindo todas as isogénicas encontradas no CEMIB/UNICAMP. Estes oligos entrardo em
processo de sintese assim que possivel. Sem duvidas as informagdes aqui geradas facilitarao
esta padronizacdo uma vez que a concentragdo minima de sonda necessaria para detecgao pelo
equipamento foi encontrada, assim como a dinamica de intensidade de fluorescéncia de acordo
com a temperatura de analise. Acreditamos que com mais alguns testes realizaremos a
padronizagdo desta metodologia, que poder aplicada de acordo com o interesse do centro, para a
genotipagem de camundongos isogénicos.



