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A PCR (Polimerase Chain Reaction) € uma tecnica de amplificacao in vitro de DNA e de
\'api{elnifles.{o 88 RNA que permite a formacao rapida de milhdes de copias de um segmento especifico de
DNA a partir dos elementos basicos do processo de replicagao natural do DNA (1).
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A analise dos resultados desta tecnica e feita através da eletroforese em gel ou por sequenciacao. Esta tecnologia
é aplicada, por exemplo, em testes de paternidade, na analise de DNA forense e em testes de contaminacao
ambiental. A Hellicobacter pylori € uma bactéria que infeta a mucosa gastrica criando ulceras pépticas,
aumentando o risco de cancro no estomago (2). O plasmideo comercial, pET-28a, contém uma sequéncia curta de
DNA que incorpora zonas de reconhecimento para uma séerie de enzimas de restricao, o Multiple Cloning Site
(MCS) (Fig.1), no qual se vai introduzir o gene pretendido de H. pylori, Frxa, que codifica a cada nitroredutase,
uma proteina cuja atuacao pode por em risco a atividade da H. pylori (3). Com isto, o objetivo do trabalho €,
através da PCR, verificar se o gene Frxa de H. pylori, foi clonado no plasmideo pET-28a, através da técnica
DNA recombinante (rDNA) .

Fig. 1- Representacao do

plasmideo pET-28a e do
respetivo MCS

MATERIAIS E METODOS

Preparacio das Master Mix Incubacgio dos microtubos Realizacio da - . Analise de resultados por
reacionais nos microtubos no termociclador letrof ¢ Fiq 4 transiluminador de radiacao
de PCR (Fig.2) (Fig.3) eletroforese (Fig. 4) UV (Fig.5).
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Na 12 amostra ocorreu a replicacao do MCS o que indica que a insercao do gene Frxa no
plasmideo pET-28a nao foi bem sucedida; enquanto que na 2% amostra, ocorreu a replicacao do
gene Frxa, ou seja, a insercao do gene no plasmideo foi bem sucedida (Fig. 6).

DISCUSSAO

A capacidade de poder amplificar uma proteina, a partir da introducao de um gene Frxa, de H.
pylori, no MCS, para poder desenvolver estrategias terapéuticas relativas as doencas e infecoes

Fig. 6- Gel de Agarose desta bacteria tem enorme potencial que so ultimamente tem sido mais usado.

O motivo principal do insucesso das terapias anti-H. pylori, baseadas
em acido metronidazol (MTZ), é a resisténcia bacteriana ao 6xido nitrico| | Desteé modo, a detecao sensivel do PCR € uma
presente no acido do estomago. Logo, determinar a presenca do Frxa caracteristica que sobressai na técnica, tanto na area da
no plasmideo bacteriano é primordial porque, segundo estudos prévios, Biologia Molecular como na area da Saude. Por
a ativacao deste gene leva a diminuicao da resisténcia da H. pylori (4) ao exemplo, foi utilizada como teste de detecao do virus
MTZ uma vez que o Frxa sera capaz de codificar nitroredutases que| | SARS-coV-2 durante a pandemia da Covid-19.

convertem o MTZ, um pro-farmaco inofensivo, a bactericidas e Por outro lado, a detegao pode ser mais rapida, objetiva
mutagenicos que atenuam a patogenicidade da bactéria (2). e ter menos riscos se a sua mais recente vertente, o

Real-Time PCR, for utilizada.
> 4

(1) Pereira TC et al. (2018). Introdugao as técnicas de PCR convencional, em tempo real e digital.
(2) Jeong JY, Mukhopadhyay AK, Akada JK, Dailidiene D, Hoffman PS e Berg DE. (2001). Roles of FrxA and RdxA Nitroreductases of Helicobacter pylori in Susceptibility and Resistance to Metronidazole,
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC95392/.

(3) Jeong JY, Mukhopadhyay AK, Dailidiene D, Wang Y, Velapatifio B, Gilman RH, Parkinson AJ, Nair GB, Wong BCY, Lam SK, Mistry R, Segal I, Yuan Y, Gao H, Alarcon T, Brea ML, Ito Y, Kersulyte D, Lee HK, Gong Y, Goodwin A,
Hoffman PS e Berg DE. (2000). Sequential Inactivation of rdxA (HP0954) and frxA (HP0642) Nitroreductase Genes Causes Moderate and High-Level Metronidazole Resistance in Helicobacter pylori;
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/jb.182.18.5082-5090.2000;

(4) Kargar M, Baghernejad M e Doosti A. (2010). Role of NADPH-insensitive nitroreductase gene to metronidazole resistance of Helicobacter pylori strains, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3304369/.

(5) Justino MC, Parente MR, Boneca IG e Saraiva LM. (2014). FrxA is an S-nitrosoglutathione reductase enzyme that contributes to Helicobacter pylori pathogenicity, https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/febs.12958.
(6) Gomes AG, Justino MC. (2020). workshop- técnicas de genética molecular. estbarreiro

BIBLIOGRAFIA

Agrupamento de Escolas
ALFREDO DA SILVA

Com o apoio de:

TECNOLOGIA /
BARREIRO {
cc.,’

ESCOLA SUPERIOR
POLITECNICO SETUBAL h-"’
Barreiro




