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Triagem Baseada em Andlise Computacional. Com as seqiiéncias do genoma de mui-
tos organismos completas ou quase completas, geralmente ndo é necessério isolar
um cDNA de uma biblioteca. Um gene de interesse pode ser identificado pela tria-
gem de um banco de dados. Usando tal informagao, podem ser feitos primers espe-
cificos para a extremidade 5'e 3’ do gene. O primer 3’ é pareado ao mRNA isolado de
células que expressam o gene de interesse, e um cDNA é produzido utilizando-se RT.
A seguir, o primer 5’ € adicionado e a sintese da segunda fita é realizada com a utili-
zagao do DNA polimerase da E. coli, produzindo um ¢cDNA fita dupla especifico. Es-
sa estratégia tem um ponto fraco. Se 0 mRNA estd presente em pequena quantidade,
pode ser dificil ter cDNA fita dupla suficiente para efetuar o trabalho. A alternativa é
fazer a transcrigao reversa do mRNA para produzir o cDNA e, entdo, adicionar o pri-
mer 5 e usar a reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) para amplificar o cDNA em vérias copias, conforme a necessidade (ver Ca-
pitulo 6). Esse método é denominado PCR transcriptase reversa (RT-PCR, do inglés
transcriptase reverse PCR).

Trabalhando com genes clonados

Uma vez que um gene tenha sido clonado de uma biblioteca, uma grande quantida-
de de possibilidades se abrem para analise.

Hibridizacio Southern. A hibridizagao Southern (ou blotting), assim denomina-
da apos sua descoberta por Ed Southern, pode ser utilizada para estudar a organi-

Southern blotting

(1) Aplicar o DNA digerido no gel de agarose e separar por eletroforese; (2) visualizar o DNA e desnaturar
no gel; (3) transferir o DNA para filtro de nitrocelulose por capilaridade (P = toalhas de papel, N =
nitrocelulose, A = gel de agarose, W = esponja, § = solugdo com alta concentracio de sal); (4) hibridizar a
sonda radioativa ao filtro que, se corado, sera uma réplica do gel no espelho; (5) lavar o filtro e revestir com
filme de raio X e (6) o auto-radiograma realizado revela a localizagdo de bandas as quais a sonda se ligou.
(Adaptada a partir do projeto de arte de Lisa Shoemaker.)
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zacao de DNA gendmico. Como na triagem de biblioteca, Southern baseouss
capacidade de uma fita de DNA procurar por sua seqiiéncia complementar eli
se a ela.

O DNA total é isolado e digerido em reagdes separadas com uma ou virias e
mas de restricao. Entao, o DNA digerido é separado por eletroforese em um g
agarose. Depois da eletroforese, 0 DNAno gel é desnaturado para criar fitas sim
e, entdo, transferido para um filtro de nylon ou nitrocelulose por capilaridade. L
sonda radioativa fita simples é incubada com o filtro sob condicdes que promov
bridizacao. O filtro ¢ lavado e exposto a um filme de raio X. Como em triagem de]
cas ou colonias, a sonda radioativa hibridiza a sua seqiiéncia complementar deD
no filtro e uma banda no filme reflete a posigao dessa seqiiéncia no gel de aga 't
PCR tem substituido em grande parte a hibridizacdo Southern para andlise defs
mentos de DNA relativamente curtos, incluindo exames forenses e de identidade
entanto, o blotting ainda é utilizado para estudar arranjos de DNA em larga esc
para analisar o genétipo de plantas e animais que sdo submetidos a manipulacd
células-tronco com a finalidade de introduzir um gene novo (transgene). No il
caso, 0 DNA genomico é isolado e hibridizado com uma sonda para mostrar aj
senca ou a auséncia do transgene.

Analise de mRNA

Todas as células no organismo (exceto as germinativas) carregam o mesmo grup

genes, mas apenas um subgrupo deles ¢ ativo em uma célula ou em um tecidd

particular. Por exemplo, células nervosas necessitam de proteinas estruturais e

mas diferentes daquelas de células renais. Para entender quais genes tém fungoe

quais células, é necessério ver quais deles estao sendo transcritos em mRNA[

pressados”). Uma vez que um gene ¢ clonado de uma biblioteca, ele pode ser ul

do como uma sonda na analise de mRNA.

Hibridizagio Northern. Northern blotting (nome dado como trocadilho para$

thern blotting) € um método para detectar mRNA e determinar se um gene

resse é expressado em um tecido ou tipo celular especifico. O Northern blotings

basicamente 0 mesmo protocolo do Southern blotting. O mRNA & isolado de um!

do em particular, separado por eletroforese em um gel desnaturante e transferid

filtros de nylon ou nitrocelulose. As sondas radioativas para 0 mRNA sao prep

das por transcricao do gene de interesse na diregdo oposta. (Lembrar que a

ve ser complementar para hibridizar a0 mRNA, portanto, a fita que normalm

| nio faz o mRNA é utilizada para fazer a sonda.)
Os northern blots podem mostrar aqueles genes que estao ativos ou inativose
pos celulares em particular. Eles também podem mostrar alteragdes nos niveis
vidade génica decorrentes de tratamento ou perturbacéo especifica. No entani@
northern blots ndo sdo particularmente sensiveis e podem nao detectar um genefs
crito em nivel baixo. Eles também podem necessitar uma quantidade razoavelm
grande de mRN A, que pode ser dificil de obter a partir de um tecido pequeno,
mo o rim embrionario.
Hibridizacio in situ. A hibridizagdo in situ é o método mais sensivel para
lizagao de atividade génica diretamente em células ou tecidos fixados. Elafo
senvolvida independentemente por dois grupos, em 1969: Joseph Gall e Maryl
Pardue, em Yale; e Max Birnstiel e Ken Jones, no Institute of Molecular Biologg
Zurique, e no MRC, em Edinburgh. Em vez da extracao do mRNA das célulé
mRNA é deixado no local e a célula, o tecido ou 0 embriao inteiro é fixado utili
do-se paraformolaldeido. A fixacdo previne a quebra de moléculas e as manter
local para analise.
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Northern blot

Este Northern blot mostra as quantidades relativas de mRNA de rad9 humano em vdrios tecidos (listados
acima de cada raia). Um marcador de tamanho também foi deixado correr e as posi¢oes dos mRNAs sdo
mostradas a esquerda em quilobases. O mRNA rad9 que sofreu splice total de 2,1 kb é visto em virias
intensidades em cada raia. Um mRNA que sofreu splice parcial também é visto em cada raia. A (ltima raia
mostra outro mRNA de tamanho intermedidrio que sofreu splice parcial. (Cortesia de Kevin Hopkins e
Howard Lieberman, Columbia University.)

A primeira vez em que essa técnica foi utilizada, os tecidos eram cortados em
seqdes muito finas e aderidas em laminas de microscdpio. A sondas radioativas er-
am utilizadas para procurar atividade génica diretamente em cortes de tecido. As
solugdes contendo sondas eram adicionadas a cada lamina e, ap6s uma incubagao,
as laminas eram lavadas para remover qualquer sonda nao-ligada. Em lugar de ex-
por as laminas ao filme fotografico, as préprias laminas eram mergulhadas em
uma emulsdo fotogréfica. As laminas eram expostas algum tempo a emulsao e de-
pois reveladas, usando os mesmos agentes quimicos empregados na revelagao de
filmes fotograficos.

Algumas das desvantagens da técnica sdo as questdes de seguranca envolvidas
no uso de materiais radioativos, além da necessidade de cortes de tecidos. O corte
consome tempo; e € dificil obter uma descrigdo global de expressao génica de todo
um organismo a partir de se¢des pequenas. Tais problemas sao bem aplicados por
meio da hibridizagdo in situ de amostras inteiras com sondas ndo-radioativas.

Em vez da marcagdo de sondas com nucleotideos radioativos, as mesmas sao li-
gadas a substratos que fluorescem ou produzem um precipitado colorido (tais como
biotina, digoxigenina e fosfatase alcalina). Quando um substrato fluorescente é utili-
zado para marcar, a sonda ligada a0 mRNA no tecido pode ser visualizada diretamen-
te, por um microscépio de fluorescéncia. As sondas marcadas com fosfatase alcalina,
biotina ou digoxigenina devem ser visualizadas indiretamente.

A fosfatase alcalina reage com BCIP /NPT (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/ni-
troblue tetrazolium cloreto) para formar um precipitado purpura insoltvel. Assim,
esse marcador quimico € adicionado diretamente ao tecido para visualizacao do mR-
NA ligado. A sondas marcadas com digoxigenina sao visualizadas pelo uso de anti-
corpos antidigoxigenina ligados a uma enzima marcadora tal como a fosfatase alca-
lina. Novamente, é adicionado BCIP/NPT, que forma um precipitado colorido. A
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Hibridizagao in situ de um corte de tecido de olho de Drosophila adulta

Uma sonda radioativa foi utilizada para detectar mRNA para o gene period. (A) Tecidos da olho sdo mostrados com microscopia de campo claro; (8
a microscopia de campo escuro revela a presenca de granulos de prata da emulsdo fotografica em células nas quais o gene period é expressado,
(Reimpressa, com permissdo, de Liu X., Lorenz L., Yu Q., Hall ].C., and Rosbash M. 1988. Spatial and temporalexpression of the period gene in
Drosophila melanogaster. Cenes Dev. 2: 228-238.)

biotina € uma vitamina soltivel em dgua que se liga com alta afinidade a estreptai
dina, uma glicoproteina basica encontrada na clara de ovo. A estreptavidina tambén
¢ ligada a uma enzima marcadora para visualizagdo.

As sondas nédo-radioativas tém muitas vantagens. Embora as sondas radioaft
vas decaiam depois de um tempo curto, as nao-radioativas podem ser estocada
congeladas durante periodos longos sem perda na atividade. As sondas nao-t
dioativas também tém substituido as radicativas para marcacao de blots e hibridi
zagao in situ de secdes de tecidos em laminas. Além disso, elas podem ser utiliza
das para hibridizagao in situ de tecidos inteiros ou pequenos organismos, eliminas
do a necessidade de subdivisdo e proporcionando uma imagem tridimensional
global clara de expressao do gene.
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Oxidacao de BCIP e reducio de NBT na reacao do indicador BCIP/NPT

(Reimpressa, com permissao, de Kessler c. 1991. The digoxigenin:anti-digoxigenei (DIG) technology — A survey on the concept and realization ofa
novel bioanalytical indicator system. Mol. Cell. Probes 5: 161-205.)
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BCIP/NPT

(Reimpressa, com permissdo, de Sambrook J. and Russel D. 2001. Molecular cloning: A laboratory manual,
3rd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.)

Com preparagao cuidadosa, uma sonda pode penetrar em embrides intactos e em
pequenos organismos, tais como C. elegans. Os tecidos dissecados sao fixados em pa-
raformaldeido e tratados com uma proteinase e um detergente para ajudar a quebrar
estruturas e membranas celulares, permitindo melhor penetracao da sonda. Apés a
incubagdo com a sonda, os tecidos sao lavados e embebidos em solucao contendo o
substrato necessério para visualizacdo. Depois de observada a expressao no tecido
inteiro, pode ser realizado o corte para visualizar a expressao em um nivel celular.

BCIP/NPT Forma precipitado insolivel
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Detecgdo de sondas de acido nucléico marcadas com biotina utilizando
BCIP/NPT

Andlise de proteina

Enquanto o DNA proporciona as instrugdes e 0 mRNA é a molécula mensageira, as
proteinas sao as moléculas realizadoras da célula. Para entender os processos estru-
turais e enzimaticos da célula, deve-se entender as moléculas de proteina que execu-
tam tais funcdes. A tecnologia de clonagem de DNA tem proporcionado um meio pa-
ra a investigacdo de proteinas.
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Produzindo Proteinas por meio da Expressiio de Genes Extertos na E. coli e OufrosSl
temas. Uma das grandes facanhas da clonagem de DNA é a habilidade de pr
i zir grandes quantidades de uma proteina especifica por meio da expressao d
nes especificos em niveis elevados na E. coli ou de outras células. Para expr
uma proteina humana na E. coli, comega-se com 0 isolamento de uma fita dup
‘ ¢DNA em todo o seu comprimento. A proxima etapa é inserir o cDNA fita
em um vetor de expressdo, adaptado para funcionar na E. coli — apesar da o
inicial do gene. Para expressar a proteina em E. coli, o cDNA deve ser transcrito]
um promotor E. coli. Além disso, todos os genes bacterianos contém uma se
cia reconhecida pelo ribossomo para tradugao, conhecida como seq(iéncia Sh
Delgarno (AGGAGG). Para obter o nivel mais alto de produgao de proteina,
se selecionar um promotor “forte”, tal como o promotor de bacteriofago T7. O pi
motor T7 requer a presenca de RNA polimerase funcional de fago T7 e, assim, a
lula hospedeira utilizada para expressao de proteina deve conter o gene daRN
_ polimerase de T7. Em um vetor de expressdo padrao, a seqliéncia Shine-Delgar
' & colocada abaixo (no lado 3") do promotorT7. Proximo a seqtiéncia Shine-Del
i no estd uma seqiiéncia de inicio de tradugdo ATG e, finalmente, um Polylinker (un
| série de seqiiéncias de reconhecimento de restricdo para clonagem no cDNA d
postas lado a lado).
Além desses elementos para expressao de proteinas, o vetor também deve contg
seqiiéncias-alvo, as quais facilitam o isolamento da proteina expressada. No
mente, seqiiéncias-alvo sdo seqiiéncias curtas de DNA que codificam um pept
especifico, traduzido como parte da proteina expressada. Um tipo de alvo liga:
um componente especifico que pode ser imobilizado em uma particula e uti
| para purificar a protefna expressada por afinidade. Por exemplo, a seqiiéncia-alve
l His possui seis histidinas consecutivas que criam um sitio para ligagdo de niqu 1o
de outros metais. O extrato de células que expressam uma proteina contendo as
qiiéncia alvo 6-His ¢ passado por uma coluna contendo niquel. A proteina 6-His lig

;=

tag myc
! Tag 6-His

Seqiiéncia Shine-Delgarno

Polylinker

Origem de replicagio

Promotor T7 do plasmideo

Sitio de
ligacao lac/

pExpressao

lacl

Resisténcia a ampicilina

Um plasmideo de expressao geral e seus elementos-chave
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se a coluna e as outras proteinas passam por intermédio dela. A proteina contendo
seqiiéncia-alvo 6-His ¢é eluida da coluna com imizol, que imita a histidina e compete
pela ligacao ao niquel, liberando a proteina.

Outro tipo de alvo € um epitopo — uma seqiiéncia peptidica que é reconhecida e
ligada a um anticorpo especifico. Um epitopo-alvo é a alvo myc, uma seqiiéncia de 10
aminodcidos (EQKLISEEDL) do oncogene myc. Tal seqiiéncia-alvo é ligada com faci-
lidade por anticorpos anti-myc.

Muitas proteinas sdo téxicas para a célula hospedeira, em especial quando ex-
pressadas em niveis elevados. Uma maneira de obter protecdo contra esse proble-
ma € criar um promotor capaz de ser induzido, de tal modo que a proteina nao se-
ja expressada até que as células tenham crescido a uma densidade apropriada. Ca-
racteristicamente, um promotor capaz de ser induzido é criado pela insercio de
uma seqiiéncia lacO abaixo do promotor. Um gene repressor lac esta presente tanto
no plasmideo quanto no genoma da célula hospedeira e expressa a proteina repres-
sora Lac, que se liga a seqiiéncia lacO e impede a transcrigio. A adi¢ao do analogo
de lactose IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosida) inibe a proteina repressora
Lac e inicia a transcrigdo do gene clonado. Ap6s a indugao, as células sao coletadas
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niquel
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Expressando uma proteina utilizando um promotor capaz de ser induzido

e lisadas; e a proteina é purificada por cromatografia, utilizando uma sequén
contendo seqiiéncia alvo.

As proteinas também podem ser expressadas em leveduras ou células de n
feros, desde que o vetor contenha uma seqiiéncia promotora espécie-especificaa
priada. Além disso, ha uma seqiiéncia consenso no sitio de inicio de transcriga
nhecida como seqiiéncia Kozak que inclui a seqiiéncia de iniciagao ATG (GC
CATGG). Expressar um gene eucaritico em um sistema celular eucariotico asse
ra que as modificagdes corretas pds-transcricao serdo feitas para garantir um
peptideo biologicamente ativo.

Outro sistema de expressao utiliza células de inseto, as quais expressam mui
proteinas em niveis elevados. Ademais, proteinas de mamiferos expressadas emg
lulas de inseto em geral sdo produzidas e modificadas de maneira correta. Ness
tema, um virus de inseto, via de regra chamado de baculovirus, Autographa calif
ca nucleopoliedrovirus (AcNPV), é utilizado como hospedeiro. Os baculovirus
combinantes normalmente sdo obtidos de um hospedeiro natural, a larva de Trid
plusia ni, uma mariposa comum em toda a América do Norte. A seqiiéncia de DI
da proteina a ser expressada é clonada em um plasmideo, flanqueada por seqiié
de baculovirus. O DNA linearizado de baculovirus e o plasmideo sao co-transfect
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dos em células nas quais a seqiiéncia inserida recombina com o baculovirus, criando
um virus recombinante. Entao, esse virus é propagado e utilizado para infectar célu-
las a fim de produzir grandes quantidades de proteina.

Utilizando anticorpos e proteinas marcadoras

Os anticorpos sao produzidos como parte da resposta imune a presenca de substan-
cias estranhas (antigenos). A exposi¢ao a um antigeno estimula linfécitos B a produ-
zirem anticorpos (imunoglobulinas) que se ligam ao antigeno e facilitam sua destrui-
¢do. Cada anticorpo reconhece uma superficie caracteristica diferente (um epitopo)
da molécula antigénica que consiste de poucos muitos aminodcidos. Um clone de lin-
focitos secreta um anticorpo especifico para um epitopo.

Durante anos, os cientistas vém produzindo anticorpos direcionados contra pro-
teinas especificas por meio de inje¢des de proteinas em animais de laboratoério, tais
como camundongos e coelhos. O soro rico em anticorpos coletado de um animal
imunizado contém uma mistura de anticorpos que estao direcionados contra nume-
rosos epitopos da proteina injetada, assim como contra outros antigenos aos quais o
animal foi exposto. Dessa forma, o soro utilizado a partir de um animal imunizado é

|
]



172 u MickLos, FREvER & CROTTY

denominado de anticorpo policlonal. Em 1976, trabalhando no British Medical
search Council (MRC) Laboratory of Molecular Biology, Cesar Milstein desenvolve
a tecnologia do hibridoma que possibilitou uma maneira de fazer preparagdes put
de anticorpo monoclonal, com especificidade para um tnico epitopo.
Para fazer anticorpos monoclonais contra actina humana, por exemplo, ap
na é utilizada para imunizar um camundongo de laboratério. Apos poucas semana
quando o camundongo tiver desenvolvido uma resposta imune suficiente, ele
crificado e linfécitos B de seu baco sdao misturados com células de mieloma d
mundongo cultivadas. As células de mieloma usadas sao células imortalizadas
rivadas de um cancer ¢sseo de camundongo, que vivem basicamente para sen
em cultivo. A adicao de polietileno glicol (PEG) estimula a fusao dos dois tipos cel
lares para formar hibridomas. O mieloma confere ao hibridoma a capacidade parafé
producdo ilimitada em cultivo, ao passo que o linfécito B confere a habilidade pa
) sintetizar um anticorpo especifico anti-actina.
César Milstein, €a, 1976 A mistura celular é propagada em um meio seletivo no qual apenas as célulasf
ﬁﬁg‘:;gii\ff}iigf;'”g i sionadas sobrevivem. Entao, tais células sao diluidas para isolar hibridomas indi
‘ ) duais, que se multiplicam para produzir uma colonia pura de clones. Essa colecao
hibridomas é submetida a uma triagem para identificar clones que produzam oan
corpo de interesse — por intermédio de sua reacdo com o antigeno. Os clones p
vos sao submetidos a triagem adicional para identificar aqueles que produzem osd
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ticorpos de alta afinidade que se ligam fortemente ao antigeno. Toda a progénie de
clones de um tinico hibridoma ancestral produz anticorpos idénticos da mesma es-
pecificidade, por isso o termo anticorpo monoclonal. Assim, os anticorpos contra epi-
topos especificos de um antigeno podem ser purificados.

Usos para Anticorpos. Anticorpos tém muitos usos em pesquisa cientifica, assim
como em tratamentos médicos. Um exemplo é a producéo de um anticorpo que re-
conhece proteinas de superficie celular presentes em células tumorais, tal como o an-
ticorpo monoclonal conhecido como herceptina. Esse anticorpo reconhece especifica-
mente HER2 (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (do inglés -
man epidermal growth factor receptor 2), encontrado na superficie de muitas células de
cancer de mama. O anticorpo liga-se a célula, bloqueando o sinal para crescimento
celular, o que proporciona uma nova ferramenta para tratar o cancer de mama.

Meétodos para o Estudo de Proteinas: Western Blot e Imunocitoquimica. Western blots
(assim denominados para continuar a série depois que Southern e northern blots fo-
ram desenvolvidos) utilizam a ligagao especifica de anticorpos a proteinas, bastante
semelhante ao Southern e ao northern blots, que utilizam a hibridizagao especifica de
sondas produzidas para seqiiéncias complementares de nucleotideos. Primeiramen-
te, proteinas sao separadas por eletroforese em gel e transferidas para um filtro de
nylon ou nitrocelulose. O filtro é incubado com anticorpo IgG que se liga especifica-
mente a uma proteina de interesse. Esse anticorpo “primario” pode ser monoclonal
ou policlonal, produzido de modo especifico em camundongo ou coelho. O excesso
de anticorpo primdrio € lavado, sendo adicionado um anticorpo “secundario” que se
liga a uma regiao estavel de todos os anticorpos produzidos por uma espécie. (Por
exemplo, IgG de coelho pode ser injetado em cabras e usado para produzir anticor-
pos de cabra que reconhecerao todas as moléculas IgG de coelho.) Tal anticorpo se-
cundario estd ligado de modo covalente a uma enzima marcadora, geralmente fosfa-
tase alcalina (AP) ou peroxidase de rabanete (HRP, do inglés horseradish peroxidase).
Os excessos de anticorpos secundarios sdo lavados do filtro e adicionados a um subs-
trato apropriado que reagira com a enzima para produzir um composto colorido ou
fluorescente detectavel.

A imunocitoquimica é o equivalente protéico da hibridizagdo in situ. Nesse proce-
dimento, anticorpos sado introduzidos em tecidos e em células fixadas. Os anticorpos

BCIP/NPT Forma precipitado
Atividade insoldvel
fosfatase
Fosfatase _ §
alcalina

Anticorpo de cabra
anticoelho

Anticorpo monoclonal
produzido em coelho

Proteina

Deteccdo de sondas anticorpo com BCIP/NPT
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Imunocitoquimica utilizada para localizar a proteina Deformed em um embiig
de Drosophila

A coloracao revela a presenca de anticorpos contra Deformed ligados a proteina em células no segmef
maxilar da cabeca em desenvolvimento. (Reimpressa, com permissdo, de Jack T., Regulski, M., and

McGinnis W. 1988. Pair-rule segmentation genes regulate the expression of the homeotic selector gene,
Deformed. Genes Dev. 2: 635-651.)

primarios sdo submetidos a reagdo com anticorpos secunddrios contendo uma en
ma marcadora, que identifica a localizacdo da proteina de interesse dentro de um
cido ou de uma célula. _

Proteina Fluorescente Verde (GFP). Os métodos descritos até aqui proporcion
andlises estdticas para a atividade de genes e proteinas. A maioria dos componen
utilizados para visualizagdo, quer radioativos ou ndo, ¢ téxica para células vivas.
métodos para utilizar as sondas nas células sdo também com freqiiéncia destrutive
Por isso, a maior parte do conhecimento sobre onde as proteinas sao traduzidaseg
de elas se localizam na célula provém de estudos de tecidos mortos fixados. P
tudar alteragdes na expressdo e na atividade ao longo do tempo, € necessario ummn
todo-nao destrutivo e ndo-toxico para visualizacao da atividade génica. Teoricams
te, 0 método consistiria de uma proteina que ocorra de forma natural, podend:
expressada em muitos tipos celulares e proporcionar um método simples para
car sua presenga.

A dgua-viva Aequorea victoria forneceu uma solugdo para esse dilema. No inicig
década de 1960, Osamu Shimomura e Frank Johnson, da Universidade de Princet
coletaram espécimes de dgua-viva em estudos para compreender sua “biolumi
céncia”. Um dos componentes descoberto por eles foi chamado de proteina fluor
cente verde (GFP, do inglés green fluorescent protein), pois ela emitia um brilho
forte sob luz UV. Muitos anos depois, em 1992, Douglas Prasher, no Woods
Oceanographic Institute, clonou um cDNA para GFP. Em 1994, Prasher e Mart
Chalfie, na Universidade Columbia, foram os primeiros a perceber o potencial pa
o uso da GFP como uma molécula marcadora.

A GFP é uma proteina de ocorréncia natural com 238 aminodcidos. A seqiiénd
codificadora para GFP pode ser clonada com facilidade em uma variedade de ¥
tores. A GFP mantém sua fluorescéncia quando expressada em células de difere
tes espécies. A expressdo de GFP nao parece ter efeitos toxicos, de maneira quee
pode ser seguida em células vivas ao longo do tempo. A proteina pode ser mesi
direcionada para regides subcelulares especificas, permitindo a observagao de pa
tes individuais da célula, tais como mitocondrias, membranas celulares, nicleo o
citoesqueleto estrutural. As moléculas fluorescentes de outras espécies foram ¢lg
nadas mais tarde, incluindo YFP (proteina fluorescente amarela, do inglés yello
fluorescent protein), CFP (proteina fluorescente ciano ou azul, do inglés cyan or bl
fluorescent protein) e RFP (proteina fluorescente vermelha, do inglés red fluorescel
protein).

A GFP tem muitos usos em estudos bioldgicos. A inser¢ao de um vetor de expre
sdo GFP simples permite marcar uma célula especifica com um sinal visual. Po
exemplo, um vetor de expressao contendo GFP pode ser inserido por eletroporaga
em células nervosas no embriao do peixe paulistinha (zebrafish). Depois, sob um
croscopio de fluorescéncia, pode ser observado como tais células crescem e migran
por todo o organismo. Uma constru¢ao de DNA recombinante pode ser feita de fo
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Estrutura da proteina fluorescente verde

GFP forma uma estrutura cilindrica chamada “lata b”. O fluoréforo esti no centro da lata. (Adaptada, com
permissdo, de Yang F., Moss L.G., and Phillips G.N.Jr. 1996. The malecular structure of green fluorescent
protein. Nat. Biotechnol. 14: 1264-1251.)

ma que combine as regides regulatérias para um gene de interesse com a regiao co-
dificadora de GFP. A insergdo dessa construciao em uma célula viva proporciona uma
ferramenta para observar as modificacdes na expressio do gene ao longo do tempo.

GFP em uma célula viva da crista neural em cultivo

Neste caso, GFP foi localizada na actina, que é o componente estrutural-chave da célula. (Cortesia de
Andrew Ewald, California Institute of Technology.)



