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primavera do ano 2000, J. Craig Ven-
ter, o CEO da Celera Genomics e Francis
Collins, diretor do National Institutes of
Health’s Human Genome Research Institu-
te, anunciaram em conjunto que eles e seus
colaboradores haviam completado a sequéncia do genoma
humano. Apesar de ainda haver muito trabalho para a fi-
nalizacio do projeto, a realizagio desse feito foi de enorme
importincia. Para alguns, era como desvendar do segredo
da vida. Esse trabalho estabeleceu a ciéncia da genémica,
o estudo do mapeamento e sequenciamento dos genomas.

J. Craig Venter (1946-
(Cortesia da Celera
Genomics.)

). Francis S. Collins (1950-).

(Cortesia de Francis Collins.)

Desde meados dos anos 70, o campo da genética mo-
lecular vem obtendo um enorme crescimento, percebido
nio somente pelos geneticistas, mas também pela classe
de médicos e pesquisadores, além de agronomos, cientistas
da drea animal, empresdrios e o pablico em geral. A classe
de médicos e pesquisadores possuem novos tratamentos
disponiveis para doengas. Os agrénomos vislumbram a
possibilidade de aumentar os rendimentos das colheitas,
os cientistas da drea animal ganharam a possibilidade de
aperfeicoar a produgio de alimentos de animais domesti-
cados. Geneticistas e bidlogos moleculares adquirem um
conhecimento cada vez maior devido 4 compreensio da
expressio do gene e de seu controle.

As novas técnicas de manipulagio do DNA, com foco
na separagio, amplificacdo, sequenciamento e expressio
dos genes, estio baseadas na inser¢do de uma parte espe-
cifica de DNA estrangeiro em um vetor—um plasmideo
ou fago. Um plasmideo é colocado em uma célula hos-
pedeira, procaridtica ou eucaridtica, que entao se divide
repetidamente, produzindo intimeras cépias do vetor com
seu pedago de DNA estrangeiro. Um fago simplesmente
se multiplica nas células hospedeiras (fig. 13.1). Em ambos
os casos, o pedago de DNA estrangeiro é amplificado em
nmero e pode ser expressado (transcrito e traduzido em
uma proteina) quando estd em um plasmideo em uma cé-
lula hospedeira. Uma célula hospedeira comumente usada
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Vetor DNA estrangeiro

P

l Insercdo

Absorg¢ao
‘!r pela E. coli

Vetor

Crescimento de
Cromossomo | células E. coli

hospedeiro

Muitas copias do
DNA estrangeiro

Expressao do
DNA estrangeiro
/ (presenca de
f produto proteico)

Figura 13.1 Visao geral das técnicas de recombinagéo

de DNA. Um vetor hibrido com uma insercéo de DNA
estrangeiro é criado. Entdo, o vetor é inserido dentro de

um organismo hospedeiro. A replicagéo do hospedeiro
resulta em muitas copias do DNA estrangeiro e, se o gene &
expressado, fambém em grande quantidades do produto do
gene. (Todo o DNA mostrado é de fita dupla.)

é a da E. coli. Depois de sua amplificagio, o DNA estran-
geiro pode ser purificado e sua sequéncia de nucleotideos
determinada. Quando é expressado, podem ser obtidas
grandes quantidades do produto génico do DNA estran-
geiro. A nova tecnologia ¢ conhecida de virias formas:
clonagem génica, tecnologia do DNA recombinante ou
engenharia genética. Neste capitulo, analisaremos em de-
talhes os métodos e procedimentos da tecnologia do DNA
recombinante, incluindo o sequenciamento do DNA.
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Em 1978, W. Arber e H. Smith ganharam o Prémio No-
bel de Medicina e Fisiologia pelo trabalho pioneiro no
estudo das endonucleases de restricio. Enzimas que as
bactérias usam para destruir o DNA estrangeiro, supos-
tamente, 0 DNA de virus invasores. As enzimas reconhe-
cem certas sequéncias nucleotidicas (sitios de restricio)
encontradas no DNA estrangeiro, em geral com um com-
primento de quatro a oito pares de base, e entio clivam
aquele DNA nesses sitios ou perto deles. (As endonuclea-
ses de restrigo foram assim chamadas porque restringiam
as infecgdes de fago nas linhagens bacterianas. Os fagos
que conseguiam sobreviver em uma cadeia, nio sobrevi-
viam em outras com diferentes enzimas de restricio).
Trés tipos de endonucleases de restrigio sio conheci-
dos. Seus agrupamentos sio baseados em tipos de sequ-
éncias que reconhecem a natureza do corte realizado no
DNA e a estrutura de enzima. Os tipos I e I1I de endonu-
cleases de restrigao nio sdo tteis para a clonagem de ge-
nes, pois clivam o DNA em sitios que no sio os sitios de
reconhecimento e assim, produzem padrées de clivagem
aleatérios e imprevisiveis. As endonucleases tipo II, no
entanto, clivam sitios especificos que reconhecem, produ-
zindo padroes de clivagem previsiveis. Os sitios que as en-
donucleases tipo II reconhecem sdo repetigdes invertidas,
que possuem simetria duplicada. Para observar a simetria,
vocé deve ler a sequéncia de dentro para fora a partir de
eixo central nas fitas opostas do DNA. Por exemplo, a
endonuclease de restrigio tipo [1 BamHI reconhece:

Sequéncia reconhecida

v 3
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5-GGA| TCC-3’
J-CCT|AGG-5

Lendo a partir do centro (linhas verticais) encontra-
mos AGG na cadeia superior e AGG na cadeia inferior.
De certa forma, s sequéncia é um palindromo, uma se-
quéncia que pode ser lida da mesma forma em qualquer
diregdo. (Palindromo vem do grego palindromos, que sig-
nifica “correr em sentido inverso”. O nome Hannah e a
sequéncia numérica 1238321 sio palindromos). Na figura
13.2 hd algumas sequéncias palindromicas que as endo-
nucleases de restricio do tipo II reconhecem. Mais de
cem enzimas do tipo II sdo conhecidas.

A célula hospedeira protege seu DNA nio pelo fato
de ndo conter esses sitios de restri¢ao, mas geralmente por
metilar o DNA nessas regioes (fig. 13.3). As mesmas se-
quéncias que as endonucleases atacam em uma condigio

Hy H

Mehlogco

oo, /J\

@- ocH2 0

OH H OH H
Citosina 5-Metilcitosina
Figure 13.3 Uma enzima metilase adiciona um grupo metil &

citosina, convertendo-a em metilcitosina-5.
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2 Sequéncias cortadas por varias endonucleases de restricéo Il Py ¢ pirimidina e Pu é purina. As setas denotam os

pontos onde as endonucleases cortam o DNA. Em 1971, K. Danna e D. Nathans mostraram que a endonuclease de restricGo
cortaria o DNA de forma coerente em pedacos do mesmo tamanho. Essa precis@o e capacidade de repeticdo da acéo da
enzima tornaram as enzimas Uteis para futuras pesquisas. Nem todas as endonucleases de restricdo fazem cortes irregulares
com projegdes 3’ e 5, algumas produzem terminais cegos.
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nio metilada sio protegidas quando metiladas. Apés a
replicagio do DNA hospedeiro, novas duplas hélices sio
semimetiladas. Isto ¢, a fita antiga é metilada, mas a nova
ndo. NCSSil C(‘lﬂﬁg[‘:fﬁ&;ﬁ@, d nova ﬁtil é l‘ﬂp‘ldﬁﬂWCﬂtC meti-
lada (fig. 13.4). O DNA estrangeiro, sem grupos metil em
qualquer fita, nio é metilado.

As endonucleases de restricio recebem seus nomes de
acordo com a bactéria da qual foi isolada: BamHI vem de
Bacillus amyloliquefaciens, linhagem H; EcoRI de E. cofi,
linhagem RY13; Hindll de Haemaphilus influenzae, linha-
gem Rd; e Be/l do Bacillus globigii. A partir desse ponto,
vamos nos referir s endonucleases de restrigio tipo I so-
mente como enzimas de restricio.

As enzimas de restricio cortam o DNA de duas ma-
neiras diferentes. Por exemplo, Hindll corta a sequéncia
de reconhecimento ao meio, deixando terminais “cegos” no
DNA (fig. 13.2). Discutiremos como pedagos de DNA com
terminais cegos podem ser usados em clonagens. Os cortes
irregulares feitos, por exemplo, pela BamHI, deixam termi-
nais aderentes (uma projegio 5) que podem se reassociar
espontaneamente & medida que as ligagoes de hidrogénio se
formam entre as bases complementares (fig. 13.2). A habi-
lidade de reassociagio desses terminais aderentes, demons-
trada pela primeira vez por S. Cohen, H. Boyer e seus cola-
boradores em 1971, abriu campo para a clonagemn de genes.

Vetores Procaridticos @

Com a atual tecnologia é comum juntar, in vitro, DNAs
de fontes bastante diferentes. Na figura 13.5, vemos como
uma molécula de DNA circular cortada por uma enzima de
restri¢io especifica pode recircularizar se for clivada apenas
em um local, ou como moléculas diferentes com os mesmos

*
5 -CCGG-73

3 _ GGCC -5 DNA Metilado

Replicacdo do DNA

5 . COGE =3 5= BLEG ~F
DNA Hemimetil
3 -GGCC -5 3 — GEEE -5 emimetilado
*
! Metilagdo
Y
% *
5 - CCGG -3’ 5 - CCGG -3’ _
3’ - GGCC - 5 3 _GGCC -5 DNA metilado
* *

Figura 13.4 O DNA hospedeiro ¢ metilade no sitio de
restricdio Hpall, O asterisco indica grupos de metil nas
citosinas. Apds a replicacdo, o DNA é hemimetilado;

as novas fitas nd@o possuem grupos metil. Entdo, o DNA
hemimetilado é totalmente metilade por enzimas celulares.
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terminais livres podem se anelar para formar moléculas hi-
bridas. Para fazer com que essas moléculas fiquem comple-
tas, basta a acdo de uma DNA ligase (capitulo 9).

Uma das partes do DNA envolvide no anelamento
pode ser um plasmideo, um pedago de DNA que pode
replicar-se em uma célula de forma independente do cro-
mossomo celular. O plasmideo recombinante (fig. 13.6)
pode ser transferido para dentro uma célula, (Um plasmi-
deo recombinante também ¢é conhecido como um plas-
mideo hibrido, veiculo hibrido, vetor hibride ou plas-
mideo quimeérico. Esta tltima denominagio se origina da
palavra quimera, um monstro mitolégico com cabeca de
ledo, corpo de bode e cauda de serpente). Hai virios proce-
dimentos que podem introduzir este plasmideo recombi-
nante dentro da célula hospedeira. Por exemplo, uma cé-
lula bacteriana pode tonar-se permedvel a esse plasmideo,
ou a qualquer outro, pela adi¢io de uma solugio diluida
de cloreto de cilcio. Uma vez dentro da célula, o DNA
estrangeiro é replicado cada vez que o DNA se replica.

Observe que no processo de inser¢do de um pedago
de DNA estrangeiro, o sitio de restri¢io é duplicado, com
uma cépia em ambos os terminais da insercdo. Essa pro-
priedade facilita a remogdo posterior da insercdo clonada
caso seja necessdrio, jd que estd incluida entre os sitios de
restrigdo (fig. 13.6).

Clonagem com Enzimas de Restrigdo

Para que as clonagens de DNA de diferentes procedén-
cias tenham éxito, algumas condigdes devem ser satisfei-
tas. Um plasmideo veiculo deveria ser clivado em apenas
um ponto pela endonuclease. Se for clivado em mais de
um ponto, ele ird se fragmentar durante o experimento.
Entretanto, alguns fagos veiculos devem ser clivados em
dois pontos, de modo que 0 DNA estrangeiro possa subs-
tituir a extensio do DNA do fago, ao invés de simples-
mente ser inserido. Veiculos comuns, derivados do fago 7,
foram chamados de fagos Caronte por causa do barquei-
ro mitoldgico do Rio Estige. (Veja capitulo 14 para uma
discussio detalhada sobre o fago A).

Durante a infecgio normal do fago (capitulo 7), somen-
te 0 genoma do tamanho do fago é empacotado nas cabegas
A. Assim, para A ser um vetor vdlido, o DNA estrangeiro
deve substituir parte de seu DNA. Observamos que A pode
funcionar com bastante eficiéncia como um veiculo hibrido
com um segmento de 15.000 pares de bases (15 quilobases
ou 15 kb) substituido pelo DNA estrangeiro, porque tal
segmento do DNA do fago ¢ usado para integragio den-
tro do cromossomo da F. co/i, uma fungio nio essencial do
fago. Ou seja, o fago pode infectar uma bactéria, replicar-se
dentro dela e ser liberado sem a regido de integracao. Os
engenheiros genéticos criaram uma molécula de DNA do

. sem a regifio ndo essencial e que contém um sitio de cli-
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Figura 13.5 DNA circular do plasmideo com um palindromo reconhecido pela EcoRl. Apds o DNA ser clivado pela
endonuclease, ele apresenta dois terminais expostos que podem se juntar para recircular a molécula ou unir duas ou mais
moléculas lineares do DNA clivado pela mesma endonuclease de restrigdo. Os cortes sdo fechados com o DNA ligase. S.
Cohen, H. Boyer e seus colaboradores uniram plasmideos pela primeira vez através desta técnica em 1971.

vagem em seu lugar. Assim, somente o DNA hibrido pode
ser incorporado nas cabegas do fago, pois o DNA menor,
sem uma inser¢io, € pequeno demais para ser empacotado.

Uma desvantagem da clonagem com plasmideos nor-
mais de E. co/i é que eles sdo instiveis se o DNA estran-
geiro for muito grande, maior que 15 kb. Ou seja, se um
segmento cromossomico for clonado, o plasmideo tende a
perder partes do clone quando se replica. Principalmente
por esta razdo, os geneticistas comegaram a usar o fago A
como vetor (fig. 7.21), pois estes fagos poderiam manter
com éxito o DNA estrangeiro no tamanho de 24 kb.

O cromossomo do fago tem cerca de 50 kb de DNA.
Dentro da cabega do fago ele ¢ linear, e dentro da célula,
circular. O DNA que preenche a cabega do fago é reco-
nhecido durante a infecgio porque possui um pequeno
segmento de DNA de fita simples chamado sitio cos (doze
bases; derivado de cohesive ends ou terminais aderentes ou
coesivos) em qualquer um dos terminais. A reassociagio
dos sitios cos permite que os cromossomos A se circulari-
zem ao entrarem em uma célula hospedeira. Cortando o
DNA no sitio cos o circulo se abre em uma molécula linear
(fig. 13.7). Os sitios cos tém a vantagem de permitir que os
geneticistas clonem segmentos ainda maiores, porque até
mesmo os 24 kb pode nao ser adequado para se estudar
alguns genes ou grupos de genes em eucariotos. Muitos
genes eucaridticos sio muito grandes devido a seus in-

trons e segmentos de controle transcricional. DNA de até
50 kb pode ser clonado se os segmentos cos forem anexa-
dos a um dos terminais com uma origem plasmidial de
replicagdo do DNA e com um gene antibiético seleciond-
vel. Esses plasmideos que contém sitios cos sio chamados
de cosmideos (fig. 13.7). Os cosmideos permitem nio s6
a clonagem de porgdes muito grandes de DNA, mas tam-
bém selecionam grandes segmentos de DNA estrangeiro,
pois pequenos cosmideos nio sdo incorporados nas cabe-
¢as do fago. Assim, 0 DNA estrangeiro que varia de 2,5 a
50 kb em tamanho pode ser clonado usando plasmideos,
tagos Caronte ou cosmideos (pedagos muito maiores de
DNA, com cerca de um milhio de bases, podem ser clo-
nados na levedura, como descreveremos adiante).

Selecionando Vetores Hibridos

Nos métodos que descrevemos, as enzimas de restricio cor-
tam tanto o vetor quanto o DNA estrangeiro. Entio, os dois
sdo misturados na presenca da ligase. Os muitos produtos
que sdo criados podem ser divididos em trés categorias: ve-
tores com DNA estrangeiro, vetores sem DNA estrangei-
ro e fragmentos. Em uma segio posterior, discutiremos os
métodos para se encontrar um pedago especifico de DNA
estrangeiro em um vetor. Aqui, vamos ressaltar como os ve-
tores com inser¢des de qualquer tipo sao selecionados.
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Plasmideo DNA estrangeiro

uma restricdo a

l Tratamento com
endonuclease EcoRll

Insergdo do
DNA estrangeiro

Plasmideo

Plasmideo recombinante

1T

ra 12.4 Formacg@o de um plasmideo recombinante. A mesma endonuclease de restrigéio, neste caso EcoRll, é usada

ara clivar tanto o DNA hospedeiro quanto o estrangeiro. Algumas vezes, os terminais clivados irGo se ligar para formar um
lasmideo com uma insercdo de DNA estrangeiro. A ligase sela as fendas (nicks). Em 1973, P. Berg foi o primeiro cientista o
lonar um pedaco de DNA estrangeiro quando inseriu o genoma do virus SV40 em um do fago &.
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Fligura 13 7 Um cosmideo é um plasmideo, presente dentro das cabegas dos fagos lambda e com sitios cos, que pode ser

transferido para dentro de bactérias, um método muito eficiente de infeccdo. Os sitios cos possuem fita simples; eles se
reanelam em um circulo quando estdo dentro do hospedeiro. (As linhas mais fortes do DNA linear, do cromossomo bacteriano e

do cosmideo possuem DNA de fita dupla.)

Os fagos Caronte sio selecionados simplesmente
por sua capacidade de infectar células de E. co/i. Como
jd mencionamos, apés a manipulagio, somente o DNA
A com uma inser¢iio estrangeira é empacotado devido as
exigéncias de tamanho. Os plasmideos que contém DNA
estrangeiro podem ser selecionados através da triagem
para resisténcia a antibiéticos. Por exemplo, um plasmideo
de clonagem amplamente usado ¢ chamado de pBR322.
(Normalmente, os plasmideos sio nomeados com as ini-
ciais de seus descobridores. O vetor pBR322 foi descri-
to pela primeira vez em um trabalho publicado em 1977
pelos autores F. Bolivar e R. Rodriguez, portanto, pBR.)
O plasmideo pBR322 contém genes para a resisténcia a
tetraciclina e 2 ampicilina e vérios sitios de restricao. H4,
por exemplo, um sitio BamHI no gene para resisténcia a
tetraciclina (fig. 13.8). Apés o procedimento de ligagio,
plasmideos com e sem DNA estrangeiro estario presen-
tes. Entio, as células da E. coli sdo expostas a essa mistura
de DNA na presenga do cloreto de cilcio. Apés absorver
o DNA, a E. co/i é inseminada em um meio sem antibi-
oticos. A replicagio em placas é feita em meios com um
ou os dois antibidticos. As colonias resistentes a ambos
os antibiéticos sio compostas de células com plasmideos
que nio contém insergoes. As que sio resistentes apenas
a ampicilina possuem um plasmideo com uma insercio.

As coldnias que nio sio resistentes a nenhum antibiético
possuem células sem plasmideos.

Ligacdo de Terminal Cego (blunt-end)

O tratamento com a endonuclease de restrigio pode
ndo ser suficiente para a clonagem, pois ela pode clivar
o gene no lugar errado, como por exemplo, no meio de
um gene desejado, ou 0 DNA estrangeiro pode ter sido
isolado por outros métodos, tais como a fragmentacio
fisica. Nesses casos, virios outros métodos de clonagem
podem ser usados.

O método mais comum de unir moléculas estrangeiras
e veiculos que ndo possuem terminais aderentes é chama-
do de ligagao de terminal cego (b/unt-end). A enzima do
fago, a ligase do DNA T4, pode juntar o DNA de termi-
nal cego. Os terminais cegos podem ser criados quando
segmentos do DNA, a serem clonados, sio criados fisi-
camente quebrando o DNA ou usando endonucleases
de restri¢do especificas, tais como Hindll (fig. 13.2) que
formam terminais cegos. Uma vez que a ligase nio é es-
pecifica sobre quais terminais cegos que ela une, muitos
produtos diferentes nio desejados resultam de sua agio.
As enzimas de restri¢io que produzem terminais aderen-
tes sdo preferidas para a clonagem.
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Figura 13.8 Plasmideo pBR322 da E. coli. Este plasmideo carrega dois genes, amp’ e tef’, que conferem resisténcia & ampicilina e
& tetraciclina, respectivamente. Um sitio de restrigdo BamHI ocorre dentro do gene tet’. Um fragmento clonado dentro do gene fef,
consequentemente, desirdi a resisténcia & tetraciclina. (As linhas fortes pretas, azuis e vermelhas representam DNA de fita dupla).

Uma variagio da ligacio de terminal cego usa ligadores
(linkers)—porgoes curtas de DNA, sintetizadas artificial-
mente que contém um sitio de reconhecimento da endo-
nuclease de restri¢io. Quando esses ligadores sio anexados
aos pedacos cegos do DNA, e entio sao tratados com a en-
donuclease de restricio adequada, terminais aderentes sdo
criados. Na figura 13.9, os ligadores sio segmentos de DNA
de doze pares de base (pb) com um sitio £c0RI no meio.
Eles estio anexados a0 DNA para serem clonados com a
DNA ligase do T4. O tratamento subsequente com EcoRI
resultard em um DNA com terminais aderentes EcoRI.

Geralmente, o DNA para a clonagem pode ser obtido
de duas formas: (1) um gene desejado ou um segmento de
DNA pode ser sintetizado ou isolado ou (2) o genoma de
um organismo pode ser quebrado em pequenos pedagos e
estes pequenos pedagos podem ser clonados aleatoriamente

(clonagem shotgun). O segmento de DNA desejado pode

entdo ser escolhido entre os virios clones criados. Primeiro,
consideraremos a sintese ou o isolamento de um gene espe-
cifico antes de clond-lo e, entido, examinaremos o processo
de localizagio do gene desejado depois de ter sido clonado.

Clonagem de um Gene Lspectfico
Criagcio de DNA para Clonagem

Para clonar um gene especifico (ou segmento do DNA)
o cientista deve ter um pedago de DNA purificado de i
fita dupla, que contém aquele gene. Hd iniimeras formas
de se obter este DNA. Algumas requerem a criagio ou o
isolamento de RNA mensageiro de fita simples que en-
tao € enzimaticamente convertido em um DNA de fita
dupla. O problema é entio reduzido a obtengao do RNA
mensageiro desejado.




A
l EcoRl

O RNA mensageiro para um gene especifico pode ser
obtido de virias formas diferentes, dependendo do gene em
questdo. Se grandes quantidades de RNA de uma célula
especifica estiverem disponiveis, o RNA pode ser direta-
mente isolado. Por exemplo, eritrécitos mamiferos pos-
suem quantidades abundantes de RNAs mensageiros de
o ¢ B-globinas. Da mesma forma, o RNA ribossdomico e
muitos RNAs transportadores sdo relativamente ficeis de
serem isolados em quantidades adequadas para a clonagem.

O DNA de fita dupla para a clonagem é feito a partir
de RNA purificado com o auxilio da enzima transcrip-
tase reversa, isolada de virus tumorais de RNA (capitulo
10). Descrevemos aqui a conversio de RNA para DNA
usando um RNA mensageiro eucaridtico com cauda poli-
-A 3'(fig. 13.10). No primeiro estigio, um primer poli-T é
adicionado, o qual se pareia com a cauda poli-A do RNA
mensageiro. Essa regido curta de fita dupla agora é um
primer para a atividade da polimerase—hd um 3-OH. O
RNA com primer é entio tratado com a enzima transcrip-
tase reversa, que ird polimerizar os nucleotideos do DNA
usando 0 RNA como molde. O resultado é uma molécula
hibrida DNA-RNA (fig. 13.10¢).

Entio, o hibrido ¢ tratado com a enzima RNaseH, que
cria cortes aleatérios na parte do RNA do hibrido. Esses
cortes fornecem ao primer a configuragio para a sintese
de reparo, o mesmo reparo feito nos fragmentos Oka-
zaki quando o primer de RNA ¢ removido e substituido
por DNA. Assim, o hibrido é tratado com a DNA poli-
merase [ que substitui cada pequeno segmento de RNA
por DNA, base por base. Por fim, os curtos segmentos

l DNA ligase do T4
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DNA estrangeiro

v Figura 13.9 Ligadores:
AT pequenos segmentos
AATT i, W de DNA com um sitio
de restricdo interno.
Ligadores podem ser
A adicionados ao DNA de
terminais cegos pela DNA
ligase do T4. As enzimas
de restrigdo criam o DNA
com ferminais que s@o
compativeis com qualquer

LOMA o corte do DNA pela mesma
extremidades  enzima de restricdo (neste
EcoRl caso, EcoRl).

de DNA da segunda fita sdo ligados através da agiio da
DNA ligase (fig. 13.10/). O DNA resultante de fita du-
pla é chamado de DNA complementar (cDNA). Dessa
forma, comegando com um pedago de RNA mensageiro
de fita simples, criamos um pedago de DNA de fita dupla.
Agora, esse pedago pode ser clonado usando os métodos
de terminais cegos que jd descrevemos.

Se o RNA nio estd disponivel em quantidades gran-
des o suficiente, ¢ possivel sintetizar o DNA in vitro se a
sequéncia de aminodcido de sua proteina for conhecida.
Uma possivel sequéncia de nucleotideos pode ser obtida
do diciondrio do cédigo genético (tabela 11.4) se conhe-
cermos a sequéncia de aminodcidos de um produto pro-
teico do gene. Esse método provavelmente nio recriard o
DNA original por causa da redundincia no cédigo gené-
tico. Em outras palavras, qualquer um dos seis diferentes
cédons poderia ter codificado uma leucina da proteina.
Apesar da natureza conjectural, é possivel sintetizar um
pedago de DNA que codificard uma proteina especifica.
Atualmente, maquinas automdticas que adicionam uma
base por vez em ciclos de dez minutos podem sintetizar
sequéncias de DNA com mais de cem bases.

Pode-se perceber que os métodos descritos até aqui, de
se criar cDNA ou DNA sintético usando o diciondrio do
cédigo genético, produzem um DNA que nio possui o pro-
motor e suas sequéncias de controle transcricional, assim
como outras dreas nio traduzidas do DNA (introns). Caso
se queira clonar um gene intacto com seus promotores ¢
introns, entio a clonagem pode ser feita a partir da criagdo
de pedagos aleatérios do genoma. O gene de interesse pode
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igure 13.10 (a) Um RNA mensageiro, mostrado em prefo, comega como uma fita simples. (b) Um segmento de DNA poli-T

marrom) & adicionado como primer, complementando a cauda poli-A 3' do RNA mensageiro eucaridtico. (c) A transcriptase

eversa age nessa configuragdo de primer para sintetizar a fita simples de DNA a partir

do molde de RNA. (d) O RNA ¢ entGo

ortado aleatoriamente pela RNase H. (e) Os segmentos do RNA sdo, entdo, substituidos por DNA (azul) através da agdo da
INA polimerase 1. (f) Apos o tratamento com DNA ligase, o resultado final & um DNA complementar de fita duplo (cDNA).

«er encontrado tanto antes quanto depois clond-lo, embora
zeralmente isso seja feito apos a clonagem.

Criando uma Biblioteca Genomica

Quando um cDNA ou DNA sintético nio pode ser usa-
do para a clonagem, o DNA total de um organismo pode
ser quebrado em pequenos pedagos para isolar o gene ou
fragmento de DNA desejado. O isolamento pode ser feito
antes ou depois da clonagem. Este DNA ¢ chamado de
DNA gendmico para diferencid-lo do cDNA.

Se o DNA original for isolado antes da clonagem,
entio, somente aquele DNA precisa ser clonado. Outra
alternativa é utilizar uma abordagem “shotgun” para clonar
uma amostra do genoma inteiro de um organismo (em
pequenos pedagos, é claro), criando uma biblioteca geno-
mica, um conjunto de fragmentos clonados do genoma

original de uma espécie (fig. 13.11). Em uma biblioteca
gendmica, um gene desejado pode ser localizado apés ja
ter sido clonado.

Quando segmentos de DNA sio gerados aleatoriamente
pela digestao da endonuclease, um gene desejado deve
cer localizado. Como mencionado, podemos procurar
o gene antes ou depois de ter sido clonado. Primeiro,
vamos considerar o procedimento para a localizagdo de
um gene especifico em uma digestao do DNA, antes do
DNA ter sido clonado.

Para localizar um gene especifico no meio da digestio
de um DNA, deve-se ter uma sonda especifica. Em geral,
sondas sio 4cidos nucleicos com sequéncias que localizam
de modo preciso uma sequéncia de DNA complementar
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através de hibridizagdo. As sondas sio marcadas para que
sejam identificadas posteriormente por autorradiogra-
fia ou técnicas quimiluminescentes (técnicas nas quais
as marcacoes usadas apresentam fluorescéncia em luz ul-
travioleta ou laser). Assim, se quisermos localizar o gene
da B-globina, poderiamos usar o RNA mensageiro ou o
cDNA da B-globina marcados radiotivamente. Os hibridos
RNA-DNA ou DNA-DNA iriam se formar entre o gene
especifico e a sonda radioativa. Entio, a autorradiografia
ou a quimiluminescéncia iriam localizar a sonda radioativa.

Vamos supor que desejamos clonar o gene B-globina
do coelho. Primeiro, terfamos de criar uma digestio de
restri¢io do DNA do coclho (fig. 13.12). Depois, subme-

terfamos esta digestdo a eletroforese em agarose para se-

Comeco com
o genoma do
organismo

com terminais cegos
ou aderentes de

l Criagao de fragmentos
restrigGo gerada

l Clone do plasmideo

%%@@g

Amplificagéo e
isolamento de vetores
na E. coli

Plaqueamento
Produz placas

contendo a
biblioteca genémica

Figura 13.17 Criagdo de uma biblioteca genémica usando

a abordagem shotgun na criagéo de inser¢des. Primeiro o
genoma é fragmentado. Depois, os fragmentos sé@o clonados
aleatoriamente em vetores. O conjunto desses vetores é
chamado de biblioteca genémica.
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parar os vdrios fragmentos de acordo com o tamanho. A
agarose € um bom meio para separar fragmentos de DNA
de ampla variedade de tamanhos.

Em uma digestao desse tipo, no entanto, normalmen-
te ha tantos fragmentos que o resultado é simplesmente
uma “mancha” de oligonucleotideos, desde o menor até o
maior. Para prosseguir, temos que transferir os fragmentos
para outro meio de sondagem, ou os fragmentos de DNA
iriam se difundir para fora do gel de agarose. Os filtros
de nitrocelulose ou membranas de nylon sio excelentes
para a hibridizagdo, pois os fragmentos de DNA se ligam
a estas membranas e nio se dissipam. O procedimento de

DNA do coelho

(a)
l Endonuclease
L T i e R e A . T R Pequenos
A~~~ o~~~ segmzntos de
DNA de
(b) TN TNy TN S S flfﬂ dUplG
l Eletroforese
Gel _
agarose \ Segmentos maiores
Segmentos menores
(c)

DNA desnaturado de fita
simples e transferéncia Southern

Filtro de

nitrocelulose \

(d)

l Sonda radioativa (fita simples)

Autorradiografia \

(e)

Figurs 12,72 Lecalizagdo do gene da B-globina do coelho
em uma digestdo de DNA usando a técnica de transferéncia
Southern. O DNA do coelho é segmentado com uma
endonuclease de restricdo (b) e depois é submetido &
eletroforeses em géis de agarose. A transferéncia Southern
transfere o DNA para filtros de nitrocelulose (d). Por fim, uma
sonda radioativa (RNA mensageiro de B-globina) localiza

o fragmento de DNA com o gene da B-globina depois da

autorradiografia (e).
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Edwin M. Southern (1938- ).
(Cortesia de Edwin Southern.)

transferéncia, realizado pela primeira vez por E. M. Sou-
thern, é chamado de transferéncia Southern (Southern
blotting). Nesta técnica, 0 DNA de fita dupla no gel de
agarose primeiro ¢ desnaturado tornando-se um DNA de
fita simples, geralmente com NaOH. Entao, o gel de aga-
rose & colocado diretamente contra um pedago do filtro de
nitrocelulose. Essas duas camadas sdo entéo colocadas em
cima de uma esponja com o lado da agarose para baixo.
Filtros secos de papel colocados em cima da nitrocelulose
absorvem por capilaridade o fluido da esponja que passa
através do gel e do filtro de nitrocelulose, transferindo os
segmentos de DNA da agarose para a nitrocelulose (fig.
13.13). NaOH é usado como solugio de transferéncia na
bandeja. Entiio, os fragmentos da digestao do DNA sdo
fixados de modo permanente no filtro de nitrocelulose por
aquecimento. A hibridizacdo DNA-DNA acontece no
filtro. (Uma técnica similar pode ser realizada no RNA,
que é chamada ironicamente de transferéncia northern
(northern blotting) [N.T.: ji que Southern € o mesmo que
“sul” em inglés, e “northern”, seu oposto, norte]. As técni-
cas imunolégicas, que nao envolvem a complementarida-
de nucleotidica, podem ser usadas para sondar proteinas
em uma técnica andloga chamada transferéncia western).

Uma sonda marcada pode ser obtida de varias manei-
ras. Nesse exemplo, a maneira mais ficil de obter uma
sonda radioativa ¢ isolar o RNA mensageiro da -globina
a partir de reticulécitos do coelho e construir o cDNA
correspondente, utilizando o método da transcriptase re-
versa, conforme mencionado. Os desoxirribonucleotideos
usados durante a transcrigo reversa sio entao sintetizados
para conter f6sforo radioativo, 32P, Como mostra a figura
13.12, apés a hibridizagao, uma tinica banda radioativa
localiza um segmento de DNA com o gene da p-globina.
Observe que a sonda, originada do RNA mensageiro, nio
terd os introns presentes no gene. Porém, a sondagem €
bem sucedida desde que haja regides complementares nas
duas cadeias de nucleotideos.

Para clonar o gene da B-globina, um segundo gel de
agarose ¢ colocado com uma amostra da digestio usada

T Peso

Movimento da .
i ; Filtro de
solugdo de hidréxido

de sédio e de papel {seco)

T A
fragmentos de DN —

nitrocelulose

Gel
agarose

Esponja
de cozinha

Bandeja com solugdo

de hidréxido de sédio

Figura 13 13 Disposicdo do gel e filtros na técnica de
transferancia Southern. A solugdo de NaOH é absorvida por
capilaridade pelo filtro seco de papel, transferindo o DNA do
gel de agarose para o filtro de nitrocelulose.

na figura 13.12. Este gel, que ndo estd sujeito 4 hibridi-
zagio DNA-DNA, teria o segmento pB-globina no mes-
mo lugar. A banda, cuja localizaciio é conhecida a partir
da autorradiografia, poderia ser cortada do gel de agarose
para isolar o DNA. Poderfamos entio, clonar o DNA pe-
los métodos discutidos anteriormente neste capitulo.

Sondagem Para wim Gene Clonado é
Transferéncia Pontual (Dot Blotting)

Os métodos que descrevemos também sao Gteis na loca-
lizacio de genes ji clonados dentro de plasmideos, por
exemplo, apés uma biblioteca gendmica ter sido constru-
{da. Neste caso, a eletroforese e a transferéncia Southern
nio sio necessirias uma vez que estaremos sondando uma
sequéncia especifica do DNA jd clonado, e nao os seg-
mentos do DNA dentro de uma digestio.

Por exemnplo, 0 DNA de uma linhagem de célula hi-
brida humano-camundongo foi clonada a fim de localizar
o DNA humano. Neste caso, uma linhagem celular hibri-
da tinha somente um cromossomo humano, o cromos-
somo 20. A fim de localizar o DNA desse cromossomo,
foram usadas sondas isoladas de cromossomos humanos,
as quais foram radiotivamente marcadas. Enquanto isso,
288 colénias de E. cofi, cada uma contendo um plasmideo
hibrido, foram cultivadas e transferidas diretamente para
wm filtro de nitrocelulose. Na preparagio da sondagem,
as células foram lisadas e seus DNAs desnaturados. O
DNA do plasmideo dentro das células de cada clone foi
entdo hibridizado com sondas radioativas. A figura 13.14
¢ uma autorradiografia dos 288 clones. As duas manchas
escuras indicam clones que carregam o DNA do cromos-



somo humano 20 (estes clones se “acendem” por autorra-
diografia.) Esta técnica de hibridizacio do DNA clonado
sem um estdgio de separagio eletroforética é chamada de
transferéncia pontual (dor blotting).

Essas técnicas também podem ser realizadas sem a
disposi¢io em grade de colonias que utiliza a replicagio
em placa, como descrito no capitulo 7. Assim, um gene
especifico pode ser localizado apés a clonagem shotgun.

Transferéncia Western (Western Blotting)

Um método completamente diferente usado paralocalizar
os genes especificos clonados utiliza a verdadeira expres-
sdo dos genes clonados nas células que contém os plasmi-
deos. Se um gene eucariético ¢é clonado em um plasmideo
de E. co/i numa posigio downstream de um promotor ati-
vo, este gene pode ser expressado (transcrito e traduzido
em proteina). Os plasmideos que permitem a expressio
de seu DNA estrangeiro sio chamados de vetores de ex-
pressdo. Essa técnica apresenta alguns problemas, pois as
bactérias normalmente nio expressariam os genes eucari-
oticos. No entanto, foram desenvolvidos vetores especiais
nos quais o sitio de clonagem estd numa posicio downs-
tream de um promotor. Assim, o gene eucariético torna-
-se parte do gene procariético, produzindo uma proteina
de fusdo, geralmente com alguns poucos aminodcidos do
procarioto. Obviamente, o gene eucariotico deve estar na
orientagio e na frase de leitura do cédon corretas para
uma traducio adequada, o que significa que a taxa de éxito
desta técnica ¢ relativamente baixa.

Um produto proteico especifico pode ser localizado
pela transferéncia de western, um método inteiramente
andlogo a transferéncia Southern e 4 transferéncia pontual.

yure 12 14 Autorradiografia do transferéncia pontual de
288 clones do DNA de uma linhagem celular hibrida humano-
camundongo. Depois de lisar amostras de cada clone em um
filtro de nitrocelulose, o pesquisador hibridizou os clones com

sondas radicativas para sequéncias humanas especificas. As duas
manchas escuras indicam clones que carregam DNA humano. A

radiagéo ligeira de fundo na maior parte das manchas fornece

o padrdo de manchas necessdrio para orientar o pesquisador.
(Fonte: Cortesia de Nick O. Bukanov.)
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Nessa técnica, a0 invés de uma sonda de oligonucleotideos
radioativos, a sondagem ¢ feita com anticorpos especificos
para uma determinada proteina. Um segundo anticorpo,
especifico para o primeiro e rotulado com um marcador,
geralmente fluorescente, localiza o primeiro anticorpo. Por
exemplo, suponha que estamos procurando a expressio de
uma determinada proteina nos clones da figura 13.14. Os
clones seriam transferidos para uma membrana de nitro-
celulose, onde seriam lisados (por exemplo, com vapor de
cloroférmio). Entio, um anticorpo, especifico para deter-
minada proteina, seria aplicado. Um segundo anticorpo,
especifico para o primeiro e rotulado com um marcador
fluorescente, seria aplicado aos filtros. A fluorescéncia do
segundo anticorpo localizaria a presenga dos primeiros an-
ticorpos e, assim, indicariam quais dos clones estio expres-
sando o determinado gene. (fig. 13.15).
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O assunto que descrevemos até agora envolve a introdu-
¢do de plasmideos quiméricos em bactérias, principal-
mente na . co/i. No entanto, hd virias razoes por que
desejamos estender estas técnicas as células eucariticas
(boxe 13.1). Primeiro, um procarioto como a E. cofi nio é
capaz de expressar plenamente alguns genes eucariéticos,
uma vez que ele ndo possui sistemas enzimiticos neces-
srios para algumas modificagdes pés-transcricionais e
pés-traducionais, tais como a eliminacio dos introns e al-
guma modificagio proteica. Segundo, desejamos estudar a
organizagio e expressio dos genomas eucariéticos in vive
(no sistema vivo), algo que s6 podemos fazer trabalhando
diretamente com células eucaridticas. Por fim, também

Filtro de nitrocelulose
©0 0 | comdoze clo?es
carregando plasmideos
eeeo pBR313 com inserces
000
[ONoN®;
Lise de células e aplicagdo
l de anticorpos
000
(ol oNe)
©00 Luz ultravioleta revela o
0 0 0 | clone que expressa o
gene da sonda

Ju % 2 Atécnica da transferéncia Western é
usada para localizar uma proteina expressada dentre
muitos clones. Os clones que podem carregar a
proteina expressada sGo lisados. Anticorpos marcados
s@o aplicados para localizar a proteing; um segundo
anticorpo localiza o primeiro anticorpo por meio de um
marcador colorido fluorescente, como mostrado aqui, ou
por meio da autorradiografia.
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Paul Berg (1926- ).
(Cortesia do Dr. Paul Berg.)

m 1980, Paul Berg recebeu o

Préemio Nobel de quimica por

criar a primeira molécula de
DNA clonada, um fago A hibrido que
continha o genoma do virus tumoral
dos simios, SV40. Seu trabatho foi
preocupante  para muitos, inclusive
para ele. A discussio acerca do DNA
recombinante estava em andamento.
Berg voluntariamente parou de inserir
os wenes de virus tumorais em fagos
que atacam o virus a bactéria intesti-

nal comum E. coli.

"BOXE 13.1

Etica e Genética

O Debate Sobre o
DNA recombinante

As pessoas continua

1 l“- reocupa-

das com os | se trabalhar com

o DNA recombinante. Uma preocupa-
¢io obvia era a de que os genes para O
cincer para toxinas “escapassem’ do la-
boratorio. Em outras palavras, a tecno-
lozia do DNA recombinante poderia
criar uma bactéria ou pl.hm{\iw que
contivesse genes pard OXINAS OU pard
rumores. Entio, a bactéria ou plasmi-
deo modificados poderia acidental-
mente infectar as pessoas. Um relato-
rio de 1974 pela National Academy of
Sciences resultou em uma reuniio em
fevereiro de 1975, no Asilomar Conte-
rence Center, no sul de Sio Francisco.
Berg estava nesta reuniio, juntamente
com cem biologos moleculares. As re-
comendacoes do Asilomar Committe
mais tarde formaram as bases para as
diretrizes oficiais desenvolvidas pelo
National Institute of Health (NIH).
Em csséncia, o NIH estabeleceu dire-

trizes de contengdes.

Contencio significa levantar bar-
reiras fisicas e biologicas contra o esci-
pe de orgunismos perigosos, As orien-
tacoes da NIH definiram quatro miv eis
de risco, desde minimo até alto, ¢ quarro
niveis de contengiio fisica para eles (cha-
mados de P1 até P4). Os experimentos
mais arriscados, que lidam com a ma-

nipulagio de virus tumorais e de genes

para roxinas, exigem cuidado extremo,
que inclui travas de pressio negariva de
ar no laboratorio e experimentos teitos
em cabines de fluxo laminar, na qual o
ar ¢ filerado ou incinerado.

Contencio biologica significa de-
senvolver células hospedeiras e vetores
manipulados que s3o incapazes de se
reproduzir fora do laboratorio, mesmo
se escaparem. Os rrabalhos de alto risco
sio feitos com células hospedeiras ou
vetores modificados. Por exemplo, uma
bactéria da linhagem EK2 da E. coli
nio consegue sobreviver no intestino
humano porque possui mutagoes que
nio lhe permitem sintetizar a timina
ou o diaminopimelato. A falta da capa-
cidade de sintese de riamina ¢ letal, pois
a ceélula ndo pode replicar seu DNA.
O diaminopimelato ¢ um elemento
da parede celular e sem ele as células
se rompem. Esras bactérias também

carregam ﬂl!lt‘lgt-m‘h' qUL‘ s tornam ex-

gostarfamos de aprender a manipular os genomas dos eu-
cariotos por razoes meédicas e econdmicas. Para esses fins,
discutiremos os plasmideos eucarioticos € a manipulagio
direta dos genomas eucarioticos in vivo.

Vetores da Levedura

As leveduras, pequenos eucariotos que podem ser mani-
pulados em laboratério da mesma forma que os proca-
riotos, vém sendo estudadas exaustivamente. A levedura
de panificagio, Saccharomyces cerevisiae, possul um plas-
mideo que ocorre naturalmente. Além disso, plasmideos
bacterianos foram introduzidos na levedura. Infelizmente,
as células tendem a perder esses plasmideos. No entanto,
esse entrave foi superado pela construgio de plasmide-
os bacterianos que contém um centromero de levedura
(CEN) e a origem da replicagio de DNA das levedu-
ras (ARS para a sequéncia de replicagao auténoma; fig.
13.16). A levedura carrega os plasmideos de uma geragio
a outra. Os plasmideos podem possuir sequéncias telomé-

ricas inseridas e podem entdo se tornar lineares através do
corte das sequéncias teloméricas pela endonuclease. De
outro modo, os plasmideos podem ser linearizados pri-
meiro ¢ depois ter as sequéncias teloméricas adicionadas
4 seus terminais. Entio, os plasmideos sio chamados de
cromossomos artificiais de levedura (YACs). A princi-
pal vantagem dos YACs é que eles sio capazes de aceitar
pedacos grandes de inser¢oes de DNA. Lembre-se que
um cosmideo pode reter cerca de 50 kb; um YAC pode
reter 800 kb ou mais. A capacidade de clonar tal quanti-
dade de DNA ¢ valiosa quando se considera os grandes
genes eucaridticos e o Projeto do Genoma Humano (veja
a secio com este titulo mais adiante neste capitulo).

Os estudos sobre 0 DNA recombinante na levedura
tém contribuido para o aumento de nosso conhecimento a
respeito da regulagio dos genes em eucariotos, para enten-
der como o centromero funciona e a maneira na quais 0s
terminais dos cromossomos lineares eucari6ticos sao repli-
cados. Além disso, os YACs tém nos proporcionado anali-
sar sequéncias de grandes segmentos do DNA eucaridtico.
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passem, ndo oterecerian [
nenhuma ameaga. Os plasmideos usa-
dos na pesquisa recombinante foram
modificados para que nido pudessem
ser transferidos de uma célula a outra,
Novamente, se a contencgio falhasse,
nem as células hospedeiras nem seus
plasmideos sobreviveriam.

Em 1979, as normas de proce-
dimento se tornaram mais brandas
Apesar da consciéncia de se ter cuida-
do, parece que os receios inicials eram
injustificaveis. Hoje, o trabalho com o
DNA recombinante parece oferecer
pouco perigo: a contengio funciona
muito bem ¢ as bactérias que sofreram
medificagées  genéticas  sobrevivem
muito pouco em condigdes naturais. A
E. coli vive no intestino dos mamiferos
hd milhoes de anos e, portanto, ji teve
inimeras oportunidades de incorporar
DNA mamifero em seu genoma (cé-
lulas intestinais estao morrendo e des-
camando do intestino o tempo todo).
Nenhuma “linhagem Andromeda” sur-
giu e ndo hd nenhuma previsio de que
isso aconteca no futuro.

A preocupagio atual estd centrada
na aceitabilidade de culturas geneti-
camente modificadas (culturas GM).

}H’ilh'fp:'tfl?‘.w‘.ﬂ' !'\.1!’,1 resisténcia a in-

setos, Essas modificacoes reduziram o
uso de inseticidas. (Para o algodio ¢ o

milho, por exemplo, 0 uso do inserticida

e o

liquido caiu 3,6 milhdes de li
]

de inseticida em po caiu 300 mil quilos
em 1999). Entretanto, as pessoas estio
preocupadas com os efeitos que essas
modificacdes gendticas podem ter so-
bre os ccossistemas naturais: Quantos
destes insctos valiosos serdo mortos por
engano? Apesar de os paises do Tercei-
ro Mundo estarem desesperados por
tais tecnologias, os Estados Unidos, a
Europa ¢ os parceiros comerciais asid-

ticos estio exigindo que as culturas que

exportamos ndo sejam geneticamente
modificadas. Os agricultores também
sC prUCllP‘JIn com o t‘ll'[() tll.' k]HL' HE]
culruras

foram criadas para serem estéreis (a

geneticamente  modificadas

chamada “tecnologia ferminaror™), de
modo que novas sementes devem ser
compradas a cada ano.

Mais recentemente, o debate so-
bre 0 DNA recombinante sofreu uma
nova reviravolta, mostrando-se como
um conflito entre a liberdade acadeé-

o industrial. Parece que
DNA recombinante
a.

fundaram

¢ muito lucr: Muitos cientistas

empresas  de

académicos
L'i;;rnh.l;'m genética ou se afiliaram a
empresas farmacéuticas. Todavia, as
filosofias das empresas privadas e da
academia estio sempre em conflito. Os
esforcos académicos supostamente se
resumem a liberdade de informacoes,
com livre intercimbio de dados entre
os colaboradores, enquanto a empre-
sa privada impée certo grau de sigilo,
pelo menos até a obtengio das paten-
tes parid proteger seus investimentos.
Dessa forma, um conflito bisico pode
surgir para os cientistas especialis-
tas na clonagem de genes. O conflito
tem prevalecido desde 1980, quando
a primeira patente para as técnicas do
DNA recombinante foi concedida a

Stanford University e a University of

Calitornia. Em abril do ano de 2000,
quando o presidente dos Estados Uni-
dos, Bill Clinton, ¢ o primeiro mi-
nistro britinico, Tony Blair, emitiram
uma declaragio conjunta solicitando
que os dados sobre 0 genoma humano
nio fossem patenteados, o mercado de
1¢oes americano sofreu um declinio
significativo. Este é um tempo tumul-
tuado para a biotecnologia.

Vetores Animais

O veiculo mais comumente usado em animais superiores
¢ o virus tumoral de DNA SV40. (O SV, que vem de si-
mian vacuolating virus, ou virus de vacuolizagio dos simios
foi isolado pela primeira vez em macacos. No entanto, ele
pode transformar células normais de camundongo, coe-
lho ou hamster. Diferente do uso em bactérias da palavra
transformagdo, em eucariotos a transformagiio se refere a
alteracao de uma célula normal para uma célula cancerosa
de crescimento ripido.) Os SV40 é uma particula icosaé-
drica com um pequeno cromossomo (5.224 pares de base),
que ¢ uma molécula de DNA circular e fita dupla.

Assim como os vetores X, os virions SV40 permitem
que o DNA estrangeiro substitua parte de seu DNA. As-
sim, os virus podem entio ser usados nos estudos do DNA
recombinante de duas maneiras (fig. 13.17). Eles podem se
replicar e completar seu ciclo de vida com o auxilio de vi-
rus nio recombinantes, ou podem se replicar no hospedei-
ro sem ativar as particulas do virus permanecendo como

plasmideos circulares no citoplasma ou integrando-se aos
cromossomos do hospedeiro. O SV40 tornou-se uma fer-
ramenta valiosa nos estudos genémicos dos mamiferos.
Por exemplo, o gene da B-globina do coelho foi clonado
no SV40, além das sequéncias intensificadoras (capitulo
10) terem sido descobertas no SV40. Os virus tumorais
de DNA também tém aprofundado nossa compreensio
a respeito da transformagio em eucariotos (oncogéneses).

Vetores de Plantas

O sistema mais bem estudado para introduzir genes es-
trangeiros em plantas € o sistema natural do tumor galha-
-da-coroa (crown gall). A bactéria do solo Agrobacterium
tumefaciens causa tumores, conhecidos como galhas-da-
-coroa, em muitas plantas dicotiledéneas (fig. 13.18). Em
esséncia, a galha-da-coroa é composta de células das plan-
tas transformadas. Essas células foram transformadas por
um plasmideo dentro da bactéria chamada de plasmideo
indutor de tumor, ou Ti. A transformag¢do ocorre quando
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“igura 13.16 Plasmideo pBR322 da Escherichia coli para

5 uso na levedura. Esse plasmideo sobrevive e se replica
tanto na levedura quanto na E. coli, porque contém a
origem da replicagdo para ambos, assim como uma regido
centromérica da levedura (CEN). Quando o plasmideo se
torna linear e os telémeros sdo adicionados, o cromossomo
artificial da levedura (YAC) torna-se adequado para a
clonagem de grandes pedagos do DNA.

um pedago do plasmideo chamado de T-DNA (que cor-
responde ao DNA transferido) ¢ integrado ao cromosso-
mo da planta hospedeira. As células da galha-da-coroa
produzem aminodcidos derivativos, chamados gpinas, que
as células 4. tumefaciens utilizam. Através da manipula-
cio desse sisterna, os geneticistas comegaram a entender
o processo de transformagio nas plantas, bem como a de-
senvolver um sistema de manipula¢io para a introdugio
de genes estrangeiros nelas.

O estudo de genética em plantas foi impulsionado pela
grande disponibilidade de organismos modelos, similares
a E. coli, as levedura e as moscas de frutas. Recentemente,
muita atengio tem sido dada erva arabeta, Arabidopsis tha-
liana (fig. 13.19). Esta pequena planta ¢ ideal para estudar
a genética das plantas, pois seu genoma € pequeno, aproxi-
madamente 100 milhées de pares de base localizados em
apenas cinco cromossomos (27 = 10). Isso representa so-
mente cinco vezes o genoma da levedura ou vinte vezes o
genoma da E. co/i. Assim, em termos de tamanho do geno-
ma, a arabeta é bastante manejdvel. 4. thaliana estd inclui-
da nas categorias dos organismos que foram sequenciados.
As plantas crescem facilmente em grande nimero e cada
planta produz até dez mil sementes. Consequentemente,
este organismo se compara, de maneira favordvel, as mos-
cas de frutas e a levedura no estudo de questdes sobre o
controle genético em um eucarioto, neste caso, a planta.

Lpressaode DN A Estrangeiroem Celulas Fucarioticas
O DNA estrangeiro pode ser introduzido em células eu-
caridticas por métodos similares & transformagio bacte-
riana. Entretanto, o processo em eucariotos ¢ chamado
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Figura 13.17 O virus V40 pode ser usado como um veiculo
de clonagem génica. Apesar de parte dos virus ser substituido
pelo DNA inserido durante a clonagem, ele ainda pode se
replicar com a ajuda dos virus auxiliadores normais (SV40
néo recombinante). Sem a ajuda dos virus auxiliadores, ele
pode tanto se replicar como um plasmideo ou se infegrar no
cromossomo hospedeiro.

Figura 13.18 Galha-da-coroa na planta do tabaco
(Nicotiana tabacum) produzida pela Agrobacterium
tumefaciens, contendo plasmideos Ti. {Cortesia de Robert
Turgeon e B. Gillian Turgeon, Cornell University).



de transfeccdo, pois, conforme descrevemos, o termo
transformagdo em eucariotos ¢ usado para indicar alte-
ragoes que produzem células cancerosas. Os organismos
que absorvem DNA estrangeiro sio conhecidos como
transgénicos. A maior parte das técnicas descritas aqui
transcende as linhas taxondmicas.

As células de animais, ou células de plantas com suas
paredes removidas (protoplastos), podem absorver cro-
mossomos estrangeiros ou DNA diretamente do am-
biente com uma baixa eficiéncia (na presenga do fosfato
de cilcio). Injetando-se diretamente 0 DNA, haverd um
aumento considerdvel da eficiéncia. Por exemplo, hoje ¢
comum produzir camundongos transgénicos através da
inje¢io de DNA nos o6citos ou embrides de duas células
obtidos de camundongos fémeas apds o tratamento hor-
monal apropriado (fig. 13.20). Apés a injegiio de cerca de
2 picolitros ( 2 X 10" litros) de DNA clonado, as células
sdo reimplantadas nos tteros das fémeas hospedeiras. Em
cerca de 15% dessas injegées, o DNA estrangeiro incor-
pora-se ao embrido. Os animais transgénicos sio usados
para o estudo da expressio e controle de genes estran-
geiros eucaridticos. Em 1988, o camundongo transgénico
com propensio a ter cincer foi o primeiro animal geneti-
camente modificado a ser patenteado. Este camundongo
forneceu um excelente modelo para o estudo do cincer

Figura 13.19 Uma forma ana da planta Arabidopsis
thaliana. (Fente: Science, vol. 243, 10 de marco de 1989, capa. ©
1989 AAAS, Washington, DC, Foto de deVere Patton. Cortesia de E. |.
DuPont de Nemours and Company).
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(capitulo 16). (Houve controvérsia em relagio ao fato Je
0s organismos superiores poderem ser patenteados; atu-
almente eles sio). Camundongos ji foram transfectados
com éxito com um gene do horménio do crescimento de
um rato (fig. 13.21) e ovelhas transgénicas que expressam
o gene para o fator de coagulagio humano foram produzi-
das. O dltimo debate sobre o DNA recombinante surgiu
da clonagem de ovelhas em 1997 (boxe 13.2).

A transfec¢io também pode ser mediada por retrovi-
rus (virus de RNA que contém o gene para a transcriptase

Agulha Oocito Pipeta de succao

injetora

Figura 13.20 Injegdo de DNA no nicleo (vesicula germinal)
de um odcito de camundongo. O oécito é preso por uma
pipeta de sucgdo. (© John Gardon/Phototake.)

Figure 13.21 Camundongos da mesma ninhada. O maior é
um camundongo transgénico que possui o gene do horménio
de crescimento de rato. (Fonte: Richard D. Palmiter, Ralph L.
Brinster, et. al. “Dramatic growth of mice that develop from eggs
microinjected with metallothionein growth hormone fusion genes”,
Nature 300, 16 de dezembro, 1982, capa. Fotografia por Dr. Ralph
L. Brinster, Copyright © 1982, Macmillan Magazines Lid.)
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scritores de ficgio do passado

criaram histérias nas quais os

cientistas clonavam uma pessoa
para criar inimeras copias. Os temas
destas historias variavam desde a clo-
nagem de Adolph Hither até a clo-
nagem de um homem muito ocupado
para ajudi-lo a cumprir suas obriga-
¢oes cotidianas. A possibilidade des-
ses cendrios tornou-se um pouco mais
proxima da realidade em fevereiro de
1997, quando um grupo de cientistas
do Roslin Institute ¢ PPL Therapeu-
tics, ambos em Edimburgo, Escocia,
publicaram na revista Nature que ha-
viam clonado com éxito uma ovelha a
partir de uma célula retirada da mama
de uma ovelha de seis anos. A ovelha
clonada foi chamada de Dolly (fig.
1). No passado, embrides de animais
geneticamente idénticos haviam sido
criados somente com células de anfi-
bios, ¢ aqueles criados a partir de nu-
cleos adultos nunca alcangaram a fase
adulta. A clonagem ji havia sido rea-
lizada com éxito em mamiferos, mas
somente com a utilizagio de nicleos
obtidos de células fetais ou de linha-
gens celulares.

Para clonar um animal, ¢ neces-
sirio comegar com um ovo, a unica
célula que pode iniciar e proporcionar
desenvolvimento. Seguindo a defi-

BOXE 13.2

Etica e Genética

A Clonagem de Dolly

ni¢io propriamente dita da palavra
clone, que significa criar uma c¢épia
geneticamente idéntica, € necessirio
obter um ovo sem nucleo e dupnis
transplantar um nucleo de origem
conhecida. As técnicas para o trans-
plante nuclear ji haviam sido rea-
lizadas em riis e sapos nos anos 50.
Os cientistas escoceses conseguiram
obter ovos de ovelhas, remover seus
nicleos e, entdo, conseguiram trans-
ferir os nucleos doadores para os ovos
enucleados através de fusio por meio
de um impulso elétrico. O impulso
elétrico também iniciava o desenvol-
vimento do ovo. Apesar de somente
uma gestagio de uma série de vinte
e nove ter tido éxito, o cordeiro que
nasceu parece normal em todos os as-
pectos e até ji produziu descendentes.

Outros tentaram esse tipo de expe-
rimento com muitos tipos de animais,
incluindo camundongos, mas nio tive-
ram sucesso por virias razées. De acor-
do com os cientistas, a explicagdo mais

provivel para o sucesso de Dolly ¢ de
que as células doadoras foram mantidas
em uma fase de nio desenvolvimento
por virios dias, o que podc ter provoca-
do a sincronizagio delas com o odcito.
Dessa forma, o nicleo e o odcito esta-
vam no mesmo estigio do ciclo celular
¢, portanto, eram compativeis. Outras
reorganizagdes que aconteceram nos
cromossomos doadores na verdade nio
sio conhecidas ao certo, mas uma coisa
¢ clara: o micleo de uma célula adulta na
ovelha possui todo o material genético
necessdrio para sustentar o crescimento
¢ o desenvolvimento normais do ovo.
(Desde entio, o trabalho foi repetido
com bodes, gado e camundongos).

Hi inumeras ramificagdes para o
sucesso desse trabalho. Primeiro, a clo-
nagem dos mamiferos poderia se tornar
um procedimento de rotina. Isso nos
permitiria estudar o desenvolvimento
dos mamiferos e replicar individuos
geneticamente idénticos, em especial,
animais transgénicos que possuiriam
genomas para fins especificos. Podemos
também usar estas técnicas para estudar
o envelhecimento, ji que um nicleo
“velho” estd iniciando o desenvolvimen-
to de um novo organismo. Também é
interessante a intera¢do entre um geno-
ma e um citoplasma distintos, ji que o
citoplasma contém nio somente 0s ma-

reversa). Por exemplo, um vetor retroviral infectou leucé-
citos humanos e reparou os que nio possuiam a enzima
adenosina desaminase. Um retrovirus responsivel pela
leucemia em roedores, virus da leucemia murina de Mo-
loney, foi modificado a fim de que todos os genes virais
fossem removidos e substituidos por um marcador anti-
biético (resistente 3 neomicina) e pelo gene humano da
desaminase adenosina. O virus se anexa 4 superficie da
célula e € incorporado para dentro, seu RNA € convertido
em DNA pela transcrigio reversa, e o DNA ¢ incorpo-
rado em um dos cromossomos da célula. Nao é possivel
que este virus altamente modificado ataque e danifique as
células, a menos que um virus auxiliador seja adicionado.
Diferentemente dos virus SV40 na figura 13.17, os virus
Moloney nio podem iniciar um infec¢do bem sucedida
sem os auxiliadores, pois genes vitais foram retirados.
Trés outras técnicas recentes introduzem DNA re-
combinante em células eucaridticas: eletroporagio, trans-

feréncia mediada por lipossomos e transferéncia “biolisti-
ca”. Na eletroporagio, o DNA exdgeno é absorvido pelas
células sujeitas a uma breve exposicio de eletricidade de
alta voltagem. Supostamente, este campo elétrico cria mi-
croporos temporarios na membrana da célula, permitindo
que o DNA exégeno entre.

A transfecgio mediada por lipossomo € uma técnica
que encapsula o DNA estrangeiro em vesiculas artificiais
de ligagio 2 membranas chamadas de lipossomos. Os li-
possomos sdo usados para levar o DNA para as células-al-
vo. Em um experimento, 50% dos camundongos injetados
com lipossomos contendo DNA foram transfectados com
éxito—eles expressaram as proteinas que o DNA trans-
fectado codificava.

Por tltimo, estdo as técnicas desenvolvidas para levar
o DNA estrangeiro as mitocondrias e aos cloroplastos.
Essas organelas provaram serem alvos dificeis para a en-
genharia genética, pois, entre outras razdes, elas possuem

s s it o T
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terials necessdrios para o inicio do de-
senvolvimento, mas também organelas
celulares, incluindo mitocondrias que
possuem seu proprio material genético.

Finalmente, as questdes éticas de-
vem ser consideradas se esta técnica
for possivel em seres humanos. Os
pais poderio desejar fazer um clone
de um filho que faleceu, ou clonar
para obter irmdos compativeis imu-
nologicamente para uma crianga que
necessita de um transplante de érgios
ou de medula. Outros podem se opor
i clonagem com base em suas convic-
¢oes morais e religiosas. Em respostaa
essas dltimas consideragdes, em 1997
o presidente Bill Clinton pressionou o
congresso a proibir a clonagem de se-
res humanos nos Estados Unidos por
pelo menos cinco anos.

gura | Dolly é a primeira
ovelha clonada produzida pela
transferéncia de um ndcleo

da célula de uma ovelha adulta. (AP/
Wide World Photos).
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paredes de membrana dupla que nio sio acessiveis ao
DNA recombinante. Recentemente, a transfecgio em mi-
tocondrias e cloroplastos teve éxito através do uso de um
processo biolistico (balistica bioldgica), que literalmente
atira microprojéteis de tungsténio revestidos com DNA
recombinante para dentro dessas organelas.

Camundongos Knockout

Normalmente, um gene usado para transfectar camun-
dongos ¢ incorporado de maneira aleatéria no genoma do
camundongo. Entretanto, em cerca de um a cada mil ex-
perimentos, o gene substitui o gene normal através de um
processo similar 2 recombinagio meidtica (recombinagio
homdélaga vide capitulo 12). Com isso em mente, os geneti-
cistas foram capazes de selecionar a recombinagio homd-
loga e através da transfec¢io de genes defeituosos criaram
camundongos sem copias funcionais de um gene especifico.

Os camundongos produzidos sio chamados de camun-
dongos knockout, que permitem aos geneticistas estudar o
fenétipo de um animal que nio tem um gene especifico.
Primeiro, o geneticista cria um vetor com o gene em
questio modificado. Além disso, as regides de flanquea-
mento do gene sio adicionadas de modo que a recombi-
nagio homéloga possa ocorrer. Por fim, dois genes antibi-
oticos sdo introduzidos para que a sele¢io bem sucedida
para a transfecgio aconteca. Dentro das regides de flan-
queamento, 0 gene para a resisténcia a neomicina (nec') é
inserido; seu produto inativa o antibiético neomicina (fig.
13.22). Fora das regides de flanqueamento, o gene para
quinase timidina (#%) ¢ inserido. Este gene fosforila a dro-
ga ganciclovir. O ganciclovir fosforilado ¢ um nucleotideo
anilogo ao que € incorporado durante a sintese de DNA,
matando assim a célula. Dessa forma, a combinagio do
gene #% e do ganciclovir é letal. Sem o gene #, o ganciclo-
vir é inofensivo. Se as células sio expostas tanto a ambas
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as drogas, neomicina e ganciclovir, as células normais se-
rdo mortas pela neomicina, as células com o gene #£ serdo
mortas pelo ganciclovir e somente as células com o gene
neo’,mas que nio possuem o gene 4, irdo sobreviver. Esses
resultados alternativos nos permitem selecionar as células
nas quais a recombinagiio homéloga aconteceu (fig. 13.22).

As células que ndo incorporaram o vetor morrerdo
por causa dos efeitos da neomicina (pois sio sensiveis a
ela). As células que absorveram aleatoriamente o DNA
vetor por recombinagio ndo homéloga conterdo os genes
neo’ e tk e serio mortas pelo ganciclovir. Porém, as células
que sofrerdo recombinagio homdloga irdo conter o gene
ned’, mas nio o £ e, consequentemente, vao sobreviver na
presenca dos dois antibiéticos (fig. 13.22). Os geneticistas
podem isolar as células-tronco embriondrias dos camun-
dongos, que podem produzir qualquer tecido do camun-
dongo, para efetuar a transfec¢do. As células transfectadas
sdo entdo desenvolvidas em cultura tecidual na presenga
da neomicina e do ganciclovir. Apenas as células que so-
frem recombinagio homdloga sobreviverdo. Depois, essas
células sdo injetadas em embrides de camundongos em
estdgio inicial para tornarem-se parte do camundongo em
desenvolvimento. Os camundongos que se desenvolvem
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serdo quiméricos e alguns terfio incorporado as células
transfectadas para dentro da linhagem germinativa e se
tornam heterozigotos para o gene ndo ativado. Por fim,
quando camundongos como este sio cruzados, um quar-
to de sua descendéncia serd homozigoto para o gene nio
ativado. Portanto, através desta engenhosa técnica, os ca-
mundongos Anockout foram criados.

Os camundongos #nockout sdo tteis para o estudo do
desenvolvimento e da imunologia. Por exemplo, se o gene
para a substincia inibidora mulleriana é removido por
knockout, os machos nio sdo férteis porque desenvolvem
érgios reprodutores femininos. Esse experimento esclare-
ceu muito as trajetorias para a determinagao genética do
sexo (capitulo 5). Centenas de experimentos £nockouts sio
publicados a cada ano.

Sistemas Repérter

Concluimos esta se¢io discutindo dois sistemas repérte-
res, que sio usados para indicar que um experimento de
transfeccdo foi bem sucedido. As plantas podem ser trans-
fectadas com plasmideos Ti da Agrobacterium tumefaciens,
como mencionado anteriormente. Quando uma planta é

Cromossomo
EF «w. hospedeiro
(regiGo
L homdlogay)
{a) Recombinagdo
homéloga
tk Vetor
(b) Recombinacdo
néo homdloga
Cromossomo
— waa hospedeiro
(regi@o ndo
homdloga)
omaa lk aaan
Figura 13 22 Criacdo de um camundongo knockout. Um vetor é criado e possui uma forma néo

ativada (né@o funcional) do gene em questdo (X'; vermelho). Préximo ao gene em questdo estd o
gene resistente & neomicina (neo’, verde); ambos os genes estdo cercados por regides (azul) que
flanqueiam o gene normal em seu cromossomo. Por fim, fora das regides de flanqueamento

no vetor estd o gene para a timidina quinase (tk; amarelo). Na recombinac¢éo homéloga (a),
envolvendo crossing over nas regides de flanqueamento homélogas, o gene desativado e o gene
resistente & neomicina substituem o gene normal nas células do cromossomo. Na recombinacgéio
ndo homéloga (b), quase todo o vetor & incorporado no cromossomo hospedeiro, incluinde o gene
da timidina quinase. Assim, essas técnicas permitem o crescimento seletivo de células com o raro
evento da recombinacdo homéloga. Um quarto da descendéncia de ratos quiméricos heterozigotos

serdo knockouts para o gene em guestéo.




Figuro 13.23 Planta do tabaco transgénica luminescente que
contém o gene luciferase do vagalume. A planta foi regada
com luciferina, resultando no brilho do vagalume. (@ Science
VU/Keith V. Wood/Visuals Unlimited. )

infectada com 4. tumefaciens contendo o plasmideo Ti, um
tumor de galha-da-coroa ¢ induzido quando o plasmideo
Ti transfecta a planta hospedeira, transferindo a regiio
T-DNA. Essas células transfectadas com o T-DNA sio
induzidas a se desenvolverem e também a produzirem opi-
nas que alimentam a bactéria. Grande parte de pesquisas
recentes tem se concentrado nos plasmideos Ti modifica-
dos para conter outros genes que também sio transferidos
para as plantas hospedeiras durante a infecgdo, criando
plantas transgénicas. Uma série de experimentos foram
feitos e alguns se mostraram especialmente fascinantes.
As plantas de tabaco foram transfectadas pelos plasmi-
deos Ti contendo o gene luciferase dos vagalumes. O pro-
duto deste gene catalisa a oxidacdo dependente de ATP
da luciferina, que emite luz. Quando uma planta transfec-
tada ¢ regada com luciferina, ela brilha como se fosse um
vagalume (fig. 13.23). O valor deste experimento nio é a
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“igurc 12.24 Express@o da proteina verde fluorescente

nas células da raiz da planta Arabidopsis thaliana sob luz
fluorescente. Os cromossomos sdo visiveis em uma célula em
mitose, e a cromatina se apresenta como circulos verdes na
intérfase dos nucleos. O gene da proteina verde fluorescente
foi fundido ao terminal carboxi do gene para o fator de
transcricdo Cry2, que controla os genes para a resposta
fototropica (a flexéo em diregéio & luz). (Copyright Sean Cutler,
Stanford University Plant Biology Department.)

produgio de plantas brilhantes, mas sim o uso de brilho
para “reportar”a agio de genes especificos. Em experimen-
tos posteriores, os promotores e intensificadores de certos
genes foram adicionados ao gene da luciferase. Como re-
sultado, a luciferase somente seria produzida quando tais
promotores fossem ativados, assim, as dreas de brilho das
plantas mostram onde o gene transfectado est4 ativo.

Um dos mais recentes sistemas reporteres desenvol-
vidos usa um gene da dgua-viva que produz uma prote-
ina verde fluorescente. O valor desse sistema é que ele
“reporta”, ou brilha, quando exposto a luz ultravioleta e
nio necessita de uma complementagio como no caso do
sistema da luciferase. O gene da proteina verde fluores-
cente é recombinado com o gene em questdo e, entio, a
transfecgdo ¢ realizada. Se o gene em questio foi transfe-
rido com éxito, carregando o gene para a proteina verde
fluorescente, a proteina fluorescente relatard isso quando
ativada pela luz ultravioleta (fig. 13.24).

MAPEAMENTO DE RESTRICAO

O nimero de cortes que uma enzima de restrigio faz em
um segmento do DNA de fita dupla depende do tama-
nho deste DNA, de sua sequéncia e do nimero de pares
de bases na sequéncia de reconhecimento de certa enzi-
ma. Ou seja, uma enzima de restri¢io com um sequéncia
de reconhecimento de apenas trés pares de base efetuard
cortes mais vezes do que aquela com seis pares de base
na sequéncia de reconhecimento, uma vez que a proba-
bilidade de uma sequéncia ocorrer ao acaso é uma fungdo
do comprimento desta sequéncia. Uma sequéncia de trés
bases ocorre ao acaso em uma frequéncia maior (1/4° =
1/64 pares de base) do que uma sequéncia de seis bases
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(174% = 1/4.096 pares de base). HindlI, por exemplo, corta
o DNA circular do virus tumoral SV40 em onze pedagos.
Algumas enzimas de restrigio podem cortar 0 DNA da
E. coli em centenas de pedagos. O produto da acio de uma
enzima de restri¢ao em uma amostra de DNA ¢ chamado
de digestio de restrigio.

Usando a eletroforese, podemos separar os fragmentos
de uma digestio de restri¢io pelo tamanho. Com técnicas
que serdo descritas posteriormente, podemos localizar os
sitios de restri¢do no gene ou pedago original do DNA.
Ou seja, podemos construir um mapa de sitios de reco-
nhecimento de restrigio que nos dario a distincia fisica
entre os sitios dos pares de bases (fig. 13.25). Este mapa
de restriciio é extremamente valioso por virias razoes. Por
exemplo, quando o nucleotideo radioativo timidina tritia-
da foi adicionado por um periodo de tempo muito curto
durante o inicio da replicacio do DNA no virus SV40, a
radioatividade sempre aparecia em apenas um fragmento
de restrigio. Isso demonstrou que a replicagio de SV40
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comegou a partir de um tnico e especifico ponto, locali-
zado em um segmento especifico do cromossomo SV4(,
Além disso, um mapa de restricio sempre permite aos
pesquisadores correlacionar o mapa genético e 0 mapa fisi-
co de um cromossomo. Certas alteragées fisicas no DNA,
tais como: delegdes, insercoes ou alteracdes nucleotidicas
em sitios de restrigdo, podem ser localizadas no mapa ge-
nético. Essas alteragdes podem ser vistas como alteracoes
no tamanho ou como 2 auséncia total de certos fragmen-
tos de restricio quando comparados a0 DNA tipo selva-
gem. Tais informagdes nos permitem ver as altera¢ées no
DNA e também nos informa sobre a evolugio das espécies
(capitulo 21). As diferencas nos tamanhos dos fragmen-
tos sio chamadas de polimorfismos de comprimento do
fragmento de restri¢io (RFLPs) e se mostraram valiosos
para a identificagio exata da localizacdo dos genes e para a
determinagio da identidade e relagio dos individuos. Uma
digestio de restrigio é também util para isolar segmentos
curtos de DNA que podem ser facilmente sequenciados.

(a) A A A
200 l 50 l 400 Iv 100
(b) Gel de Gel de
digestao digestdo
bp fotal parcial
800 —
——1 750
700 —
of———— 850
600 —
'F————— ss0
500 — k[t 500
450
400 400 400
300
—— 250
2004 200 [ e ‘—— 200
100 100 f——r +——— 100
50 50
0—.

'gre 13 235 Mapa de restricao a partir da eletroforese de uma digest@o da

endonuclease de restrigdo. (a) Pedaco original do DNA, mosirando os sitios
de restricdo marcados pela letra A. (b) Géis de agarose mostrando as bandas
das digestées de restricdo total e parcial. O asterisco marca as bandas
radioativas produzidas por segmentos com ferminais marcados. A esquerda
estd a escala de peso molecular em pares de bases {ex: 800 pb, 700 pb).

A digestao total produz fragmentos que t&m 400, 200, 100 e 50 pares de
base—e fragmentos de 200 e 100 pb marcados nos terminais. A digestao

parcial permite seis faixas adicionais.
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Como construimos um mapa de restrigio? A figura 13.25
mostra um pedaco hipotético de DNA cortado pela enzi-
ma de restrigio 4. Abaixo deste mapa, hi um diagrama da
digestio que passou por eletroforese em géis de agarose,
os quais sio normalmente usados devido a sua porosidade
que permite aos fragmentos de DNA relativamente gran-
des se moverem. A enzima de restri¢io faz trés cortes no
DNA, criando quatro fragmentos que possuem 200, 50,
400 e 100 pares de base de comprimento. O padrio de
bandas no gel a esquerda na figura 13.254 ¢ o resultado
da eletroforese desta digestao. (Observe que os segmentos
menores se movem mais ripido que os maiores). Os ta-
manhos dos segmentos sdo determinados por comparagio
com padrées de bandas de tamanho conhecido (embora
nio mostrada, a escala estd indicada a esquerda). O gel nio
revela a ordem destes segmentos no cromossomo. Virios
métodos podem ser usados para determinar a ordem exata
dos segmentos de restrigio no pedago original do DNA.

Antes da digestio da enzima de restricio, os terminais
5"do DNA podem ser marcados radiotivamente com **P
usando a enzima polinucleotideo quinase. Como a enzi-
ma estd agindo no DNA de fita dupla, ambos os terminais
serdo marcados. Na figura 13.25, apés a digestio do DNA
e sob a eletroforese, as bandas de 200 e 100 pares de bases
(pb) serio marcadas radioativamente, mostrando que es-
ses segmentos sio os terminais daquele pedago de DNA.
Mas ainda sdo sabemos a ordem dos pedagos do meio.

A ordem dos outros segmentos pode ser determinada
pela desaceleragio do processo de digestdo para produzir
uma digestio parcial. Se a reagio for esfriada ou prosseguir
por um curto periodo de tempo, nem todos os sitios de res-
tricdo serdo cortados. Alguns pedagos de DNA nio serdo
cortados, outros serdo cortados somente uma vez, alguns
duas vezes e outros serdo cortados em todos trés sitios de
restricdo. O resultado da eletroforese desta digestio parcial
pode ser visto a direita na figura 13.254. A partir desse gel,
podemos reconstruir a ordem do segmento. Ele contém
0§ quatro segmentos originais mais seis novos segmentos,
cada um contendo pelo menos um sitio de restrigdo inteiro.

A partir do gel de digestio total, sabemos que os seg-
mentos de 200 e 100 pb estio no exterior, pois foram
identificados radioativamente. Isso significa que os seg-
mentos de 50 e 400 pb estio no interior. Na digestdo
parcial, encontramos um segmento de 250 pb, mas nio
um segmento de 150 pb, que nos diz que o segmento 50
pb estd no interior e bem ao lado do terminal de 200 pb
(fig. 13.264). Hi um segmento de 500 pb mas nio um
segmento de 600 pb, o que nos diz que o segmento de
400 pb ¢ adjacente ao terminal de 100 pb (fig. 13.26¢).
Um segmento nio marcado com radiacdo de 450 pb
confirma que os segmentos 400 e 50 pb sdo adjacentes e
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internos no DNA. Assim, sem equivocos, reconstruimos
o DNA original (compare fig. 13.26¢ com a fig. 13.254)
criando um mapa de sitios de restrigio das regides de

reconhecimento da enzima, as quais sio separadas por
comprimentos conhecidos de DNA.

Dioestoes l‘].‘.‘ﬂ.f!:j.n'\

Na pritica, o mapeamento de restri¢io € feito com dife-
rentes enzimas de restrigio. A figura 13.27 ¢ um mapa do
DNA da figura 13.25, com sitios de reconhecimento de
uma segunda endonuclease, B, incluida. Usando a mes-
ma metodologia que acabamos de esquematizar, podemos
mostrar que a ordem dos segmentos B € de 350,250 e 150
pares de base originando-se dos dois cortes pela endonu-
clease B. O que nio sabemos ¢ como fazer a sobreposigao
dos dois mapas. Os segmentos B vio da esquerda para a
direita, ou da direita para a esquerda em relagdo aos seg-
mentos A (fig. 13.27a ¢ 4)? Podemos determinar a ordem
evidente pela digestio de uma amostra do DNA original
com as duas enzimas simultaneamente, produzindo, por-
tanto, uma digestio dupla.

As duas ordens mostradas na figura 13.27a e 4 sdo usa-
das para fazer diferentes previsGes sobre a digestio dupla.
Da primeira ordem (a) prevemos um segmento terminal de
200 pb, marcado radioativamente. Da segunda ordem (4),

200 100 |

400 | 100
©) I 500 '
50, 400
(d) f 450 I
200 150, 400 100

(&)1 750 '

Figura 12.7¢ Etapas na reconstrug@o do DNA da figura
13.25. O asterisco mostra os terminais marcados com

3P A partir da digestdo total, os segmentos 100 e 200

pb sdo estabelecidos como os segmentos da extremidade
(a). Uma vez que também hd fragmentos de 50 e 400

pb dentro do DNA (estabelecidos pela digestao total),
somente certas bandas (fragmentos) sé@o possiveis pela
digestdo parcial, estabelecendo que o fragmento de 50 pb
é adjaocente ao fragmento de 200 pb, e que o fragmento
de 400 pb é adjacente ao segmento da extremidade de
100 pb (passos b e c). A ocorréncia de um fragmento

ndo marcado de 450 pb na digestdo parcial verifica a
existéncia de fragmentos de 50 e 400 pb (d) produzindo a
estrutura final (e). Todos os fragmentos na digestdo parcial
est@io de acordo com este esquema.
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(a) 100 50
Real
A A A
200 l 50 l 400 l 100
350 T 250 T 150
B B
(b) 50 150 250
1 1
— f 11 1 Alternativa
A A A hipotética
200 l 50 l 400 l 100
150 T 250 T 350
B B
{c) Gel de Gel de Gel de
digestéo digestéo digestao ) o o »
bp total com A total com B dupla fotal Figuro 13.27 Sobreposicdo dos sitios
—_— de reconhecimente afetados por duas
endonucleases de restrigdo diferentes
500 — (A e B) no mesmo pedaco de DNA. (a)
Esquema real. (b) Esquema alternativo
400 — 400 hipotético. (c) Eletroforeses das digestées
350 de restricéo total somente com A somente,
300 — somente com B e com ambas as enzimas.
250 250 O asterisco indica bandas de terminais
200 — 200 |— - 200 marcados radioativamente. A ordem (o)
150 estd de acordo com todas as bandas
100+ 100 |—~ 100 encontradas em todas as digestées,
50 50 enguanto a ordem (b) ndo. Por exemplo,
0 na ordem (b) um fragmento de 150 pb
é esperado, mas este fragmento ndo é

prevemos que o segmento identificado 200 pb serd cortado
para 150 pares de base; ndo deveria haver um segmento
marcado de 200 pb. A digestdo dupla mostra um segmento
de 200 pb, indicando a ordem (a). Todos os outros aspectos
de ordem (a) estio de acordo com a digestio dupla.

O mapeamento de restri¢io nos fornece um mapa
fisico de um pedago de DNA, mostrando os sitios da
endonuclease de restri¢io separados por comprimentos
conhecidos de DNA. Essa técnica nos fornece curtos seg-
mentos de DNA com posigdes conhecidas que podemos
sequenciar, além do mapa fisico do DNA que pode ser
comparado com o mapa genético, permitindo a localiza-
¢do de mutages e quaisquer outros marcadores.
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Polimorfismos de comprimento do fragmento de res-
tricio (RFLPs), que sio obtidos por meio das digestdes
de restricdo, provaram ser marcadores genéticos muito

encontrado na digestéo total.

valiosos em duas dreas de estudo: o mapeamento dos
genes humanos ¢ a medicina forense. Em uma digestdo
de restricio de genoma humano, pode haver milhares
de fragmentos de uma Unica enzima de restrigdo. Son-
das exclusivas foram desenvolvidas para a transferéncia
Southern destas digestdes. A variagio genética geral-
mente aparece na forma de um segundo alelo que, de-
vido a uma mutagio, ndo possui um sitio de restri¢io e
assim é parte de um pedago maior de DNA (fig. 13.28).
Algumas sondas revelaram loci hipervaridveis com
muitos alelos (qualquer pessoa possui somente dois de
muitos possiveis alelos). A variagdo genética na popu-
lagio surge porque o loci hipervaridvel contém muitas
repeticdes em tandem de segmentos curtos (10 a 60 pb).
Supostamente devido ao crossing over desigual (cap. 8),
somente um desses locus, chamado de loci do ntimero
variavel de repeticdes em tandem (VNTR - variabel
number of tandem repeats), podem gerar muita varia-
¢do. Como resultado, a sondagem para um desses loci
VNTR em uma populagio revela muitos alelos.
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1.400 Transferéncia
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* Andlise de polimorfismos de comprimento do
frczgrnenio de restricGo (RFLP). O alelo A, &€ um segmento
do gene com 750 pb de comprimento, |denhfxcodo por
sua ligagdo com a sonda. No alelo A,, o sitio de resiricéo,
& esquerda do alelo A, foi modificado. Assim, @ sonda
reconhece um frogmento de 1.400 pb aoc invés de um
fragmento de 750 pb. Durante a transferéncia Southern duas
bandas diferentes aparecem a partir dos dois alelos. As setas
indicam os sitios de restri¢do.

A transferéncia Southern dessas digestées criam uma
impressdo digital de DNA (um fingerprint de DNA ) de
extremo valor para a medicina forense. O DNA extraido
de amostras de sangue ou sémen deixados por um crimi-
noso pode ser comparado com os padroes de DNA dos
suspeitos (fig. 13.29). Quando uma tnica sonda reconhece
virios loci diferentes, cada individuo terd muitas bandas em
uma transferéncia Southern, e a grande maioria das pesso-
as produzem padrdes unicos de bandas. Em um sistema,
desenvolvido por A. Jeffreys, uma tnica sonda localiza cin-
quenta ou mais bandas varidveis por pessoa. Se as sondas
de Jeffrey sdo usadas para comparar os padrées, a probabili-
dade de que dois padrées sejam correspondentes ao acaso é
infinitamente pequena. Portanto, essa técnica possui maior
precisao na identificagio de individuos do que quando suas
impressoes digitais propriamente ditas sio usadas.

Alec Jeffreys (1950- ).
(Cortesia do Dr. Alec Jeffreys.)
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- » Fingerprinting do DNA utilizada pela medicina
forense A rronsferencm Southern do DNA da vitima (V) e do
acusado (D) de um crime. O jeans e a camisa referem-se

as amostras de sangue tiradas do vestudrio do acusado. O
padréo na camisa combina claramente com o sangue da
vitima, e ndo com o proéprio sangue do acusado. Todas as
outras colunas de coagulagdo contém padrées de controle
e tamanho. A probabilidade de que as manchas de sangue
néo sejam da vitima foi estimada como uma em trinta e trés
bilhdes, mais do que o nimero de pessoas na Terra. Mas
essas probabilidades séo controversas, dependendo das
suposigdes estatisticas em relagdo & variabilidade dentro

de subpopulagdes étnicas e raciais. (Cortesia de Cellmark
Diagnostics, Germantown, M.D.)

REACAO EM CADEIA d

DA POLIMERASE
Em muitos casos do passado (espécimes de museus,
espécimes empalhados, provas da cena de crimes e f6s-
seis), havia uma amostra de DNA, mas em quantidade
tio pequena ou tdo antiga que poderia ser considera-
da inutil para o estudo. Esta situagio mudou em 1938
quando Kary Mullis, um bioquimico que trabalhava
para a Cetus Corporation, inventou a técnica que daqui
em diante chamaremos de reacdo em cadeia da poli-
merase (PCR). A PCR pode ser usada para amplificar
qualquer DNA existente, seja em pequena quantidade
ou em baixa qualidade. A tinica exigéncia é que a se-
quéncia de nucleotideos de ambos os lados da sequén-
cia de interesse seja conhecida. Essa informagio é ne-
cessdria para construir primers para ambos os lados da
sequéncia de interesse. Uma vez feito isso, a sequéncia
entre os primers pode ser ampliada.

Na técnica da PCR, os primers e os ingredientes para
a replicagao do DNA sio adicionados is amostras. De-
pois, a mistura € aquecida (ex: 95°C por vinte segundos)
para desnaturar o DNA. Subsequentemente, diminui-se
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a temperatura (ex: 55°C por vinte segundos), de modo
que 08 primers possam se associar as suas sequéncias com-
plementares. Entlo, a temperatura € elevada novamente
(ex: 72°C por vinte segundos) para a replicagio do DNA.
Entio, um novo ciclo de replicagio ¢ iniciado (fig. 13.30).
Os virios estigios do ciclo sdo controlados por alteragdes
na temperatura, uma vez que as temperaturas de desna-
turacio, de associagio do primer e de replicagio do DNA
sdo diferentes. Cerca de vinte ciclos de PCR produzem
um milhdo de cépias de DNA; trinta ciclos produzem
um bilhdo de cépias. A técnica ¢ realizada com o auxilio
da DNA polimerase de uma bactéria de fontes termais,
Thermus aguaticus, que pode suportar temperaturas des-
naturantes. Assim, apés cada ciclo de replicagdo, nenhum
componente novo tem que ser adicionado 4 mistura de
reacio. Preferivelmente, o ciclo pode ser continuado sem
a interrup¢do em maquinas PCR (banhos de d4gua progra-
miveis que alteram a temperatura da dgua de forma preci-
sa e ripida). Algumas miquinas podem processar noventa
e seis amostras de uma vez s6.

A PCR tem sido utilizada para criar impressdes do
DNA através da amplificagio de DNA microssatélite,
que sio repeticoes de sequéncias muito curtas do DNA
dispersadas ao longo do genoma. Por exemplo, as repeti-
¢des da citosina-adenina (CA) acontecem dez mil vezes
em eucariotos, em repeticdes de vinte a sessenta pares de
base. Como no caso dos loci VNTR, hd uma enorme va-
riabilidade entre as pessoas no nimero destas repetigdes
em um locus, provavelmente devido a erros de crossing
over. Ao contririo do que ocorre com os loci VNTR, no
entanto, a amplificagio por PCR de um destes loci pode
ser feita sem cortes de restrigdo, transferéncia Southern
e sondagem—a PCR fornece os resultados diretamente
pela eletroforese. Tudo que precisamos sio as sequéncias
primer que estio redor de qualquer locus microssatélite.
Hoje, a PCR ¢ uma ferramenta de rotina usada em labo-
ratérios dos geneticistas moleculares, que a utilizam para
amplificar rapidamente as regides de interesse do DNA
para a pesquisa ou para o uso da medicina forense.

Figuro 13.30 Reacdo em cadeia da polimerase. O DNA

¢ desnaturado (estagio 1), oligonucleotideos primer
complementares as sequéncias terminais nas duas fitas

se associam (estdgio 2) e a replicagdo do DNA acontece
(estégio 3). Cada estdgio no ciclo é controlado pelas
alteracées de temperatura. A sequéncia alvo é mostrada

em vermelho em uma fita e em azul na outra. Os primers
s@o mostrados como “palitos” verdes ou amarelos. O primer
verde comeca a cépia da fita vermelha produzindo uma fita
azul complementar; um primer amarelo comega a copia da
fita azul produzindo uma fita complementar vermelha. Em
trés ciclos, uma regido de fita dupla do DNA se torna oifo.
O processo exige a adigdo de primers, de desoxinucleotideos
trifosfatos e de DNA polimerases, além de ciclos de
mudanca de temperatura.
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Agora, vamos voltar nossa atengio para o grande re-
sultado da tecnologia do DNA recombinante, o sequen-
ciamento do DNA. A tecnologia do DNA recombinante,
com sua capacidade de isolar e amplificar regides pequenas
e bem definidas dos cromossomos, proporcionou o desen-
volvimento das técnicas para o sequenciamento do DNA.

SEQUENCIAMENTO DO DNA S

Paul Berg da Stanford University, Walter Gilbert da Har-
vard University e Frederick Sanger do Medical Research
Council em Cambridge, Inglaterra, dividiram o Prémio
Nobel de Quimica em 1980. Berg ganhou o prémio por
criar as primeiras moléculas clonadas do DNA quando
integrou o genoma SV40 dentro do fago A. Gilbert e San-
ger ganharam o prémio por desenvolverem, de maneira
independente, métodos de sequenciamento do DNA.
Juntamente com Allan Maxam, Gilbert desenvolveu um
método de sequenciamento de DNA chamado de método
quimico, o qual envolve a degradagio quimica do DNA
em bases especificas. Sanger, que ganhou o Prémio Nobel
em 1959 por sequenciar a proteina da insulina, mais tar-
de participou do desenvolvimento de métodos para o se-
quenciamento do RNA. Seu método de sequenciamento,
desenvolvido junto com Alan Coulson, envolveu a sintese
do DNA e foi chamado meétodo mais-e-menos. O desen-
volvimento posterior do método de Sanger, Coulson e S.
Nickelem, usando nucleotideos especificos terminadores
de cadeia, modificou 0 método mais-e-menos e passou a
ser conhecido como método de didesoxi.

Walter Gilbert (1932- ).
(Foto: Rick Stafford.)

) Viétado Didesoxi Q

No método didesoxi, a manipulagio da sintese de DNA
permite seu sequenciamento. Lembre-se do capitulo 9 que
a sintese do DNA ocorre em uma configuragio primer, na
qual o DNA de fita dupla termina com o grupo 3-OH
em uma fita. A outra fita continua em forma de DNA de
fita simples (fig. 13.31, meio). O método didesoxi cria uma

Frederick Sanger (1918- ).
(Cortesia do Dr. Frederick
Sanger.)
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configuragio primer do DNA a ser sequenciada e permite
que a replicagio continue. Um artificio que utiliza nucleoti-
deos terminadores de cadeia interrompe a sintese de DNA
em posigoes conhecidas. Esses nucleotideos terminadores
de cadeia sio formados de agucares que carecem de grupos
OH nos carbonos 2’ e 3' (dai o termo didesoxi). Sem um
grupo 3’-OH, um didesoxinucleotideo nio pode ser usado
para a posterior polimerizacio do DNA (fig. 13.31).

Os nucleotideos terminadores de cadeia permitem que a
sintese seja interrompida em uma base conhecida. A amos-
tra a ser sequenciada ¢ alongada separadamente em quatro
diferentes misturas de reagio, cada uma possuindo todos os
quatro nucleotideos normais, mas também tendo uma pro-
porgio de um nucleotideo didesoxi terminadores de cadeia.
Por exemplo, se o conjunto de nucleotideos trifosfatos que
contém timina contiver uma por¢io de moléculas didesoxi-
timidina trifosfato, entdo a sintese da fita nascente algumas
vezes € interrompida quando a adenina aparece (comple-

Desoxitimidina trifosfato (dTTP)

Didesoxitimidina trifosfato (ddTTP)

®
o]
Primer normal
T
NEREEN
o
v S
Configuragdo Q
didesoxi (ndo
um primer) T
Prorin

Figura 13 31 Os nucleotideos didesoxi provocam &
terminag¢do da cadeia durante a replicagao do DNA.

A configuragéo primer didesoxi nGo possui o grupo 3'-
OH necessdrio para o alongamento da cadeia em uma
configuragdo primer normal.
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mento da timina) na fita molde, criando fragmentos que
terminam em timina. Reagdes similares sdo realizadas em
tubos de ensaio separados para cada um dos outros nucle-
otideos, produzindo fragmentos que terminam quando o
nucleotideo complementar estd presente. Os fragmentos re-
sultantes de cada reagiio siio submetidos 2 eletroforese, pro-
duzindo um padrio no gel que revela a sequéncia do DNA
recém-sintetizado. Vamos analisar um exemplo.

Na figura 13.324, mostramos 0 DNA a ser sequencia-
do, um pequeno segmento de nove pares de base. Para se-
quencid-lo, devemos ter uma fita na configuragdo mostra-
da na figura 13.324. O DNA a ser sequenciado deve ser o
molde para a nova sintese. (Em breve discutiremos como
obtemos a configuragio necessiria). Tendo criado a con-

figuragio primer necessaria, pegamos quatro subamostras
dela, cada uma incluindo todos os nucleosideos trifosfa-
tos adicionada da DNA polimerase I. Pelo menos um dos
nucleosideos trifosfatos é marcado radioativamente, em
geral com *P. Essa marcagio nos permite identificar o
DNA recém-sintetizado por autorradiografia.

Para cada uma das quatro subamostras, um dos dideso-
xinucleotideos (dd) é adicionado—uma subamostra obtém
ddTTP, uma ddATP, outra ddCTP e a quarta subamostra
ddGTP. Estes didesoxinucleotideos sio adicionados além
dos didesoxinucleotideos normais para aumentar a proba-
bilidade de que a terminagio da cadeia aconteca em cada
posi¢io adequada. Se o didesoxinucleotideo fosse adicio-
nado no lugar do desoxinucleotideo, entdo, a cadeia seria

5 - ATACCGTAC - 3
(@) 3 - TATGGCATG - &'

i Criar configuracéio primer

3'- OH
TATGGCATG
(b) HNERRNNEERNNE
Adicdo de DNA polimerase | mais
uatro desoxinucleotideo (dTTP,
jATP, dCTP, dGTP), um dos quais
é radioativo, e subdivisdo em
quatro subamostras
+ | ddTTP + | ddATP + | ddCTP + ddGTP
(didesoxi) (didesoxi) (didesoxi) (didesoxi)
| [T
A ATAC"
TATGGCATG TATGGCATG
NN HENNEREENNN
T1 [TTTT
AP . 5 ATACCC
TATGGCATG TATGGCATG
ENEEERENERRNN HENENENERNE
I [TTT
g AT ATAC
TATGGCATG TATGGCATG
AN RREEN LILILOLrrntd
: + +
[TTTTT
ATACCGT
TATGGCATG
NN ERNEAN
[TTTTTT [TTTTTTI
ATACCGT » ATACCGTA
TATGGCATG TATGGCATG
(c) Ll LGttt

Figuro 13.32 Estégios iniciais no método didesoxi de sequenciamento de DNA. O asterisco indica os didesoxinucleotideos. O
INA a ser sequenciado é colocado em uma configuragéo primer (a,b). Quatro misturas de reacdo sdo criadas, cada uma com
juatro nucleotideos normais além de um dos didesoxinucleotideos. Dessa forma, o sintese do DNA em cada mistura de reacdo
% interrompida a uma porcentagem de tempo quando o complemento para o didesoxinucleotideo aparece no molde (c).



terminada na primeira vez que o comprimento desta base
aparecesse na fita molde. Misturando os didesoxinucleoti-
deos e os desoxinucleotideos, asseguramos que a termina-
¢do ocorrerd em cada posi¢io adequada.

Na figura 13.32¢, vemos que o molde possui duas ade-
ninas. Assim, na mistura de reagio ddTTP, o comple-
mento da adenina (timina) é necessdrio duas vezes mais.
Portanto, hd dois pontos possiveis para ddTTP incor-
porar-se, duas possiveis terminacées de cadeia e, desta
forma, dois fragmentos que poderiam terminar em dide-
soxitimidina, de duas e sete bases, respectivamente. De
maneira similar, hd trés fragmentos possiveis terminando
em adenina de uma, trés e oito bases; trés fragmentos
terminando em citosina de quatro, cinco e nove bases; e
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um fragmento terminando em guanina de seis bases (£
13.32c e fig. 13.33, acima).

Depois da sintese do DNA, o antigo primer é remo-
vido, deixando somente os fragmentos do DNA recém-
-sintetizados (fig. 13.33). Os segmentos recém-replicados
de virios comprimentos de cada mistura de reagdo sdo co-
locados em colunas separadas para a eletroforese em géis
de poliacrilamida a fim de determinar os comprimentos
dos segmentos. Jd que somente os segmentos recém-sin-
tetizados de DNA sio radioativos, a autorradiografia nos
permite acompanhar o DNA recém-sintetizado. Como se
pode ver a partir da autorradiografia do gel na figura 13.33,
cada subamostra produz segmentos que comegam na con-
figuragdo primer (inicio da sintese) e terminam com a base

r
5°

Isolamento de DNA recém-sintetizado

l ddTTP J ddATP 1 ddCTP l ddGTP
A ATA ATACC
+ + +
ATACCG AT ATAC
+ +
ATACCGT ATACCGTA
l Eletroforese e
auvtorradiografia
bp ddTTP ddATP ddCTP ddGTP
Sequéncia
¥
9 — C
8 — A
7 — T
6 —] G
5 — o]
4 — C
3 — A
2 — T
1 — A
0 —_—
5

Flaurs 1330 Eletroforese de segmentos produzidos pelo método didesoxi
de sequenciamento do DNA. Este método permite a leitura direta da
sequéncia. O asterisco indica os didesoxinucleotideos. Os produtos

de reagdo recém-sintetizados vistos na figura 13.32 séo isolados pela
eliminagdo do primer e do molde. Cada mistura de reagdo (ex: ddTTP

é a mistura que contem trifosfatos didesoxitimidina) produz produtos de

comprimentos especificos que podem ser determinados pela eletroforese.
No caso da mistura ddTTR dois fragmentos que terminam em timina sdo
possiveis, nos quais um possui o comprimento de duas bases e o outro de
sete bases. Assim, o complemento da timina, adenina, aparece nas posicdes
2 e 7 do pedago original do DNA. Porém, tanto a fita original quanto seu
complemento (a nova sintese) produz a sequéncia original jd que o DNA &
uma dupla hélice, ou seja, a sequéncia em uma fita sempre é definida pela
sequéncia complementar na outra fita.
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didesoxi terminadora de cadeia. Comegando a leitura de
baixo para cima, de trds para frente ao longo do gel, pode-
mos determinar a sequéncia exata do segmento do DNA.
Devido ao fato de eles possuirem a aparéncia de degraus
de uma escada em cada coluna (fig. 13.34), em geral os géis
sio chamados de géis de degraus ou géis de escada.

Esta técnica (na forma do método original mais-e-me-
nos) foi usada pela primeira vez para sequenciar o genoma
do fago ¢X174 (boxe 13.3). Esse fago foi usado, pois era
adequado ao método de sequenciamento, jd que possui
um DNA de fita simples dentro de seu envoltério, mas
que assume a configuracio de fita dupla quando entra na
bactéria. Assim, criar uma configurago primer ¢ relativa-
mente ficil. O circulo de fita dupla dentro do hospedeiro
poderia ser tratado com a endonuclease de restrigdo para
produzir fragmentos de fita dupla (fig. 13.35). Entio, es-
ses fragmentos poderiam ser desnaturados. A partir dessa
mistura, um fragmento poderia ser isolado por eletrofo-
rese. A fita isolada se reassociaria ao DNA de fita simples
oriundo das cabegas do fago, formando um primer para
um novo crescimento. A mesma endonuclease de restri-
¢io liberaria o novo crescimento apés ter ocorrido. Assim,
o método didesoxi foi relativamente ficil de ser aplicado
ao cromossomo do fago $X174 que contém 5.387 bases.

Criando um Primer Geral

Para tornar o método didesoxi eficiente, pesquisadores
criaram um primer geral para o trabalho rotineiro de se-
quenciamento através da engenharia de DNA recombi-
nante de um vetor da E. ¢o/i, o fago M13 com DNA de
fita simples. Este fago é similar ao $X174, pois ambos sio
empacotados como DNA de fita simples e ambos sio re-
plicados em duplas hélices dentro do hospedeiro. Assim
sendo, a forma de fita dupla dentro do hospedeiro, chama-
da de forma de replicagio, pode ser planejada por métodos
padrdes e a forma de fita simples pode ser usada para se-
quenciamento. O sistema funciona como descrito abaixo.

Através de um processo muito criativo de engenharia,
J. Messing e seus colaboradores criaram sitios de clona-
gem para uma variedade de enzimas de restri¢io em um
gene bacteriano (/acZ) que tinha sido inserido no M13
(fig. 13.36). O gene codifica a enzima B-galactosidase
que normalmente quebra a lactose. Ele também quebra
um substrato artificial da enzima, o X-gal, que normal-
mente ¢ incolor. Quando clivado pela B-galactosidase, o
X-gal torna-se azul. Dessa maneira, na presenca do gene
funcional /acZ, as placas M13 sdo azuis. Se o gene for
rompido por uma inser¢io clonada, o X-gal nio se que-
bra e, consequentemente, as placas sio incolores. (M13
ndo forma placas verdadeiras porque nio lisa as células
de E. coli, mas na verdade ele forma sitios turvos devido
ao crescimento bacteriano reduzido).

Genémica, Biotecnologia ¢ DNA Recombinante
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Figura 13.34 Autorradiografia de um gel de sequenciamento
didesoxi. As letras G, A, T e C na parte de baixo referem-

se as misturas de reac@o ddGTP, ddATP ddTTP e ddCTR
respectivamente. As colunas séo repetidas para melhor
identificacdo das bandas. O sequenciamento também é
verificado através de um sequenciamento prova da fita
complementar. (Carfesia de Richard J. Roberts.)
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Circulo de fita dupla

Um dos fragmentos isolado

por eletroforese liga-se &

regido complementar do

circulo de DNA de fita dupla

isolado da cabega do fago 3

|

Polimerizacdo gera produtos
de vdrios comprimentos

Novo crescimento

2 1
A endonuclease de —ULLLLITTTTT Os fragmentos séo
restricdo produz N 2 isolados pela eletroforese
e quatro fragmentos  TTTTTTT 3 e desnaturados
&1 4
3 tﬁ % >
T 5 3

i
A\

Primer Descartado

+
DNA polimerase

Circulo de DNA &
tratado com a
endonuclease
original e

é desnaturado
- s

Novo crescimento é isolado

Figura 13.35 O genoma do fago $X174 se presta ao sequenciamento do DNA pelo método didesoxi (originalmente, o
método mais-e-menos). Devido ao fato de o fago ocorrer tanto na forma de fita simples, quanto na de fita dupla, o fago pode
ser manipulado para o sequenciamento. A forma de fita dupla é fragmentada através da agao de uma endonuclease. Um
fragmento ¢ isolado pela eletroforese e hibridizado com a forma de fita simples, criando um primer para a sintese do novo
DNA e, assim, para o sequenciamento didesoxi. O DNA recém-sintefizado pode ser isolado por meio do tratamento com a
mesma enzima de restrigao, que efetuard o mesmo corte original. Entdo, os pedagos recém-isolados podem ser submetidos &

eletroforese, como na figura 13.34.

Pode-se sintetizar um oligonucleotideo primer que ¢
complementar a regido do DNA do fago numa posigio #ps-
tream dos sitios de clonagem. O DNA de fita simples do
fago que contém uma insergio clonada é isolado e hibridiza-
do com oligonucleotideo sintético. Esta operagio cria a con-
figuragio primer para o sequenciamento didesoxi do DNA
clonado. Basicamente, qualquer segmento clonavel do DNA
pode ser sequenciado usando este método bastante geral.
Teoricamente, tal segmento pode ser de qualquer tamanho.

Os géis de degraus, no entanto, sio eficazes somente
para sequenciamento de segmentos de até cerca de qua-
trocentos pares de base. Para sequenciar regides maiores
¢ necessdrio sequenciar segmentos sobrepostos e recons-
tituir a sequéncia pelo padrio de superposigdo, similar aos
métodos que descrevemos para o sequenciamento de ami-
nodcidos (capitulo 11, boxe 11.1). Os segmentos sobre-
postos do DNA geralmente sdo obtidos usando-se duas
ou mais enzimas de restricio.

A mais recente inovagdo no sequenciamento do DNA
envolve o uso de quatro corantes fluorescentes, cada um

fluorescendo em um comprimento de onda distinto (505,
512,519 e 526 nm); cada um dos quatro nucleotideos di-
desoxi possui um corante diferente anexado. Apés os frag-
mentos recém-sintetizados serem isolados, os produtos de
todas as quatro reagdes sio colocados juntos na mesma
coluna do gel poliacrilamida. O gel é entio escaneado com
um laser argdnico que excita as moléculas do corante. Um
instrumento registra a cor dos picos, lendo a sequéncia de
maneira direta e automdtica (fig. 13.37). Este método sim-
plifica bastante o sequenciamento, ji que ¢ automatico. Ele
também diminui a necessidade de marcagées radioativas.

O método didesoxi ou 0 método quimico de sequen-
ciamento (ndo discutido aqui) nos permite ler a sequéncia
de centenas de nucleotideos em um tnico gel. Genomas
completos de virus, procariotos e eucariotos, além de nu-
merosas regioes de interesse foram sequenciados. Como
W. Gilbert disse em seu discurso de recebimento do Pré-
mio Nobel, em 1981: “Quando desvendamos a estrutura
das moléculas de DNA, examinamos o nivel fundamental
que sustenta todos os processos nas células vivas”.
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sequenciamento completo do
DNA de um genoma usando o
método mais-e-menos (o pre-
cursor do método didesoxi) de Sanger
e Coulson foi realizado pela primeira
vez com o $X174, um virus que con-
tém um circulo de DNA de fita simples

com 5.387 pares de base dentro de seu
envoltério proteico. Uma vez injerado
no hospedeiro, 0 DNA ¢ replicado para
formar uma dupla helice que entdo con-
tinua a se replicar como um virus nor-
mal, fabricando suas préprias proteinas
de revestimento, lisando a célula e es-
capando para fora dela. Esse virus pos-
sui nove genes. O virion é um poliedro
pequeno de vinte faces com uma pe-
quena ponta em cada um de seus doze
vértices. Esta ponta anexa o ¢X174 2 E.
coli. O envoltorio representa uma pro-
teina e a ponta representa duas. Dessa
maneira, trés dos nove genes do virus
fabricam proteinas de revestimento. A
figura 1 ilustra a localizagio dos genes
no $X174, obtida através de métodos de
mapeamento padrio.

A partir de informagdes obtidas pelo
sequenciamento do virus de RNA MS2,
os geneticistas acreditavam que sempre
deveria haver uma sequéncia nio tradu-
zida entre os genes, supostamente com
o propésito de controlar a expressio de
cada gene. Porém, exames cuidadosos da
sequéncia do ¢X174 forneceram virias
surpresas. Primeiro, as terminagdes de
trés genes sobrepuseram os inicios dos
proximos genes (4-C, C-D, e D-J); nos
primeiros dois casos, o cédon de inicia-
¢do estd inteiramente dentro do término
do gene anterior, porém, ¢ lido em um

diferente quadro de referéncia. Na se-
quéncia ATGA, o ATG ¢ a iniciagio do
proximo gene, enquanto TGA € a termi-
nagio do gene anterior. Na interface D-/,
um A ¢ compartilhado: TAATG (UA-
AUG em nucleotideos ribose; fig. 2). E a
base mimero 3 do codon de terminagio
e a base niimero 2 do cédon de iniciagio.
As surpresas nio terminam aqui.

Métodos

Experimentais

Genes dentro de Genes

A principio, com a sequéncia de
nucleotideos espalhada na frente de-
les, os pesquisadores nio puderam
encontrar os genes B ¢ E; parecia que
eles nio estavam la. Porém, em anid-
lise cuidadosa, os cientistas descobri-
ram que o gene B estava inteiramente
dentro do gene A4 e o gene E, dentro
do gene D (fig.3). Essa descoberta foi
contra a teoria. Somos levados a acre-
ditar, a partir de argumentos légicos,
que os genes nio podem se sobrepor
de forma substancial. Haveria muita
restrigio na fungdo: a sequéncia fun-
cional de um gene também teria que
ser a sequéncia funcional do outro. Da
mesma forma, haveria uma restrigdo
evolutiva envolvida. Os genes teriam
que evoluir juntos. Mas aqui temos
dois casos nos quais os genes realmen-
te se sobrepdem. Como podem ter
surgido esses genes sobrepostos?

Hi um grande nimero de bases de
timina no genoma $X174. No gene D
em especial, muitos dos cédons termi-
nam com a timina. O gene E embutido
¢ lido em uma frase de leitura deslocada
em relagio a D, de modo que as bases
terminais dos cédons D estejam na
posigio do meio nas bases de £. Uma
verificagio no codigo genético (rabela
11.4) mostra que os codons com U no
meio (codons de E) sio principalmente
para aminodcidos hidrofdbicos. Assim,
E é uma proteina com propriedades
detergentes. Na verdade, € a proteina
responsdvel pela dissolugio da parede

celular externa da bactéria hospedeira,
um processo que um detergente pode
realizar in vitro. As prnpriul;tdcn do
gene £, entdo, sio mais as propriedades
de seus aminodcidos individuais do que
sua sequéncia exata.

No caso do A4-B, hi uma indicagio
de que os dois genes eram autonomos.
Essa indicacio ¢ baseada nos padrdes
dos codons; os cédons A tendem a
terminar em timina antes da sobrepo-
sicio, mas, depois disso, na regido da
sobreposigio, os cédons B terminam
em timina, enquanto o0s codons A ndo.
Supostamente, um evento de murtagio
marcou o material B no final do pri-
meiro e menor gene A, e aperfeigoou
sua capacidade enzimatica. No entanto,
isso € apenas uma Suposi¢ao.

A surpreendente ordenagio deste
DNA viral ¢ de extrema economia. O
envoltdrio proteico € pequeno, porém,
um minimo de nove genes deveria ser
empacotado nele. Ji haviamos visto esse
tipo de economia no uso do cédon do
DNA mitocondrial (capitulo 11).

A medida que novos sequencia-
mentos t‘ﬂr'dln UCL)rrL‘ﬂd\}, (61 gcl]CtiCii_
tas descobriram outras novas situagoes
de sobreposigio. Por exemplo, em um
caso, dois genes de um rato eram trans-
critos a partir de fitas opostas na mes-
ma regiio do DNA. Em uma das fitas
estd o gene que libera o hormdnio go-
nadotrofina (GnRH). Na outra hda um
gene (RH) que produz uma proteina
expressada no coragio.

A sobreposigio de genes é também
ocorre nas bactérias. Na E. coli, o pro-
motor para o gene ampC (que codifica
a enzima P-lactmase) come¢a dentro
dos ultimos dez cédons do gene frdC,
que codifica uma subunidade da enzi-
ma fumarato redutase. Ha evidéncias
de que neste arranjo, o terminador frdC
pode exercer algum controle regulador
da transcrigio de ampC. (Veja capitulo
14 para a discussio dos processos regu-
ladores em procariotos.)
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Com os dados da sequéncia do virus grandes (A)
condriais, DNA t

eucariotos, L{“'.‘ quais v drios casos agora

DNA, incluindo as sequéncias com-
pletas de outros cromossomos tais
como o SV40 ¢ a mitocondria, temos
acumulado muitas informagdes sobre
os arranjos dos genes. A sobreposigio
em maior ou menor grau foi encontra-

da em pequenos virus (X174, SV40),

Transcricao final

ponta menor

Sintese de DNA
de fita dupla

Proteina da  Transcriggo

ponta maior

B
Sintese do DNA
de fita simples e
proteinas de C

empacotamento

Cdpsula
proteica maior

Lise da E. Coli N

Estrutural

J

Figura 1 Suposta localizag@o dos nove genes do fago
X174 em seu cromossomo circular. A transcrigao
comega em trés lugares diferentes, cada um deles
marcado com p, para promotor. A fungdo de cada
gene aparece deniro do circulo.

CrOmMossOmos Mmito-

sio conhecidos, e seus genes estio lo-
calizados dentro de introns de outros
genes. Em um dos poucos exemplos

conhecidos, trés genes estio localiza-

'.'\‘?'.i.‘{'\‘{'.}.’.tk“ii?-'. um gL‘ﬂL‘ L]th_’ pl’l“'ﬂ(.l

bacteriano e até em uma doenga neuroldgica desfigurante.

Apesar de relativamente raros, a so-
brcposig.‘m e o embutimento dos genes
pode ter alguma fungio reguladora na
transcrigdo, além de minimizar o com-

primcmo dtJ Cromaossomao.

dos em um intron do gene para a neu-

5 ... AAGGAGUGAUGUAAUGUCU - .- 3

E Lys G|L2 S!op

jura 2 Sequéncia, mostrada como nucleotideos da
ribose, em que os genes E e D terminam e J comega.
Cada uma estd fora do registro com as outras

duas. O A de AUG para o gene J, por exemplo, é o
segundo A do terminador UAA do gene D.

o/ \ /
DNA espagador
r:c':oco ificado

J

Figura 3 O mapa real dos nove genes
do fago $X174. Observe que B estd
inteiramente dentro de A e £ estd

inteiramente dentro do D.
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Sitio de clonagem dentro do gene lacZ

M13 DNA

F li :
(é’gﬂ%rﬁ%'mdo estrangeirc
dUP|9i IS|O|C!dCI Insergdio de DNA
da célula estrangeiro em um
infectada

sitio de clonagem;
transformacéo da
E. coli hospedeira
para a replicacao
do fago

DNA de fita simples
isolado das cabegas
do fago

Adicao de oligonucleotideo
sintético que se hibridiza em
uma posicdo adjacente ao sitio
3 - OH de clonagem, formando a
__ configurag@o primer

Figura 13.34 O fago M13, um vetor util para sequenciar
pelo método didesoxi um pedaco de DNA clonado, j& que o
material genético do fago existe tanfo na forma de fita dupla
quanto na de fita simples. Além disso, o fago contém sitios
de restricdo dentro de uma cépia do gene lacZ (azul). Isso
permite a selecdo de clones com pedagos enxertados de DNA
estrangeiro. Um oligonucleotideo artificial, que se hibridiza
em uma posicdo adjacente o sitio de clonagem, fornece a
configuracéo primer necesséria para a nova sintese.

MAPEAMENTO E
SEQUENCIAMENTO DO
GENOMA HUMANO

Localizando um Gene de Interesse é

Genes de importincia geral podem ser pesquisados direta-
mente. O gene para o cincer de mama é um bom exemplo.
Outros genes que foram descobertos desta forma incluem
0s genes para a fibrose cistica e para a doenga de Hunting-

Genémica, Biotecnologia e DNA Recombinante

ton. O conceito de se descobrir um gene ¢ relativamente
simples, mas a metodologia ¢ exaustiva. A busca por mui-
tos genes, incluindo os importantes na drea médica como
o gene para o cincer de mama, significa procurar um gene
somente através de seus sintomas. Ou seja, ndo conhecemos
o produto proteico do gene ou sua localizagdo. A busca co-
mega pela procura de genealogias de familias que segregam
a doenga e depois pela tentativa de correlacionar a ocorrén-
cia da doenga com um RFLP especifico ou com marcadores
microssatélites. Quando tal correlagdo ¢é feita, o gene é lo-
calizado em uma regiio de um cromossomo especifico. De-
pois, com o auxilio de uma biblioteca genémica, realiza-se
a técnica de caminhada cromossdmica (chromosome walking
- ver préxima segdo), até que seja encontrado um gene na
vizinhanga do marcador que pode ser o gene alvo. Com o
gene em mios, sua sequéncia e o produto proteico podem
ser determinados, o primeiro estigio no tratamento médico.

Caminhada Cromossomica (Chromosome Walking)

Apesar de qualquer pedago de DNA estrangeiro inseri-
do ter um tamanho limitado, é possivel analisar exten-
soes mais longas do DNA utilizando uma técnica de
clones sobrepostos chamada de caminhada cromosso-
mica (chromosome walking). Digamos que certo gene
(na regido A) estd localizado no clone 1, conforme des-
coberto através de sondagem. A inser¢do clonada pode
ser removida, usando a mesma enzima de restrigdo
inicialmente usada para inseri-la no vetor, e quebrada
em pequenos pedagos que sio usados como as proprias
sondas. A ideia € localizar outro clone com uma regido
inserida que se sobrepde 4 primeira (fig. 13.38). En-
tdo, o segundo clone ¢ tratado da mesma forma—com
segmentos usados para sondar outra sobreposi¢io mais
adiante no cromossomo. Dessa forma, segmentos relati-
vamente longos de um cromossomo podem estar dispo-
niveis para estudo em clones de sobreposigao.

Um uso ébvio da caminhada cromossémica é desco-
brir quais genes estio préximos uns dos outros nos cro-
mossomos eucariéticos. A técnica é cansativa e estd sujei-
ta a interrupgdes em certas dreas dificeis da caminhada,
tais como sequéncias repetidas encontradas no DNA dos
eucariotos (capitulo 15). Uma vez que a sonda de sobre-
posi¢cdo contenha uma sequéncia repetida, ela se hibridiza
com muitos clones que nio contém segmentos adjacentes.
Essa “referéncia cruzada” diminui o valor da técnica. Atu-
almente, estio sendo desenvolvidas técnicas mais novas
(uma delas denominada de salto cromossémico, ou chromo-
some jumping), criadas para desviar das regides que ndo
sio acessiveis 4 caminhada cromossémica. Essas técnicas
dependem da capacidade de localizar os dois terminais
de um segmento sem ter que caminhar através do meio.
Os terminais de um segmento podem ser localizados se a
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13.37 Dados processados de uma andlise automatizada do DNA usando corantes fluorescentes. O DNA é sequenciado,

adicionando um corante fluorescente em cada base de didesoxi. Dessa forma, as bases de didesoxi podem ser identificadas por
sua cor fluorescente em luz a laser ao invés de pela posigéo na coluna que ocupam no gel. Somente uma coluna precisa entdo
ser trabalhada. Neste diagrama, a guanina é amarela, a citosina ¢ azul, a adenina é verde e a timina é vermelha. A sequéncia
é lida da esquerda para a direita, de cima para baixo. (De L. Johnston-Dow, et. al. BioTechnicques, 5:754-65, 1987. Copyright © 1987.

Eaton Publishing, Natick, MA. Reimpresséo autorizada.)

regido foi invertida ou se uma regido grande for clonada e
a parte do meio for mais tarde removida, deixando apenas
os terminais. Uma sonda dos terminais permite ao pes-
quisador localizar os clones com o primeiro terminal e de-
pois o outro, efetivamente saltando a regido intermedidria.

O Gene do Cancer de Mama

A localizagdo inicial do gene BRCAI para o cancer de mama
foi determinada por M. King em 1900, usando um marcador
(D17874) no brago longo do cromossomo 17 (fig. 13.39). Foi
0 183° marcador que King tinha experimentado (fig. 13.40).
O gene BRCA1 do cincer de mama foi especialmente dificil
de localizar porque esté relacionado a somente 5% de todos
os canceres de mama. Porém, ele explica uma porcentagem
muito mais alta de inicio precoce hereditdrio de canceres de
mama em mulheres abaixo dos cinquenta anos de idade. Uma

Mary-Claire King (1946 ).
(Cortesia do Office of Public
Information, Berkeley Campus,
University of California. Foto ©
Jane Scherr,)

em cada 200 mulheres herda este gene e entre elas de 80 a
90% possuem o risco de desenvolver a doenga. A localizagao
e clonagem efetivas deste gene foram realizadas em 1994 por
uma equipe liderada por M. Skolnick. O gene codifica uma
proteina de 1.863 aminodcidos, que parece atuar como uma
proteina de supressdo do tumor (vide capitulo 16). Seu meca-
nismo de agfio é como o mecanismo de um fator de transcri-

¢io associado a RNA polimerase II (ver capitulo 10).

jeto Genoma Humano @

O Meétodo Padrao

() P
' ol

No capitulo 6, desenvolvemos um mapa cromossémico
humano. Em geral, um locus estava localizado em um de-
terminado cromossomo através de técnicas de cultura teci-
duais (hibridizacio de célula somitica). Posteriormente, os
loci poderiam ser identificados com grande precisio usan-
do cromossomos anormais, como aqueles que contém dele-
¢oes. Se um locus estivesse presente quando o cromossomo
humano intacto estivesse presente, mas estivesse ausente
se o cromossomo com delagdo estivesse presente, o gene
poderia estar localizado na regido deletada. Além disso, as
sondas para os genes especificos podem nos mostrar de
modo grosseiro onde tal gene estd localizado (fig. 13.41).
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Insercdo A no clone 16
l fragmentada e subclonada

Uso da sonda para detectar
o clone com regicio adjacente

I> ~—

1___ 8
!m E

Clone 2 detectado; possui
fragmento da regido A-B,
do subclone e da sonda

Clone 3 detectado; possui
fragmento da regido B, do
subclone e da sonda

B_C  Clone 3 detectado; possui
fragmento da regido B-C,
l do subclone e da sonda

Continuagto

A B c

Figura 13.38 Técnica da caminhada cromossémica
(chromosome walking). Essa técnica permite o estudo de
regides cromossdmicas longas através da localizagéo

de insercdes clonadas sobrepostas. Comegamos com

um pedaco especifico de DNA clonade, chamado do
insercéo A. Esse pedaco é fragmentado para criar sondas
para outros clones em uma biblioteca genémica que
contém regides que se sobrepdem a A (a proxima regido
abaixo é conhecida como B). Entdo o préprio clone A-B é
fragmentado para criar sondas que repitam o processo,
percorrendo todo o cromossomo.

D17574

Cromossomo 17

figure 13.39 Cromossomo 17 corado em bandas através
do uso de corante Giemsa, mostrando a numeracao das
regides e a localizagdo na regido 21q no qual o marcador
D17574 estd lecalizado. A terminologia do marcador refere-
se & secd@o 74 do cromossomo 17. Este marcador estd
correlacionado & posi¢do do gene BRCAT.

Dois métodos gerais foram desenvolvidos para o ma-
peamento do genoma humano, o método padrio, apoia-
do em grande parte por financiamentos dos governos e
o método shotgun do genoma inteiro, usado pela Cele-
ra Genomics Company. No método padrio, o projeto se
restringe 4 descoberta de um segmento do genoma e 2
sua localizacio. Depois, o segmento é sequenciado. Pela
sobreposi¢io de pedagos sequenciados, o genoma inteiro
¢ montado. O mapeamento ¢ feito cromossomo por cro-
mossomo, jd que os cromossomos individuais podem ser
isolados em grandes nimeros pelos métodos de citome-
tria de fluxo, descrito no capitulo 15. Nos estdgios iniciais
do Projeto do Genoma Humano, quando a primeira etapa
era 0 mapeamento, os cromossomos artificiais de levedu-
ra (YACs) foram os primeiros agentes de clonagem. No
entanto, 2 medida que a énfase do projeto se dirigia para

8D AE BA 8D

w=mwan wsoas meran

e meroe e ez wmmmn

m O O L >

Figurg 13.40 Pedigree de uma familia de individuos nos
quais o cancer de mama precoce estd segregado. Na
parte de baixo da figura hd um gel com vérias bandas,
mostrando alelos de D17574, marcados de A-E em
tamanho decrescente do fragmento de sonda. Os individuos
no pedigree estdo diretamente em cima de suas colunas
no gel. Os pais originais morreram (linha diagonal) e,
portanto, ndo foram tipados. A mae, duas de suas filhas e
duas de suas netas foram diagnosticadas com céncer de
mama em idades entre vinte e frés e quarenta e cinco anos
(amarelo). Observe que em todos os casos de céincer de
mama, a mulher possui o alelo B do marcador D17574. E
esta correlacdo que localizou o gene do céncer de mama
naquela regido do cromossomo. D17574 estava no 183°
marcador que M. King e seus colaboradores estudaram;
os outros marcadores néo mostraram nenhuma correlagéo
com o cancer de mama. (Reimpresso com permisséo de J.

M. Hall et al., “Linkage of Early-Onset Familial Breast Cancer fo
Chromosome 1721, Science, 250:14684-89, 1990. Copyright ©
1990 American Association for the Advancement of Science.)
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Figura 13.41 A localizagéo fisica de um gene ou marcador
pode ser encontrada pela sondagem dos cromossomos

com uma sequéncia de DNA complementar que possui um
componente fluorescente especifico anexado a ela. Quando
afivade, a sonda & vista (manchas amarelo-brilhantes) em um
microscédpio confocal por varredura a laser. Os cromossomos
s@o contrastados com iodeto de propidium, que os torna
vermelho fluorescente. Neste caso, a sonda localizou uma
sequéncia no cromossomo humano 11. (© Peter Menzel/
Fotografado na Yale University Medical School.)

0 sequenciamento, cromossomos artificiais bacterianos
(BACs) foram utilizados. Os cromossomos artificiais bac-
terianos sao derivados do fator de fertilidade (fator F, vide
capitulo 7). Eles possuem propriedades de estabilidade e
homogeneidade que os tornam mais compativeis com as
técnicas automatizadas de sequenciamento.

Para comegar o sequenciamento, cada cromossomo
individual ¢ quebrado em segmentos de sobreposi¢io com
cerca de 150.000 pb em uma biblioteca BAC. Cada BAC
¢ entdo digerido em pedagos menores que sio clonados
em cosmideos ou fagos P1 digeridos em pedagos menores
para o sequenciamento.

Mapeaments e Sequenciamento do Genoma Humano 393

Antes de definirmos as técnicas, devemos mencionar
que nao estamos lidando com somente um mapa do geno-
ma, mas com virios tipos de mapas. Embora o objetivo final
fosse a sequéncia completa do DNA do genoma, com a lo-
calizacio exata de cada gene, precisdvamos passar por virios
estgios para chegar até li—lembre-se que estamos tentan-
do rastrear as 3,3 bilhées de bases. Estamos familiarizados
com o mapa de ligagio genético dos cromossomos descritos
no capitulo 6. Esses mapas sio chamados de mapas de liga-
¢do cldssicos, os quais definem as distancias em frequéncias
de recombinagdo. Um mapa de ligacdo moderno ¢ aquele
que usa dos marcadores RFLP ao invés de genes 2o longo
de seu comprimento. H4 também o mapa fisico, no qual as
distancias estio em unidades fisicas de pares de base. Esses
mapas podem ser de marcadores microssatélites ou de sitios
com sequéncia marcada (STSs - sequence-tagged sites). Os
sitios com sequéncia marcada sio porcoes de DNA de 100-
500 pares de base que sio exclusivos no genoma. Eles sio
criados pela ampliagio dos primers pela reagiio em cadeia da
polimerase obtidos pelos segmentos de sequenciamento do
genoma. Depois, os primers siio testados para assegurar que
a sequéncia € exclusiva. Cerca de 50% das tentativas produ-
ziram sitios com sequéncia marcada.

O mapa fisico também pode ser marcado pelas dife-
rengas entre os individuos que resultam em diferencas em
pares de bases uinicos. Essas diferencas sio chamadas de
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs - single nu-
cleotide polymorphisms - pronuncia-se “snips”), os quais
estio localizados a cada mil bases ao longo do genoma hu-
mano. Esses polimorfismos de nucleotideo tnico sio espe-
cialmente \iteis no acompanhamento de diferengas entre
os individuos em relagdo a genes responsiveis por doengas.

Os RFLPs, os marcadores microssatélites, os STSs, e
os SNPs nos permitem acompanhar os BACs e pedagos
clonados em cosmideos e fagos P1. Entretanto, quando
localizamos virios pedacos de DNA, estamos construindo
regides continuas de um cromossomo pela sobreposicio
destes pedagos. Esses clones contiguos e sobrepostos sio
chamados de contigs. Esse processo ¢ repetido cromosso-
mo por cromossomo. Em outras palavras, estamos crian-
do uma biblioteca de clones de sobreposigio que abrange
todo o comprimento de cada cromossomo. Em esséncia,
estamos montando um quebra-cabeca linear. Os contigs
sdo criados pela comparacio dos segmentos que os clo-
nes tém em comum, caso o tenham (fig. 13.42). A partir
dos segmentos compartilhados, podemos inferir em quais
partes os clones se sobrepsem. Através deste processo, 0s
contigs das partes do cromossomo podem ser construidos
(fig. 13.43). Mais tarde, os contigs que compreendem parte
de um cromossomo podem ser ordenados pegando-se um
clone final de um contig completo e usando-o como sonda
para iniciar a caminhada cromossémica a fim de encontrar
um clone final de um contig préximo (fig. 13.44).
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Impressoes (fingerprints) do fragmento de restricgo

(a) Clone 1 sobrepée-se ao clone 2
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(c) Regides de sobreposicao e ndo sobreposigéo inferidas das impressées
(fingerprints) em (b). Os fragmentos sao arbitrariamente ordenados do
menor para o maior, dentro de cada regido
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Figure 13.42 Para criar contigs, os pesquisadores devem encontrar os clones de sobreposicdo e determinar suas regides de
sobreposicdo. Em (a), temos dois pedagos de DNA sobrepostos encontrades pela caminhada cromossdmica. Os pedacos sdo
entdo digeridos com EcoRl e submetidos & eletroforese, produzindo as bandas na parte (b). A partir desses géis, vemos que os
fragmentos de 2,0, 4,0, 5,0 e 6,5 Kb sdo comuns, indicando que estdo na regido de sobreposicéo de ambos os clones. Assim,
isolamos a regifio de sobreposic@io e as regides Unicas dos terminais de ambos os clones (compare ¢ com a). Os mapas de
restrigdo de cada segmento podem ser feitos, ordenando os pedagos. (Reimpresséo autorizada, cortesia de Los Alamos Science, volume
nimero 20, uma publicagdo de Los Alamos National Library, Los Alamos, NM).

Por exemplo, vamos comegar com um BAC do cro-
mossomo 7 de 150.000 pares de base com trés sitios de
identificagdo de sequéncia localizados ao longo de seu
comprimento. Podemos determinar BACs vizinhos
pelo compartilhamento dos sitios de sequéncia marcada
(STS). O BAC ¢ entio digerido e clonado em cosmideos.

A sobreposi¢do de cosmideos pode ser determinada pe-

los sitios de sequéncia marcada, por RFLPs, por SNPs ou
por microssatélites em comum. Os cosmideos sio entio
digeridos e sequenciados. A partir das sequéncias, traba-
lhamos de tréds para frente, encontrando a sobreposigio e,
assim, construindo um contig daquele BAC. O mesmo
processo ¢ realizado nos BACs vizinhos, estendendo o
contig até abranger o cromossomo inteiro.




Montagem de um contig

Sobreposicao

Clone C H S ey
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Figura 13.43 Um contig é posteriormente construido pela
montagem em pares de clones sobrepostos em sequéncias
mais longas. Aqui vemos que o clone A sobrepde-se ao

clone B & esquerda e ao clone C & direita. Neste caso,

hé um fragmento comum para todos os trés clones. Pela
comparacdo de clones desto maneira, podemos percorrer
todo o cromossomo, criande um contig cada vez maior.
(Reimpresséo autorizada por Los Alamos Science, Volume numero 20,
uma publicacdo dos Los Alamos National Library, Los Alamos, NM.)
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No inicio do Projeto de Genoma Humano, virios ob-
jetivos foram estabelecidos. Um mapa de ligagdo moderno
de marcadores microssatélites do genoma humano estaria
completo quando os marcadores estivessem espagados
em cerca de 0,7 centimorgans (cerca de 700.000 pares de
base) de distincia. Esse objetivo foi alcancado em 1996
com 2.335 marcadores microssatélites localizados no
genoma. O mapa fisico de sitios de sequéncia marcada
estaria completo com marcadores a cada 100.000 bases,
o equivalente a 30.000 sitios de sequéncia marcada no ge-
noma clonado em BACs. Esse objetivo foi alcangado em
1997. A sequéncia do genoma completo foi prevista para
2001 e anunciada em 2000.

Uma das razdes pelas quais os objetivos foram otimis-
tas foi o fato de que métodos de produgio em massa fo-
ram desenvolvidos 4 medida que o projeto se desenvolvia.
Esses métodos incluem a automagio do sequenciamento
e da clonagem, além do desenvolvimento de algumas tec-
nologias inovadoras. Por exemplo, os cientistas em Affy-

Fechando a lacuna entre dois contigs
Somente um passo é necessario para preencher a lacuna entre dois contigs
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e
frm—
prmm—
]
—
\ Y J
Contig W

== Clone em um contig

]
v
]
e
\ Yi J
Contig Z

~ Sonda usada para encontrar o préximo clone em uma caminhada
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Figura 13.44 Quando contigs de parfes grandes de um cromossomo séo construidos, eles precisam ser conectados. Podemos
fazer isso diretamente se hé uma sobreposicéo no final de um contig e no inicio do préximo. Caso isso ndo acontega, devemos
realizar uma caminhada cromossémica para achar clones que preencham o espaco entre os dois contigs. Na parte de cima da
figura, na técnica tipica de caminhada cromossémica, o DNA de um terminal clonado é fragmentado e usado para sondar uma
sobreposicéo. Neste caso, é encontrado um clone que sobrepde dois contigs e, assim, une-os em um contig longo. Na parte de
baixo da figura, a caminhada exige a descoberta de quatro clones de sobreposicdo que preencham os espagos entre os dois
contigs. Em ambos os casos, o processo obtém éxito, juntando dois contigs em um mais longo. (Reimpresséo autorizada por Los
Alamos Science, Volume numero 20, uma publicagdo dos Los Alamos National Library, Los Alamos, NM.)
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metrix, Inc., desenvolveram o equivalente a uma sonda de
DNA em chip de computador. Milhares de sequéncias de
DNA conhecidas sdo sintetizadas em um substrato de vi-
dro. O DNA a ser sondado ¢ introduzido neste chip, onde
a hibridizagdo acontece. Usando a tecnologia fluorescente,
a sondagem bem sucedida pode ser determinada utilizan-
do um sistema confocal por varredura a laser (fig. 13.45).
Esses chips permitem anilises extremamente ripidas de
sequéncias de DNA. Virios outros fabricantes desenvol-
veram tecnologias similares.

Como mencionado no inicio deste capitulo, J. C. Ven-
ter da Celera Genomics foi o coanunciador do término do
sequenciamento do genoma humano. Venter e seus cola-
ooradores usaram um método de shotgun de genoma intei-
ro no qual o genoma humano foi quebrado em pequenos
segmentos, clonado e sequenciado. Entio, o grupo Celera
ird montar o quebra-cabegas do genoma com o auxilio da
zrande capacidade de resolugio dos computadores. Antes,
icreditava-se que este método nio funcionaria em um ge-
noma tio grande quanto o genoma humano. Venter e seus
-olaboradores, entretanto, terminaram o sequenciamento
o genoma da Drosophila (180 milhdes de pares de base)
1té margo de 2000 através deste método. Venter e seus co-
aboradores também sequenciaram o primeiro organismo

GeneChip*Probe Array

19
| 4

verdadeiro, a bactéria Haemophilus influenzae (1,8 milhoes
de pares de base) em julho de 1995. Depois disso, a leve-
dura Saccharomyces cerevisiae (12 milhdes de pares de base)
foi sequenciada em 1996, e um organismo modelo genéti-
co, o verme nematoide, Caenorbabditis elegans (97 milhoes
de pares de base; vide capitulo 16), foi sequenciado em
1998. Desde 1995, outras iniimeras bactérias e eucariotos
tiveram seus genomas sequenciados.

Bioinformdtica e Protedmica

Essas incriveis realizagoes na gendmica fizeram surgir duas
novas ciéncias, a bioinformdtica e a proteémica. A bioin-
formatica € a ciéncia da extracio de dados das sequéncias
de DNA obtidos por meio do sequenciamento. Extracio se
refere a armazenamento, recuperagio e andlise dos dados.
Protedmica € o estudo do proteoma, de proeinas do geno-
ma e se refere ao estudo de todo o conjunto de proteinas de
um genoma especifico. A protedmica € o andlogo proteico
da gendmica. Estima-se que ha de 50.000 a 2 milhdes de
diferentes proteinas nos sistemas biolégicos, embora o ni-
mero de formatos diferentes—motivos (motifs)—pode ser
somente cerca de cinco mil. A fungio da protedmica € ca-
racterizar todas as proteinas e determinar suas estruturas e

Célula da sonda hibridizada T
T 1 T\.
R R .
DNA alvo de fita simples, \ SN b, TP
marcado fluorescentemente B \\ . \\ N
Sonda oligonucleotideo P X% XN

o Y .

Cada célula de sonda contém
milhdes de copias de uma sonda
de oligonucleotideo especifico

— Mais de 50.000 sondas diferentes
complementares & informacéo
genética de interesse

Imagem de uma sonda hibridizada

Figura 12.45 O Gene Chip®Probe Array é uma placa de vidro que contém cerca de sessenta e cinco mil a

um milhdo ou mais sequéncias diferentes de DNA. Os chips s@o criados por técnicas fotolitogrdficas, similares
as usadas na fabricagdo de chip de computadores. O DNA a ser sondado deve ter moléculas fluorescentes
anexadas para permitir uma rapida triagem. (Cortesia da Affymetrix, Inc.)




formas. Assim como a genetica cldssica trabalhou do feng-
tipo para o genétipo, a genética molecular est4 trabalhando
do genétipo (genomica) ao fenétipo (protedmica).

. fica

Além das informacoes médicas e cientificas esperadas que
vamos obter a partir do sequenciamento do genoma hu-
mano, hi os problemas éticos que o projeto também pro-
duzird. Logo seremos capazes de realizar testes para saber
S¢ 48 pessoas possuem genes ativos para doencas latentes
como, por exemplo, a doenga da artéria coroniria ou cin-
cer. Entio, as empresas de seguro poderiam exigir testes em
relagdo ao conteddo genético de individuos para decidir se
tais pessoas estdo aptas a serem seguradas ou para decidir a
taxa de seus planos de seguro? Haverd muitas pessoas nio
aptas a serem seguradas devido ao fato de possuirem genes
que possam conferir uma predisposi¢io ao cincer? Haverd
individuos considerados nio aptos a determinados empre-
8os pelas mesmas razées? O que os médicos deveriam fazer
quando diagnosticassem uma doenga genética (ex: doenga
de Huntington) que ndo tem cura? Deveriam contar ao pa-
ciente? Qutra questio ética é até que ponto a intervengio
genética deveria ser usada para mudar o curso dy vida de
uma pessoa. Com o conhecimento da sequéncia e da loca-
lizagio de nossos genes, e com a tecnologia para transferir
05 genes para as pessoas, os individuos transgénicos irdo se
tornar comuns (ver boxe 13.2)> Nio deveriamos somente
curar as doengas através de tal tecnologia, ou deveriamos
moldar uma pessoa para atingir um estado ideal? A inter-
vengdo genética em relacdo a nosso projeto genético bisico
seria uma rotina? Para responder essas questdes, um painel
ético foi estabelecido no Projeto do Genoma Humano.

BENEFICIOS PRATICOS DA
CLONAGEM DO GENE

Ao longo deste capitulo, mencionamos algumas das apli-
cagoes da engenharia genética, Aqui resumimos algumas
realizagées e futuros direcionamentos nas dreas da medi-
cina, agricultura e inddstria.

Viedicina

Na medicina, a engenharia genética tem obtido noti-
veis realizagbes em algumas areas. Por um lado, o co-
nhecimento bdsico do funcionamento dos genes (e do
ndo funcionamento) tem tido grande avango. Por outro
lado, a metodologia do DNA recombinante permitiu a
produgdo em larga escala de substancia antes bastante
escassas, como por exemplo, a insulina, interferons (um
agente antiviral), horménio do crescimento, fatores de

——_—
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crescimento, fatores de coagulacio sanguinea e vacinas
para doengas como a hepatite B, herpes e a rajva, Os
4vancos nas pesquisas sobre a AIDS e o cancer sio dis-
cutidos no capitulo 16. A engenharia genética tornoy
possivel a fabricacio de anticorpos para diagnosticar e
tratar doengas. Posteriormente, o sequenciamento do
genoma humano ajudard a medicina na identificagio dos
genes de virias doencas, um primeiro passo na desco-
berta das curas. Até o momento, virios genes de grande
importancia foram localizados, clonados e sequenciados.
Também destacamos o uso de polimorfismos de com-
primento do fragmento de restrigdo e a reacio em cadeia
da polimerase como técnicas de grande capacidade para
identificar individuos para fins forenses.

Em outra frente de pesquisa, camundongos transgé-
nicos e ovelhas clonadas mostraram que a engenharia ge-
netica pode ser aplicada aos organismos superiores (fig.
13.46). O uso desta tecnologia para tratar as doengas
humanas, no entanto, ¢ somente o inicio, Em julho de
1990, o National Institute of Health aprovou tratamentos
de terapia génica em pessoas: inseriu-se células em uma
crianga para substituir um gene para a enzima adenosina
desaminase, uma enzima cuja auséncia resulta em um sis-
tema imune disfuncional. Embora este dltimo tratamento
tenha obtido sucesso, ele foi realizado juntamente com
outros tratamentos, levando a conclusées equivocadas.
Camundongos e cachorros tiveram a hemofilia B corri-
gida pela infusio de um adenovirus geneticamente modi-
ficado. A AIDS, a hemofilia, a fibrose cistica e a diabetes
sdo outras doengas que podem ser acessiveis a terapia gé-
nica em um futuro préximo.

Figura 14.46 A porca mostrada € transgénica e produz
grandes quantidades da proteina C humana em seu leite. A
proteina controla a coagulacdo do sangue e, normalmente,
é encontrada apenas em quantidades vestigiais no sangue
humano. (Cortesia de William H. Velander, Virgina Tech.)
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Agricultura

Atualmente, cerca de um quarto da terra cultivivel nos
Estados Unidos ¢ de culturas geneticamente modifica-
das. A maior parte ¢é resistente a certas pestes de insetos
porque contém genes do Bacillus thuringiensis (frequen-
temente referidos como Bt). Estes genes sdo proteinas
inseticidas chamadas de endotoxinas 8. Por exemplo,
as proteinas CrylA e CrylC do Bacillus thuringiensis
protegem as plantas de formas larvais dos lepidépteros,
tais como a broca-do-milho europeia. Cry3A protege as
plantas contra coledpteros como o besouro-da-batata.
Mais de cinquenta plantas de culturas geneticamente
modificadas foram aprovadas para o plantio, incluindo
aquelas protegidas contra pestes de insetos, congela-
mento e amadurecimento prematuro. O arroz estd sen-
do modificado, de modo que sua vitamina A em po-
tencial seja mantida mesmo apds a casca ser removida,
um procedimento feito para permitir o armazenamento,
j4 que a casca se torna rangosa. Somente esta alteragio
aperfeicoard a saude de milhdes de pessoas por todo o
mundo. O boxe 13.1 discutiu algumas das principais
preocupacdes éticas relacionadas 4 cultura de plantas
geneticamente modificadas.

¢ DNA Recombinante

Indistria

As aplicagdes industriais da biotecnologia incluem bacté-
rias modificadas para degradar lixo téxico, leveduras modi-
ficadas para utilizar a celulose na produgio da glicose e dl-
cool, utilizagio de algas na maricultura (cultivo de organis-
mos marinhos em seus ambientes naturais) para produ’zir
alimento e substincias uteis, além do desenvolvimento de
métodos para um melhor processamento e aproveitamento
dos alimentos, evitando o desperdicio. Como exemplo, a
levedura de panificagio (Saccharomyces cerevisiae) foi mo-
dificada com um plasmideo que contém dois genes para
celulases, uma endoglucanase e uma exoglucanase, que
convertem celulose em glicose. Assim, as leveduras podem
converter a glicose em dlcool etilico. Agora, estas leveduras
sdo capazes de digerir madeira (celulose) e converté-la di-
retamente em dlcool. Existe potencial para colher o dlcool
que as leveduras produzem como combustivel de substitui-
cio dos escassos combustiveis fésseis que poluem o planeta.

Como se pode ver, nio hd uma dire¢do que a biotec-
nologia nio esteja seguindo. Estdo sendo feitos muitos
avangos que provavelmente irdo afetar de forma benéfica
a vida de todas pessoas. Neste cendrio, é prudente ter um
otimismo cauteloso.

RESUMO

OBJETIVO DO ESTUDO 1: Examinar as técnicas da clo-
nagem de genes  359-377

As técnicas do DNA recombinante giram em torno da
clonagem de DNA estrangeiro em um plasmideo ou
fago. O DNA clonado pode ser amplificado, expressada
e sequenciado. As técnicas de clonagem génica surgiram
com a descoberta das endonucleases de restricio. As en-
donucleases de restricio do tipo II clivam o DNA em
regioes palindrémicas que possuem simetria dupla.

Os vetores recombinantes poder ser construidos de
virias formas diferentes. O DNA estrangeiro e do vetor
podem se tornar compativeis através do tratamento de
cada um com a mesma endonuclease de restricio—cada
uma terd entio 0s mesmos terminais aderentes (szi-
chy ends). Se isso nio funcionar, a DNA ligase T4 pode
unir terminais cegos (dlunt end). Em uma variacio des-
te método, ligadores que contém sitios de restri¢io sio
adicionados ao DNA estrangeiro e do vetor. Esses ligado-
res sdo posteriormente tratados com uma endonuclease
de restricdo que propicia a0 DNA terminais aderentes.

O DNA a ser clonado pode ser sintetizado a partir
de um molde de RNA (¢ DNA) ou pode isclado através
de virias técnicas. Se o RNA mensageiro estiver disponi-
vel, ele pode ser convertido em um DNA complementar

clondvel pela agiio da enzima transcriptase reversa. Se o
DNA for isolado diretamente, ele deve ser identificado
entre todos os outros fragmentos de DNA criados. A lo-
calizacio de um pedago especifico de DNA ¢ feita por
meio de sondas, dcidos nucleicos complementares marca-
dos com radioatividade ou quimiluminescéncia. Primeiro,
utiliza-se uma técnica de transferéncia (blotting) denomi-
nada de transferéncia Southern, seguida pela hibridizacio
DNA-DNA ou DNA-RNA e pela autorradiografia. Se
o DNA for clonado primeiro, como ocorre na criagdo de
uma biblioteca gen6mica, sondas podem ser criadas ou a
expressio do gene clonado pode ser determinada.

Vetores eucariéticos foram desenvolvidos, incluindo
os plasmideos de leveduras, veiculos de virus tumorais em
animais e plasmideos de tumor galha-da-coroa. Os euca-
riotos podem ser transfectados com DNA estrangeiro e
expressd-lo em organismos transgénicos. O DNA pode
ser injetado, atirado contra as células por meio de projé-
teis, por eletroporacio ou pode ser introduzido por virus,
plasmideos ou lipossomos. Camundongos «knockout”, que
nio possuem um gene especifico, podem ser criados.

OBJETIVO DE ESTUDO 2: Examinar as técnicas de cria-

¢do de mapas de restrigio  377-383




As digestdes de restrigio podem ser separadas por ele-
troforeses e depois utilizadas para construir um mapa
de restricio. Este ¢ um mapa de DNA que mostra a lo-
calizagio dos sitios de reconhecimento das enzimas de
restricio. Os mapas genéticos, gerados pela anilise de
acasalamento, podem entio ser sobrepostos aos mapas de
restricdo, localizando regides de interesse no mapa fisi-
co. Os polimorfismos de comprimento do fragmento de
restricio (RFLPs) fornecem uma ferramenta para a lo-
calizagdo de genes através da andlise de ligagdo, além de
serem de grande importincia na ciéncia forense. A reagio
em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica usada para
amplificar rapidamente segmentos especificos do DNA.

OBJETIVO DO ESTUDO 3: Estudar os métodos do se-
quenciamento do DNA  383-390

Em geral,0 DNA pode ser sequenciado através de dois
métodos. O método didesoxi, desenvolvido por San-
ger e seus colaboradores, necessita da sintese de DNA
na presen¢a de nucleotideos (didesoxi) de terminagio
de cadeia. A eletroforese seguida pela autorradiografia
permite que seja diretamente determinada a sequéncia
de nucleotideos sintetizados. A marcagio fluorescente
permite determinagdes computadorizadas de sequén-
cia. O fago $X174 foi inteiramente sequenciado através
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do precursor desta técnica, o método mais-e-meros.
O método quimico de Gilbert e Maxam também é
amplamente usado.

OBJETIVO DE ESTUDO 4: Examinar os objetivos e mé-
todos do Projeto Genoma Humano ~ 390-397

O Projeto Genoma Humano ¢ uma iniciativa inter-
nacional ampla para mapear e sequenciar todas as 3,3
bilhdes de bases do genoma humano. O sucesso inicial
foi anunciado na primavera do ano 2000. Estao sendo
criados mapas de ligagio modernos em relagio a sitios de
restrigdo, marcadores microssatélites, sitios de sequéncia
marcada e polimorfismos de nucleotideo tinico. Eles es-
tio sendo coordenados com mapas fisicos criados com a
sobreposi¢io clones contiguos dos cromossomos. Atual-
mente, essas técnicas nos permitem encontrar genes de
interesse. O projeto também inclui o sequenciamento de
genomas dC outros organismos rClEVﬂ.ﬂteS.

OBJETIVO DE ESTUDO 5: Examinar os beneficios prd-
ticos e questdes humanas da engenharia genética 397-398

A engenharia genética estd abrindo virias frentes. Apli-
cagdes médicas, da agricultura e também industriais es-
tio se tornando difundidas.

PROBLEMAS

Problema 1: Um pedago de DNA eucariético ¢ obtido pelo
uso de uma endonuclease de restrigio que produz terminais
cegos (Haelll). Como poderiamos colocar este pedago de
DNA em um sitio BamHI no plasmideo pBR322, e como
poderiamos saber quando o DNA estrangeiro foi clonado?
Resposta: Como os dois pedagos de DNA (o eucaridtico e o
plasmideo) possuem terminagdes diferentes, eles devem se tornar
compativeis antes da clonagem. A forma mais simples seria ane-
xar ligadores com terminais cegos no DNA estrangeiro através
da atividade da DNA ligase do fago T4 (fig. 13.9). Os ligadores,
é claro, conteriam o sitio BamHI. Depois de os ligadores serem
anexados a0 DNA estrangeiro, ele seria tratado com a enzima de
restrigio BamHI, conferindo a0 DNA estrangeiro os terminais
BamHI. O plasmideo ¢ entio tratado com a enzima de restri¢io
e ambos (o DNA estrangeiro e o plasmideo cortado) sio agora
misturados na presenga de DNA ligase da E. cofi, que sela os
plasmideos, com ou sem as insergdes clonadas (vide fig. 13.6).
Como eles possuem terminais compativeis, em algum momento,
um pedaco de DNA estrangeiro ¢ inserido em um plasmideo. Os
plasmideos sio entio absorvidos pelas células de E. co/i que sio
cultivadas de um dia para o outro em uma incubadora. As cold-
nias bacterianas sio entdo replicadas em placa em meios com os
antibiéticos ampicilina ou tetraciclina. Coldnias que sio resisten-
tes 4 ampicilina, mas sensiveis a tetraciclina sio as bactérias que
contém plasmideos com insercdes clonadas (fig. 13.8).

RESOLVIDOS

PROBLEMA 2: Como um sistema repérter funciona?
Resposta: Um sistema reporter ¢ um sistema geneticamente ma-
nipulado que exibe um fenétipo ou reagio quando um evento de-
sejado acontece. Neste capitulo, discutimos o sistema repdrter da
luciferase do vagalume, no qual o resultado desejado (transcricio
de um promotor especifico) faz com que a planta do tabaco bri-
Ihe. Suponha que estamos estudando o controle da transcrigio de
um gene eucariético especifico. Poderiamos anexar o promotor do
gene em questio ao gene da luciferase dos vagalumes em um plas-
mideo Ti através das técnicas de clonagem. Entio, o plasmideo
poderia transfectar as plantas de tabaco e poderiamos continuar
nosso experimento para determinar se o promotor em estudo estd
ativo sob vérias condigdes. Poderiamos saber se estd ativo, regando
as plantas com luciferina. Se a planta brilhar, entdo o produto do
gene luciferase estd presente, o que sigm’ﬁca que o promotor em
questio estd ativo. Em outras palavras, o brilho da planta relata, ou
“reporta”, a agio do promotor em questio. O promotor estd ativo
porque permitiu a transcrigio do gene luciferase. Também discu-
timos a proteina verde fluorescente no sistema reporter.

PROBLEMA 3: Um pedago de DNA possui a sequéncia
3-GGCGTATTC-5". Ele ¢ sequenciado usando o método
didesoxi. Quantas bandas sio encontradas no gel de escada?
Quantas bandas e de que tamanho sdo encontradas para cada
mistura de reagio?
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Resposta: Como o pedago de DNA tem nove bases de com-
primento, o numero total de bandas em todas as quatro pistas
de um gel sequenciador somam nove (fig. 13.33). Temos qua-
tro misturas de reagio, ou seja, quatro misturas de reagio, cada
uma com um dos didesoxinucleotideos. Na mistura de reacio
com ddTTP, a terminacio da cadeia ocorre na adenina. Isto €,
um segmento DNA de seis bases de comprimento foi sinte-
tizado (ver figura abaixo). Na mistura de reacio com ddATP,
a terminagio da cadeia ocorre na posicio oposta a cada uma
das timinas, produzindo segmentos de DNA de cinco, sete e
oito nucleotideos. Na mistura de reacio com ddGTP, a ter-
minagio da cadeia ocorre no oposto das citosinas nas posi¢oes
um e trés. E, por fim, na mistura de reacio com ddCTP, a ter-
minacdo da cadeia ocorre apés a sintese dos segmentos com

ddTTP ddATP ddGTP ddCTP
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FERRAMENTAS GENOMICAS

1. Que propriedades especificas das endonucleases tipo 11
as tornam 1teis na clonagem do gene?

2.  Abaixo hd uma dupla hélice de DNA. Caso existam,
quais sio as sequéncias de reconhecimento em potencial
da enzima de restricio?

5-TAGAATTCGACGGATCCGGGGCATGCAGATCA-3
3-ATCTTAAGCTGCCTAGGCCCCGTACGTCTAGT-S

3. Suponha um arranjo aleatério de nucleotideos em um
pedago de DNA, qual é a probabilidade de que a en-
donuclease de restri¢io, cujo sitio de reconhecimento
consiste de quatro bases (um cortador de quatro bases),
cortard 0 DNA? Qual ¢ a probabilidade de um cortador
de seis? E um de oito?

4. Sob que circunstancias uma endonuclease de restrigio nao
serve para a clonagem de um pedago de DNA estrangeiro?

5. Quais métodos existem para criar terminais aderentes ou
criar terminais para unido de dois pedagos incompativeis
de DNA? Quando cada método € favorecido?

" Resposta para os exercicios e problemas selecionados estio na pigina A-14.

EXERCICIOS E QUESTOES*

comprimento de uma, duas e quatro bases. Observe que o gel
nos dd a sequéncia da fita complementar do pedago original

de um DNA de fita simples.

PROBLEMA 4: Uma molécula de DNA linear de 1.000
pares de base de comprimento ¢ digerida com as seguintes
enzimas de restri¢io e produz os seguintes resultados:

EcwRI 400 pb, 600 pb
Bl 250 pb, 750 pb
EcoRI + Bg/ll 250, 350, 400 pb

Determine o mapa de restrigio.

Resposta: Cada enzima sozinha produz dois fragmentos,
de modo que a molécula possui um sitio para cada enzima.
Como obtemos fragmentos de diferentes tamanhos com cada
enzima, os sitios devem estar localizados assimetricamente ao
longo do DNA. Desenhe estes sitios:

EcoRI
400 | 600 e

O fragmento EcoRI que nio possui o sitio Bg/lI deveria apa-
recer na digestao dupla. Se o Bg/ll corta dentro do fragmento
de 400 pares de base, poderiamos esperar ver 150, 250 e 600
fragmentos de pares de base. Isso nio é observado e, portanto,
o sitio Bg/ll nao estd dentro do fragmento de 400 pares de
base da EwoRI. Portanto, o mapa fica desta forma:

Bgill
250 | 750

EcoRI  Bglll
400 | 350 | 250

6. Diagrame um possivel heteroduplex entre dois vetores
do fago A, um com e outro sem uma inser¢io, criada pela
hibridizagio DNA-DNA.

7. Quais sdo as diferencas entre plasmideo, cosmideo, vetor
de expressio e YAC? Em que circunstincias cada um é
utilizado?

8.  Quais sio os passos pelos quais 0 RNA mensageiro pode
ser convertido em cDNA? Como poderiamos obter
cDNA radioativo? E um RNA mensageiro radioativo?

9. O que é caminhada cromossémica (chromosome walking)?
Quando ela é usada?

10. Como poderiamos isolar um gene humano de RNA
transportador de alanina para clonagem? Como poderi-
amos localizar um clone com um gene humano de RNA
transportador de alanina em uma biblioteca genémica?

11. Quais sdo as diferencas entre a transferéncia Southern,
western, northern e a transferéncia pontual (doz lotting)?

12. Como vocé desenvolveria uma sonda para um gene
cujo RNA mensageiro nio pudesse ser isolado? Como
um vetor de expressio poderia ser usado para isolar um
gene clonado?



13.

14.

15.

Como os plasmideos da E. co/i sio manipulados para so-
breviver na levedura? Como os genomas de virus, tais
como o SV40 e do fago %, podem sobreviver como ve-
tores de funcionamento, quando partes de seus genomas
sdo substituidos pelo DNA clonado?

Quais métodos sdo usados para incorporar DNA estran-
geiro em células eucaridticas? O que ¢ transfeccio? O
que € um camundongo transgénico?

A exonuclease ITI é uma enzima que remove sequencial-
mente bases do terminal 3’ do DNA de fita dupla. As
duas moléculas seguintes, cada uma com 100 pb de com-
primento, sio digeridas pela exonuclease III. A molécula
1 é completamente digerida e a molécula 2 € parcialmen-
te digerida. Explique os resultados.

Molécula 1: CGTTCAG...
GCAAGTC...

Molécula 2: AAAAAAAAAA..
TTTTTTTTTT...

16. Um plasmideo que contém um sitio EcoRI dentro de um

17.

gene resistente 4 ampicilina é cortado com EcoRI e de-
pois religado. Este plasmideo ¢ usado para transformar
células de E. coli, ¢ o plasmideo é isolado novamente a
partir das colonias resistentes a ampicilina. Os plasmide-
os isolados novamente a partir de duas colénias diferen-
tes passam por eletroforese e os resultados aparecem na
seguinte figura:

) Colénia 1 Colénia 2
Plcsrrnde'o Digerido, Digerdo,
ndo digerido religado religado

Como vocé explica as duas faixas na colonia 2?

A maior parte dos genes humanos contém um ou mais
introns. Uma vez que as bactérias nio podem excisar in-
trons do RNA mensageiro nuclear (snRNPs sdo neces-
sirios), como elas podem ser usadas para produzir gran-
des quantidades de uma proteina humana?

MAPEAMENTO DE RESTRICAO

18.

19.

Como as impressdes (fingerprint) de DNA sio tteis em
casos forenses? Como podem ser usadas na exclusio da
paternidade?

O seguinte segmento de DNA ¢ cortado quatro vezes
pela endonuclease de restricio EcoRI nos lugares indica-
dos. Diagrame o padrio de bandas do gel que resultaria a
partir da eletroforese da digestio total e da digestao par-
cial. Observe os segmentos com os terminais marcados
e as regides onde virios segmentos formam bandas no
mesmo sitio no gel.

b 150

bs0l 250

100 |, 300
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20. A figura seguinte mostra um gel de uma digestio totzl e

de uma digestio parcial de um segmento de DNA trata-
do com Hindll. Segmentos com os terminais marcados
sdo indicados por asteriscos. Desenhe o mapa de restri-
¢do do segmento original.

Digestao Digestao
pb total parcial
800 —
750

700 — 700

600 —

500 500 ——

400 400 400 ——
350 —

300 — 300 —
250 ———

200 — 200 ——— 200

100 — 100 ————— 100

50 — Bl
0_

21. Virios mutantes do segmento de DNA mostrado no

problema 19 foram isolados. Eles forneceram os se-
guintes padrdes de gel quando as digestdes totais foram
submetidas a eletroforese. Os asteriscos denotam os seg-
mentos com terminais marcados. Vocé pode determinar
a natureza das mutagoes?

Mutantes
pb A B C
-]
400 400 ——
350 ——
300
250 ——— 250 —— %gg —_—
200 —
150 - 150 — 150
100 100 100 ~——
g | fh—
O_.

22. Os mapas de restrigio de um segmento de DNA foram
desenvolvidos separadamente para BamHI eTagl. Duas
sobreposicoes dos mapas sio possiveis. O gel de digestio
dupla é mostrado na seguinte figura (os asteriscos deno-
tam terminais marcados). Qual sobreposicio seria correta?
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23.

24,

25.

26.

27.

Capr’tu]o Treze
BamHI 100, 300 50, 200
Tagl 50 250 ' 150 '100 ' 100
BamHl 100, 300 50, 200
Tagl 100 '100' 150 ' 250 150

Uma molécula de DNA linear de 1.000 pb de compri-
mento fornece os seguintes tamanhos de fragmentos
quando tratada com enzimas de restricio. Deduza um
mapa de restri¢do.

EcoRI:
BamHI:

300 pb, 700 pb

150 pb, 200 pb, 250 pb,
400 pb

50 pb, 100 pb, 200 pb,
250 pb, 400 pb

EcoRI + BamHI:

Uma molécula de DNA linear cortada com EcoRI pro-
duz fragmentos de 3 kb, 4,2 kb e 5 kb. Quais sdo os pos-
siveis mapas de restrigio?

Vocé tem um DNA de fita dupla que radioativamente
¢ marcado nos terminais 5’. A digestio dessa molécula
com EcoRI ou com BamHI produz os seguintes frag-
mentos. Os nimeros estdo em quilobases (kb) e o aste-
risco indica os fragmentos que estdo marcados.

EcoRI: 2,8; 4,6; 6,2%; 7,4, 8,0*
BamHI: 6,0% 10,0% 13,0

Se um DNA nido identificado é digerido com as duas
enzimas simultaneamente, os seguintes fragmentos apa
recem: 1,0, 2,0, 2,8, 3,6, 6,0, 6,2, 7,4. Qual ¢ 0 mapa de
restri¢do para as duas enzimas?

Uma molécula de DNA de 12 kb cortada com EcoRI
produz um fragmento 12 kb. Quando a molécula origi-
nal é cortada com BamH]I, trés fragmentos de 2 kb, 4,5
kb e 5,5 kb sio produzidos. Quando o fragmento da
EcoRI ¢ tratado com BamHI, quatro fragmentos de 2
kb, 2,5 kb, 3,0 kb e 4,5 kb sdo produzidos. Desenhe um
mapa de restrigio.

Um plasmideo de 3 kb de comprimento contém um
gene resistente 4 ampicilina e um gene resistente a
tetraciclina. O plasmideo possui um Gnico sitio para
cada uma das seguintes enzimas: EcoRI, Bg/II, Hin-
dlll, Pstl e Sall. Se o DNA for clonado dentro do
sitio EcoRI, a resisténcia a qualquer um dos antibié-
ticos nio ¢ afetada. O DNA clonado nos sitios Bglll,
Hindlll ou 8a/l anula a resisténcia i tetraciclina e o
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Gel de
digestdo

bp dupla
Alternativa 290
| _
100 —
50 4
Alternativa 0 -

Il

DNA inserido no sitio Ps#l elimina a resisténcia a
ampicilina. Se o plasmideo é digerido completamen-
te com misturas de enzimas, os seguintes fragmentos
sao produzidos:

Mistura Tamanho do fragmento (kb)
EcoRI + PsA 0.7:2.3

EcoRI + Bglll 0,3;2,7

EcoRI + HindlI1 0,08; 2,92

FEcoRI + Sall 0,85; 2,15

EcoRI + Bg/lI + PstI 0,3;0,7; 2,00

28.

Desenhe um mapa de restrigio do plasmideo e indique
as localizaces dos genes resistentes e os sitios da cliva-
gem enzimdtica.

Um gene possui o seguinte mapa de restri¢io EcoRI (em
quilobases):

10 | 07 | 20

Desenhe o padrio do gel esperado a partir de:

a.um mutante que perdeu o sitio entre os fragmentos de
1,0 e 0,7 kb.

b.um mutante que possui um novo sitio dentro do frag-

mento 2,0 kb.

29. Um fragmento de DNA de 8 kb de tamanho ¢ marca-

do com *P nos terminais 5’. Entio ele é digerido com
EcoRI, Bg/ll, ou com a mistura de ambas as enzimas. O
tamanho dos fragmentos e os fragmentos marcados (*)
aparecem a seguir. Os tamanhos estio em quilobases:

EcoRI Bglll Mix

3,5 S
3,0 — e

2,0
1,5
1,0
0,5

1]
I

|

Qual dos dois mapas seguintes estd de acordo com os
resultados?
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E E E
. 95 | 10 | 38 - 35
1,0 1,5 2,0 0,5 3,0
B 2] B B
E E E
2, 95 L — L. . I
3,0 |05 2,0 [ 1,5 1,0
B B B B
30. Pegue agora uma molécula nio marcada do problema 29,  34. O seguinte diagrama é um gel de sequenciamento dide-
faga a digestio dela com HindlIl e obtenha dois frag- soxi. Qual é a sequéncia do DNA em estudo?
mentos de 5,5 e 2,5 kb de tamanho. Se Hindl1l nio corta
dentro do fragmento 3,5 kb da EcoRI, que tamanhos de pb ddCTP ddGTP ddATP ddTTP
fragmentos vocé espera em uma digestio dupla de Hin-
dlll e EcoRI? il =
31. Dois individuos normais tém um filho com a Sindrome 22: f—
de Down. A anilise RFLP com uma sonda a partir do :8 | —— —
cromossomo 21 ¢ realizada em todos os trés individuos, 17
e os resultados dos géis aparecem a seguir. Com base nos 16 | S
resultados, o que vocé conclui a respeito das origens dos 15 - =
cromossomos de niimero 21? 14 - =R
13
Mae Pai Filho 12
11 —
10
| —— 9] -
8 — = —
_— S 7 ——
6 — -
e IEERER 5 S——
7 1 (| S (N SRR | s
3 = —
PR 2]
1 — SR .
— — 00—
— =y
35. Como certo pedago de DNA pode ser manipulado
para estar na configuragio apropriada para o sequen-
ciamento didesoxi?
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE 36. Se possivel, fornega as sequéncias do DNA que podem
32. O que é PCR? Quando é usada? marcar a terminagdo de um gene e o inicio de outro,
sabendo-se que os genes se sobrepdem em bases de um,
SEQUENCIAMENTO DO DNA dois, trés, quatro, cinco, seis ou sete.
33. Quais sio os passos no método didesoxi no sequencia- 37. Desenhe o padrio de gel esperado derivado de o método
mento do DNA? Como a técnica foi aperfeigoada com de sequenciamento didesoxi para uma fita de molde com
os corantes fluorescentes? a seguinte sequéncia:

5'-CAGCGAATGCGGAA-3
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38. Uma fita de DNA com a sequéncia 3-GACTATTC-
CGAAAC-5" é sequenciada pelo método didesoxi. Se a
mistura de reacdo contém todos os quatro desoxinucle-
otideo trifosfatos radioativos adicionados de didesoxiti-
midina, que tamanho de faixas identificadas vocé espera
ver no gel?

MAPEAMENTO E SEQUENCIAMENTO DO

GENOMA HUMANO

39. O que é DNA hipervaridvel? Um RFLP? Um locus
VNTR? Um DNA microssatélite? Um sitio de sequ-
éncia marcada (vide também MAPEAMENTO DE
RESTRICAO).

BENEFICIOS PRATICOS DA CLONAGEM

DO GENE

40. Descreva algumas dreas de beneficio pritico da engenha-
ria genética. Por que algumas pessoas podem se preocu-
par com seu uso disseminado?

R P B e B T e T e
QUESTOES PARA RACIOCINIO CRITICO

1. No passado, geneticistas usaram virios métodos
diferentes para unir pedagos de DNA que nio
possuem “terminagdes aderentes’ compativeis.
Mencionamos a ligagio de terminais cegos e adi-
¢io de ligadores que contém sitios de restrigio
especificos. Sabendo que os nucleotideos podem
ser adicionados aos terminais 3’ do DNA de fita
dupla com a enzima desoxinucleosideo terminal
transferase, é possivel ver outra maneira de criar

terminais compativeis no DNA estrangeiro e

no DNA veiculo?

2. O filme Jurassic Park foi baseado na premissa de
que o DNA dos dinossauros poderia ser extrai-
do do sangue sugado pelos mosquitos preserva-
dos em ambar e que tal DNA poderia inserido
no genoma de uma rd, produzindo assim dinos-
sauros vivos. Esta premissa tem fundamento?

Leituras sugeridas para o capitulo 13 estdo na pdgina B-11.






