Amplificacao do DNA:
Clonagem de DNA
Utilizando a Célula como
Base e PCR

CONCEITOS PRINCIPAIS

e As moléculas de DNA sao muito grandes e complexas e possuem tendéncia a mudanca de
forma quando isoladas de outros constituintes celulares, tornando dificil a sua purificagao.

Clonagem de DNA significa fazer miiltiplas cépias idénticas (clones) de uma sequéncia de
DNA de interesse, 0 DNA-alvo; o aumento no niimero de cépias é chamado de amplificagao.
O processo exige uma DNA-polimerase para replicar uma sequéncia de DNA-alvo repetida-
mente, tanto em células vivas como in vitro.

e Em clonagens que utilizam células como base, o DNA-alvo é fracionado por meio da trans-
feréncia para células bacterianas ou de levedura (transformacao). Cada célula transformada
mantém, geralmente, apenas uma molécula de DNA-alvo e a replica usando a DNA-polime-
rase da célula hospedeira.

e Antes de ser transferido para as células, um DNA-alvo é ligado a moléculas de DNA-vetor,
um plasmideo ou um fago de DNA com capacidade de autoduplicagao dentro de células. Os
complexos de DNA-alvo-vetor sdo conhecidos como DNA recombinante.

e As endonucleases de restri¢ao clivam as moléculas de DNA em sequéncias de identificagio
curtas e definidas e sdo necessdrias para preparar o DNA-alvo e o vetor para sua unido.

e Apos serem transferidos para as células, os DNAs recombinantes sdo, geralmente, duplicados
independentemente do(s) cromossomo(s) da célula hospedeira.

* DNAs-alvo longos sdo mais estdveis nas células se carregados por vetores cujo niimero de
copias seja restrito a um ou dois por célula.

e Megabases de DNA podem ser clonadas em levedura pela adigio de elementos de sequén-
cias extremamente curtas, necessdrias para o funcionamento do cromossomo, de modo a
formar um cromossomo artificial linear.

e Em clonagem de expressdo, o DNA-alvo é projetado para ser expresso. Ele é convertido em
RNA e, em diversos casos, traduzido em uma proteina recombinante.

e A clonagem de DNA utilizando células como base € lenta e laboriosa; entretanto, pode pro-
duzir quantidades extremamente grandes de DNA clonado e é a primeira opgao para a clona-
gem de sequéncias de DNA longas, genes expressos e para a construgao de conjuntos amplos
de clones de DNA (bibliotecas de DNA).

e Aclonagem de DNA também pode ser realizada rapidamente in vitro por meio da reagio em ca-
deia da polimerase (PCR). Geralmente, uma DNA-polimerase purificada é utilizada para replicar
de forma seletiva uma sequéncia especifica de DNA dentro de uma amostra complexa de DNA.
Oligonucleotideos sdo projetados para se ligarem a sitios especificos na amostra de DNA que flan-
queiam a sequéncia-alvo, permitindo que a polimerase inicie a replicagao do DNA nestes sitios.

e APCRtambém pode ser utilizada para amplificar diversos fragmentos de DNA-alvo diferen-
tes simultaneamente usando, por exemplo, misturas complexas de numerosas sequéncias de
primers diferentes. Essa amplificacao indiscriminada pode enriquecer muitas das sequéncias
contidas em amostras preciosas onde exista pouco DNA inicial.

e Além de ser um procedimento de clonagem de DNA, a PCR também ¢é amplamente utiliza-
da como um teste para quantificar DNA e RNA apds ter sido convertida pela transcriptase
reversa em DNA complementar (cDNA). A PCR em tempo real é o método mais eficiente e
quantifica produtos de DNA enquanto a reacao de PCR estd ocorrendo.
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Figura 6.1 Abordagens gerais para o
estudo de sequéncias especificas de DNA
em populacoes complexas de DNA. As
moléculas de DNA sao muito grandes e
complexas, e qualguer gene, éxon ou outra
sequéncia de DNA de interesse, em geral,
representa uma pequena fragao do DNA
inicial que se pode isolar das células. Duas
abordagens bastante diferentes podem ser
utilizadas para se estudar uma sequéncia

de DNA de interesse. Uma maneira é a
purificagao de uma sequéncia especifica de
DINA por replicagéo seletiva desta sequéncia
(clonagem de DNA), aumentando, assim,

o0 seu nimero de cépias (amplificacéo). O
DNA especifico pode ser clonado dentro de
células de bactérias ou de leveduras pela
utilizagdo de DNA-polimerases das células ou
de DNA-polimerases purificadas in vitro, como
na reagao em cadeia da polimerase (PCR).
Uma abordagem alternativa nao envolve a
purificagao da sequéncia de DNA, mas, em
vez disso, visa detectar essas sequéncias

de forma especifica. Esta abordagem
envolve a marcagao de uma sequéncia de
acido nucleico previamente isolada a qual é
relacionada a sequéncia de DNA desejada,
de maneira que ela possa reconhecer esta
sequéncia especifica em uma reagao de
hibridizacdo molecular.

Os fundamentos da tecnologia de DNA corrente séo largamente baseados em duas abor-
dagens bastante diferentes de estudo de sequéncias especificas de DNA dentro de uma
populacdo de DNA complexa, como listado a seguir (ver também Figura 6.1):

¢ Clonagem de DNA. Sequéncias de DNA de interesse sdo seletivamente replicadas de
alguma maneira para produzir niimeros extremamente grandes de cdpias idénticas
(clones). O vasto aumento no niimero de cdpias resultante (amplificacdo) significa
que a clonagem do DNA é, efetivamente, uma maneira de purificar uma sequéncia de
DNA desejada de maneira que ela possa ser amplamente estudada.

o Hibridizagcdo molecular. O fragmento de interesse nao é amplificado ou purificado de
qualquer maneira; em vez disso, é especificamente detectado dentro de uma mistura
complexa de diversas sequéncias diferentes. Isto sera abordado no Capitulo 7.

Antes da clonagem do DNA, o conhecimento sobre o DNA era extremamente limitado.
A tecnologia de clonagem do DNA mudou tudo isso e revolucionou o estudo da genética.
Em comparagdo com sequéncias proteicas, as moléculas de DNA sdo extremamente gran-
des e complexas - moléculas individuais de DNA nuclear muitas vezes contém centenas de
milhdes de nucleotideos. Quando o DNA é isolado de células por métodos padrdes, aquelas
moléculas imensas sao fragmentadas por forgas de cisalhamento, originando misturas com-
plexas de fragmentos de DNA ainda bastante grandes (cerca de 50 a 100 kb de comprimento
com métodos padrdes de isolamento de DNA). Devido a complexidade do DNA isolado das
células de um eucarioto tipico, o desafio era saber como sua analise seria feita.

Para vdrios eucariotos, uma abordagem inicial havia sido separar diferentes populagoes
de sequéncias de DNA por centrifugacdo. A ultracentrifugacio de equilibrio de gradiente de
densidade (p. ex., gradientes de densidade CsCl) geralmente fraciona o DNA de uma célula
eucaridtica em uma banda principal, representando a massa de DNA (bulk) mais diversas
bandas satélites menores que sdo compostas de classes de DNA repetitivo. As moléculas de
DNA das bandas-satélite (DNA satélite) possuem densidades flutuantes diferentes daquelas
da massa de DNA (e entre si) porque elas consistem em arranjos muito grandes de repeti¢des
curtas em tandem cuja composicio de bases é significativamente diferente daquela da massa
ou bulk de DNA. Descobriu-se que as sequéncias de DNA satélite estdo envolvidas em aspec-
tos especificos da estrutura e funcdo cromossémicas. Embora valorosas e interessantes, os
DNAs satélite purificados eram um componente menor do genoma e ndo continham genes.

Eram necessérios métodos mais gerais que permitissem que qualquer sequéncia de
DNA fosse purificada, nao apenas sequéncias de DNA cuja composicdo das bases desvias-
se significativamente daquela do DNA total. Duas metodologias principais de clonagem
de DNA foram desenvolvidas para tornar isso possivel. Ndo s6 utilizando DNA-polime-
rases para fazer copias multiplas de sequéncias de DNA (clones de DNA), como também
permitindo, a principio, a purificacao de qualquer sequéncia de DNA dentro de uma po-
pulacdo de DNA inicial complexa.

Clonagem utilizando células como base

A clonagem utilizando a célula como base foi desenvolvida no inicio dos anos 1970 e usa
as células para fracionar uma amostra complexa de DNA. A técnica consiste na clivagem
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da amostra de DNA em pequenos fragmentos e no transporte destes fragmentos em célu-
las de bactéria ou de levedura apropriadas. Cada célula hospedeira mantém, geralmente,
apenas um fragmento, o qual pode ser replicado diversas vezes dentro da célula pela DNA-
-polimerase da prépria célula hospedeira. Apés isso, a célula pode sofrer vérias rodadas
de divisdo celular para produzir um grande nimero de células com cdpias idénticas de
apenas um pequeno fragmento da amostra de DNA.

A clonagem utilizando células como base revolucionou a genética e tornou possivel a
purificacdo e o estudo de qualquer sequéncia de DNA. Finalmente, esta técnica permitiu
que um vasto ntiimero de clones fosse produzido, de forma que o genoma como um todo,
bem como seus transcritos de RNA, pudessem ser sequenciados. Com isso, também se
tornou possivel a produgéo de proteinas purificadas e RNAs funcionais especificos, de ma-
neira que eles pudessem ser estudados em nivel basico, possibilitando vdrias aplicagoes
médicas e biotecnoldgicas. Os principios da clonagem utilizando células como base e os
sistemas bésicos de clonagem serao considerados na Secao 6.1, e sistemas mais avangados
de clonagem nas Se¢oes 6.2 e 6.3.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é um método rapido de clonagem de DNA que ndo utiliza células e que foi desen-
volvido em meados dos anos 1980. A técnica utiliza DNA-polimerases purificadas para re-
plicar sequéncias de DNA definidas (dentro de uma populagido complexa de DNA inicial)
de forma seletiva. Como este é um método de amplificagdao de uma sequéncia especifica
de DNA extremamente rdpido, ele permite uma varredura acelerada de milhares de amos-
tras por cada vez. Devido a isso, a técnica possui diversas aplicagdes, tanto em pesquisas
bésicas como em aplicadas; as aplicagoes médicas sdo baseadas em seu uso como uma
ferramenta de varredura rapida do DNA.

APCR é um método de clonagem de DNA forte e sensivel e tem sido amplamente uti-
lizado em ciéncia forense bem como na amplificagdo de DNA de tecidos recuperados de
lugares histéricos ou arqueolégicos. Além de ser um método de clonagem de DNA, a PCR
também é amplamente utilizada para quantificar tanto DNA como RNA em vdrios testes,
em pesquisas basicas e aplicadas. A PCR serd considerada na Se¢io 6.4.

6.1 PRINCIiPIOS DA CLONAGEM DE DNA UTILIZANDO
CELULAS COMO BASE

A clonagem de DNA utilizando células como base é conduzida principalmente em células
bacterianas e se tornou possivel gragas a descoberta das endocuncleases de restrigio do
tipo II. As endonucleases de restri¢ao servem para proteger a bactéria da invasao de pat6-
genos, principalmente virus. Apds reconhecer elementos de sequéncia curtos especificos
no DNA externo, as endonucleases de restri¢ao clivam esse DNA “estrangeiro” nas pro-
ximidades de cada um destes elementos, mas o DNA da célula bacteriana néo é clivado,
pois 0o mesmo ¢ protegido por metilagdo; o Quadro 6.1 fornece mais detalhes e descreve
as diferentes classes de enzimas de restrigio.

As endonucleases do tipo Il oferecem duas grandes vantagens aos geneticistas molecula-
res. Primeiro, elas permitem que moléculas complexas de DNA sejam clivadas em fragmentos
definidos de tamanho manejével. Segundo, elas auxiliam os fragmentos de DNA resultantes
a unirem-se as moléculas de vetores similarmente clivadas, as quais portam uma origem de
replicacdo que possibilita sua autoduplicagdo nas células. As moléculas de DNA hibridas re-
sultantes sdo conhecidas como DNAs recombinantes. Isso completa o primeiro de quatro
passos essenciais na clonagem de DNA utilizando células como base (Figura 6.2A),

0 segundo passo essencial na clonagem de DNA utilizando células como base envol-
ve o fracionamento de uma mistura complexa de diferentes moléculas de DNA recom-
binante, transferindo essas moléculas para células hospedeiras adequadas, geralmente
de bactéria ou levedura. Esse processo é conhecido como transformacio, e cada célula
hospedeira normalmente porta apenas um tipo de DNA recombinante (Figura 6.2B). As
células as quais portam um DNA recombinate sdo conhecidas como recombinantes.

Sao fornecidas condigoes para que as células transformadas cresgam e se multipliquem
por divisdes celulares repetidas. Geralmente, durante este tempo 0 DNA recombinante é re-
plicado de forma independente do(s) cromossomo(s) da célula hospedeira. Devido ao fato
de que uma célula transformada normalmente contém apenas um tipo de DNA recombi-
nante, a divisao celular repetida gera uma série de células idénticas (clones celulares) que
contém o mesmo tipo de DNA recombinante. Populagdes de clones celulares que surgem
de diferentes células transformadas podem ser fisicamente separadas por um procedimento
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QUADRO 6.1 Endonucleases de restricao e modificacao de sistemas de restricao

As endonucleases de restricao (também chamadas de enzimas de res-
tricao) sao uma classe de endonucleases bacterianas que clivam DNA
de dupla-fita em ambas as fitas apos ter reconhecido elementos de se-
quéncia curtos especificos no DNA. Sempre que uma enzima de restrigao
encontra sua sequéncia de reconhecimento especifica, ela pode clivar o
DNA dentro da sequéncia de reconhecimento ou préximo a ela.
Diferentes linhagens bacterianas produzem diferentes enzimas de
restricao, e mais de 250 tipos diferentes de especificidade de sequén-
cias ja foram identificados (ver REBASE, Banco de Dados de Enzimas de
Restricao em http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html). A convencao
para nomeacao de enzimas de restricao é comegar com trés letras, uma
mailscula para a primeira letra do género bacteriano seguida pelas duas
primeiras letras da espécie. Apds isso, uma letra é utilizada para denotar
a linhagem bacteriana, e, finalmente, um nimero romano é utilizado para
distinguir diferentes enzimas de restricao da mesma linhagem. Por exem-
plo, EcoRl, a qual reconhece a sequéncia GAATTC, denota a primeira
enzima de restrigao a ser relatada para Escherichia coli, linhagem RY13.
A funcéo natural das enzimas de restrigio é proteger as bactérias de
patégenos, principalmente bacteriéfagos (virus que matam bactérias —
conhecidos como fagos, para abreviagao). Elas fazem isso por clivagem
seletiva do DNA de patdgenos invasores; o DNA bacteriano é protegido da
clivagem porque é submetido a metilacao sitio-especifica por metiltransfe-
rases de DNA sequéncia-especificas da célula hospedeira (madificagao).
Uma linhagem bacteriana particular produzira uma metiltransferase de
DNA com a mesma especificidade de sequéncia que a enzima de restricao
produzida por aquela linhagem. Por exemplo, a E. coli linhagem RY13 pro-
duz a metiltransferase EcoRI, que reconhece especificamente a sequéncia
GAATTC e metila a adenosina central em ambas as fitas. Como resultado,
o DNA das células hospedeiras é protegido da clivagem pela enzima de

do DNA nos sitios de ligacao, prevenindo, desta maneira, que a enzima
de restricio aja no mesmo). A endonuclease EcoRl, entretanto, clivara
sequéncias GAATTC nao metiladas, tais como as do DNA do fago invasor,
as quais nao foram previamente modificadas pela metilase EcoRI.

Conjuntamente, uma enzima de restricao e sua(s) enzima(s) cognata(s)
de modificagao formam um sistema de restricao-modificagao (R-M). Em al-
guns sistemas R-M, as duas atividades enzimaticas ocorrem em subunida-
des separadas ou dominios separados de uma enzima grande que combina
restricao e modificacao. As enzimas de restricao tém sido classificadas em
diversos subgrupos amplos de acordo com a natureza do seu sistema R-M
e outras caracteristicas. Os grupos mais definidos sao listados a seguir.

= As enzimas de restricao do tipo | possuem multiplas subunidades, com-
binando enzimas de restricao-modificacao que clivam em regioes distan-
tes de suas sequéncias de reconhecimento em localizagdes variaveis.

« As enzimas de restricao do tipo |l sao amplamente utilizadas na mani-
pulacao e analise do DNA. Elas sao, normalmente, endonucleases de
restricao de subunidade Unica, cujas sequéncias de reconhecimen-
to possuem, frequentemente, de 4 a 8 pb; elas clivam em posi¢oes
definidas tanto dentro da sequéncia de reconhecimento como muito
préximo a ela. As enzimas de tipo IIR clivam dentro das suas sequén-
cias de reconhecimento, as quais sao frequentemente palindromos (a
sequéncia na diregao 5'—3' € a mesma em ambas as fitas). As enzi-
mas tipo IIS clivam fora de sequéncias de reconhecimento assimétri-
cas. As enzimas de tipo |IB possuem sequéncias de reconhecimento
bipartidas. Ver Tabela 6.1 para exemplos.

+ As enzimas de restricao do tipo Il possuem multiplas subunidades,
combinando enzimas de restricao-modificacéo que reconhecem duas
sequéncias nao palindromicas inversamente orientadas. Elas clivam o

restricdo EcoRl (os grupos metila se sobressaem dentro da cavidade maior DNA cerca de 20-30 pb fora da sequéncia de reconhecimento.

conhecido como plagueamento. Para isso, a mistura de células transformadas é espalha-
da em uma superficie de 4gar, e elas podem crescer para formar col6nias de células bem
separadas, cada uma se originando de uma tinica célula transformada. Colénias celulares
individuais podem ser escolhidas e passar por uma segunda fase de crescimento em cultura
liquida, resultando em um niimero bastante grande de clones celulares (Figura 6.2C).

O passo final é a captura de células das culturas celulares expandidas e a purificagdo
do DNA recombinante (Figura 6.2D). As se¢des a seguir considerardo estes passos mais
detalhadamente.

Fragmentos de DNA-alvo manuseaveis sao unidos a moléculas de
vetores por meio da utilizagao de endonucleases de restricao e da
DNA-ligase
Das diferentes classes de endonucleases de restri¢ao (ver Quadro 6.1), as enzimas do tipo I
nao produzem fragmentos de restrigio discretos, e as enzimas do tipo I1 nio clivam em todas
as sequéncias de reconhecimento possiveis e, raramente, originam digestos completos. As
enzimas de maior valor para manipulacio e andlise do DNA sao as endonucleases de restri-
¢do do tipo I1. Elas clivam o DNA em posigoes definidas dentro de suas sequéncias de reco-
nhecimento ou muito préximo a elas e produzem, assim, fragmentos de restricao definidos.
Varias endonucleases de restrigao do tipo II clivam dentro de sequéncias que sao pa-
lindromos (a sequéncia de bases é a mesma em ambas as fitas quando lidas na diregéo
5'—3', como resultado de um eixo de simetria dupla). Os fragmentos de restrigio resul-
tantes podem ter extremidades sem corte devido a seus pontos de clivagem ocorrerem
exatamente no eixo de simetria. Frequentemente, no entanto, a clivagem é assimétrica,
gerando tanto extremidades 5’ salientes como extremidades 3’ salientes (ver Tabela 6.1).
Como mostrado para os exemplos de BamHI e Pstl na Tabela 6.1, a clivagem assimétrica
de uma sequéncia palindrémica gera fragmentos de restrigao com duas extremidades imi-
nentes que sdo idénticas em sequéncia e, ao mesmo tempo, complementares na sequéncia
de bases. Eles possuirdo uma tendéncia a se associar uns com os outros (ou com qualquer
outra parte saliente similarmente complementar) pela formagao de pares de base. Estas
extremidades salientes sdo, entdo, muitas vezes descritas como extremidades coesivas.
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As endonucleases de restrigao do tipo II foram crucialmente importantes para o de-
senvolvimento da clonagem do DNA utilizando células como base, pois eram capazes de
clivar o DNA para produzir fragmentos definidos de um tamanho controldvel. Quando o
DNA é isolado de tecidos e de células em cultura, o desempacotamento das grandes mo-
léculas de DNA e as rupturas fisicas inevitdveis resultam em populagdes heterogéneas de
fragmentos de DNA. Os fragmentos nio sdo facilmente estudados devido ao fato de que
seu tamanho médio é ainda muito grande e de eles possuirem comprimentos randomica-
mente diferentes. Com a utilizagdo de endonucleases de restrigdo, passou a ser possivel
a conversdo dessas populagdes de fragmentos de DNA interrompidos em conjuntos de
fragmentos de restri¢do menores de tamanhos definidos.

As endonucleases de restri¢ao do tipo Il também preparam o caminho para molécu-
las de DNA artificialmente recombinantes. Pela clivagem de um vetor e de uma molécula
de DNA-alvo com endonuclease(s) de restrigio, produzindo o mesmo tipo de extremidade
coesiva, a associagéo vetor-alvo é promovida pelo pareamento de bases entre suas extre-
midades coesivas (Figura 6.3). A ligagio de hidrogénio entre suas terminagées facilita a
ligacao covalente subsequente por enzimas conhecidas como DNA-ligases. Também pode

Figura 6.2 Os quatro passos
essenciais da clonagem baseada

em células. (A) Formagao do DNA
recombinante. Fragmentos de DNA
clivados com uma enzima de restricao

sao misturados com uma populagéo
heterogénea de moléculas de vetores que
foram clivadas com uma endonuclease

de restricao semelhante. O DNA-alvo e

o vetor sao unidos pela DNA-ligase para
formar DNA recombinante. Cada vetor
contém uma origem de replicagao que
permitira que ele seja copiado em uma
célula hospedeira. (B) Transformagao.

O DNA recombinante & misturado com
células hospedeiras as quais, normalmente,
absorvem apenas uma molécula de DNA
externo. Entao, cada célula contém,
geralmente, um Unico DNA recombinante.
(C) Amplificacao. Células individuais
transformadas podem sofrer divisao celular
repetida para originar uma colonia de
clones celulares idénticos contendo um
tipo de DNA recombinante que é mantido
fisicamente separado das outras colonias
contendo células com diferentes maléculas
de DNA recombinante. Por conveniéncia,
& mostrado o exemplo de um vetor cujo
numero de copias por célula é altamente
restrito, mas diversos vetores plasmidiais
podem atingir um nimero bastante alto
de copias por célula, constituindo um tipo
adicional de amplificagao. (D) Isolamento
de clones de DNA recombinante. Ap6s a
separacao do DNA recombinante da célula
hospedeira.
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TABELA 6.1 Exemplos de endonucleases de restricao comumente utilizadas

Enzima Fonte

Reconhecimento de sequéncia e clivagem Terminagoes dos fragmentos de restricao

TIPO IIR (CLIVA DENTRO DE UMA SEQUENCIA DE RECONHECIMENTO GERALMENTE PALINDROMICA)

Producao de extremidades bruscas
Alul Arthrobacter luteus

Produgao de extremidades 5’

BamH| Bacillus amyloliquefaciens H

Producao de extremidades 3’

Pstl Providencia stuartii

TIPO IS (CLIVA FORA DA SEQUENCIA ASSIMETRICA)

Mnll Moraxella nonliquefaciens

TIPO IIB (POSSUI SEQUENCIAS DE RECONHECIMENTO BIPARTIDAS)

BstXl Bacillus stearothermophilus X|

AGCT Bl e e AG 3'
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GACGTC 3" ACGTC------- G 5it
CCTCNNNNNNN 5' ----CCTCNNNNNNN 3'
GGAGNNNNNNN 3'N----GGAGNNNNNN 5’

A

ce GG 5' NTGG------ CCANNNNN 3’
GGT’I?\]NNNNACC 3'NNNNNACC- - -~~~ GGTN 5’

|
Para outras enzimas, ver o banco de dados de nucleases de restrigdo REBASE em http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html. N = qualquer nucleotideo.

ocorrer pareamento de bases intramolecular, como quando duas extremidades salientes
de um vetor se associam para formar um circulo (ciclizagdo), e as reagdes de ligacdo sao
projetadas para promover a uniao do DNA-alvo ao vetor e minimizar a cicliza¢ao do vetor
e outros produtos indesejados, como concatameros lineares produzidos por unido conti-
nua das extremidades (ver Figura 6.3).

A clonagem basica de DNA em células bacterianas utiliza vetores
baseados na ocorréncia natural de replicons extracromossomais

A maioria das clonagens de DNA utilizando células como base utilizam bactérias modifi-
cadas como células hospedeiras. O tempo de ciclo celular bacteriano é curto, e, entéo, elas
se multiplicam rapidamente. Elas possuem, geralmente, um tinico cromossomo circular
dupla-fita com uma tinica origem de replicagao. Logo apds o cromossomo do hospedeiro
ter sido replicado, a célula se divide para dar origem a células-filhas que terdo, cada uma,
um tnico cromossomo, como a célula parental.

Fragmentos e DNA-alvo normalmente nao possuem uma origem funcional de replica-
¢do e, por isso, ndo podem ser replicados independentemente dentro das células bacterianas.
Eles precisam ser ligados a um replicon de DNA, uma sequéncia que possui uma origem de
replicagdo, permitindo, dessa forma, que eles sejam propagados no interior das células. Um
replicon que porta um DNA-alvo como “passageiro” dentro das células e permite que este
DNA-alvo seja replicado é conhecido como um vetor molecular. 0 modo mais eficiente de
propagar o DNA-alvo dentro das células é utilizar um vetor com uma origem de replicagio
derivada de um replicon extracromossdmico natural, que replique independentemente do
cromossomo da célula hospedeira. Replicons extracromossémicos frequentemente passam
por vérios ciclos de replicagdo durante um tinico ciclo celular, podendo entéo atingir um alto
ntimero de cépias (ao contrdrio do niimero de cdpias do DNA cromossdmico, o qual é restrito
a, em geral, um por célula). Consequentemente, grandes quantidades de DNA-alvo podem
ser produzidas ao serem correplicadas com um replicon extracromossomico.

Os replicons extracromossémicos encontrados em células bacterianas geralmente per-
tencem a uma de duas classes: plasmideos e bacteriéfagos (fagos). Plasmideos sdo molé-
culas de DNA ndo essencial que replicam independentemente do cromossomo da célula
hospedeira. Eles sdo distribuidos verticalmente para as células-filhas apds a divisao de cé-
lula hospedeira, mas podem ser transferidos horizontalmente para células vizinhas durante
eventos de conjugagio bacteriana. Frequentemente consistem em DNA circular pequeno
de dupla-fita, mas alguns plasmideos possuem DNA linear. Eles variam em tamanho, de 2
kb a mais de 200 kb, e contém, individualmente, poucos genes.

O ntimero de c6pias de plasmideos varia significantemente: plasmideos com alto nu-
mero de copias podem atingir mais de cem cdpias por célula, mas outros podem estar
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restritos a apenas uma ou duas copias por célula. Diferentes plasmideos podem coexistir
em uma célula. Um isolado tipico de Escherichia coli, por exemplo, pode possuir trés plas-
mideos pequenos diferentes presentes em cdpias multiplas e um plasmideo grande de c6-
pia tinica. Exemplos naturais de plasmideos bacterianos incluem plasmideos que portam
fatores sexuais (F) e aqueles que portam genes de resisténcia a drogas. Alguns plasmideos
as vezes inserem o seu DNA em cromossomos bacterianos (integragdo). Estes plasmideos,
o0s quais podem existir em duas formas - replicons extracromossomais ou plasmideos in-
tegrados -, sao conhecidos como epissomos.

Um bacteriéfago (ou fago, por abreviagao) é um virus que infecta células bacteria-
nas. Ao contrério dos plasmideos, os fagos podem existir extracelularmente, mas, como
outros virus, eles devem invadir uma célula hospedeira para se reproduzirem e podem in-
fectar e se reproduzir em apenas alguns tipos de células hospedeiras. Os fagos podem ter
genoma de DNA ou de RNA, e, em fagos de DNA, o genoma pode ser constituido de DNA
dupla-fita ou de fita simples, além de poder ser linear ou circular. Existe uma variacao
considerdvel no tamanho do genoma, desde poucas quilobases a algumas centenas delas.

No fago maduro, o genoma é revestido por uma capa proteica que pode auxiliar na
ligagdo a receptores de proteinas especificas na superficie de uma nova célula hospedeira
e a entrar na nova célula. Para escapar de uma célula e infectar outras, os bacteri6fagos
produzem enzimas que causam a explosdo celular (/ise celular). A habilidade de infectar
novas células depende do niimero de particulas de fago produzidas e do tamanho da lise;
entdo, um alto niimero de cépias é geralmente alcancado. Como plasmideos epissomais,
alguns bacteriéfagos, tais como o fago A, também podem se integrar ao cromossomo da
célula hospedeira, onde a base da sequéncia do fago integrado é conhecida como prdfago.

A clonagem em células bacterianas utiliza plasmideos
geneticamente modificados ou vetores de bacteriofagos e
células hospedeiras modificadas

Para plasmideos naturais e fagos serem utilizados como moléculas vetores, eles precisam
ser geneticamente modificados de maneiras diferentes. Primeiro, é importante projetar

Figura 6.3 Formacao de DNA
recombinante. Sequéncias de DNA-alvo
heterogéneas clivadas com uma enzima de
restricao do tipo Il (Mbol, neste exemplo)
sao misturadas com vetores de DNA
clivados com outra enzima de restrigao, tal
como a BamHI, que gera o mesmo tipo de
extremidade coesiva (aqui, uma sequéncia
GATC 5'saliente). As condigoes de ligagdo
escolhidas vao permitir que as moléculas
de DNA-alvo e vetor se combinem para
originar DNA recombinante. No entanto,
outros produtos de ligagao sdo possiveis.
Concatameros intermoleculares de
DNA-alvo sdo mostrados & esquerda, e
ciclizagao intramolecular de vetor a direita.
Qutros produtos de ligagao possiveis n&o
mostrados aqui incluem concatameros
intermoleculares de vetores, ciclizagao de
multimeros e eventos de coligacao que
envolvem duas sequéncias-alvo diferentes
sendo incluidas com um vetor na mesma
molécula de DNA recombinante.
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Figura 6.4 Um exemplo de um vetor
plasmidial com alto namero de cépias,
pUC19. A origem de replicagao (ori) pos-
sibilita mais de 100 cdpias de pUC19 na
célula hospedeira adequada de E. coli. O
gene de resisténcia a ampicilina (Amp®) per-
mite a selegao das células que contenham
a molécula do vetor. lacZ’ é um fragmento
5" do gene lacZ que pode ser expresso para
originar um fragmento N-terminal curto

de B-galactosidase, o fragmento «. O fac/
codifica uma proteina repressora de lac
que reprime a trascrigao do lacZ’ até que

o indutor IPTG seja adicionado ao meio de
cultura para se ligar ao repressor da pro-
teina e inativa-lo. A célula hospedeira pos-
sui um gene lacZ mutante que produz um
fragmento C-terminal de B-galactosidase, o
qual pode, no entanto, ser complementado
pelo fragmento « preduzido pelo vetor para
produzir uma B-galactosidase funcional.

0 método utiliza um substrato incolor
[5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-B-galactopira-
nosil (X-Gal)] que é convertido em um pro-
duto de reagdo nao téxico com uma cor azul
intensa. Um poliadaptador inserido perto do
inicio da sequéncia codificadora do JacZ’ do
vetor fornece uma regiao de multiplos sitios
de clonagem (MCS), uma série de sitios de
restricéo diferentes e Unicos que permite
possibilidades alternativas para clonagem
de fragmentos de restricao. O poliadaptador
é pequeno e inserido de maneira que seu
sistema de leitura do lacZ’ seja preservado
e funcional. Entretanto, a clonagem de um
inserto comparativamente grande dentro
do MCS normalmente causa inativagao

por inser¢ao e auséncia da atividade da
B-galactosidase e, entao, as células com
DNA recombinante seréo incolores.

o vetor de maneira que os fragmentos de restrigdo alvo sejam inseridos em uma tinica
localizacio (o sitio de clonagem) na molécula do vetor. Além disso, para se acumularem
diferentes tipos de fragmentos de restri¢ao, ¢ altamente desejado se ter uma variedade
de diferentes sitios de restricio tinicos que fornegam uma variedade de possiveis sitios
de clonagem. Isso é normalmente atingido pela inser¢éo, em um vetor, de uma sequéncia
artificialmente sintetizada para se ter os sitios de restrigdo desejados. Para isso, dois oligo-
nucleotideos longos sio sintetizados de maneira que, quando sua hibridiza¢o é permiti-
da, formem um sequéncia poliadaptadora de 20 a 40 pb com muiltiplos sitios de restrigao
desejados, a qual é, entdo, inserida em um vetor. Para garantir que os sitios de clonagem
desejados no poliadaptador sejam tinicos, outros exemplos dos mesmos sitios de restrigao
que ocorrem naturalmente em outros lugares no vetor sdo eliminados por mutagénese si-
tio-especifica. A Figura 6.4 mostra um exemplo de vetor plasmidial com multiplas regides
de sitios de clonagem que se originaram por inser¢do de um poliadaptador.

Outra modificagdo ¢ a insergdo de um gene marcador dentro do vetor. Vetores plas-
midiais, por exemplo, sdo amplamente modificados para incluir um gene de resisténcia a
antibidtico, frequentemente um gene que confere resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,
canamicina ou tetraciclina (ver Figura 6.4 para um exemplo). Nestes casos, as células bac-
terianas utilizadas para clonagem precisam ser sensiveis ao antibidtico relevante. Para a
triagem de células transformadas pelo vetor, as células transformadas sao plaqueadas em
uma superficie de dgar que contém o antibidtico relevante; as colonias resultantes devem
ser descendentes das células originalmente sensiveis a antibidticos que foram transforma-
das pelo vetor para se tornarem resistentes a antibidticos.

Um outro sistema marcador amplamente utilizado ¢ derivado do gene lacZ de E. coli e
envolve um ensaio de cores azul e branco para B-galactosidase, o produto do lacZ. Esta enzi-
ma pode clivar o dissacarideo lactose para originar glicose e galactose, mas a transcrigao do
lacZ é normalmente reprimida por uma proteina repressora de lac codificada pela sequéncia
do lacl. A transcrigédo do lacZ pode, no entanto, ser induzida pela lactose ou por um andlogo
alactose & tal como isopropil-B-D-tiogalactoside (IPTG), o qual se liga, proteina repressora e
ainativa, O IPTG é geralmente utilizado como o indutor porque nao pode ser metabolizado,
e entdo sua concentragao nao muda ao passo que as células crescem. O ensaio marcador
também é projetado para depender da complementaridade entre os diferentes fragmentos
de B-galactosidase inativos produzidos pela célula hospedeira e pelo vetor. Entao, o hospe-
deiro E. coli é um mutante no qual a extremidade 5’ do gene lacZ foi deletada, resultando na
producdo de um grande, mas inativo, fragmento C-terminal de B-galactosidase. Os vetores
tais como pUC19 (ver Figura 6.4) foram modificados para conter lacZ’, um componente 5'
de gene lacZ que, quando transcrito, produz um pequeno fragmento N-terminal inativo de
B-galactosidase. Este fragmento, o fragmento «, complementa o fragmento C-terminal da
célula hospedeira para produzir uma enzima funcional (complementaridade ). A enzima
ativa é convenientemente analisada por uma reagao quimica, como descrito na Figura 6.4.

Um requinte adicional do ensaio da complementaridade do lacZ permite a triagem
por células transformadas que tenham absorvido DNA recombinante (vetor com inserto de
DNA). Neste caso, o poliadaptador é inserido dentro da sequéncia codificadora que espe-
cifica o fragmento N-terminal da 3-galactosidase, como no exemplo do plasmideo pUC19
(ver Figura 6.4). Neste caso, o nimero de nucleotideos no poliadaptador é um muiltiplo
exato de trés, de maneira que o fragmento N-terminal da -galactosidase do vetor pode
continuar complementando o fragmento da B-galactosidase do hospedeiro para produ-
zir col6nias azuis. Entretanto, os recombinantes com um inserto no poliadaptador podem
causar inativacdo por insercao, de maneira que B-galactosidase funcional ndo é produzida.

Sacl Smal Xbal Pstl Hindlll
| |
ag't'_lqaattCIGAGC'I'CIGGTACCICGGIGGATCCITCTAGAIGTCGACFTGCA'S‘GCATGCJAAGCT'IGGCQEaatca tggtcat
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A transformacao € o passo-chave de fracionamento na clonagem
de DNA que utiliza células como base

A membrana plasmatica das células € seletivamente permedvel, de maneira que apenas
algumas pequenas moléculas podem passar para dentro e fora das células; moléculas
tais como grandes fragmentos de DNA sdao normalmente incapazes de atravessar a mem-
brana. Entretanto, as células podem ser tratadas de diferentes maneiras, de modo que a
permeabilidade seletiva da membrana plasmadtica seja temporariamente distorcida. Uma
maneira, por exemplo, é utilizar eletroporacio, na qual as células sdo expostas a um pulso
de eletricidade de alta voltagem curto. Como resultado da altera¢do tempordria da mem-
brana da célula, algumas das células tratadas se tornam competentes, ou seja, elas sdao ca-
pazes de absorver DNA proveniente do ambiente extracelular.

Somente uma pequena porcentagem de células competentes ird absorver o DNA re-
combinante para se tornar transformada. No entanto, aquelas que passam por isso fre-
quentemente absorvem apenas uma tinica molécula de DNA recombinante. Esta é a base
do passo critico de fracionamento na clonagem que utiliza células como base. A popula-
¢ao de células transformadas pode ser vista como um posto de classificagao, no qual uma
mistura complexa de fragmentos de DNA é ordenada a partir do depdsito de moléculas
individuais de DNA em células recipientes individuais. A replicagdo extracromossdmica
do DNA recombinante permite a presenca de vrias copias idénticas de um tinico tipo de
DNA recombinante em uma célula (Figura 6.5).

Devido ao fato de que o DNA circular ¢ transformado de forma muito mais eficiente
que o DNA linear, a maioria das células transformadas contera produtos ciclicos em vez de
concatameros lineares de DNA recombinante. Geralmente, moléculas vetoriais sao tratadas
para reduzir a chance de ciclizagdo, e, entdo, a maioria dos transformantes contera DNA
recombinante. Note, no entanto, que a cotransformacgio, a ocorréncia de mais de um tipo
de molécula de DNA introduzida dentro de um clone celular, pode acontecer algumas vezes.

As células transformadas podem, entdo, se multiplicar. Em clonagens utilizando ve-
tores plasmidiais e uma célula hospedeira bacteriana, uma solucao contendo as células
transformadas ¢ espalhada de forma simples sobre uma superficie de dgar em uma placa
de Petri, e o crescimento celular é permitido (um processo chamado de plaqueamento -
Figura 6.5). Isso geralmente resulta na formagao de col6nias bacterianas que consistem
em clones celulares (todas as células em uma mesma coldnia sdo idénticas porque todas
descendem de uma tinica célula fundadora).

O plaqueamento é geralmente projetado para produzir colénias bem separadas na su-
perficie de dgar, permitindo a separacao fisica das colonias contendo diferentes tipos de DNA
recombinante. A selecao de uma col6nia individual, para ser posta em um frasco de cultura
para subsequente crescimento em cultura liquida, permite uma expansao secundaria do ni-
mero de células que pode resultar em grandes produgoes de clones, todos idénticos a uma
tnica célula ancestral (ver Figura 6.5). Se a célula original continha um tnico tipo de frag-

Figura 6.5 Transformacao, o passo
critico de fracionamento do DNA,

e amplificagao em larga escala de

DNA recombinante. (A) A clonagem
utilizando células como base comega,
geralmente, com uma populagao
complexa de fragmentos de DNA-alvo

que sao unidos a um unico tipo de vetor,
produzindo uma colegao heterogénea de
moléculas de DNA recombinante. Durante
a transformacao, as moléculas de DNA
recombinante sao transferidas para células
competentes de maneira que uma célula
absorva, normalmente, apenas um tipo

de molécula de DNA recombinante. Como
resultado, a populagao de células age
como um sistema fracionado, alocando
DNAs recombinantes individuais a células
individuais. Dentro de cada célula, um DNA
recombinante pode ser replicado como
DNA extracromossémico, produzindo,
frequentemente, diversos clones

idénticos de DNA. Apds isso, cada célula
transformada sofre repetidas divisoes para
originar populacoes de clones celulares
idénticos que formaréo coldnias celulares.
(B) As coldnias celulares podem ser
fisicamente separadas por plagueamento,
um procedimento que envolve o
crescimento das células transformadas
em uma superficie de agar, de forma a
permitir a separagao das colbnias celulares.
Colonias individuais sao escolhidas e
colocadas em meio liquido em frascos
para permitir a amplificagao secundéaria.
(Cortesia de James Stock, King's College.
Utilizada sob licenga de Creative Commons
Attribution ShareAlike 3.0.)
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mento de DNA externo ligado a um replicon, entao as células descendentes terdo o mesmo,
resultando em uma vasta amplificagao na quantidade do fragmento externo especifico.

O DNA recombinante pode ser seletivamente purificado apos
triagem e amplificacao dos clones celulares com os fragmentos
de DNA-alvo desejados

Alguns sistemas de genes marcadores fornecem um sistema geral para identificacao de
recombinantes, tais como inativacdo por inser¢do, no caso do sistema de complementa-
ridade o do lacZ descrito acima. Para fazer uma triagem em um individuo recombinante
que possui um DNA-alvo de interesse especifico, deve ser preparada uma sonda marcada
que pode detectar especificamente o DNA-alvo em uma reagao de hibridiza¢ao contra
col6nias bacterianas que tenham sido separadas em uma membrana (isto é conhecido
como hibridizagdo de colénia e serd descrito no Capitulo 7).

Colodnias bacterianas desejadas sao selecionadas para crescer mais em cultura liqui-
da, resultando em um grande nimero de células e DNA recombinante. Para recuperar
o DNA recombinante, as células sdo estouradas (lisadas). O cromossomo da célula hos-
pedeira € circular, como qualquer plasmideo contendo DNA externo, mas é muito maior
que um plasmideo. Embora os plasmideos menores com DNA recombinante permane-
¢am circulares, o grande DNA cromoss6mico muitas vezes sofre quebras durante a lise
celular e subsequente extragdo de DNA, resultando em fragmentos de DNA linear com
extremidades livres. Os métodos de purificagao, geralmente, exploram a diferenga fisica
entre DNA cromossomico (contendo extremidades livres de DNA) e DNA recombinante
(sem extremidades livres) nas células lisadas. Para isso, o DNA ¢, primeiro, sujeito a um
passo de desnaturagdo, por exemplo, por meio de tratamento com um élcali, seguido por
um passo de renatura¢ao. O DNA cromossémico linearizado se desnatura facilmente e
precipita fora da solugao. Entretanto, o plasmideo com DNA recombinante estd na forma
de DNA circular covalentemente fechado e, apds o passo de renaturagao, passa esponta-
neamente para a forma de DNA superespiralado e permanece em solugao.

Conforme necessario, uma purificagdo adicional é geralmente realizada com uma
cromatografia por troca de dnions. A resina de troca ibnica Qiagen, amplamente utilizada,
consiste em esferas de silica de tamanho definido que possuem uma superficie hidrofilica
de revestimento, permitindo o acoplamento entre grupos dietilaminoetil (DEAE) positiva-
mente carregados. Devido ao grande mimero de grupos fosfato negativamente carregados
do eixo principal do DNA que possuem afinidade com os grupos DEAE na resina de silica,
o DNA se liga fortemente a resina, enquanto impurezas se ligam fracamente ou nem se
ligam. O DNA fortemente ligado pode, subsequentemente, ser eluido com tampaes alta-
mente salinos para romper as ligagoes fosfato-DEAE. O DNA-alvo pode ser removido de
um DNA recombinante plasmidial e subclonado em outros vetores como requisi¢es que
podem oferecer a possibilidade de sequenciar o DNA ou expressar qualquer gene dentro
do alvo, por exemplo. Algumas destas aplicacdes serdo consideradas nas préximas segoes.

6.2 CLONAGEM DE INSERTOS GRANDES E SISTEMAS DE
CLONAGEM PARA PRODUCAO DE DNA FITA SIMPLES

As primeiras tentativas bem-sucedidas de clonagem de fragmentos de DNA de humanos
em células bacterianas tirou vantagem de transcritos génicos que eram naturalmente en-
riquecidos em alguns tecidos. Por exemplo, grande parte do mRNA produzido nos eri-
trécitos consiste em mRNA de a e B-globina. Quando a transcriptase reversa € utilizada
para copiar mRNA de eritrécitos, o DNA complementar (cDNA) de eritrocitos resultante é
extremamente enriquecido em cDNA de globina, facilitando seu isolamento.

Para possibilitar um método mais geral de clonagem de genes e de todas as sequéncias
de DNA, tecnologias foram, subsequentemente, desenvolvidas com o objetivo de clonar todas
as sequéncias de DNA constituintes de uma populagao inicial. As amplas colegdes de clones
de DNA resultantes sdo conhecidas como bibliotecas de DNA. Bibliotecas de DNA genomico
sdo preparadas a partir do DNA gendmico total de qualquer célula nucleada de um organis-
mo; bibliotecas de cDNA sdo preparadas a partir de cdpias de cDNA do RNA ou mRNA total
de tecidos ou células especificos de um organismo. As bibliotecas de DNA tém sido ferramen-
tas vitalmente importantes no projeto Genoma e na resolugao da estrutura génica e da relagao
entre 0s genes e seus transcritos. Este assunto serd visto em detalhes no Capitulo 8.

Genes de vertebrados sao, frequentemente, muito grandes, com um elevado con-
teido de DNA repetitivo, fazendo deles menos sujeitos a clonagem. DNA repetitivo é ex-
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TABELA 6.2 Propriedades de sistemas de clonagem que Utl_lliam celulas :c'dm'u.bas_é',_ organizados de acordo com a capacidade de insergao

Tamanho N° de cépias

Sistema de clonagem baseado em do inserto  (por célula) Aplicacoes

VETORES PLASMIDIAIS

Vetores Plasmideo padréo e Geralmente frequentemente  Muito versateis. Rotineiramente utilizados na subclonagem de fragmentos

plami_d_iais vetores fagemideos até 5-10 kb  alto amplificados por PCR. Também amplamente utilizados na produgéo de bibliotecas

permltmf:io de DNA e para expressar genes a fim de dar origem a produtos de RNA ou
replicagao proteinas. Fagemideos podem produzir DNA recombinante de fita simples.
gz::[;?o " Vetores 30-44kb  alto Utilizados para a produgao de bibliotecas de DNA com insertos de tamanho
it modesto. Entretanto, os altos nlimeros de cépias tornam os insertos

P comparativamente instaveis.

Vetores Vetores 30-44 kb 1-2 Como uma alternativa para clonagem de cosmideos, fornecendo uma

plasmidiais estabilidade muito maior ao inserto a custa de produgdes mais baixas de DNA

cujo nimero recombinante.

€ restrito Vetores PAC (cromossomo  130-150 kb 1-2 Utilizado para produgao de bibliotecas de DNA gendmico, frequentemente

artificial P1) como um auxiliar suplementar a clonagem com BAC.

Vetores BAC (cromossomo  até 300 kb 1-2 Extensivamente utilizado para a produgao de bibliotecas genémicas para uso

bacteriano artificial) nos projetos do genoma.

Vetores YAC 0,2-2 Mb baixo Utilizado como um sistema de clonagem intermediario para alguns projetos

(cromossomo artificial de do genoma (p. ex., Projeto Genoma Humano), mas os insertos sao,

levedura) frequentemente, instaveis. Também sao muito Uteis no estudo das fungées de
grandes genes e de clusters génicos.

VETORES DE FAGOS

M13 pequeno baixo a médio  Muito (til no passado & produgao de DNA recombinante de fita simples para
moldes de sequenciamento e mutagénese sitio-direcionada. Foi substituida
por fagemideos.

Um vetor A de insergao (p. ex., Agtll) até 10 kb baixo Muito Util para a produgao de bibliotecas de cDNA devido ao fato de que
podem receber insertos bastante grandes e porque grandes nimeros de
recombinantes podem ser produzidos.

Vetores A de inser¢ao 9-23 kb" baixo Raramente utilizado nos dias de hoje.

P1 70-100 kb baixo Utilizado para a produgao de bibliotecas de DNA genémico no passado.

Raramente utilizado nos dias de hoje.

0 tamanho do inserto aumenta comparado com vetores de insergéo devido & remogao de uma parte central néo essencial do genoma do A e a substituigdo desta pelo DNA a ser
clonado. Note que ha uma preferéncia pelos vetores plasmidiais; vetores de fagos sao, comparativamente, mais dificeis de se trabalharem.

tremamente raro em genomas bacterianos, e vastas quantidades de DNA recombinante
introduzidas que sejam ricas em sequéncias de DNA repetitivo ndo sdo bem toleradas.
Como resultado, plasmideos-padrao raramente podem ser utilizados para clonar grandes
(> 10 kb) fragmentos de DNA animal; em vez disso, os insertos sio, geralmente, menores
que 5 kb. Ainda assim, os plasmideos continuam sendo os instrumentos de clonagem para
diversos propésitos de pesquisa diferentes. Vetores tais como pUC19 (ver Figura 6.4) per-
mitem replica¢do de DNA recombinante de alto niimero de c6pias e em grandes quanti-
dades, e, como serd visto na Segéo 6.3, vetores plasmidiais sao amplamente utilizados para
expressar genes de interesse. Para clonar fragmentos de DNA maiores, foram necessdrios
sistemas de clonagem de DNA diferentes (ver Tabela 6.2 para uma visdo global). Além
disso, algumas aplicagdes para o estudo de DNA recombinante, particularmente sequen-
ciamento de DNA e mutagénese sitio-especifica in vitro, requerem moldes de DNA de fita
simples. Consequentemente foram desenvolvidos vetores de clonagem que pudessem
também ser utilizados para gerar DNA recombinante de fita simples.

Os primeiros vetores de clonagem de insertos exploravam as
propriedades do bacteriofago A

O bacteri6fago A (lambda) possui um genoma de DNA dupla-fita de 48,5 kb. Dentro de
uma célula hospedeira de E. coli, 0o DNA do A pode ser replicado independentemente do
cromossomo ou pode se integrar ao cromossomo da célula hospedeira e ser replicado
como um componente deste. A por¢do central do genoma A é uma regiao nao essencial: os
genes la contidos sdo necessarios apenas para integrar o A ao cromossomo hospedeiro. A
clonagem de DNA ¢é entao possivel por meio da remogao de uma grande segio central do
genoma A e pela substituigao desta por um DNA-alvo de até 23 kb (Figura 6.6).
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Figura 6.6 Mapa do genoma do fago A.
Qs genes estao ilustrados sob a forma de
barras verticais. A regiao central de 48,5

kb do genoma do fago A nao é essencial
para a replicagao extracromossomica,

para a produgao de proteinas do capsideo
ou para a lise da célula hospedeira - ela
contém genes necessarios apenas no caso
de integracao de A a um cromossomo de
seu hospedeiro. Quando se utilizam vetores
\ de substituicéo, a clonagem ocorre

pela substituigao desta regiao central nao
essencial por segmentos demarcados por
sitios de restricao que podem ter tamanho
de 9 a 23 kb. As sequéncias cos terminais
possuem extremidades 5’ fita simples com
um tamanho igual a 12 nucleotideos e
sequéncias complementares que permitem
a circularizacao. O genoma \ deve ser linear
para caber em seu capsideo, mas apos

a adesao do fago a membrana de uma
nova célula hospedeira e inser¢do do DNA
linear, o DNA X inserido imediatamente

é circularizado por pareamento de bases
entre as sequéncias cos das extremidades
5’ terminais, permitindo a replicacao pelo
sistema de circulo rolante, o qual gera
multimeros lineares da unidade de 48,5 kb
de comprimento. As proteinas do capsideo
sdo sintetizadas e os multimeros A sao
clivados assimetricamente na sequéncia
cos, dando origem a multiplas cépias da
unidade genémica, que sao individualmente
inseridas no revestimento gerado pelas
proteinas do capsideo.

f sintese de DNA, lise da célula
! hospedeira e vias de regulagao

integragao e
recombinacao

==z
.
|

regiao nao essencial

proteinas do capsideo

==

Um refinamento adicional que aumentou o limite superior do tamanho dos fragmen-
tos que poderiam ser clonados explorou as propriedades das sequéncias terminais cos do
\. As sequéncias cos terminam em extremidades 5’ salientes com um comprimento de
12 nucleotideos complementares em sequéncia, a fim de formar extremidades coesivas;
por isso 0 nome cos (ver Figura 6.6). O genoma \ precisa ser linear para se encaixar dentro
de seu revestimento proteico, mas ap6s o fago se ligar 8 membrana de uma nova célula
hospedeira e inserir seu DNA linear, o DNA \ inserido é imediatamente ciclizado por pa-
reamento entre as sequéncias cos. A replicagao extracromossémica do DNA A ocorre por
um modelo de circulo rolante que gera multimeros lineares de comprimento da unidade.
Os multimeros A sao clivados na sequéncia cos a fim de gerar genomas lineares de compri-
mento da unidade para empacotamento nos capsideos virais proteicos.

Para o adequado empacotamento do DNA \ dentro do capsideo proteico do fago, o es-
pacamento entre as sequéncias cos é restrito a 35 a 53 kb, Por meio da inser¢do da sequéncia
cos em um plasmideo, um novo tipo de vetor de clonagem - o cosmideo - foi produzido; este,
quando utilizado em um sistema de empacotamento X in vitro, poderia receber fragmentos
externos de até 40 kb de comprimento. Entretanto, recombinantes de cosmideos que contém
DNA de vertebrados de 40 kb sao instdveis. Os insertos possuem, geralmente, sequéncias re-
petitivas, e, quando o DNA recombinante esta presente em uma célula bacteriana em grande
nimero de copias, a recombinagao torna os insertos propensos a rearranjos e delegéo.

Para que a clonagem de grandes insertos fosse possivel, os sistemnas de clonagem preci-
savam utilizar replicons de baixo niimero de cépias. Uma abordagem bem-sucedida utiliza
hospedeiros bacterianos, mas com replicons extracromossémicos que possuem um nimero
restrito de cépias. Outra solugao envolve a utilizagao de células de levedura e visa a constru-
¢ao de cromossomos artificiais para replicar DNA-alvo. Nesse caso, 0s vetores incluem se-
quéncias essenciais para a fungao cromossomica, incluindo uma origem de replicagao que
se origina de um cromossomo, resultando em baixo niimero de cépias. Para originar grandes
fragmentos de DNA-alvo para clonagem, o DNA precisa ser isolado das células sob condigoes
suaves e, entao, sujeito a digestao parcial com uma endonuclease de restrigao, de maneira que
apenas uma pequena minoria de sitios de restri¢ao disponiveis seja realmente clivada.

Grandes fragmentos de DNA podem ser clonados em
células bacterianas por meio da utilizacao de replicons
extracromossomicos de baixo nimero de copias

Diversos vetores utilizados para clonagem de DNA em células bacterianas sao baseados
em replicons extracromossOmicos que permitem a replicacao de alto ou médio niimero
de copias em células hospedeiras. O DNA de eucariotos complexos, especialmente mami-
feros, contém sequéncias repetitivas que podem causar instabilidade quando propagadas
em alto nimero de cépias em células bacterianas. Clones contendo grandes insertos de
DNA eucariotico com multiplas sequéncias repetitivas sdo particularmente instiveis, e
propagé-los em grandes niimeros de cdpias resulta em delecdo do inserto ou rearranjos
do DNA clonado. Para superar tamanha limitacdo de tamanho, vetores plasmidiais e de
fagos foram desenvolvidos, os quais utilizavam replicons de baixo niimero de cépias.

Cromossomo bacteriano artificial (BAC) e vetores fosmideos

O fator E um plasmideo de fertilidade de E.coli, contém dois genes, parA e parB, que man-
tém o seu ntimero de cdpias em um ou dois por célula de E.coli. Os vetores plasmidiais ba-
seados no sistema do fator-F sdao capazes de receber grandes fragmentos de DNA externo
(até 300 kb), e os recombinantes resultantes podem ser transferidos com eficiéncia consi-
derdvel para células bacterianas por meio da eletroporacao. Os plasmideos recombinan-
tes resultantes sao bastante grandes e, embora nao tdo grandes quanto um cromossomo
bacteriano (o qual é também circular, dupla-fita e, na sua maior parte, livre de proteinas),
eles se tornaram conhecidos como cromossomos bacterianos artificiais (BACs). Os
BACs contém replicons de baixo niimero de cdpias, e, entdo, apenas pequenas producdes
de DNA recombinante podem ser recuperadas das células hospedeiras. No entanto, devi-
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do a grande estabilidade do inserto, eles foram os clones mais amplamente utilizados para
o sequenciamento no Projeto Genoma Humano.

Vetores como os cosmideos que foram adaptados para replicagdo com baixo niimero
de cdpias pela utilizacdo de genes do fator-F sdo conhecidos como vetores fosmideos. Os
insertos possuem a mesma amplitude de tamanho que em uma clonagem com cosmideo,
mas sdo muito mais estaveis.

Vetores de bacteriofago P1 e cromossomos artificiais P1

Uma abordagem alternativa para a clonagem de grandes insertos em E.coli foi desenvol-
ver vetores baseados em bacteriéfagos que possuem genomas naturalmente grandes. Por
exemplo, o bacteriéfago P1 possui um DNA gendmico linear dupla-fita de 110 a 115 kb
que, como no fago A, é empacotado em um capsideo proteico. Vetores de clonagem do
bacteriofago P1 tém sido, portanto, projetados em componentes nos quais o P1 é incluido
em um plasmideo circular. Subsequentemente, caracteristicas do P1 e do sistema do fa-
tor-F foram combinados em outros sistemas de clonagem baseados em plasmideos, nos
quais os recombinantes sdo conhecidos como cromossomos artificiais P1 (PACs). Como
nos BACs, os insertos de PACs sd@o muito estdveis e também tém sido utilizados como mol-
des diretos para sequenciamento em alguns projetos do genoma.

Cromossomos artificiais de levedura (YACs) possibilitam a
clonagem de megabases de fragmentos de DNA

0 método mais popular de clonagem de fragmentos de DNA extremamente grandes ¢
baseado na producdo de cromossomos artificiais que podem ser propagados em células
de brotamento de levedura. Os cromossomos de Saccharomyces cerevisiae sdo lineares e
variam em tamanho, de 200 kb a 1,5 Mb. Além de portarem um grande nimero de genes,
eles também possuem elementos de sequéncia curtos que sdo essenciais para suas fun-
¢bes cromossomicas bdsicas: manter a molécula de DNA, replicd-la e garantir uma segre-
gacao fiel nas células descendentes ap6s a divisao celular. Apenas trés tipos de sequéncias
curtas, cada uma com no méximo algumas poucas centenas de pares de bases, sdo neces-
sdrios para uma molécula de DNA se comportar como um cromossomo em 8. cerevisiae
(ver Figura 2.10). Sao necessarios centrémeros para a disjungao das cromdtides-irmas na
mitose e também para a disjuncgao dos cromossomos homdélogos na primeira divisao mei-
oOtica. Sao necessarios telomeros para a replicagao completa de moléculas lineares e para a
protecao das extremidades dos cromossomos contra ataques de nucleases. Elementos de
sequéncia de replicagdo auténoma (ARS) sdo necessdrios para a replicagdo autbnoma do
DNA cromossomico e acredita-se que ajam como origens de replicagao especificas.

Para fazer um cromossomo artificial de levedura (YAC), tudo o que é necessdrio é
combinar um fragmento de DNA externo de tamanho adequado com quatro sequéncias
curtas que podem funcionar em células de levedura (dois teldmeros, um centromero e um
elemento ARS). A molécula de DNA linear resultante deve ter as sequéncias teloméricas
corretamente posicionadas nas regioes terminais (Figura 6.7). Os YACs nao podem ser
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Figura 6.7 A produgao de cromossomos
artificiais de levedura (YACs).

Um gene que confere resisténcia para
ampicilina (Amp®) e uma origem de
replicagao derivada de um plasmideo (ori)
permitem que o vetor YAC seja replicado
originando um grande nimero de cépias
em uma célula hospedeira de E. coli. Além
disso, 0 vetor contém os trés tipos de
elementos necessarios para que o DNA

se comporte como um cromossomo de
levedura: um centrdmero (CEN4), uma
sequéncia de replicacao auténoma (ARS1),
e dois telomeros (TEL). Os alelos dominantes
TRP1 e URA3 sao incluidos como genes
marcadores: eles complementam os

alelos recessivos (trpl e ura3) na célula

de levedura hospedeira, fornecendo um
sistema de selegao para a identificacao

de células transformadas que contenham

o vetor YAC. O sitio de clonagem para o
DNA-alvo esté localizado no interior do gene
SUP4. Este gene compensa uma mutacao
na célula hospedeira que causa o actimulo
de pigmento vermelho. As células vermelhas
sao anormalmente vermelhas, e células
transformadas apenas com o vetor formarao
coldnias incolores. A clonagem de um
fragmento de DNA-alvo no interior do gene
SUP4 causa uma inativagao insercional,
restaurando o fendtipo mutante (vermelho).
O DNA-alvo é parcialmente digerido com

a endonuclease de restrigao EcoRI de
forma a originar fragmentos muito grandes
(centenas de quilobases) e é misturado
com moléculas linearizadas do vetor
clivadas com as endonucleases de restricao
BamH| e EcoRl. Ocorre ligagao entre as
extremidades EcoRl, com sequéncias vetor
flanqueando os fragmentos de DNA-alvo.

O DNA recombinante pode ser usado para
a transformacéo de células hospedeiras
especializadas e os sistemas de selecao
acima descritos podem ser usados para a
identificacao de células transformadas e de
células que contém o DNA recombinante.
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LY

Figura 6.8 Mutagénese por
oligonucleotideos imperfeitos. Varios
meétodos diferentes de mutagénese por
oligonucleotideos imperfeitos podem

ser utilizados para criar uma mutacao

de ponto desejada em um Unico sitio
predeterminado dentro da molécula de DNA
clonada. O exemplo ilustra o uso de um

oligonucleotideo mutagénico para direcionar

a substituigao de um Unico nucleatideo em
um gene. O gene é clonado em um vetor
apropriado para gerar DNA recombinante
fita simples, tal como um vetor M13 (como
mostrado aqui) ou um vetor fagemideo. Um
primer de oligonucleotideo € desenhado
para ser complementar em sequéncia a
porcéo da sequéncia do gene contendo

o nucleotideo a ser mutado (neste caso,
uma adenina A) e para conter a base nao
complementar desejada nesta posicac (C, e
nao T). Apesar do mau pareamento interno,
o anelamento do primer mutagénico é
possivel, e a sintese de uma segunda fita
pode ser estendida pela DNA-polimerase,

e os intervalos selados, pela DNA-ligase.

0 heterodUplice resultante pode ser
transformado em E.coli, no qual duas
populacdes de recombinantes podem

ser recuperadas: homoduplices do tipo
selvagem e mutantes. Os mutantes

podem ser identificados por métodos de
amplificacao alelo-especifica baseados em
PCR (ver Figura 6.17).
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diretamente transferidos para células de levedura; em vez disso, as paredes externas da
célula devemn ser removidas. Os esferoplastos resultantes podem receber fragmentos endo-
genos, mas sdo osmoticamente instdveis e precisam ser incorporados em dgar. A eficiéncia
geral da transformagdo é bastante baixa, assim como a produgio de DNA clonal (cerca de
uma c6pia por célula). Todavia, a capacidade para clonar grandes fragmentos (com até 2
Mb) fez dos YACs uma ferramenta vital no mapeamento fisico de alguns genomas comple-
x0s, especialmente o genoma humano.

Producao de DNA fita simples para uso em sequenciamento e
mutagénese sitio-especifica in vitro

Os clones de DNA fita simples tém sido os moldes preferidos para sequenciamento de
DNA: as sequéncias obtidas sdo mais claras e mais faceis de serem lidas do que as de DNA
dupla-fita. Os aspectos de sequenciamento de DNA serdo considerados no Capitulo 8.

Os moldes de DNA fita simples também sdo substratos ideais para mutagénese si-
tio-especifica in vitro, uma ferramenta experimental inestimdvel para esmiugar as con-
tribui¢6es funcionais feitas por sequéncias curtas de nucleotideos ou aminodcidos. Por
exemplo, a contribui¢do esperada de um aminodcido especifico para a funcgao de sua
proteina pode ser testada por meio da sua dele¢do ou da sua mutagio, dando origem a
um aminodcido diferente com uma cadeia lateral diferente. Para isso, se permite que um
DNA clonado fita simples com a sequéncia do tipo selvagem forme pares de base com
um oligonucleotideo sinténico que é designado para ser perfeitamente complementar a
sequéncia de bases, exceto por algumas mudancgas que corresponderido a mutagdo de-
sejada. O oligonucleotideo pode prover sintese de DNA novo para criar uma sequéncia
completamente complementar a mutacao desejada. O recém-formado heteroduiplice tipo
selvagem-mutante € utilizado para transformar células, e a sequéncia mutante desejada
pode ser identificada por uma varredura pela mutacéo (Figura 6.8).

O DNA recombinante fita simples é frequentemente obtido pela utilizagao de siste-
mas de clonagem baseados em bacteridfagos filamentosos tais como os fagos M13, fd e f1,
os quais adotam naturalmente uma forma de DNA fita simples em alguns estagios de seus
ciclos de vida. Alternativamente, sdo utilizados vetores plasmidiais que contém sequén-
cias de DNA de fagos filamentosos que regulam a produgao de DNA fita simples.

Vetores M13

O bacteridfago M13 possui um genoma de DNA circular fita simples de 6,4 kb revestido por
um capsideo proteico, formando uma longa estrutura filamentosa. Ele infecta algumas li-
nhagens de E.coli. Apos o fago M13 se ligar a parede de uma célula bacteriana, ele injeta seu
DNA gendmico dentro da célula. Logo apds o DNA fita simples do M13 penetrar na célula,
ele é convertido em DNA dupla-fita, a forma replicativa que serve de molde para fabricar
numerosas copias do genoma. Apds um curto espaco de tempo, um produto codificado pelo
fago desvia a sintese de DNA em direcdo a produgao de fitas simples que migram até a mem-
brana da célula. Aqui, elas sdo revestidos em um capsideo proteico, e centenas de particulas
maduras de fago sdo expulsas da célula infectada sem que ocorra lise celular.

Os vetores M13 sdo baseados na forma replicativa de dupla-fita, a qual foi modificada
para conter um sitio multiplo de clonagem e um sistema de selegao lacZ para identifica-
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Figura 6.9 Produgao de DNA recombinante fita simples. Vetores M13 utilizam o mesmo teste de lacZ para triagem de recombinantes utilizado
para pUC19 (ver Figura 6.4). O DNA-alvo & inserido em um sitio de clonagem muiltipla (MCS). O recombinante de DNA dupla-fita M13 entra no ciclo

normal de replicagao do fago para gerar numerosas copias do genoma, antes de alternar para a producao de DNA fita simples (apenas a fita +). Apds o
empacotamento com o capsideo do fago M13, as particulas recombinantes maduras de fago saem da célula sem que haja lise. O DNA recombinante fita
simples é recuperado por precipitagao das particulas de fago expulsas, e as proteinas sao quimicamente removidas.

¢ao dos recombinantes. Recombinantes M13 dupla-fita podem ser transferidos para uma
linhagem adequada de E. coli; apés certo periodo, particulas do fago sdo selecionadas e
utilizadas para recuperar DNA recombinante de fita simples (Figura 6.9).

Vetores fagemideos

Um pequeno segmento de um genoma de fita simples e filamentoso de um bacteridfa-
go pode ser inserido em um plasmideo para formar um vetor hibrido conhecido como
fagemideo. A Figura 6.10 mostra o vetor pBluescript como um exemplo. O segmento es-
colhido do genoma do fago contém todos os elementos cis-atuantes necessdrios para a
replicagdo do DNA e montagem dentro das particulas de fago. Eles permitem a clonagem
bem-sucedida dos insertos com varias quilobases de comprimento, ao contrario dos veto-
res M13, nos quais os insertos deste tamanho tendem a ser instdveis. Apds a tranformacao
de uma linhagem adequada de E. coli com o fagemideo recombinante, as células bacteria-
nas sao superinfectadas com um fago auxiliar filamentoso, tal como f1, o qual é requerido
para fornecer o capsideo proteico. As particulas de fago secretadas a partir das células su-

Figura 6.10 pBluescript, um vetor fagemideo. A série pBluescript dos vetores fagemideos contém,
cada uma, duas origens de replicagdo, uma origem padrao de plasmideos (ori) e uma segunda originaria
do fago filamentoso f1. A origem de replicacao de f1 permite a producao de DNA fita simples, mas o vetor
nao possui 0s genes para a producéo das proteinas do capsideo. O DNA-alvo é inserido dentro do vetor
fagemideo, o qual é, entéo, utilizado para transformar células hospedeiras de E. coli. A superinfecgéo de
células transformadas com um fago auxiliar M13 permite que o DNA do fagemideo recombinante seja
empacotado dentro de capsideos proteicos do fago, e, entdo, o DNA recombinante fita simples pode ser
recuperado como na Figura 6.9.
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perinfectadas serdo uma mistura de fagos auxiliares e fagemideos recombinantes. A popu-
lagao de DNA fita simples misturada pode ser diretamente utilizada para sequenciamento
devido ao fato de o primer para iniciagio da sintese da fita de DNA ser projetado para se
ligar especificamente & sequéncia do vetor fagemideo adjacente ao sitio de clonagem.

6.3 SISTEMAS DE CLONAGEM PROJETADOS PARA
EXPRESSAO GENICA

Os sistemas de clonagem descritos até agora neste capitulo sao projetados, simplesmente,
para amplificar o DNA-alvo a fim de obter quantidades suficientes para estudos estrutu-
rais e funcionais. Entretanto, em diversas circunstincias, também é interessante a possibi-
lidade de expressar, de alguma maneira, o gene introduzido. Em clonagem de expressao,

sitio de clonagem sinais apropriados precisam ser fornecidos préximo ao gene introduzido para possibilitar
i 74 que 0 mesmo seja expresso na célula hospedeira transformada.
P / A clonagem de expressao é realizada, geralmente, com sistemas de clonagem basea-

dos em células. Dependendo do tipo do produto de expressdo necessdrio e do propdsito

Egﬁj Amp* da expressio, diversos sistemas de clonagem diferentes podem ser utilizados. Algumas
: vezes um produto de RNA é suficiente, mas em muitos casos o objetivo ¢ produzir uma
proteina. Em alguns casos, é necessdria a andlise da expressdo génica quando os niveis

baixos de expressio sdo aceitdveis; em outros, altos niveis de expressao sao necessarios

para alcancar, por exemplo, grandes quantidades de uma proteina especifica. E comum

expressar o produto em células que tenham sido bem estudadas, mas as vezes expressar o

ori
= produto in vitro pode ser suficiente.
DNA-alvo

Grandes quantidades de proteinas podem ser produzidas por
clonagem de expressao em células bacterianas

A clonagem de cDNA eucaridtico em um vetor de expressao € muitas vezes necessaria

para a producao de proteinas em grandes quantidades tanto para fins de pesquisa, tais

como estudos estruturais, como para fins biotecnolégicos ou como componentes medi-

calmente relevantes, tais como proteinas terapéuticas. Geralmente, um cDNA portando a

informacao genética que especifica a sequéncia da proteina é inserido em um vetor jun-

tamente com sinais separados de expressdo, tais como promotores de expressao fortes

Y e outros elementos regulatérios. Devido ao sistema de expressao ser baseado em DNA

\ recombinante, as proteinas resultantes sao descritas, as vezes, de forma um tanto quanto
| inadequada, como proteinas recombinantes.

As células bacterianas possuem a vantagem de crescer rapidamente e podem ser fa-

o cilmente expandidas a grandes volumes em cultura. A Escherichia coli tem sido a célula
“JacZ gNA-polimerase de// ' hospedeira favorita para a expressdo de proteinas induzidas.

— A produgao de grandes quantidades de uma proteina nao enddgena pode, no entan-

SeSeTRERTEES SAITEE to, ser prejudicial ao crescimento da célula hospedeira, além de ser, algumas vezes, toxi-

hospedeiras em cultura ca. Entdo, é vantajoso utilizar um promotor induzivel, de maneira que a expressao possa

ser atrasada até que as células transformadas tenham sido identificadas e crescido em
tamanho. Por exemplo, a série pET de vetores contém um promotor do bacteriéfago T7
o qual ndo é reconhecido pelo promotor enddgeno de RNA-polimerase de E. coli (Figura
6.11). Tais vetores sao utilizados para transformar uma linhagem de E. coli geneticamen-
te modificada que contém uma RNA-polimerase de T7 regulada por um promotor lac. As
células transformadas podem ser selecionadas e crescidas em grandes quantidades sem
que haja expressao do gene externo. A adicao do indutor de B-galactosidase IPTG ativa o
promotor lac e a expressao do gene exterior adjacente, e as células podem ser seleciona-
das posteriormente.

PTG __>_i adigao de um analogo As bactérias possuem diversas vantagens em expressar proteinas heterélogas (estran-

de lactose para induzir . , e % o A R = 3
ey geiras), mas também possuem limitagdes. Muitas proteinas eucaridticas sdo modificadas

T

S
N Figura 6.11 Vetores de inducdo bacteriana induziveis. A série de vetores plasmidiais pET-3 contém
\ um promotor de bacteriéfago T7. Eles sao utilizados com uma linhagem de E. coli geneticamente modificada
J para conter um gene para a RNA-polimerase de T7 sob controle de um promotor lac induzivel. Apos a
Ly / transformagao com DNA recombinante pET-3, as células de E. coli podem crescer e originar grandes niimeros
%® A de células em cultura. Em um estagio desejado, o analogo a lactose IPTG (isopropil B-B-tiogalactoside) é
4] adicionado para induzir a expressao do gene de RNA-polimerase de T7 do hospedeiro. A RNA-polimerase de
_— T7 induzida se liga especificamente ao promotor T7 no recombinante de DNA para originar altos niveis de
expressao do inserto. Amp®, gene de resisténcia a ampicilina; ori, origem de replicagéo.
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proteina 1 proteina Il do

(A sitio de gene para a proteina 2 A
clonagem Il do capsideo f e i capsideo do fago
1 - ;
1 f E. coli d ¢ o _ fago mon;ado '
2 transformadas | @, |\ capturado
= 4+ — s~ —— ([ R ——

mistura heterogénea fago f1
de cDNAs

biblioteca de fagos biotina :‘
em solugio aquosa  anticorpo

conjugado de anticorpo
especifico para proteina
1 e biotina

Figura 6.13 Expressao em fagos. (A)
Construcao da biblioteca. Uma mistura
heterogénea de cDNAs é clonada dentro
de um vetor de fago, tal como a que

€ baseada nos fagos M13 ou f1, para
expressar proteinas externas na superficie
do fago. Neste exemplo, o DNA é inserido
em um sitio de clonagem localizado dentro
da parte inicial da sequéncia codificante
para o gene do fago f1 que produz uma das
proteinas do capsideo do fago (proteina
). A ideia é que recombinantes devem
expressar uma proteina de fusdo com a
proteina-alvo fusionada a esta proteina

do capsideo do fago, possibilitando,

assim, que as particulas do fago liberem a
proteina externa na sua superficie. Apos a
transformacao das células de E. coli, o DNA
do fago é replicado, e as suas particulas
sao montadas, liberadas e espalhadas.

A mistura de fagos recombinantes é
conhecida como biblioteca de expressao
de fagos. (B) Triagem da biblioteca com
um anticorpo especifico. Um anticorpo
especifico para apenas um tipo de proteina
se ligara apenas a particulas do fago que
expressem esta proteina. Se o anticorpo ¢
complexado com biotina, as particulas do
fago portando a proteina desejada podem
ser purificadas por meio da utilizagao

de estreptavidinas revestidas em placas
de Petri: os recombinantes desejados
possuirao um anticorpo complexado a um
grupo biotina, e o grupo biotina se ligara
fortemente & estreptavidina.

DNA recombinante

ligagao seletiva do
fago expressando

a proteina 1 placa de Petri

revestida com
estreptavidina(s)

ligagao seletiva do
fago conjugado & biotina

Na expressao em fagos, proteinas heterdlogas sao expressas na
superficie das particulas do fago

A expressio em fagos é uma forma de clonagem de expressao na qual o gene clonado é
expresso para originar uma proteina a qual ¢ exibida na superficie da particula do fago.
Para isso, sitios de clonagem no vetor de fago sao localizados dentro do gene do fago que
codifica uma proteina de capsideo adequada. O gene modificado pode entéo ser expresso
como uma proteina de fusao que ¢ incorporada ao capsideo proteico do fago, de modo
que ela seja liberada na superficie do fago sem afetar sua habilidade de infectar células.
Se hd um anticorpo disponivel para a proteina expressa, os fagos que exibem esta proteina
podem ser selecionados por ligagdo preferencial ao anticorpo: a purificagio por afinidade
das particulas do virus que portam tal proteina pode ser realizada a partir de 10° vezes o ex-
cesso de fagos que ndo exibem a proteina, utilizando até mesmo quantidades minusculas
do anticorpo relevante (Figura 6.13).

Em engenharia de proteinas, a expressao em fagos é uma ferramenta auxiliar podero-
sa para programas de mutagénese randémica como uma maneira de sele¢ao das variantes
desejadas a partir de uma biblioteca de mutantes. A expressao em fagos se mostrou, tam-
bém, uma poderosa fonte alternativa de construgao de anticorpos, passando por cima de
técnicas de imunizacdo normais e até de tecnologias de Hibridomas. Bibliotecas de fagos
também podem ser utilizadas para identificar proteinas que interagem com uma proteina
especifica. Da mesma maneira que anticorpos podem ser utilizados em investigagoes de
afinidade, uma proteina conhecida (ou qualquer outra molécula a qual uma proteina pos-
sa se ligar) pode ser utilizada como uma isca para selecionar os fagos que exibem quais-
quer outras proteinas que se liguem & proteina isca.

A expressao de genes eucarioticos é realizada com maior
fidelidade em linhagens celulares eucariodticas

Sistemas de expressao bacteriana oferecem a grande vantagem de a expressdo proteica
ocorrer em niveis extremamente elevados. Entretanto, as propriedades biolégicas de vé-
rias proteinas eucariéticas sintetizadas em bactérias podem nao representar as moléculas
nativas. Quando produzidas em células bacterianas, elas ndo sofrem seu processamento
pos-traducional normal, e a conformacéo da proteina eucariética pode ser incorreta ou
ineficiente. Como alternativa, células eucaridticas, incluindo células de insetos e mami-
feros, sao amplamente utilizadas para expressar proteinas recombinantes. Os vetores de
expressdo sdo geralmente projetados com a capacidade para serem replicados tanto nas
células eucaridticas desejadas como em células de E. coli, em que a intengdo é, simples-
mente, produzir grandes quantidades de DNA recombinante que possam ser, subsequen-
temente, utilizadas para estudos de expressdo em células eucaridticas.

Uma vez transferido para dentro de células animais, o DNA recombinante pode ser
expresso por curtos ou longos periodos de tempo, de acordo com o vetor de expressdao
utilizado. Para alguns propdsitos, s6 é necessdria a expressdo tempordria. Aqui, o DNA re-
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combinante permanece como um elemento genético extracromossémico independente
(um epissomo) dentro das células transferidas. A expressdo do gene introduzido atinge seu
nivel méximo cerca de dois ou trés dias apés a transfecgio do vetor de expressio dentro
de uma linhagem celular de mamifero; apés isso, a expressdo pode diminuir rapidamente
como um resultado da morte celular ou perda da arquitetura de expressio.

A alternativa é utilizar sistemas de expressdo estdvel nos quais o DNA recombinante
possa se integrar a um cromossomo da célula hospedeira. A vantagem aqui é que, se o
DNA recombinante se integra de maneira que o gene introduzido seja expresso, todas as
células descendentes conterdo este gene, e a expressdo podera ser mantida ao longo de
vdrias geragges celulares. Alguns virus sdo altamente eficientes em se integrar no DNA
cromossémico, e serao considerados no contexto de terapia génica em um capitulo pos-
terior. Mas vetores de expressao plasmidial também podem, randomicamente, se integrar
em frequéncias mais baixas, e linhagens germinativas estdveis podem ser desenvolvidas
com um gene de interesse integrado.

Expressao temporaria em células de insetos utilizando baculovirus

A expressdo génica em baculovirus é um método popular para produzir grandes quan-
tidades de proteinas recombinantes em células hospedeiras de insetos; as produgées de
proteinas sdo mais altas que em sistemas de expressdo em células de mamiferos, e os cus-
tos sdo mais baixos. Na maioria dos casos, o processamento pés-traducional de proteinas
eucaridticas expressas em células de insetos é similar ao processamento que ocorre em
células de mamiferos, e é possfvel a expressio de proteinas muito grandes. As proteinas
produzidas em células de insetos possuem atividade biolégica e reatividade imunolégica
comparéaveis as das proteinas expressas em células de mamiferos.

O virus da poliedrose nuclear, Autographa californica (ACMNPV), é um baculovirus
que pode ser propagado em certas linhagens celulares e é frequentemente utilizado como
vetor de clonagem para sistemas de expressdo de protefnas. A protefna viral poliedrina é
transcrita em altos niveis e, embora essencial para a propagacéo viral em seu hébitat natu-
ral, ela ndo é necesséria em cultura. Consequentemente, sua sequéncia codificante pode
ser substituida por um DNA codificante para uma protefna eucariética. O vetor de clona-
gem é projetado para expressar a protefna inserida de um promotor forte de poliedrina,
resultando em nfveis de expressiao de mais de 30% do total da protefna na célula.

Expressao temporaria em células de mamiferos

Expressar protefnas de mamfferos em células de mamfferos possui a vantagem ébvia de
que o dobramento proteico correto e as modificagdes pds-traducionais em células huma-
nas ou de outros mamiferos néo sdo, geralmente, um problema, e é possivel analisar sinais
e efeitos celulares. Sistemas de expressao estaveis em células de mamiferos, normalmen-
te baseados em sequéncias de plasmideos que se integram dentro de um cromossomo,
fornecem quilogramas de protefnas complexas em biorreatores de escala industrial, mas
requerem grandes investimentos em tempo, recursos e equipamento. Como alternativa,
sistemas de expressdo temporaria em larga escala tém sido desenvolvidos para fornecer
proteinas recombinantes em células de mamiferos.

Além de proliferar a expressao proteica, algumas linhagens celulares de mamiferos
possuem aplicagdes ainda maiores em investiga¢oes dos efeitos de manipulagaes in vitro
em sequéncias de controles transcricional e pds-transcricional. Um bom exemplo é forne-
cido pelas células COS, linhagens celulares estéveis derivadas de uma linhagem celular de
fibroblastos de rim de macaco verde africano, CV-1. Quando células CV-1 sdo infectadas
com o virus SV40 de macaco, o ciclo litico normal do SV40 se segue. Entretanto, quando
células CV-1 foram transformadas com uma linhagem de SV40 com uma origem de repli-
cagdo defeituosa, um segmento do genoma do SV40 se tornou integrado ao cromossomo
de CV-1. As células COS resultantes (CV-1 com origens defeituosas de SV40) expressam
de maneira estével o grande antigeno T codificado por SV40, a tinica proteina viral que é
necessdria para a ativagao da origem de replicacdao do SV40.

Por meio da expressdo do grande antfgeno T de SV40, de maneira estével, as células
COS permitem que qualquer DNA circular introduzido que possua uma origem de re-
plicagdo SV40 funcional se replique independentemente do cromossomo da célula hos-
pedeira, sem limitagéo clara de tamanho. Quando vetores de expressio temporéria sdo
transferidos para células COS, linhagens celulares permanentes ndo sdo originadas, pois
areplicagdo massiva do vetor torna a célula invidvel. Ainda que uma pequena proporgao
de células seja transformada de forma bem-sucedida, a amplificagdo do DNA introduzido
para altos niimeros de c6pias naquelas células compensa a baixa taxa de absor¢io.
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Figura 6.14 Recuperacao de purinas
e pirimidinas e a base da selegao por
meio HAT em testes com o marcador
timidina cinase. Células de animais em
cultura podem sintetizar nucleotideos
purinicos e timidilato normalmente por vias
de sintese de novo que envolvem certos
substratos de aminoécidos. A sintese de
novo de nuclectideos purinicos envolve

a sintese final de IMP (monofosfato de
inosina), o qual pode ser convertido
separadamente em AMP e GMP. A sintese
de novo de nucleotideos de pirimidinas é
dependente da sintese de UMP e dUMP, o
qual é convertido em TMP (timidilato) pela
timidilato sintetase; o UTP é desaminado
para originar CTP (nao mostrado). Uma
forma inativa de tetrahidrofolato é
crucialmente necesséria para fornecer um
grupo metil ou formil em trés passos-chave
que podem ser bloqueados por agentes
antifolato, como a aminopterina,
bloqueando as vias de novo. Entretanto,
nucleotideos purinicos e timidilato também
podem ser sintetizados a partir de bases
pré-formadas por vias de recuperagéo que
nao sao bloqueadas por farmacos antifolato
tais como a aminopterina. As trés enzimas
de via de recuperacao mostradas em caixas
cor-de-rosa palido: timidina cinase (TK),
hipoxantina-guanina fosforribosil transferase
(HGPRT) e adenina fosforribosiltransferase
(APRT). A utilizagao de meio HAT
(contendo hipoxantina, aminopterina e
timidina) seleciona, entao, células com

as enzimas da via de recuperacao ativas.
Células mutantes Tk sao geneticamente
deficientes em timidina cinase e nao podem
sobreviver em meio HAT a menos que
contenham moléculas de vetores com um
gene de timidina cinase funcional. PRPP
5-fosforribosil-1-pirofosfato.

adenina
PRPP PRPP
@ m=em=e= HGPRT

guanina

APRT ===

AMP GMP

glutamato ‘f

_)-)—)-)—);) IMP —— inosina —— hipoxantina

PRPP

frmmnnn

PRPP
catbamoil tetrahidrofolato
fosfato
>—)—-—}—-}-—)—) dumP TMP €—— timidina = inibigao por
' . agentes antifolato
aspartato H H (p. ex., aminopterina)
timidilato TK
sintetase

Expressao estavel em células de mamiferos

Genes introduzidos em células de mamiferos podem se integrar estavelmente no DNA
cromossomico do hospedeiro, mas o processo é muito ineficiente. As raras células estavel-
mente transformadas devem ser isoladas das outras nao transformadas por selegéo de al-
gum marcador. Duas abordagens amplas tém sido utilizadas: complementacéo funcional
de células hospedeiras mutantes e marcadores seleciondveis dominantes.

Na complementacao funcional, células hospedeiras possuem uma deficiéncia genéti-
ca que impede uma funcao especifica; a fungao original pode ser restaurada se uma cépia
funcional do gene defeituoso é fornecida por transformagao por um vetor. O transgene e
o marcador podem ser transferidos como moléculas separadas por um processo conheci-
do como cotransformacao. Um exemplo ¢ a utilizagdo de um marcador do gene Tk com
células que sdo geneticamente deficientes de timidina cinase (Tk"). A timidina cinase é
necessdria para converter timidina em monofosfato de timidina (TMP), mas o TMP tam-
bém pode ser sintetizado por conversdo enzimdtica de dUMP. O farmaco aminopterina
bloqueia a reacdo dUMP — TMP, de maneira que as células nao conseguem crescer na
presenca deste firmaco, a menos que elas tenham uma fonte de timidina e um gene Tk
funcional. A selegdo de células Tk~ é normalmente atingida em meio HAT (hipoxantina,
aminopterina, timidina) (Figura 6.14).

A principal desvantagem dos marcadores de complementagao € que eles sao espe-
cificos para uma linhagem determinada de células hospedeiras mutante, na qual o gene
correspondente nao é funcional. Como consequéncia, estes marcadores tem sido ampla-
mente substituidos por marcadores dominantes seleciondveis, os quais conferem um
fendtipo completamente novo para as células e, desta forma, podem ser usados em qual-
quer tipo celular. Marcadores deste tipo sdo geralmente genes de resisténcia a drogas de
origem bacteriana capazes de conferir resisténcia a drogas que sabidamente afetam eu-
cariotos e bactérias. Por exemplo, os antibiéticos aminoglicosideos (nos quais se incluem
neomicina e G418) sdo inibidores da sintese protéica tanto em células de eucariotos quan-
to em bactérias. O gene da neomicina fosfotransferase (neo) confere resisténcia a antibi6-
ticos aminoglicosideos e, desta forma, células transformadas com o gene neo podem ser
selecionadas pelo crescimento na presenga de G418. A Figura 6.15 ilustra um tipico vetor
de expressao em mamiferos que contém um marcador neo e diversas outras caracteristi-
cas que facilitam sua selecao e purificagao.

6.4 CLONAGEM DE DNA IN VITRO: A REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE

A clonagem de DNA baseada em células abriu diversos novos caminhos no estudo da ge-
nética, mas os procedimentos envolvidos sdo relativamente laboriosos e demorados. Para
compensar essas deficiéncias e fornecer uma maneira rapida de estudo do DNA, foram
necessdrios métodos alternativos de clonagem de DNA. A reagao em cadeia da polimerase
(PCR), um método de clonagem de DNA in vitro, foi relatada pela primeira vez na metade
dos anos 1980 e havia descoberto numerosas aplicagoes tanto em pesquisa bdsica como
em pesquisa clinica. Além de ser um método de clonagem de DNA, também permite nu-
merosas andlises que dependem da quantificagdo de DNA ou RNA.
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Devido & sua simplicidade, a PCR é uma técnica popular com uma ampla gama de
aplicagdes que confiam principalmente em trés vantagens: rapidez, sensibilidade extrema
e robustez. Sua sensibilidade permite a amplificagio de quantidades mintisculas de DNA-
-alvo - até mesmo DNA de uma tnica célula -, e vérias aplicagoes ja foram descobertas em
diagnésticos, pesquisas e ciéncia forense. Por exemplo, um individuo pode ser identifica-
do a partir de anilises de PCR de tecidos tais como cabelo ou células descartadas da pele.
Suarobustez significa que é frequentemente possivel amplificar DNA de tecidos ou células
que estejam degradados ou imersos em um meio que torne dificil o isolamento do DNA
por métodos-padrao. A amplificagao bem-sucedida por PCR é possivel a partir de peque-
nas quantidades de DNA degradado extraido de tecidos decompostos em locais histéricos
ou arqueoldgicos e de amostras de tecidos fixadas em formalina.

A PCR pode ser utilizado para amplificar de forma seletiva um
DNA-alvo raro dentro de uma populacao complexa

Geralmente, a PCR ¢ projetado para permitir replicagio seletiva de uma ou mais sequén-
cias de DNA-alvo especificas dentro de uma colegao heterogénea de sequéncias de DNA,
tornando possivel um vasto aumento em seu ntmero de cépias (amplificagdo). Muitas
vezes, 0 DNA inicial é o DNA gendmico total de uma amostra tecidual ou de células de
cultura, e o DNA-alvo é, com frequéncia, uma pequena fracao de DNA inicial. Por exem-
plo, se quiser amplificar um gene de B-globina de 1,6 kb de DNA genémico humano (com
um tamanho de genoma haploide de 3.200 Mb), a relagdo de DNA-alvo para DNA inicial
é de 1,6 kb:3.200 Mb ou 1:2.000.000. Muitas reacdes de PCR envolvem a amplificagao de
alvos ainda menores. Por exemplo, éxons humanos simples possuem, em média, 290 pb
e, entdo, representam menos de 0,000001% de uma populacéo inicial de DNA gendmico.
Como uma alternativa ao DNA gendmico, o DNA inicial pode ser totalmente prepa-
rado como cDNA, por meio do isolamento de RNA de um tecido ou linhagem celular ade-
quada e posterior conversao em DNA com a enzima transcriptase reversa. Isso é conhecido
como PCR por transcriptase reversa ou RT-PCR, por abreviacdo. Se a populacao original
de RNA possui vdrias cépias do transcrito do DNA-alvo, pode haver um enriquecimento
significativo da sequéncia-alvo em comparacio com sua representa¢ao no DNA gendmico.
Sob condigdes dtimas, a RT-PCR também pode ser usada, algumas vezes, para amplificar
sequéncias-alvo a partir de tecidos nos quais sdo expressas somente em nivel basal.

A natureza ciclica da PCR leva a amplificacao exponencial
do DNA-alvo

A PCR depende da agdo de sintese de sequéncias de oligonucleotideos como primers
para sintetizar um novo DNA em sequéncias-alvo especificas contidas no DNA inicial;
a ideia é replicar seletivamente apenas a(s) sequéncia(s)-alvo. Ela consiste em uma
série de ciclos de trés reacdes sucessivas conduzidas em temperaturas diferentes, por
isso o processo € descrito, algumas vezes, como termociclagem. Primeiro, o DNA inicial
é aquecido a uma temperatura que € alta o suficiente para quebrar as pontes de hidro-
génio que ligam as duas fitas complementares de DNA. Como resultado, a estrutura
de dupla-fita se separa para dar origem ao DNA fita simples (desnaturacéao). Para o
DNA gendémico humano, a mistura de reagido é geralmente aquecida em torno de 93 a
95°C para o passo de desnaturacao. Apds o resfriamento, os primers oligonucleotidicos
sintéticos podem se ligar, por pareamento de bases, a sequéncias complementares no
DNA fita simples (anelamento). Em seguida, na presenca dos quatro desoxinucleo-
sideos trifosfato dATP, dCTP, dGTP e dTTP, uma DNA-polimerase purificada inicia a
sintese de novas fitas de DNA que sdo complementares as fitas individuais de DNA do
segmento de DNA-alvo.

A orientagao dos primers é deliberadamente escolhida de maneira que a direcdo da
sintese das novas fitas de DNA seja em direcéo ao sitio de anelamento do outro primer.
Sendo assim, as fitas recentemente sintetizadas podem, uma por vez, servir de molde para
a sintese de DNA novo, causando uma reacao em cadeia com aumento exponencial de
produto (Figura 6.16). As trés reagdes sucessivas de desnaturacdo, anelamento dos pri-
mers e sintese de DNA sao repetidas até 30 a 40 vezes em uma reagao de PCR padrao.

O passo de sintese de DNA da PCR ocorre, geralmente, a cerca de 70 a 75°C, mas a
DNA-polimerase utilizada também precisa suportar uma temperatura muito mais alta
no passo de desnaturacdo. A necessidade de uma enzima termoestavel levou os pesqui-
sadores a isolarem a DNA-polimerase de microrganismos cujo habitat natural sdo dguas
termais. Um exemplo antigo e amplamente utilizado é a Tag-polimerase de Thermus
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Figura 6.15 Um vetor de expressao
em mamiferos, pcDNA3.1/myc-His. A
série de vetores de expressao plasmidiais
pcDNA da Invitrogen proporciona a
expressao em altos niveis de proteinas
constitutivas em células de mamiferos.
Aqui & mostrado o vetor de expressao
pcDNA3.1/myc-His. Insertos de DNA
clonados podem ser transcritos a partir do
promotor forte de citomegalovirus (Pg,,,),

o qual garante altos niveis de expressao
em células de mamiferos, e os transcritos
s&o poliadenilados com o auxilio de um
elemento de sequéncia de poliadenilagao
de um gene de horménio de crescimento
bovino (BGH pA). Os sitios mdltiplos

de clonagem sao seguidos por duas
sequéncias codificantes curtas que podem
ser expressas para originar marcadores dos
peptideos. O epitopo marcador myc permite
uma varredura por recombinantes com um
anticorpo especifico para o peptideo Myc, e
um marcador de afinidade de seis residuos
de histidina consecutivos (6 X His) facilita
a purificagdo da protefna recombinante
por cromatografia por afinidade com uma
matriz de acido niquel-nitrilotriacético.

A tradug&o termina em um codon de
terminagao determinado (PARADA). Um
gene neo marcador (regulado por um
promotor SV40 e uma sequéncia poli(A)
SV40) permite a selegao por crescimento
de células hospedeiras transformadas com
o0 antibiético G418. Componentes para
propagacao em E. coli incluem uma origem
de replicagao permissiva de plasmideo
ColE1 (ori pUC) e um gene de resisténcia

a ampicilina (Ampn) mais uma origem de
replicagao do fago f1 (ori f1), a qual fornece
uma opgao para a produgao de DNA
recombinante fita simples.
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Figura 6.16 A reagao em cadeia

da polimerase (PCR). (A) DNA

contendo sequéncia a ser amplificada

(a sequéncia-alvo, mostrada aqui em
vermelho) &, primeiramente, desnaturado
por aquecimento. Os primers de
oligonucleotideos, projetados para serem
complementares as sequéncias de DNA
que flanqueiam a sequéncia-alvo, na
extremidade 3' em fitas opostas (setas azul
e verde), podem entao se ligar (anelamento
dos primers). Apos, ocorre a sintese de
DNA, e os primers sao incorporados nas
novas fitas de DNA sintetizadas. O primeiro
ciclo resulta em duas novas fitas de DNA
cujas extremidades 5' sédo fixadas pela
posicao do primer de oligonucleotideo,

mas cujas extremidades 3’ se estendem
além do outro primer (indicado por linhas
pontilhadas). (B) Apds o segundo ciclo, as
quatro novas fitas consistem em mais dois
produtos com extremidades 3’ varidveis,
mas agora as duas fitas possuem seu
tamanho em ambas extremidades 5' e 3’
definido pelas sequéncias dos primers. Apos
o terceiro ciclo, seis das oito novas fitas
consistem apenas em DNA-alvo e regiao
flanqueadora; apos 30 ciclos, ou mais,
com um aumento exponencial, este sera o
produto predominante.
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aquaticus. Entretanto, a Taq-polimerase nao possui atividade de exonuclease 3'—5' para
promover uma revisio. Todas as polimerases cometem erros ocasionais por meio da in-
ser¢do de uma base errada, mas estes erros de copia podem ser corrigidos por uma ati-
vidade exonuclease de revisao 3'— 5'. Consequentemente, outras bactérias termofilicas
foram testadas como fontes de polimerases termoestaveis como com atividade de revisao
3'—5’, tal como a Pfu-polimerase de Pyrococcus furiosus.

A amplificacao seletiva de sequéncias-alvo depende da ligacao
altamente especifica de sequéncias de primers

Para permitir a amplificacdo seletiva, algumas informagdes sobre a sequéncia do DNA-
-alvo sdo necessdrias. As informacgoes sao utilizadas para projetar dois primers oligonu-
cleotideos com um comprimento de 18 a 25 nucleotideos que sao especificos para duas
sequéncias imediatamente flanqueadoras ao DNA-alvo.

Para a maioria das reagdes de PCR, o objetivo é amplificar uma tinica sequéncia de
DNA, entao é importante reduzir as chances dos primers se ligarem a outras localidades
no DNA que ndo as desejadas. E importante evitar sequéncias repetitivas de DNA. A fim de
ndo permitir a ligacao dos primers uns aos outros, a sequéncia 3’ de um primer nao deve
ser complementar em sequéncia a nenhuma regidao do outro primer na mesma reacao.
Para garantir que um primer nio sofra pareamento de bases internas, sua sequéncia nio



Genética Molecular Humana

185

deve incluir repeticées invertidas ou qualquer sequéncia complementar a si mesma que
seja maior em comprimento que 3 pb.

Para garantir que o primer se ligue com um alto grau de especificidade & sua sequéncia
complementar, a temperatura para o passo de anelamento do primer deve ser estabelecida
de maneira que seja tao alta a ponto de permitir o pareamento entre ele e seu sitio de liga-
¢do. Uma medida titil de estabilidade de qualquer diplice de dcido nucleico é a temper-
tatura de fusio (do inglés T,, - melting temperature), a temperatura que corresponde ao
ponto médio nas transigdes observadas da forma de dupla-fita para a forma de fita simples.
Para garantir uma alta especificidade na ligagéo do primer, a temperatura de anelamento é
em geral estabelecida para ser em torno de 5°C abaixo da temperatura de fusdo calculada;
se a temperatura de anelamento fosse muito mais baixa, os primers tenderiam a se ligar a
outras regioes no DNA que possuissem sequéncias parcialmente complementares.

As temperaturas de fusdo e de anelamento do primer dependem da composigio de
bases. Isto porque os pares de base GC possuem trés pontes de hidrogénio e os pares de
base AT possuem apenas duas. Fitas com uma alta porcentagem de pares de base GC sio,
entdo, muito mais dificeis de se separar do que as que possuem uma baixa composigédo de
pares de base GC. Os melhores primers possuem um contetido de GC entre 40 e 60% com
uma distribui¢ao de todos os quatro nucleotideos. Além disso, os valores de T, calculados
para os dois primers utilizados juntamente nio devem diferir por mais de 5°C, e o valor de
T,, no DNA-alvo amplificado nao deve diferir dos valores dos primers por mais de 10°C.

O desenvolvimento de primers é auxiliado por diversos softwares comerciais e alguns
programas gratuitos, os quais podem ser acessados pela internet em sites de compilagao,
tais como http://www.humgen.nl/primer_design.html. Como visto a seguir, é particular-
mente importante que as extremidades 3’ dos primers sejam perfeitamente combinadas
as sequéncias desejadas. Diversas modificagoes sao frequentemente utilizadas para redu-
zir as chances de ligagdo nao especifica de primers, incluindo hot start PCR, PCR fouch-
-down e a utilizacdo de primers agrupados (Quadro 6.2).

A PCR é desvantajosa como um método de clonagem de DNA por
pequenos comprimentos e comparativamente baixos rendimentos
de produtos

A PCR é um método de escolha para amplificar seletivamente quantidades muito peque-
nas de DNA-alvo, de maneira rapida e acurada. Ela é ajustada de forma ideal para conduzir
andlises rdpidas de sequéncias gendmicas ou de cDNA. Entretanto, possui desvantagens
como método de clonagem de DNA. Em particular, a gama de variagdo de tamanho dos
produtos de amplificagdo em uma reagdo de PCR padrao é raramente maior que 5 kb, en-
quanto a clonagem de DNA que utiliza células como base torna possivel a clonagem de
fragmentos de até 2 Mb. Ao passo que o tamanho do produto desejado aumenta, torna-
-se mais dificil obter uma amplificagao eficiente com PCR. Para contornar esse problema,
protocolos de PCR de longo alcance que utilizam uma mistura de dois tipos de polimerases
termoestaveis foram desenvolvidos em um esforco para fornecer niveis 6timos de DNA-
-polimerase e atividade de exonuclease de revisao 3'—5'. Utilizando protocolos modifica-
dos, podem ser obtidos produtos de PCR com quilobases de comprimento; DNAs maiores
clonados podem ser obtidos somente por meio de clonagem utilizando células como base.

A PCR geralmente envolve apenas 30 a 40 ciclos, tempo no qual a reagao atinge uma
fase estdvel, ao passo que os reagentes vao se esgotando e os inibidores vido se acumu-
lando. Quantidades em nivel de microgramas do produto de DNA desejado podem ser
obtidas, mas de forma demorada e bastante cara para fazer a reagao atingir quantidades
maiores de DNA. Além disso, o produto de PCR pode nao estar em uma forma adequada,
que permita determinados estudos subsequentes. Entao, quando quantidades particular-
mente grandes de DNA sdo necessdrias, é frequentemente conveniente clonar o produto
do PCR em uma clonagem que utiliza células como base. Sistemas de clonagem plasmi-
diais sdo utilizados para propagar em células bacterianas DNA clonado por PCR. Uma vez
clonado, o inserto pode ser clivado com endonucleases de restri¢ao apropriadas e transfe-
rido para outros plasmideos que, por exemplo, permitam sua expressio para originar um
produto proteico ou de RNA.

Diversas polimerases termoestéveis, rotineiramente utilizadas, possuem uma ativida-
de terminal de desoxinucleotidil-transferase que modifica de forma seletiva fragmentos ge-
rados por PCR pela adicao de um tinico nucleotideo, geralmente desoxiadenosina, & extre-
midade 3’ dos fragmentos de DNA amplificados. As extremidades 3’ livres podem, s vezes,
tornar dificil a clonagem de produtos de PCR em células, e varios métodos sdo utilizados
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QUADRO 6.2 Alguns métodos de PCR comuns

PCR alelo-especifico. Projetado para amplificar uma sequéncia de DNA
excluindo a possibilidade de amplificar outros alelos. Baseado na neces-
sidade de pareamento preciso entre a extremidade 3' de um primer de
PCR e o DNA-alvo. Ver Figura 6.17.

PCR ancorado. Utiliza um primer de sequéncia especifica e um primer
universal para amplificar sequéncias adjacentes a uma sequéncia conhe-
cida. O primer universal reconhece e se liga a uma sequéncia comum que
é artificialmente ligada a todas as diferentes moléculas de DNA.
PCR-DOP (PCR com primers de oligonucleotideos degenerados).
Utiliza primers de oligonucleotideos parcialmente degenerados (conjuntos
de sequéncias oligonucleotidicas que foram sintetizadas em paralelo para
obter a mesma base em certas posicoes nucleotidicas, diferindo em ou-
tras posigoes) para amplificar uma variedade de DNAs-alvo relacionados.
PCR hot-start. Uma maneira de aumentar a especificidade da reagao
de PCR. A mistura de todos os reagentes do PCR antes de um passo
inicial de desnaturacao por aquecimento possibilita mais oportunidades
de ligagao nao especifica de primers. Para reduzir essa possibilidade, um
ou mais componentes da PCR sao fisicamente separados até o primeiro
passo de desnaturagao.

PCR inverso. Uma maneira de acessar o DNA que fica imediatamente
adjacente a uma sequéncia conhecida. Neste caso, a populacao inicial
de DNA é digerida com uma endonuclease de restri¢ao, diluida em baixas
concentragoes de DNA e, entao, tratada com DNA-ligase para auxiliar a
formagao de moléculas de DNA circular por ligagao intramolecular. Os
primers de PCR sao posicionados de modo a se ligarem a uma sequéncia
de DNA conhecida e, entao, iniciarem a sintese de DNA novo na diregao
contréria, levando a amplificagao da sequéncia desconhecida. Ver Figura
1 (X e Y s&o sequéncias nao caracterizadas flanqueando uma sequéncia
conhecida).

X Y
R LI R
SRR YT I
b J
DNA conhecido

(i) clivar com endonucleases de restricao em R
(i) ligar (circularizar) usando a DNA-ligase
(iii) desnaturar, anelar os primers iniciadores — PCR

“tanmnes®”

PCR com primers especificos de conectores. Uma forma de amplifi-
cacao indiscriminada que envolve a ligagéo de nucleotideos conectores
a ambas as extremidades de todos os fragmentos de DNA em um DNA
inicial e a amplificagao de todos os fragmentos por meio da utilizagao de
um primer com ligagao especifica (ver Figura 6.18).

PCR com primers especificos. Uma maneira de aumentar a especifici-
dade de uma reagao de PCR. Os produtos de uma reacao de amplifica-
¢do inicial sao diluidos e utilizados como fonte de DNA inicial para uma
segunda reagdo na qual um conjunto diferente de primers é utilizado,
correspondendo as sequéncias localizadas proximas, mas internas, das
utilizadas na primeira reagao.

PCR competitivo. Uma forma de PCR com primers ancorados (veja an-
teriormente) para a amplificagao rapida das extremidades de cDNA. Isso
sera descrito em um capitulo posterior.

PCR em tempo real (também chamado de PCR quantitativo e
qPCR). Utiliza um termociclador de detecgao por fluorescéncia para am-
plificar sequéncias especificas de acidos nucleicos e para realizar uma
quantificagao simultanea de suas concentragdes. Existem duas aplica-
coes de pesquisa principais: (1) quantificar expressao génica (e confirmar
a expressao diferencial de genes por meio de analises de hibridizagao por
microarranjos) e (2) procurar por mutagoes e polimorfismos de nucleoti-
deos simples. Em laboratérios de analises também € utilizado como me-
dida de abundancia de sequéncias de DNA e RNA em amostras clinicas
e industriais.

RT-PCR (PCR com transcriptase reversa). Uma PCR na qual a popula-
4o inicial & RNA total ou mRNA poli(A) " e um passo inicial com transcrip-
tase reversa € necessario para produzir cDNA.

PCR touch-down. Uma maneira de aumentar a especificidade de uma
reagao de PCR. A maioria dos termocicladores pode ser programada para
realizar corridas nas quais a temperatura de anelamento seja diminuida
de forma incrementada durante a ciclagem da PCR de um valor inicial
acima do T, esperado para um valor abaixo do T,,. Por meio da manuten-
céo da estringéncia da hibridizagdo bastante alta no inicio, a formacao de
produtos esplrios é desfavorecida, permitindo que a sequéncia esperada
seja predominante.

PCR de todo o genoma. PCR indiscriminada. Antigamente, era realizada
utilizando-se primers amplamente degenerados (ver PCR degenerado) ou
por ligagao de primers de oligonucleotideos conectores a uma populagao
complexa de DNA, utilizando, entao, primers de oligonucleotideos de li-
gagao especifica para amplificar todas as sequéncias (PCR com primers
de conectores). Entretanto, esses métodos nao amplificam todas as se-
quéncias, pois estruturas secundarias de DNA representam um problema
para a polimerase padrao utilizada em PCR, causando deslizamento ou
dissociagao da enzima e do molde, resultando em artefatos de amplifica-
¢&o nao especifica e compreensao incompleta de loci. Para compensar
essas dificuldades, um procedimento de amplificacao isotermal sem ser
por PCR é hoje comumente utilizado, conhecido como amplificagao de
deslocamento multiplo (MDA). No método de MDA, uma DNA-polimerase
do fago phi29 que desloca a fita € utilizada em uma amplificacao de DNA
em forma de circulo rolante a uma temperatura constante de cerca de
30°C (ver Leituras adicionais).

Figura 1 PCR inversa.

para aumentar a eficiéncia da clonagem. Vetores especializados, como pGEM-T-easy, po-
dem ser tratados para possuirem extremidades 3’ livres complementares em seus sitios de
clonagem que estimulardo o pareamento de bases com as extremidades 3’ livres dos pro-
dutos de PCR a serem clonados (clonagem TA). Alternativamente, os nucleotideos livres
nos produtos de PCR sdo removidos com enzimas de polimento tais como polimerase T4
ou polimerase Pfu. Primers de PCR também podem ser modificados por meio da cria¢do de
uma extensao de 10 nucleotideos contendo um sitio de restrigao adequado na extremidade
5. A extensdo nucleotidica ndo forma pares de base com o DNA-alvo durante a amplifica-
¢do, mas, mais tarde, o produto amplificado pode ser digerido com a enzima de restri¢do
apropriada a fim de gerar extremidades livres para clonagem em um vetor apropriado.
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Uma grande variedade de abordagens de PCR foi desenvolvida
para aplicacoes especificas
As diversas aplicagoes da PCR e a necessidade de aperfeigoar a eficiéncia e a especifici-

dade incitaram a criagdo de uma grande variedade de abordagens de PCR. A seguir e no
Quadro 6.2 serdo consideradas algumas aplicagdes selecionadas.

PCR alelo-especifico

Virias aplicagbes requerem a habilidade de distinguir entre dois alelos que se podem di-
ferir por apenas um tinico nucleotideo. Aplicagoes de diagndsticos incluem a habilidade
de distinguir entre uma mutagao de ponto causadora de doengas e o alelo normal. O PCR
alelo-especifico tira vantagem da dependéncia crucial de pareamento correto entre bases
na extremidade 3’ dos primers de ligagao. No método popular ARMS (sistema de ampli-
ficagao refratdria de mutagdes), primers alelo-especificos sdo desenhados de forma que
os nucleotideos na sua extremidade 3’ pareiem com os nucleotideos varidveis que distin-
guem os alelos. Sob condigdes experimentais adequadas, a amplifica¢do nido acontecerd
quando os nucleotideos da extremidade 3' nao estiverem perfeitamente pareados, distin-
guindo, assim, os dois alelos (Figura 6.17).

Amplificacao de alvos multiplos e métodos de PCR de todo o genoma

A PCR padrio é baseada na necessidade de anelamento extremamente especifico dos
primers para permitir amplificagdo seletiva de uma sequéncia-alvo conhecida desejada.
Entretanto, a PCR também pode ser deliberadamente projetada para amplificar simulta-
neamente varios membros de uma familia de sequéncias que possuam algumas caracterfs-
ticas comuns de sequéncia. Alguns elementos altamente repetitivos, tais como a sequéncia
humana Alu, ocorrem em frequéncias tao altas que é possivel desenhar primers que se li-
guem a multiplas sequéncias Alu. Se duas sequéncias Alu préximas estdo em orientagoes
opostas, um tnico tipo de primer Alu especifico pode se ligar a ambas as sequéncias, possi-
bilitando a amplificagao da sequéncia entre as duas repeti¢oes Alu (Alu-PCR).

Para alguns propdsitos, todas as sequéncias em uma populagio inicial de DNA pre-
cisam ser amplificadas. Essa abordagem pode ser utilizada para reabastecer uma fonte
refinada de DNA que esteja presente em quantidades bastante limitadas (amplificacéo
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Figura 6.17 0O PCR alelo-especifico é
dependente de pareamento perfeito entre
os nucleotideos das extremidades 3’ dos
primers. (A) Os alelos 1 e 2 diferem-se
por uma Gnica base (A—C). Dois primers

de oligonucleotideos alelo-especificos

(ASP1 e ASP2) sao desenhados para serem
idénticos em sequéncia aos dois alelos

em uma regiao precedendo a posi¢ao do
nucleotideo variavel, mas que se diferem

e terminam neste nucleotideo varidvel.

ASP1 e ASP2 sao utilizados como primers
alternativos em reacoes de PCR com outro
primer que é desenhado para se ligar a uma
regido conservada na fita de DNA oposta
para ambos os alelos. (B) ASP1 que se
ligara perfeitamente a fita complementar

da sequéncia do alelo 1, permitindo a
amplificacao com primers conservados.
Entretanto, a extremidade 3’ C-terminal do
primer ASP2 possui falhas no pareamento
com o T da sequéncia do alelo 1, tornando a
amplificacao impossivel. Similarmente, ASP2,
mas nao ASP1, pode se ligar perfeitamente
ao alelo 2 e iniciar a amplificagao.
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Figura 6.18 Utilizagao de
oligonucleotideos conectores para
amplificar maltiplos DNAs-alvo
simultaneamente. O DNA a ser
amplificado é digerido com uma
endonuclease de restricao que produz
extremidades coesivas. O conector é
preparado por sintese individual de dois
oligodesoxirribonucleotideos que sao
complementares em sequéncia, de modo
que, quando passiveis de combinacao,
formem uma sequéncia de DNA dupla-fita
com o mesmo tipo de extremidade coesiva
que os fragmentos de restricdo. A ligagao
dos oligonucleotideos conectores aos
fragmentos de restricao do DNA-alvo
pode resultar em fragmentos sendo
flanqueados por um conector de cada lado.
Os primers especificos para os conectores
podem, entao, permitir a amplificacao das
moléculas de DNA-alvo com conectores
em ambos os lados (mostrado no caso

de apenas um dos diferentes fragmentos
neste exemplo). Como resultado,
numerosas sequéncias de DNA em uma
populagdo inicial podem ser amplificadas
simultaneamente.

DNA-alvo digerido com endonuclease de restrigao. sintese de dois oligonucleotideos de maneira
P ex., Mbol (a qual origina extremidades coesivas 5’ GATC) que possuam sequéncias complementares
e cada um possua a mesma sequéncia
l palindrémica GATC na extremidade 5'

5 TR 5 YO >
3 CTAG 5’
3 CTAG _ 5

J, pareamento de bases

P LG SRS e e
CTAG
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de todo o genoma). Como serd visto em capitulo posterior, ela também tem sido utilizada
para amplificagdo indiscriminada com o objetivo de produzir moldes ao sequenciamento
de DNA. Uma maneira de realizar amplificacdo de alvos miiltiplos é unir covalentemente
um oligonucleotideo de dupla-fita ligante as extremidades de todas as sequéncias de DNA
na populagdo inicial e, entéo, utilizar primers ligantes especificos para amplificar todas as
sequéncias de DNA (Figura 6.18). Uma alternativa a utilizagdo de oligonucleotideos ligan-
tes é o uso de oligonucleotideos amplamente degenerados como primers. Isto é, quando
oligonucleotideos sao sintetizados com um nucleotideo de cada vez, todos os quatro nu-
cleotideos podem ser inseridos em posigdes especificas, em vez de um tnico, para ori-
ginar um conjunto paralelo de diversos oligonucleotideos diferentes. Como resultado,
ntimeros muito grandes de diferentes oligonucleotideos sao sintetizados e podem se ligar
a numerosas sequéncias diferentes no genoma, possibilitando a amplificacao de grande
parte do DNA gendmico por PCR. Note, entretanto, que a amplificagdo de todo o genoma
néo é frequentemente realizada por PCR, mas por uma forma alternativa de clonagem de
DNA in vitro (ver Quadro 6.2).

Mutagénese por PCR

A PCR pode ser utilizada para construir vérios tipos de substituigoes de bases predetermi-
nadas, delegdes e inser¢oes em um DNA-alvo. Em mutagéneses causadas por adi¢do na
extremidade 5', uma sequéncia desejada ou um grupo quimico é adicionado de forma
muito semelhante ao que seria a ligagdao de um oligonucleotideo. Um primer mutagénico
é desenhado de forma a complementar a sequéncia-alvo na sua extremidade 3', e a extre-
midade 5’ a conter uma sequéncia nova desejada ou uma sequéncia com um grupo qui-
mico agregado. A sequéncia 5' adicional nao participa no primeiro passo de anelamento
da reacgao de PCR, mas, subsequentemente, se torna incorporada ao produto amplifica-
do, gerando, assim, um produto recombinante (Figura 6.19A). A sequéncia 5’ adicional
pode conter um ou mais dos seguintes: um sitio de restri¢ao adequado que possa facilitar
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aclonagem de DNA baseada em células; um nucleotideo modificado contendo um grupo
repdrter ou marcado, tal como um nucleotideo biotinilado ou um fluoréforo; ou um fago
promotor para conduzir a expressao génica.

Em mutagdao por primers imperfeitos, o primer é desenhado para ser apenas parcial-
mente complementar ao sitio-alvo, mas de maneira que ele ainda se ligue especificamente
ao alvo. Inevitavelmente, isso significa que a mutagio é introduzida préximo ao final da
extremidade do produto de PCR. Essa abordagem pode ser explorada para introduzir um
sitio artificial de enzima de restri¢ao diagndstica que permita a procura por uma mutacao
conhecida. Mutagdes também podem ser introduzidas em qualquer ponto dentro de uma
sequéncia escolhida utilizando primers imperfeitos. Duas reagoes mutagénicas sao con-
cebidas, nas quais os dois produtos de PCR separados possuem sequéncias parcialmente
sobrepostas contendo a mutagao. Os produtos desnaturados sdo combinados para gerar
um produto maior com a mutagdo em uma localizagao mais central (Figura 6.19B).

PCR em tempo real (qQPCR)

PCR em tempo real (ou qPCR, uma abreviagio de PCR quantitativo) ¢ um método ampla-
mente utilizado para quantificar DNA ou RNA. No ultimo caso, o RNA é copiado com o
auxilio de uma transcriptase reversa para originar fitas complementares de DNA. Reagdes
de PCR padrao, nas quais os produtos de amplificagio sdo analisados no final do procedi-
mento, ndo sdo muito adequadas para quantificagdo. Amostras sao removidas dos tubos
de reacdo, fracionadas por tamanho em géis de agarose e detectadas por ligagdao com bro-
meto de etideo, o qual floresce sob radiacao violeta. Este procedimento, além de demora-
do, nao é muito sensivel. Em PCR em tempo real (qPCR), entretanto, a quantificagio ¢é feita
automaticamente, enquanto a reacao estd realmente ocorrendo, em um equipamento de
PCR especialmente projetado. Os produtos de reagao sao analisados em um estagio mais
inicial do processo de amplificacdo, quando a reagao ainda estd exponencial, permitindo
uma quantificagao mais precisa do que a do final da reacao. Existem diversas aplicagoes,
tanto para as quantificagoes absolutas de um acido nucleico como para as quantificacoes
comparativas. Umas das mais importantes é a do rastreamento da expressao génica, e serd
descrita em detalhes no Capitulo 8 como qPCR funciona e é utilizado na construgao de
perfis de expressao génica.

Figura 6.19 Mutagénese por PCR.

(a) Mutacao por adigao na extremidade

5. Os primers podem ser modificados na
extremidade 5' para introduzirem uma
sequéncia nova desejada ou um grupo
quimico (barras vermelhas) que nao faga
parte do anelamento inicial ao DNA-alvo,
mas seja copiado nos ciclos subsequentes.
Os produtos do segundo ciclo e dos ciclos
finais sdo mostrados neste exemplo. (B)
Mutagénese por falha no pareamento do
primer. Uma mutagao local especifica
predeterminada localizada em um segmento
central pode ser introduzida por duas
reacoes de PCR separadas 1 e 2, cada
uma amplificando segmentos de DNA que
se sobrepéem. Primers complementares
mutantes, 1M e 2M, introduzem mau
pareamento de bases deliberadamente no
sitio da mutagao. Apos os dois produtos
de PCR serem combinados, desnaturados
e reanelados, cada uma das duas fitas do
produto 1 pode parear suas bases com
fitas complementares do produto 2 para
formar heteroduiplices com extemidades 3’
recuadas. A DNA-polimerase pode estender
as extremidades 3’ para formar produtos
de comprimento completo com a mutagao
introduzida em um segmento central, e
eles podem ser amplificados por meio da
utilizacao dos primers externos 1 e 2, apenas.
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