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|. CONCEITOSBASICOS

1. INTRODUCAO

Até a década de 70, o DNA era o componente celular mais dificil de ser analisado.
Sua sequéncia de nucleotideos de enorme tamanho e monotonia quimica era geralmente
analisada através de meios indiretos como a sequéncia de proteinas e analise genética. A
partir da década de 70 novas tecnologias foram desenvolvidas permitindo o isolamento e a
purificacdo de genes especificos num processo chamado de clonagem génica. Na verdade,
muitas destas técnicas sdo provenientes da Microbiologia, Bioguimica, Imunologia e
Genética Microbiana e permitiram gque a andlise do DNA ganhasse um novo enfoque. O
DNA tornou-se entdo, a molécula mais facil de ser analisada, sendo possivel isolar regides
especificas, obté-las em grande quantidade e determinar a sua seguiéncia numa velocidade
de milhares de nucleotideos por dia.

A Tecnologia do DNA recombinante, como se convencionou denominar este
conjunto de técnicas, tem uma ampla aplicacdo. Ela pode ser usada para estudar
mecanismos de replicacdo e expressao génica, na determinacdo da sequiéncia de um gene e
conseqientemente da proteina que ele codifica, ou no desenvolvimento de culturas
microbianas capazes de produzir substancias Uteis tais como a insulina humana, hormdnio
de crescimento, vacinas e enzimas industriais em grandes quantidades. Sua aplicagéo
comercial ou biotecnol égica parece ter um potencial inesgotavel.

Como consequéncia do desenvolvimento desta tecnologia é atualmente possivel
realizar investigacdo de paternidade e o diagnodstico de doencas genéticas e infecciosas

através daandlise de DNA.

2. CONCEITO DE CLONAGEM MOLECULAR

A origem do termo clonagem vem da Genética Bacteriana que considera uma col6nia
de bactérias como um clone porque todos os individuos sdo geneticamente idénticos a
bactériainicial.

A técnica central da metodologia do DNA recombinante € a clonagem molecular, a
qual consiste no isolamento e propagacdo de moléculas de DNA idénticas. A clonagem

molecular compreende pelo menos dois estégios importantes. Primeiro, o fragmento do
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DNA de interesse chamado de inserto € ligado a uma outra molécula de DNA chamada de
vetor para formar o que se chama de DNA recombinante. Segundo, a molécula do DNA
recombinante € introduzida numa célula hospedeira compativel, num processo chamado de
transformacdo. A célula hospedeira que adquiriu a molécula do DNA recombinante € agora
chamada de transformante ou célula transformada.

Um unico transformante, em condicdes ideais, sofre muitos ciclos de divisdo celular,

produzindo uma coldnia que contém milhares de cépias do DNA recombinante.

3. ENZIMASDE RESTRICAO

Em 1953 foi descrito um estranho fendmeno no qual a eficiéncia da replicacdo de um
bacteriéfago (virus de bactérias) dependia da célula hospedeira na qual ele estava inserido.
Algum tempo depois percebeu-se que a inabilidade de certos fagos crescerem em
determinadas linhagens bacterianas era devido a presenca de nucleases atamente
especificas que clivavam o seu DNA. Isto pode ser encarado como um sistema de defesa
bacteriano que degrada DNA que Ihe € estranho (restricdo). A bactéria protege seu proprio
DNA desta degradacéo “camuflando-0” através da metilacéo de algumas bases especificas
(modificacdo). Como consequiéncia, este sistema é frequentemente descrito como fendmeno
da restric&o/modificagdo e existe em um grande nimero de bactérias.

As enzimas de restricdo ou endonucleases de restricdo sdo divididas em vérias
classes, dependendo da estrutura, da atividade e dos sitios de reconhecimento e clivagem.
As enzimas do Tipo |l, as mais importantes na Tecnologia do DNA Recombinante, sdo
proteinas monomeéricas ou diméricas e clivam o DNA no mesmo sitio do seu
reconhecimento. O sitio de reconhecimento deste tipo de enzima é normamente uma
seguéncia palindrémica, isto &, elatem um eixo de simetria e a seqliéncia de bases de uma

fita @ a mesma dafita complementar, quando lida na direg&o oposta (Figura 1).



a) Clivagem no eixo de simetria b) Clivagem simétricamente situada ao
redor do eixo de simetria
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Figura 1. Os dois tipos de clivagem feitos por enzimas de restricdo. As setas indicam os sitios de
clivagem e as linhas pontilhadas representam o centro de simetria da sequéncia.

Estas enzimas reconhecem seqiiéncias especificas de 4 a 8 pares de base (pb) na
molécula de DNA e fazem dois cortes, um em cada fita. Ha 2 tipos distintos de clivagens. @)
os dois cortes ocorrem no eixo de simetria da seqiiéncia especifica, gerando extremidades
abruptas, ou b) os cortes sdo feitos simetricamente, porém, fora do eixo de simetria, gerando
extremidades coesivas. Estes dois tipos de clivagens e suas consequiéncias estdo mostrados
naFigura 1.

Atualmente, mais de 1000 enzimas de restricdo ja foram identificadas. A
nomenclatura desenvolvida foi baseada na abreviagcéo do nome do microrganismo do qual a
enzima foi isolada. A primeira letra representa o género e as outras duas a especie, seguido
de um agarismo romano (ou outraletra) que indica a ordem da descoberta ou alinhagem da
qual elafoi isolada. Por exemplo, a enzima de restricdo denominada de EcoRl € purificada
de uma Escherichia coli que carrega um fator de transferéncia de resisténcia RI, enquanto

que aHind Il éisolada da Haemophilusinfluenzae, linhagem d I11.

A Tabela 1 mostra a sequéncia palindromica e o local de clivagem de algumas
enzimas de restri¢cao. Note que algumas enzimas deixam terminagdes coesivas enquanto que

outras fazem cortes abruptos ou h&o coesivos.



Microrganismo Enzima Sequéncia Alvo
v

Escherichia coli EcoRl c {IA'\}? g\ A G
. . . G+G\A T C C
Bacillus amyloliquefaciens H BamHI cclT ﬁA G G
. . e A$G\A T C T
Bacillus globigii Balll T CclT ﬁA G A
. . Pu G C%G C Pi
Haemophilus aegyptius Haell p* C GcCcGh
. . . A%A\G cC T T
Haemophilus aegyptius Hindlll T T}cﬁe A A
. . .. C T\G%C A G
Providencia stuartii Pstl GﬁAlC G T C
G+T\C G A C

Streptococcus albus G Sall c Alc %C T G

. T+C G A
Thermus aquaticus Taql A G +c T
. . - T G+G cC C A
Brevibacterium albidium Ball ACIC GO T
A

Haemophilus aegyptius Haelll (¥ & ¢(d ¢ a
. c c*c G G G
Serratia marcescens Smal G G+G cC cc

Tabela 1. Algumas endonucleases de restricdo: origem e sitios de clivagem. A setaindicao local de

clivagem. Pu e Pi referem-se, respectivamente, a qualquer purina e pirimidina.

O interesse por estas enzimas de restricdo aumentou em 1973 quando se percebeu
que elas poderiam ser usadas para fragmentar 0 DNA deixando extremidades de fitas
simples de DNA que permitiam a ligagdo dos fragmentos. Isto significava que a
recombinacdo poderia ser efetuada em tubos de ensaio. Além disto, DNA bacteriano
poderia recombinar com DNA humano ou de qualquer outra espécie, abrindo a
possibilidade de clonar genes humanos ou isolar proteinas de culturas bacterianas.

Uma importante consequiéncia da especificidade destas enzimas de restricdo € que o

nuimero de clivagens feito por cada uma delas no DNA de qualquer organismo € definido e



permite o isolamento de fragmentos deste DNA. Portanto, cada enzima de restricdo gera
uma familia Unica de fragmentos quando cliva uma molécula de DNA especifica. Enzimas
gue reconhecem sitios de restri¢cdo compostos por 4 pares de bases clivam o DNA em média
a cada 256 nucleotideos (4*=256). Aquelas que reconhecem sitios com 6 e 8 pb clivam o
DNA em média a cada 4096 e 65536 pb, respectivamente. No entanto, esta média pode
sofrer variagOes significativas, dependendo principamente da composicdo de bases do
DNA analisado. Por exemplo, a enzima Notl reconhece um sitio de restricdo contendo 8pb,
incluindo nucleotideos CpG, gque raramente ocorre no DNA de mamiferos.

A familia de fragmentos gerados por digestdo com enzima de restricdo é geralmente
detectada pela separacdo destes fragmentos por eletroforese em gel de agarose. Os
fragmentos migram em funcéo de seus pesos moleculares sendo que 0s menores migram

mais rapidamente (Figura 2).
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Figura 2. Moléculas de DNA de tamanhos diferentes podem ser separadas por eletroforese.
Moléculas menores movem-se mais rapidamente que moléculas maiores, tornando-se portanto
separadas em bandas. O DNA é corado com brometo de etidio, uma molécula que fluoresce quando
iluminada com luz Ultra Violeta.

4. CONSTRUCAO DO DNA RECOMBINANTE

Uma enzima de restricdo particular reconhece somente uma seqiéncia Unica de
bases. DNASs de origens diferentes sob a acdo da mesma enzima de restricdo produzem

fragmentos com o mesmo conjunto de extremidades fitas simples. Portanto, fragmentos de
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dois diferentes organismos (por exemplo, bactéria e homem) podem ser ligados por
renaturacdo das regides de fita simples. Além disto, se aligacdo for "selada’ com a enzima
DNA ligase, depois do pareamento de bases, os fragmentos serdo ligados permanentemente.

A técnica de DNA recombinante tem um interesse especia se uma das fontes de

DNA clivado for um plasmideo.

Plasmideo DNA humano
de [ TGCA  TGCA
E.coli o

l Enzima l Enzima

AT eca T
T ACG T  ACG
DNA ligase

Plasmideo hibrido

Figura 3. Construcdo de uma molécula de DNA hibrida a partir de fragmentos de diferentes
organismos obtidos com o uso de enzima de restrigao.

A figura 3 mostra uma molécula de DNA de plasmideo que tem somente um sitio de
clivagem para uma determinada enzima de restricdo. A mesma enzima € usada para clivar
DNA humano. Se os fragmentos de DNA humano sdo misturados com o DNA plasmidial
linearizado, permitindo a ligag&o entre eles, uma molécula de DNA plasmidial contendo
DNA humano pode ser gerada. Este plasmideo hibrido pode ser inserido numa bactéria
através de transformagéo e entdo o inserto sera replicado como parte do plasmideo.
Geralmente, antibioticos séo acrescentados a0 melo da cultura para sdecionar somente as
linhagens que portam os plasmideos (o0 plaamideo usado para esta findidade porta ressténcia a pelo

menos um antibi6tico).



5. DNA LIGASE

Conforme mencionado anteriormente, esta enzima promove a ligagdo dos fragmentos de
DNA em vetores previamente clivados por endonucleases de restricgo. A DNA ligase requer um
grupo OH livre na extremidade 3' de uma das cadeias de DNA e um grupo fosfato na
extremidade 5' da outra cadeia (Figura 4). A E.coli e o fago T4 codificam uma DNA ligase
capaz de selar fragmentos de DNA com duplafita. DNA ligase isolada de E.coli e de outras
bactérias requer NAD*, enquanto que a isolada do bacteriéfago T4 requer ATP como

cofator.

[DNA—3"—CH +

iDNA— Li gase
ATP ou NAD

Figura 4. DNA ligase cataliza a jun¢do de duas fitas de DNA que sdo partes da molécula da dupla-
hélice.

5.1. Tipos de fragmentos de DNA que sdo ligados pela DNA ligase
a) Fragmentos com extr emidades coesivas

As extremidades coesivas produzidas por vérias enzimas de restricdo permitem que
dois fragmentos de DNA sgjam mais facilmente ligados. Isto porque ocorre inicialmente o
pareamento das fitas simples das extremidades coesivas das duas diferentes moléculas,
através da formacdo de pontes de hidrogénio pela complementariedade das bases.
Finalmente, a ligacdo covalente (fosfodiéster) dos fragmentos é realizada pela DNA ligase

(ver figura 4).

b) Fragmentos com extremidade n&o coesivas

DNASs portando extremidades n&o coesivas sao ligados com muito menos eficiéncia

gue aqueles que tem extremidades coesivas. Uma concentragdo muito maior de DNA ligase



e mesmo dos DNASs envolvidos é necessaria para que as moléculas com extremidades ndo
coesivas sofram reacdo de ligacéo.

No entanto, a ligacdo deste tipo de fragmento é facilitada pela transformacéo prévia
das extremidades ndo coesivas em coesivas. Este procedimento pode ser feito através de
dois processos:

a) Adicdo de polidesoxiadenina na extremidade 3' de um fragmento de DNA e
polidesoxitimina na extremidade 3' de um outro fragmento de DNA, através da enzima
desoxinucleotidil-transferase-terminal ou simplesmente transferase. Esta enzima, uma DNA
polimerase incomum, adiciona nucleotideos a extremidade 3'-OH de fragmentos fita
simples proeminentes de uma cadeia de DNA. Para gerar este tipo de extremidade
proeminente a molécula é tratada previamente com uma exonuclease 5’ -especifica para
remover alguns nucleotideos terminais. Apds a mistura dos dois tipos de fragmentos
complementares e anelamento dos mesmos, as moléculas sdo unidas preenchendo-se os
espacos existentes com o auxilio da DNA pol | e selando-os com DNA ligase (Figura 5)

b) Adicdo de adaptadores as extremidades ndo coesivas. Os adaptadores sdo
oligonucleotideos sintéticos que contém sitios de clivagem para uma ou mais enzimas de
restricéo. Eles sdo unidos ao DNA com o auxilio da DNA ligase (Figura 6).
Alternativamente, no lugar de modificar a extremidade ndo coesiva, pode-se optar pela
utilizacdo de T4 ligase em grande concentracdo, o que permitira aligacéo entre moléculas

de DNA sem proeminéncias.

6. TRANSFORMACAO BACTERIANA

6.1.Conceito de transfor macéo induzida

O processo de transformagéo constitui um evento de alta importancia na técnica de
manipulacéo génica. A transformagdo natural descrita por Griffith, em 1928, e por Avery e
colaboradores, em 1944, é um evento raro. No entanto, em 1970, Mandel e Higa
encontraram que a E.coli tornou-se marcadamente competente para transformacdo com
DNA exogeno, quando a bactéria foi suspensa em cloreto de calcio gelado e submetida a
um curto chogque térmico a 420C. Estes mesmos autores também verificaram que as
bactérias crescidas até a fase log eram mais competentes do que aguelas isoladas de outros

estagios do crescimento.
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Figura 5. Fragmentos de DNA com extremidades néo coesivas podem ser transformadas em coesivas pela adigdo de poli
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Figura 6. Fragmentos de DNA com extremidades néo coesvas podam s trandformedos em coesivias pda adicio de
adaptadores e posterior tratamento com a enzima de restric&o que reconhece 0 adaptador.



O procedimento do cloreto de calcio que é usado até hoje produz uma eficiéncia de
transformacao da ordem de 102 a 107 transformantes por micrograma de DNA (a eficiéncia
de transformacéo é geramente expressa como o numero de células transformadas, obtido a
partir de um micrograma de DNA plasmidial intacto).

O tamanho e a conformagdo da molécula do DNA, afetam o processo de
transformacdo. Plasmideos pequenos sdo mais facilmente incorporados pela célula
bacteriana competente; DNA linear é pobremente incorporado, talvez pelo fato de sofrer

degradacéo pelas enxonucleases presentes no espaco periplasmatico.

6.2. M ecanismos de captacdo do DNA

O mecanismo de captacdo da molécula do DNA pela bactéria competente ainda é
desconhecido. Uma hipétese € que as moléculas do DNA passam através de canais situados
nas chamadas zonas de adesdo, que séo locais onde a membrana interna e externa da célula
bacteriana unem-se formando poros. Estes poros sO estdo presentes durante o crescimento
bacteriano (fase de crescimento exponencial).

Em condi¢Bes naturais, a captacdo do DNA torna-se dificil devido a repulséo
eletrostética existente entre as cargas negativas da camada de fosfolipideos da membrana
bacteriana e dos grupo fosfato da molécula do DNA.

O papel do célcio é explicado pela hipétese de que a 00C a fluidez da membrana
celular é cristalizada, estabilizando a distribuicdo dos fosfatos carregados. Os ions Ca’
formam um complexo com este grupamento, cobrindo as cargas negativas e assim
facilitando a atracdo eletrostatica com as moléculas do DNA na zona de adesdo. O choque
térmico, complementa este processo de captacdo, provavelmente criando um desbalanco
térmico entre o interior e o exterior da célula bacteriana, auxiliando o bombeamento do

DNA através da zona de adesdo. A figura 7 ilustra este processo.
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Figura 7. Mecanismo molecular proposto para explicar a transformacdo de E. coli com uma
molécula de DNA exdgeno.

[I.VETORESDE CLONAGEM MOLECULAR

Apés o isolamento de uma informacdo genética, por exemplo um fragmento de DNA
obtido pela clivagem com enzimas de restricdo, este fragmento devera ser inserido numa
outra molécula de DNA diferente, capaz de amplificar aguela informacdo genética em
centenas de copias. Este processo de amplificac8o € obtido através do uso de moléculas de
DNA que sdo os chamados vetor es de clonagem molecular .

Atualmente, os tipos béasicos de vetores usados na metodologia do DNA
recombinante apresentam caracteristicas especiais que os tornam excelentes veiculos de
clonagem em diferentes situagoes.

A seguir, vamos apresentar os principais tipos de vetores atualmente em uso na

biologia molecular.
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1. PLASMIDEO
Plasmideos sdo pequenas moléculas de DNA dupla fita, contendo os elementos

necessarios para a sua replicacdo e pelo menos um gene que confere resisténcia a
antibiotico. Estes elementos genéticos extra cromossomais variam de 5 a 400 kilobases e
comumente estdo presentes em duas ou mais copias por célula. Os plasmideos presentes
num grande nimero de copias sao usados como veiculos de clonagem desde que capacitem
aamplificagdo do segmento do DNA neles clonado.

Um plasmideo para ser um bom vetor de clonagem deve conter as seguintes
propriedades:
a) possuir uma origem de replicacao (O), ou sgja, uma sequéncia de DNA que permita que
o vetor sgjareplicado na célula hospedeira;
b) apresentar dois ou mais sitios Unicos de clivagem para endonucleases de restricdo. O
conjunto destes sitios, denominado de Multiplos Sitios de Clonagem (MSC), € o local
onde o inserto € incorporado ao vetor de clonagem;
C) possuir um gene que codifica um produto que distingue a célula transformada da célula
ndo transformada. Por exemplo, muitos vetores de clonagem carregam 0 gene que confere
resisténcia & ampicilina (Amp®). As células transformadas com tais vetores sio capazes de
crescer num meio contendo o antibi6tico, enquanto que as células ndo tranformadas acabam
morrendo.

A figuraaseguir ilustra as principais caracteristicas estruturais de um plasmideo.

AmpR MSC

Figura 8. Estrutura molecular de um plasmideo tipico usado em clonagem molecular. Estéo
representados o gene de resisténcia (Amp"), a regido de multiplos sitios de clonagem (MSC) e a
origem de replicagéo (O).
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Um dos passos fundamentais no processo de clonagem molecular é o uso de enzima
de restricdo que produz extremidades compativeis durante a clivagem do DNA a ser
clonado (inserto) e ado DNA receptor (vetor).

Uma vez que o DNA foi ligado ao vetor, esta molécula hibrida devera ser
introduzida numa célula hospedeira geralmente bactérias, por um processo chamado de
transformacéo, para que o vetor possa sofrer replicactes e consequentemente amplificar o
nimero de copias do inserto. A bactéria transformada sera facilmente reconhecida pela
aquisicdo de um novo fenétipo dado pelo plasmideo, ou sgja, capacidade de crescer em

mei os contendo antibi6tico.

2. FAGOS

Um dos vetores mais utilizados nos processos de clonagem molecular é o
denominado bacteriofago A, o qual comporta-se como um virus da E.coli. Antes de
analisarmos 0 uso deste elemento como veiculo de clonagem molecular, vamos mostrar

resumidamente as suas propriedades biol bgicas e estruturais.

2.1 Biologia do fago A

O fago A é um parasita obrigatorio da E.coli, 0 qual necessariamente deve injetar o
seu DNA na bactéria hospedeira para a sua multiplicacdo. ApoOs a infeccéo da E.coli o
genoma do fago pode seguir duas vias:
a) No primeiro caso denominado estado litico, 0 DNA do fago permanece na bactéria como
uma molécula independente, havendo a ativacéo de alguns genes do fago e a concomitante
inativacdo de outros, dentro de um programa estritamente definido. Como resultado o
cromossomo do fago é replicado ativamente, ocorre a sintese das proteinas da capa e da
cauda e formam-se novas particulas virais. Em aproximadamente 45 minutos apds a
infeccdo a célula hospedeira € lisada havendo aliberacéo de cerca de 100 novos fagos.
b) A outra via que o cromossomo do fago pode seguir é o denominado estado lisogénico.
Neste caso, 0 DNA do fago € integrado no cromossomo da bactéria passando a ser chamado
profago. No estado lisogénico, todos os genes do profago estdo inativos com excessao do
gene que produz a proteina repressora. A bactéria hospedeira carregando o profago

multiplica-se e este é replicado passivamente e distribuido para as bactérias descendentes.
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Em condigdes naturais a opcao entre seguir o estado litico ou lisogénico depende das
condi¢cbes do meio. Assim, via de regra, em meio rico em nutrientes o estado litico é
preferencial, por exemplo o fago A na bactéria E.coli intestinal. Por outro lado, em meio
pobre de nutrientes como é o caso da E.coli no solo, o fago prefere o estado lisogénico. Em
condicOes experimentais, 0 estado a ser seguido depende de um balango entre os fatores do

meio intra e extra celular e de fatores genéticos da bactéria hospedeira e do bacteri6fago.

2.2 Genoma do fago A

O bacteriéfago A é uma particula viral constituida de aproximadamente 50% de
proteinas e 50% de DNA. O DNA do fago A, naforma como ele é isolado da particula viral,
€ uma molécula linear com dupla fita de aproximadamente 48.500 pares de bases. As
extremidades da molécula contém uma fragcdo de DNA fita simples com cerca de 12
nucleotideos, os quais séo complementares na sequéncia de bases e através delas é que o
DNA assume a forma circular quando ele é injetado na célula hospedeira. Estas
extremidades sdo denominadas de sitios cos. O genoma do fago A codifica para
aproximadamente 50 proteinas, cujos genes tem um cronograma de expressao bem definido,
0 que determina ainstalacdo do estado litico ou lisogénico.

Asfiguras 9 e 10 ilustram o ciclo biologico do fago A em uma célula hospedeira e

0 genomado fago A com alguns dos seus principais genes, respectivamente.

2.3 Controle de expressao dos genes do fago A

Sgja qual for a via a ser seguida pelo fago A, ou segja via litica ou lisogénica, a
expressao dos genes envolvidos nestes circuitos comeca pel os produtos dos genes N e Cro,
regulados pelos promotores pL e pR respectivamente situados a esquerda (pL) e a direita
(pR) do genecl.

Durante o transcurso da via litica, o produto do gene cro esta diretamente
relacionado com a replicagdo do genoma do fago A, através da inducéo da expressdo dos
genes OP. Por outro lado, o produto do gene N estd diretamente relacionado com a

expressao dos genes da regido de empacotamento, ou sgja genes A e J, responsaveis pela
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sintese das proteinas da cabeca e da cauda do fago A, como também da expresséo dos genes

SeR, diretamente envolvidos com alise da célula hospedeira

Figura 9. Replicacéo do fago A no interior da célula hospedeira. Apos adsorcéo (1) einjecdo (2) do
genoma do fago A nabactéria, avialiticaindicada pelos nimeros 3, 4 e 5 leva aformagdo de novas
particulas virais. Alternativamente, a via lisogénica (6) pode ser ativada levando a integracéo do
material genético vira ao genoma da bactéria hospedeira.

Empacotamento Recombinacdo  Regulacédo Replicacdo Lise

cos A J int et e ocll O P S R
N Cro
pL pr

Figura 10. Representacdo esquematica do genomado fago A.

Durante a via lisogénica, a transcricdo também inicia-se pelos promotores pL e pR
coordenando a expressdo dos genes cll e clll. O produto destes dois genes coordena a
expressdo do gene cl que produz uma proteina repressora inibindo a expresséo dos genes

responsaveis pelo empacotamento e alise. Por outro lado, um outro gene importante € o int,
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cujo produto relaciona-se com a integracao do fago no genoma bacteriano estabelecendo o

estado lisogénico.

2.4 O uso do fago A como vetor de clonagem molecular
Durante o ciclo litico, os genes envolvidos no processo de lisogénia séo

dispensaveis e consequentemente a regido de integracdo do genoma do fago pode ser
totalmente substituida por um outro fragmento de DNA, sem que haja qualquer ateracéo
Nos processos envolvidos navialitica

Uma das maiores vantagens de usar o fago A como vetor de clonagem € que o DNA
inserido no fago é empacotado in vitro. Embora a eficiéncia de empacotamento seja cerca
de 10%, uma vez gque os fagos sdo empacotados teremos 100% de eficiéncia na infeccéo da
E.coli hospedeira. Este processo € atamente eficiente quando comparado com o da
transformacéo bacteriana com plasmideos. Neste caso, 0s melhores resultados situam-se ao
redor de 10° transformantes por pg de DNA o que significa que menos de 1 em 1000
plasmideos sdo incorporados na E.coli hospedeira.

Atualmente, existem vérios derivados do fago A nos quais um ou mais sitios de
restricdo flanqueiam a regido de recombinagéo, facilitando a sua substituicdo por um outro
DNA. Estes so os chamados vetor es de substituicdo. Um exemplo tipico destes vetores €
o EMBL3, no qual a regido de recombinacdo € flanqueada pelas enzimas de restricéo
EcoRI, BamHI e Sall. Esse vetor quando quando clivado pode receber fragmentos de DNA
variando de 10,4 a 20 kb, como mostra a figura abaixo.

Outros derivados do fago A sGo os chamados vetores de inser¢do. Neste tipo de
vetor, os fragmentos de DNA que podem ser inseridos devem ter no maximo até 7kb de
tamanho para ndo aterar os processos de empacotamento do genoma do fago.

Os vetores de insercdo derivados do fago A mais bem utilizados especialmente na
clonagem de cDNA, sd0 os vetores Agtl0 e o Agtll. Vamos a seguir fazer algumas
consideracdes sobre estes dois tipos de vetores.

No fago Agt10, o inserto geralmente cDNA, é inserido no sitio da EcoRI situado no

gene repressor cl. O fago recombinante tera agora o gene cl obstruido e consequentemente
durante a cultura provocara a lise das col6nias de bactérias transformadas. Essas col6nias

lisadas sdo visualizadas como circulos com o centro claro (placas de lise), bastante distintos
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das colénias ndo recombinantes, que por possuirem o gene cl integro ndo séo lisadas e

permanecem como col énias turvas.

b
DNA bacteriéfago a
b
EcoRl |'
igase c
—> b —
a
v
A
informagoes empacotamento
desnecessarias In vitro
a replicagéo ECoRl
bacteriéfago
contendo
genes do
camundongo

DNA camundongo

Figura 11. Representacdo esquemética da clonagem de um fragmento de DNA gendmico no fago
A. Asregides indicadas por a contém todas as informacfes necessdrias para replicacéo em E. coli e
empacotamento in vitro. Os diferentes fragmentos obtidos da digestdo do DNA de interesse com
enzima apropriada estdo indicados pelas letras b e ¢, onde somente ¢ possui tamanho adequado para
0 empacotamento.

Por outro lado, o fago Agtll contém um sitio de restricdo EcoRI localizado num
gene chamado LacZ, a 53 nucleotideos do codon de término da enzima codificada por esse

gene (B-galactosidase). Essa enzima, cuja expressdo pode ser induzida por IPTG (isopropil-
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B-D-galactosideo), degrada o substrato X-gal produzindo um precipitado de cor azul.
Portanto, coldnias de bactérias carregando o DNA do fago com o gene LacZ intacto (sem
inserto), na presenca do indutor IPTG e do substrato X-gal, ficardo azuis. Enquanto que,
aguelas portanto o DNA o fago que incorporou o inserto no sitio de EcoRI, ndo expressam a
B-galactosidade e permanecem de cor branca, o que facilita a identificagdo dos clones

recombinantes.

3. COSMIDEO

A clonagem de fragmentos de DNA no fago A apresenta uma limitagcéo, pois o
fragmento a ser clonado néo pode ser maior do que cerca de 15kb (Figura 12). Na maioria
das vezes, esta dimensdo € suficiente para conter um gene completo, incluindo as
sequéncias flanqueadoras. Entretanto, muitos genes apresentam dimensdes da ordem de 35
a 40 kb e nestes casos, a técnica usada para a clonagem deste tipo de fragmento é a chamada
clonagem em cosmideos.

Os cosmideos, sdo plasmideos que contém um fragmento de DNA do fago A que

inclui o sitio cos. Estes cosmideos podem ser usados como veiculos de clonagem molecular
empregando o0 sistema de empacotamento in vitro que reconstitui a estrutura do fago
(cabeca e cauda) e assim é usado parainfectar a célula hospedeira.

As enzimas do sistema de empacotamento do fago A reconhecem os dois sitios cos

situados de 35 a 49 kb de distancia e neste caso, somente fragmentos desta ordem de
tamanho seréo convenientemente empacotados.

O DNA gendmico de interesse € clivado com uma enzima de restricdo que produz
grandes fragmentos de DNA, os quais serdo ligados ao cosmideo, também clivado com a
mesma enzima.

A situacdo ideal é que cada fragmento do DNA genémico apresente um sitio cos
nas suas extremidades. Durante 0 empacotamento, as enzimas do sistema reconhecem o0s
sitios cos situados a uma distancia dentro de 49Kb, clivam estes sitios e empacotam estas
mol éculas.

O DNA do cosmideo € injetado no interior da célula hospedeira, circularizaigual ao

DNA do fago e replica como um plasmideo normal, sem expresséo de qualquer funcéo do
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fago. As células infectadas serdo selecionadas com base na resisténcia adquirida a um

determinado antibidtico. A figura 12 ilustra um tipico processo de clonagem em cosmideo.

Sitio alvo de restricao

, —> N L
Cosmideo fragmentos de restricéo

de 35a40kb
_ ligase
cos

'‘Amp

l empacotamento in vitro

selecdo de
clones resistentes
a ampicilina

DNA circulariza

apos infeccao

Figura 12. Esguema de clonagem em cosmideo.

4.VIRUS

A biologia molecular dos virus de DNA e RNA foi extensivamente estudada antes do
advento da metodologia do DNA recombinante. O virus SV40, isolado de células tumorais
de macacos, foi um dos primeiros sistemas virais utilizados paraintroduzir genes em células
de mamiferos. O DNA do SV 40 apresenta 5.200 pares de bases e pode ser dividido em duas
regides quanto a expressdo génica viral. Estas regifes séo chamadas de regido precoce e

regido tardia.
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A regido precoce € expressa através do ciclo litico, enquanto que a expressao dos
genes da regido tardia ocorre somente apés o inicio dareplicacdo do DNA viral. Entre estas
duas regifes situa-se a origem de replicacdo do DNA do virus.

Um produto de expresséo da regido precoce € o antigeno T, o qual € responsavel
pela transformacdo maligna de células ndo permissiveis (células nas quais o virus néao
completa a sua replicagdo), como também pelo inicio da replicacdo viral em células
permissiveis. Os produtos de expressao codificados pela regido tardia correspondem as
proteinas que formam o capsideo da particula viral. A figura 13 ilustra o genoma do virus
SV40.

Expresséo
precoce

Expresséo
tardia

SV40
Genoma do SVv40

Figura 13. O DNA do virus SV40

4.1. Clonagem no virus SV40

A produgdo de DNA recombinante no virus SV40, pode ser realizada atraves da
substituicéo do segmento de expressao precoce ou do segmento de expressao tardia.

No primeiro caso, 0 virus recombinante ndo produz o antigeno T, ao passo que na
segunda opc¢do ndo havera producéo das proteinas do capsideo. Entretanto, estas funcoes

deletadas podem ser suprimidas como veremos a seguir.

4.1.1. Clonagem no SV40 pela substituicdo da regido tardia
Quando a regido tardia do SV40 é substituida com outro DNA, perde-se a

expressdo das proteinas do capsideo (fungdes tardias). Para que o sistema de clonagem
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funcione adequadamente pode-se redlizar a infeccdo simultdnea com um outro virus SV40
que tem uma delecdo nos genes da regido precoce, mas a regido tardia intacta. Nas células
co-infectadas as proteinas da regido precoce serdo produzidas pelo virus recombinante e as
proteinas do capsideo pelo virus deletado. Como resultado, teremos a producdo de uma

populacéo de particulas virais mistas, ou segja, virus deletado e virus recombinante. A figura
14 ilustra este procedimento.

O
Regido
funcional ix ;
precoce SV40 I?:rggi:;o funcional
l gene da
globina
SV40-globina /
y
cotransfecgéo

em pacotamento e lise

00 00

particulas Virais

Figura 14. Clonagem no SV40 pela substitui¢cdo daregido tardia
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4.1.2. Clonagem no SV40 pela substituicéo da regi&o precoce
Quando a clonagem no SV40 é feita na regido precoce, a producdo de particulas

virais depende do suprimento, por uma outra fonte, das proteinas codificadas pela regido
precoce (antigeno T). Para evitar uma infeccdo mista com um virus SV40 deletado, usa-se
uma linhagem celular, as células COS as quais, apresentam uma por¢cdo do genoma do
SV40 integrado ao seu préprio cromossomo. Esta linhagem celular produz a proteina viral
denominada antigeno T, a qual liga-se na origem de replicagdo do virus e induz a sua
replicacéo. A figura 15 ilustra este tipo de clonagem.

Apesar deste sistema viral ter sido usado como vetor de expressdo em muitas
estratégias de clonagem, existem algumas desvantagens de seu uso. Uma delas é que o gene
a ser clonado ndo pode ser grande, a outra € que as células hospedeira s6 podem ser células
de macacos e finalmente, 0 genoma da célula hospedeira pode sofrer rearranjados ou
deleges.

Atualmente, dois outros sistemas virais mais versateis estdo em uso, séo eles o
virus da vacina e o Baculovirus, os quais podem aceitar genes bem maiores do que
agueles aceitos pelo SV40. Um inconveniente para estes dois sistemas virais € que ambos
apresentam um grande genoma e 0 gene a ser clonado sO pode ser inserido por processos de
recombinacdo dentro das células, o qua € bastante lento em relacdo aos processos
tradicionais em uso na metodologia do DNA recombinante.

Finalmente, um sistema viral bastante promissor S80 0S retrovirus que sao virus
cujo material genético € o RNA e apresentam um ciclo bastante diferente dos mencionados
anteriormente que sdo ciclos liticos. Os retrovirus infectam uma grande variedade de células
de mamiferos e 0 seu RNA é transcrito reversamente para DNA o qual € incorporado ao
genoma da célula hospedeira. Neste estado ele produz continuamente novas particulas
virais, juntamente com o produto do gene nele clonado. Devido a sua versatilidade, os

retrovirus séo atualmente os vetores eleitos para uso em terapia génica.

5.BACTERIOFAGO M 13
O bacteriofago M13 € um fago filamentoso da E. coli e contém uma unica fita de

DNA envolvida por proteinas virais. Durante o0 seu ciclo, a célula hospedeira € infectada
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pela fita (+) a qual servird como molde para a sintese da outra fita (-). A dupla fita
denominada de forma replicativa, permanece no interior da célula hospedeira e é
amplificada até 200 copias por célula, quando entdo a fita negativa ndo mais se replicae a
fita positiva continua a ser sintetizada, adquire as proteinas da capsula viral e sai da célula

hospedeira através de processo ndo litico (Figura 16).

O
Regiao B _
funcional SV40 Reg_lao funcional
precoce tardia
gene da -
hemaglutinina (Ha) l
SVv40
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co-transfeccéo l

SV40 mutante
integrado ao
genoma da célula COS

~

antigeno T I replicagéo I

empacotamento
e lise

Particula Viral

Figura 15. Esguema de clonagem no SV 40 pela substitui¢do da regido precoce.
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Figura 16. Replicacéo do bacteriofago M13.

5.1. Clonagem no bacteriéfago M 13
A grande utilidade deste sistema de clonagem é a sua facilidade na producéo de

DNA fita simples, facilmente recuperavel do sobrenadante de uma cultura liquida da E.coli
infectada com este vetor. Como veremos futuramente, este DNA fita simples € bastante Util
no processo de sequenciamento do DNA pelo método desenvolvido por Sanger e
colaboradores (1977).

Para facilitar 0 seu uso especialmente em estratégias de seguenciamento, foram
desenvolvidos vetores da série M13mp, os quais contém o MSC inserido no gene que
expressa a 3-galactosidase.

MutagBes foram realizadas de tal modo que a enzima so € ativa quando o vetor esta
na célula hospedeira, convenientemente preparada. Este processo denomina-se de
alfacomplementacéo. A inclusdo do multiplo sitio de clonagem no gene da 3 galactosidade
visa a identificagdo dos possiveis recombinantes quando na presenca de um substrato
cromogénico o X-gal ou Bluogal (5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactosideo) e o indutor
IPTG. Quando o vetor esta intacto (ndo recombinante), a enzima € funcional e frente ao
substrato cromogénico este é clivado produzindo placas de cor azul. Por outro lado, quando
um fragmento de DNA ¢é inserido no mdltiplo sitio de clonagem, a expressdo da enzima é
suprimida, portanto as células sdo incapazes de metabolizar o substrato cromogénico

formando placas incolores.
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5.2. Estratégia de clonagem em vetores da série M 13mp
A utilizaco de vetores com diferentes orientacBes do multiplo sitio de clonagem,

tais como M 13mp8 e o M13mp9, facilitaainsercéo de um fragmento de DNA em ambas as
orientacOes. Como veremos adiante, esta estratégia apresenta grande aplicacéo no programa
de sequenciamento de um DNA pelo método de Sanger.

A figura 17 ilustra ainsercao de um fragmento de DNA clivado com as enzimas Pst1
(P) e EcoRlI (E) nos vetores M13mp8 e M 13mp9, ambos clivados com as mesmas enzimas.

Esta clonagem orientada permite a inser¢do do fragmento de DNA na orientacéo 5' - 3' no

vetor M13mp8 e na orientacéo 3' - 5' no vetor M13mp9.

P E
5 3
P E /\ E P
M13 mp9 M13 mp8

Figura 17. Clonagem de um fragmento de DNA nos vetores M 13mp8 e M13mp9 clivados
com as enzimas EcoRI (E) e Pstl (P).

6. FAGOMIDEOS
Apesar do bacteriéfago M13 apresentar grande aplicabilidade especialmente nos

processos de sequenciamento de DNA, foram desenvolvidas outras geragdes de fagos, os
quais reunem as vantagens do fago M 13 e a do plasmideo. Os primeiros foram os vetores da
série pPEMBL e mais tarde os plasmideos pTZ, pBluescript e pGEM (+/-). Estes vetores sao

chamados de fasmideos ou fagomideos e apresentam as seguintes caracteristicas principais.
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« fagomideo apresenta um versétil MSC, permitindo a clonagem de grandes
insertos sem maiores dificuldades, além de que, as enzimas situadas neste sitio
foram ordenadas de tal modo a permitir uma alternativa interessante durante o
processo de sequenciamento.

 utilizando uma combinagdo estratégica de duas enzimas de restri¢do, € possivel
criar terminagbes 5' e 3' proeminentes, tornando agora uma extremidade (a do
inserto) susceptivel a acdo da Exonuclease Ill. Esta estratégia, permite a
obtencdo progressiva e controlada de vérios fragmentos del etados do inserto, os
quais apos a recircularizacdo tornam-se apropriados para 0 sequenciamento.
Este procedimento, facilita o seqlenciamento de um grande inserto de DNA,
sem a necessidade de multiplas subclonagens como € usual no sistemaM13 ou a
sintese de varios oligonucleotideos internos, usados como iniciadores no

processo de sequienciamento.

6.1. Clonagem no fagomideo

Vamos utilizar como exemplo, o fagemideo AZAP que € particularmente Util para
clonagem de cDNA. Este vetor, incorpora a bhiologia do fago M13 de tal modo que um
cDNA clonado neste vetor pode ser automaticamente excisado do fago para um fagomideo
denominado pBluescript.

Basicamente, qualquer DNA clonado no MSC inativa 0 gene LacZ, produzindo
uma proteina de fusdo quando na orientacdo correta, podendo assim também ser rastreada
com anticorpos.

Quando uma cepa da E.coli (F') é infectada com o fago recombinante e
superinfectada com o fago auxiliar, esse produz as proteinas do sistema M13. Essas
proteinas reconhecem os sinais de iniciagdo e término da sintese de DNA do fago auxilar
(f1) que estéo flanqueando o pBluescript, que por sua vez estaincorporado no fago AZAP e
carrega o inserto. Com a clivagem destas duas segiiéncias, o DNA € automaticamente
circularizado na bactéria para originar a forma recombinante do plasmideo Bluescript
SK(M13).

O inserto clonado no Bluescript € flanqueado por promotores para as RNA

polimerases dos fagos T3 e T7. Neste sentido, ap0s 0 vetor ser convenientemente
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linearizado, copias do RNA relativo ao inserto, podem ser obtidas em ambas as direces

através do uso das RNA polimerases T3 e T7.

7.VETORES PARA TRANSFORMACAO DE LEVEDURAS
O grande interesse existente no estudo das leveduras Saccharomyces cerevisiae e

Schizosacharomyces pombe deve-se ao fato de que tratam-se de organisSmos eucariotos
inferiores e como tais possuem organizacdo celular similar a de eucariotos superiores. Além
disso, muitas proteinas de leveduras sdo similares estrutural e funcionalmente as suas
homdlogas em mamiferos. A utilizacdo de leveduras como um modelo de estudo traz as
seguintes vantagens:

» tempo de crescimento reduzido que permite a obtencdo de grandes quantidades
de leveduras em pouco tempo.

* genoma de pequeno tamanho, cerca de 200 vezes menor que o genoma de
mamiferos, o que simplifica andlises moleculares e genéticas.

» possibilidade de manter as leveduras como células hapldides ou dipldides, o que
permite a obtencdo de mutacOes recessivas em células haploides, bem como a
realizacdo de experimentos de complementacdo genética. As células de
mamiferos sdo dipléides o que torna impossivel a deteccdo de mutactes
recessivas.

Existem diferentes marcadores de selecéo que sdo utilizados em leveduras. A maior

parte dos genes marcadores utilizados em leveduras séo genes envolvidos na biossintese de
aminoacidos e nucleotideos. Um dos marcadores frequentemente utilizados € o gene de

levedura LEU2 que codifica para uma das enzimas da via de sintese da leucina, a enzima 3-

isopropilmalato dehidrogenase. A linhagem mutante de levedura, leu2, n&o cresce em meio
de cultura que ndo contém leucina. Assim quando o gene LEU2 é utilizado na
transformacdo da linhagem leu 2, as células desta linhagem que adquiriram o gene LEU2
serdo capazes de crescer em meio de cultura deficiente no aminoacido leucina. Esta
estratégia € semelhante a resisténcia a ampicilina adquirida por bactérias que foram

transformadas com plasmideos que contém o gene que promove aresisténcia a ampicilina

A tabela a seguir lista alguns dos marcadores de selecdo comumente utilizados em

levedura.
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GENE ENZIMA SELECAO
HIS3 Imidazol glicerolfosfato desidratase Histidina
LEU2 | B-Isopropilmalato desidrogenase Leucina
LYS? a-Aminoadipato redutase Lisina
TRP1 N-(5'-fosforibosil)- antranilato isomerase | Triptofano
URA3 Orotidina-5'fosfato decarboxilase Uracil

Tabela 2. Genes marcadores de selecdo em levedura. Os meios de cultura utilizados em geral
contém todos 0s aminoacidos necessarios a manutencdo da levedura com excecdo de um. Assim,
por exemplo, células transformadas com o gene HIS 3 sdo selecionadas em meio de cultura
deficiente em histidina.

Os vetores utilizados na transformagéo de leveduras sdo capazes de se propagar
tanto em E. coli quanto em levedura. A manipulacéo destes vetores (clonagem, mutagénese,
seqlienciamento, etc) é realizada em bactéria como para qualquer plasmideo convencional e
entdo 0 mesmo € transferido para levedura, organismo onde 0s ensaios de interesse séo
realizados. Tais vetores s80 denominados vetores do tipo ponte (“shuttle vectors’) e contém
entre outros elementos origens de replicacdo de bactéria e levedura bem como genes
marcadores que funcionam para a selecéo nos dois organi Smos.

Diferentes tipos de vetores s&o utilizados na transformagédo de leveduras:

Vetores de integracdo: tais vetores contém origem de replicacdo de bactérias e genes
marcadores para selecdo em bactéria e levedura. Neste caso o plasmideo néo € capaz de
replicar de modo auténomo nalevedura. O modo pelo qual este tipo de vetor € propagado e
€ capaz de expressar o0 marcador de selecdo é através da integracdo em um dos
Cromossomos de levedura

Vetores que replicam em levedura: tais vetores também contém origem de replicacdo de
bactéria e genes marcadores para selecdo em bactéria e levedura. Dois tipos de origens de
replicacdo de levedura sdo empregadas nestes plasmideos. O primeiro tipo consiste na
origem de replicacéo do plasmideo de 2 um, que € de ocorréncia natural em levedura. O
segundo consiste de origens de replicacdo isoladas de DNA cromossomal denominadas
ARS (Autonomously Replicating Sequence, sequéncias de replicacdo autbnoma).
Plasmideos contendo a origem de replicacéo do plasmideo de 2um ou sequéncias tipo ARS
replicam em multiplas cépias em levedura (Figura 18). Uma variante deste tipo de vetor
inclui, além da sequéncia ARS, uma sequéncia tipo centromérica, denominada CEN, que

garante gque a replicacdo destes plasmideos sgja estavel, ocorrendo uma Unica vez por ciclo
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celular e que eles sgjam segregados de modo preciso durante a mitose e meiose. Vetores
contendo sequéncias tipo CEN s8o mantidos em cOpia Unica nalevedura (Figura 18).

YACs: (Yeast Artificial Chromosome, cromossomo artificial de levedura) sdo uma variagéo
de um vetor de cépia Unica, que contém sequéncias centroméricas (CEN) e sequéncias
teloméricas, que sdo sequéncias das extremidades dos cromossomos. A presenca de
sequéncias teloméricas nestes vetores permite que sgjam replicados como moléculas
lineares, com comportamento semelhante a0 do DNA cromossomal. YACs ndo s&o
utilizados de rotina em experimentos de clonagem, entretanto, tém se mostrado uma
ferramenta valiosa na caracterizacéo de grandes segmentos gendémicos na medida em que é

possivel clonar em um Y AC fragmentos que vao de 100 a 2000 kb (Figura 19).

LEU2 LEU2

ARS \f ARS

Pucl18 Multicopias Puc118 Copia Gnica 7
| CEN
DNA Levedura

DNA Levedura

Figura 18. Vetores de levedura. Contém sequéncias de plasmideo (agui de pUC118) que
permitem a propagacado e dao resisténcia a ampicilina em E.coli, 0 gene de selecdo em levedura
(neste caso LEU 2) e sitios Unicos de restricdo. Vetores multicopias: Estes plasmideos existem na
forma circular na levedura. Alguns destes vetores empregam a origem de replicacdo do plasmideo
de 2 um, outros utilizam origens de replicacéo isoladas de cromossomos que sdo denominadas
ARS. 2um e ARS permitem a replicacdo do plasmidio em muiltiplas copias. Vetores copia unica:
Vetores que contém origens de replicacdo tipo ARS podem ser mantidos estavelmente através da
adicdo de sequéncias centroméricas, CEN. A existéncia de sequéncias tipo CEN assegura que o
plasmideo segja mantido em 1 ou 2 cdpias na levedura e segregado de modo preciso durante a
divisdo celular.

GLOSSARIO

- ARS: (autonomous replication sequence, sequéncia de replicacdo autbnoma). Sequéncia
que funciona como uma origem de replicacdo em cromossomos de levedura.

- BAC: (bacteria artificial chromosome, cromossomo artificial de bactéria). Vetor
utilizado na clonagem de DNA gendmico, baseado no fator F de plasmideo que assegura
gue o plasmideo sgja mantido em pequeno ndmero de copias na bactéria.

- Centrémero: regido do cromossomo que apresenta uma constriccdo e a qual ligase o
fuso mitético durante a meiose ou mitose. E necessdria para a manuténgdo da

estabilidade e segregacéo correta dos cromossomos durante a divisdo celular.
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- Origem dereplicacdo: regido onde é iniciada a sintese de DNA em um dado fragmento
de DNA.

- Telébmero: extremidade do cromossomo que contém sequéncias repetitivas de DNA
Sintetizadas pela enzima telomerase e importantes na manutencdo da integridade
cromossomal.

- YAC: (yeast artificial chromosome, cromossomo artificial de levedura). Sistema de
clonagem em levedura que consiste de um vetor linear que tem capacidade de replicacéo
auténoma e que contém um centroméro de levedura e duas sequéncias teloméricas em

suas extremidades.

EcoRlI

+EL +EL

BamHI

Figura 19. YACs: Contém um centrdbmero, dois teldmeros, gene(s) marcadores para selecdo em
levedura e uma seqiiéncia tipo ARS. Devido a presenca destas sequiéncias os Y ACs sdo replicados
COMO pegquenos cromossomos lineares na levedura.

I11. CONSTRUCAO E USO DE BIBLIOTECAS DE DNA RECOMBINANTE

A obtencdo de uma molécula de DNA recombinante, através da ligacdo de um
fragmento de DNA de interesse com o DNA de um vetor, € um processo direto e
relativamente simples. Entretanto, problemas especiais surgem quando o fragmento de
interesse congtitui uma frac&o pequena do DNA total. Este € o caso encontrado comumente
quando o objetivo é o isolamento de genes presentes em uma Unica cOpia hum genoma
complexo, ou quando O objetivo € o isolamento de clones portadores do DNA
complementar a RNA mensageiro raro. Deste modo, é claro que quando queremos clonar
um determinado gene ou 0 DNA complementar da mensagem ou mensagens por ele

codificado(s) € necessario a obtencdo de colegdes de clones recombinantes, portadores de
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mol écul as representantes de todo o genoma, ou de colecdes de clones de cDNAS derivados
de toda a populagdo de mensageiros da célula ou tecido de interesse. Essas colegtes de
clones de DNA recombinante sdo chamadas de bibliotecas: Biblioteca Gendmica, no caso
dos clones terem sido obtidos a partir do DNA genémico ou Biblioteca de cDNA, no caso
dos clones terem sido construidos a partir de DNA complementar.

O DNA de organismos superiores € bastante complexo: por exemplo, o genoma
hapl6ide de mamifero é composto de aproximadamente 3x109 pares de bases (pb).
Portanto, se o fragmento de interesse tiver 3000 pb, ele compreendera somente 1 parte em
106 de uma preparacdo do DNA tota. De modo similar, uma espécie de RNAm
particularmente rara pode compreender somente 1 parte em 10° ou 106 da fragdo de RNA
mensageiros de uma célula. Deste modo, para que seja garantida a presenca na biblioteca de
pelo menos uma versao de todas as sequéncias da populagéo alvo, um dos pontos principais
na construcao de bibliotecas Uteis € a obtencdo de grandes quantidades de clones. Emboraa
solucdo deste problema envolva estratégias especificas no preparo do DNA avo e na
escolha do vetor de clonagem, em linhas gerais a construcdo de bibliotecas genémicas e de
cDNAs segue um procedimento bésico bastante semelhante. Nos dois casos, 0 DNA
gendmico ou os cDNASs sdo preparados para a inser¢ao no vetor escolhido. O vetor e 0
DNA alvo sdo ligados e introduzidos em E. coli através de infeccdo ou em alguns casos, por

transformacéo direta (Figura 20).

1. BIBLIOTECA DE cDNA

A descoberta da enzima transcriptase reversa, uma DNA polimerase dependente de
RNA encontrada predominantemente em virus de RNA de tumor, tornou possivel a sintese
in vitro de DNA usando-se como molde RNAm. O DNA produto dessa reagéo é o DNA
complementar ou cOpia da mensagem, abreviadamente chamado de cDNA. A sintese e
possivel clonagem de cDNAS contribuiram para grandes avancos na andlise da estrutura e
expressdo de genes de eucariotos e propiciaram uma revolucdo tecnoldgica nas industrias
farmacéutica e de alimentos. Esses clones sGo comumente isolados de bibliotecas de cDNA,
construidas a partir da populacdo de RNAm isolada da célula ou do tecido de interesse.
Portanto, em comparacdo com bibliotecas do genoma total essas bibliotecas s&o
enriguecidas com seqliéncias génicas. Uma vez que o cDNA é copia da mensagem, ele ndo
contém introns e apresenta significativamente poucas seqiéncias que ndo codificam para
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proteinas (Figura 21). A auséncia de introns permite que cDNAS relativos a células de

eucariotos superiores sgjam diretamente transcritos e traduzidos em bactérias e em outros

microorganismos, permitindo assm a producdo em grande escala de polipeptidios

importantes tanto na &rea de pesquisa como na area aplicada. A auséncia de introns também

facilita a determinacéo direta da sequéncia da mensagem e subseqiiente deducéo da

seqiiéncia de aminoacidos da proteina por ela codificada. 1sso tem resultado naidentificacéo

da seqiiéncia de uma enorme quantidade de proteinas, algumas vezes mesmo antes de terem

sido identificadas genética ou bioquimicamente.

. Escolha do
(__I Tecido _1, Vetor

mMRNA

cDNA

Figura 20. Passos envolvidos na construcéo de Bibliotecas de cDNA e Bibliotecas gendmicas.
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Figura 21. Diagrama representando de forma simplificada as diferengas entre um fragmento de
DNA gendmico e do cDNA relativo a€ele.

De modo resumido, o procedimento para a sintese, clonagem e isolamento de cDNAs

especificos envolve 4 etapas:

1) Sintese in vitro de cDNAs de fita dupla a partir de RNAs mensageiros isolados do tecido

de interesse.
2) Preparo dos cDNASs para aligacdo com o vetor escolhido.

3) Introducdo dos cDNA recombinantes nas células hospedeiras, onde seréo replicados.
Isto resultarda na amplificagdo dos recombinantes e dependendo do vetor utilizado, na

expressao das proteinas codificadas pelas mensagens que deram origem aos cDNAS.

4) ldentificacdo dos clones de interesse através de um processo de triagem dos clones

recombinantes.

1.1. Sintese de cDNAs defitadupla

A construcdo de uma biblioteca de cDNA inicia-se com o isolamento do RNA total
do tecido e subsequiente selecéo da fracdo de RNA poli(A)+, que compreende a maioria das

mensagens presentes na célula. O isolamento de RNA poli(A)+ de boa qualidade é
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essencial, uma vez que qualquer degradacdo do RNAm afetara a representatividade das
sequéncias na biblioteca.

Uma vez obtida a fracdo de RNA poli(A)+, procede-se a sintese dos cDNAS atraves

de uma série de reagdes enziméticas (Figura 22). Nos ultimos dez anos foram descritos
varios métodos para sintese de cDNA, cada um apresentando vantagens e desvantagens
particulares. Como exemplo, apresentamos a seguir um procedimento amplamente usado
para esse fim:
a) Sintese dafitade DNA complementar a0 RNAmM (cDNA) através da enzima transcriptase
reversa. Essa enzima € capaz de catalisar in vitro a polimerizacdo de DNA a partir RNA e
requer um "primer" com a extremidade 3'OH livre para iniciar a sintese. Na maioria das
vezes, a molécula utilizada como "primer" € um oligo (dT), que se anela na cauda poli (A)+
do RNA.

b) ApOs a sintese dessa fita de cDNA, o RNAm é parcialmente removido, pelo uso da
RNase A para cortar pedacos do RNA da molécula hibrida RNA-DNA.

¢) Utilizando como "primer" os fragmentos de RNA n&o digeridos pela RNaseA, a DNA
polimerase de E. coli substitui eficientemente o RNA por DNA, resultando em uma

molécula de cDNA de fita dupla

d) O cDNA fitadupla é tratado com T4 polimerase. Através da atividade 3'-5' exonucleasica

dessa enzima remove-se possivei s nucleotideos extras nas extremidades 3'.

e) O produto final desse conjunto de reacdes € uma molécula de DNA de fita dupla, copia

exata da mensagem.

1.2. Preparo dos cDNAs para a ligagéo com o vetor

Uma vez obtido o cDNA, 0 proximo passo € prepara-lo para ainser¢do em um vetor
de clonagem (Figura. 22). Para isso também existem varios métodos disponiveis, que
diferem entre s dependendo do tipo de vetor escolhido: plasmidio ou fago. O fago A tem
sido o vetor de escolha para a construcdo de bibliotecas de cDNA. A razdo bésica desta
preferéncia é a eficiéncia. Em comparacdo com plasmidios, o fago A requer cerca de 16
vezes menos cDNA por pg do vetor para produzir nimero equivalente de clones

recombinantes. Além disso, bibliotecas em fago A sdo mais féceis de serem manipuladas do
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gue bibliotecas em plasmidios. Entretanto, uma desvantagem dos vetores A € gue ndo sao
favoréveis para procedimentos de sequienciamento do DNA e de mutagénese dirigida. Mais
recentemente, outro tipo de vetor foi idealizado para suprir essas deficiéncias. Essa classe
de vetores compreende os fagemidios que, como o préprio nome sugere, sao plasmidios

contendo porc¢des do genoma de fago e que relinem vantagens desses dois vetores.
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Figura 22. Sintese de cDNA fita dupla.

Para dar uma noc¢&o dos passos implicados na clonagem do cDNA relatamos a seguir

um procedimento adotado para a clonagem de cDNA em fago A.

» metilacdo dos sitios de ECORI através do tratamento do cDNA com EcoRI, na presenca de
S-adenosil metionina. Esse passo € essencial para proteger os sitios ECORI que possam
existir no cDNA contra a agdo da EcoRI em digestdo a ser realizada subseqiientemente
no processo de clonagem.

» adicdo de adaptadores, com o sitio EcoRlI, nas duas extremidades do cDNA. Essa reacdo
resulta em moléculas de cDNA com adaptadores multiplos ligados nas duas pontas (ver
figura 23).
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um Unico sitio de EcoRI €é produzido em cada ponta do cDNA pela digestdo com EcoRl,
liberando o excesso de adaptadores ligados na molécula. A metilagdo prévia do cDNA

garante que n&o haja digestdo interna do cDNA.

antes de ser inserido no vetor, o cDNA é separado do excesso de moléculas de

adaptadores. I1sso é feito através de filtragdo em colunas de Sephadex.

as moléculas de cDNA sdo ligadas ao vetor, através de reacdo com T4 ligase.

0 produto da ligacdo € empacotado com as proteinas formadora do capsideo do fago.

os fagos obtidos sdo utilizados para infectar bactéria de linhagem que favorece o

crescimento dos recombinantes.

apos a infeccdo da bactéria com os cDNA recombinantes temos como produto uma
biblioteca de cDNA, que deve conter copias de toda as sequéncias de RNAm da
populacéo original. Essa biblioteca pode ser estocada na geladeira, ou submetida a uma

triagem em busca do clone de interesse.

2. BIBLIOTECA GENOMICA

Para se obter informacBes sobre a estrutura molecular de um gene de eucariotos €
necessario o isolamento da por¢cdo do DNA gendmico que contenha toda a unidade de
transcricdo, mais as regides flanqueadoras onde se localizam os elementos controladores da
expressao desse gene. O modo mais eficiente para se conseguir isolar porcao do DNA
é através do uso de uma biblioteca gendmica, que deve conter clones portando fragmentos
de DNA representantes de todo o genoma do organismo em questdo. Deste modo, 0
aspecto principal considerado na construcéo de uma biblioteca genémica est4 na obtencdo
de um nimero grande de clones portando fragmentos do genoma, obtidos al eatoriamente. O
tamanho necessario de uma biblioteca gendmica, para que um dado fragmento de interesse
estgja entre os fragmentos clonados, € determinado pelo tamanho do fragmento clonado e
pelo tamanho do genoma. Deste modo, a estratégia basica na construcdo de bibliotecas
gendmicas busca minimizar o nimero de clones necessarios através da clonagem de

fragmentos de DNA de maior tamanho possivel, e maximizar a eficiéncia da clonagem,
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através da utilizacdo de vetores baseados no fago A.

biblioteca gendmica envolve 0s seguintes passos.

Basicamente, a construcéo da

a) isolamento de DNA de ato peso molecular, que é posteriormente quebrado de

modo a produzir fragmentos de tamanho compativel com o vetor de clonagem.

b) ligac&o desses fragmentos no vetor e introducdo dos recombinantes obtidos nas

células hospedeiras.
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Figura 23. Clonagem de cDNA em fago A.

on

Plagueamento dos recombinantes

Dentre esses passos, 0 modo de preparo dos fragmentos a serem clonados (insertos)

merece ser discutido criticamente dada sua importancia na representatividade da biblioteca.
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2.1. Preparo do DNA doinserto

A representatividade de uma biblioteca genbmica depende grandemente da
aleatoriedade com que os fragmentos a serem clonados sdo gerados, para que ndo haja
exclusdo sistemética de nenhuma sequiéncia. O fracionamento mecénico do DNA é o meio
de se obter completa al eatoriedade na fragmentacéo do DNA. Entretanto, esse método ndo é
comumente adotado devido a trabalhosa manipulacéo necessaria para que os fragmentos
assim obtidos possam ser inseridos no vetor. Com bom senso e cuidado é possivel conseguir
fragmentacdo suficientemente aleatéria através de digestdes parciais do DNA com enzimas
de restricdo. Uma vantagem em se utilizar a digestdo parcial do DNA € a producdo de
fragmentos com pontas coesivas e que, portanto, podem ser diretamente ligados ao vetor.
Para garantir que a digestéo atinja todo o genoma sdo utilizadas enzimas de restricéo que
cortam freqUentemente o DNA e que ndo apresentam desvios de distribuicdo de sitios. A
enzima Sau3A |, que reconhece o sitio de 4 bases GATC, e que gera fragmentos
compativeis com sitios de clonagem de varios fagos e cosmidios, tem provado ser bastante
atil na producdo de bibliotecas de DNA genémico digerido parcialmente. Apos a digestéo
parcial, os fragmentos gerados precisam ser fracionados antes de serem ligados ao vetor.
Sem esse fracionamento, fragmentos pequenos poderdo ligar-se entre si produzindo falsos
recombinantes. Fragmentos muito grandes que ndo permitem o crescimento do fago
poderdo ligar-se aos bragos do fago, aterando a relacdo entre as quantidades de DNA de
inserto e vetor.

Um método de fracionamento freguentemente adotado € o de centrifugacdo em
gradiente de sacarose. ApoOs a digestdo parcial, a solucdo de DNA é aquecida para que
possiveis fragmentos agregados se dissociem, e entdo, € aplicada sobre um gradiente de
sacarose de ata salinidade. Apos a centrifugacdo, sdo coletadas fracOes desse gradiente.
Essas fragtes sdo analisadas por eletroforese em um gel de agarose. As fragdes contendo os
fragmentos de DNA de tamanho apropriado séo utilizadas para a ligagdo com o vetor. A

figura abaixo ilustra esse procedimento.
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Figura 24. Método para fracionamento do DNA por centrifugacdo em gradiente de sacarose. O
gradiente € aspirado, de baixo para cima, com guda de uma bomba peristdltica. A porcdo mais
densa do gradiente contendo o DNA de maior peso molecular, € aspirada primeiro.

Uma vez garantida a aleatoriedade dos fragmentos clonados, € bastante razoavel se
pensar que a probabilidade de uma dada sequéncia de interesse estar presente em uma
biblioteca genbmica possa ser estimada estatisticamente, com base na distribuicdo de
Poisson. Especificamente, 0 nimero de clone independentes (N) que precisam ser triados

para uma probabilidade (P) de seisolar uma sequiéncia especifica é dada por:

= In(1-P)/ In[1-(1/G)]

onde | é o tamanho médio dos fragmentos clonados, em pares de base, e G € o tamanho do
genoma, em pares de base.

Deste modo, precisamos triar cerca de 690.000 clones de uma biblioteca que usa
como vetor um fago A, para termos 99% de chance de isolar qualquer dada sequéncia

presente em uma Unica copia em um genoma tipico de mamifero.

= In(1-0,99)/In[1- (2x10%4/3x109)]= 690.000

2.2. Vetores utilizados na construcao biblioteca gendomica

Fagos A e cosmideos sdo comumente usados na construcdo de bibliotecas gendmicas.
Nos dois casos, fragmentos grandes de DNA gerados por fragmentacéo aleatodria séo ligados
com o DNA do vetor para formar concatameros que podem entdo ser empacotados em

particulas de fago A. As bibliotecas construidas em vetores A séo armazenadas e propagadas
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na forma de fagos recombinantes. No caso de clonagem em cosmidios, entretanto, essas
particulas virais servem meramente como veiculos para introduzir o DNA recombinante
dentro da bactéria. Uma vez dentro da bactéria o cosmidio se comporta como um plasmidio

grande.
Os cosmidios podem aceitar insertos de aproximadamente 45kb, quase duas vezes o

tamanho dos insertos clonaveis em fago A. Deste modo, usando-se o cosmidio como vetor, é
necessario gerar somente 350.000 recombinantes para atingir 99% de probabilidade de uma
seqliéncia de cOpia Unica estar representada em uma biblioteca gendmica de mamifero.
Entretanto, bibliotecas em cosmidios sdo mais dificeis de se construir e manter do que as
bibliotecas de fagos. Cosmidios sdo entdo usados quando o gene de interesse € muito
grande ou quando uma regido extensa do DNA cromossomal € desgada. No caso de
isolamento rotineiro de segmentos de genes ou em circunstancias onde a biblioteca sera

usada muitas vezes, 0 uso de vetores A € mais recomendado.
Na figura abaixo apresentamos um diagrama da estrutura de um vetor tipo A,

bastante utilizado na construcéo de bibliotecas gendmicas.

B B
5 S,E E,S

cos 3 BE Fragmento central BD cos 5

BE=braco esquerdo BD=Dbraco direito

Figura 25. Estrutura do vetor A EMBL3. BE=braco esquerdo; BD=brago direito; stuffer=
fragmento central; S=Sall; B=BamHI; E=EcoRl.

Conforme indicado no diagrama este vetor apresenta um fragmento central
flanqueado por dois fragmentos essenciais (direito e esquerdo). O fragmento a esquerda,
chamado de braco esquerdo, codifica para as proteinas do capsideo e o fragmento a direita,
chamado de braco direito, contém a origem de replicacdo do fago e promotores de outros
genes essenciais. Entre o fragmento central e os dois bragcos encontram-se os sitios de

restri¢ao utilizados na clonagem - Sall, BamHI, EcoRI - em orientac&o inversa.



Como todo fago A, a extremidade de cada brago apresenta um segmento de fita
simples (cos). Esses segmentos s&o complementares entre i e permitem a recircularizacéo
da molécula, e a consequiente replicacdo do DNA do fago dentro da célula hospedeira.

Esse tipo de vetor € chamado de vetor de substituicdo por que no processo de
clonagem a parte central do DNA do fago € substituida pelo fragmento de DNA a ser
clonado, originando a molécula recombinante.

Mais recentemente outros vetores com capacidade para grandes insertos foram
desenvolvidos. Os cromossomos artificiais de levedura (Y ACs) sdo moléculas lineares de
DNA cuja arquitetura mimetiza a estrutura de um cromossomo auténtico (Figura 26). Os
Y ACs recombinantes séo criados pela ligacdo de fragmentos grandes de DNA gendmico
exogeno (até 2000 kb) com os dois "bracos' do vetor YAC e o produto da ligacdo é
introduzido na levedura por transformacéo. Nos Y ACs recombinantes, o segmento de DNA
gendmico exogeno é flanqueado de um lado por um centrébmero, uma origem de replicacéo
e uma marca de selec&o e pelo outro lado, por uma segunda marca de selecéo. As leveduras
transformantes com cromossomo artificial s&o selecionadas como colGnias em meio com as
drogas de selecéo.

Os cromossomos artificiais de bactérias (BAC) sédo moléculas de DNA circulares
que carregam uma marca de selecdo a antibidtico. Os segmentos de DNA genémico
exogeno sdo clonados no vetor BAC in vitro e o produto da reacéo de ligacdo é introduzido
por eletroporacdo em cepas de E. coli, onde € mantido como um plasmidio de cOpia Unica.
Os vetores BACs carregam marcadores que permitem a discriminagéo dos clones vazios e
cheios. A média de tamanho dos clones de BACs € 120 kb, mas alguns clones podem
chegar 300kb.

Os vetores de bacteriéfago P1 acomodam fragmentos genémicos de 70 a 100Kb.
Neste sistema, as moléculas lineares recombinantes geradas a partir de sequiéncias do vetor
e do genoma sdo empacotadas in vitro em bacteriéfago P1. Apos a injecdo em E. cali, as
moléculas se tornam circulares pela atividade de uma recombinase, que promove a
recombinacdo de seqUéncias especificas presentes no vetor. Estes vetores carregam marca
de selecdo para antibidtico, marca de selecdo positiva para selecdo dos clones com inserto
de DNA gendmico exdgeno e uma origem de replicacdo plasmidial P1, que mantém umaou
duas copias dos plasmidios recombinantes na célula. Uma segunda origem de replicacéo

pode ser ativada para amplificacéo dos plasmidios antes do isolamento do DNA.
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Figura 26. Construindo um cromossomo artificial de levedura (YAC). O vetor YAC carrega uma
origem de replicacéo (ORI), um centrdmero (CEN), dois telémeros e marcas de selecdo (X e Y).
Lehninger, Principles of Biochemistry. Figura 29-16, p. 1139.

Os cromossomos artificiais P1 combinam as caracteristicas dos bacteriéfagos P1 e
dos BACs, incluindo a marca de selecéo positiva e as origens de replicacdo do bacteriéfago
P1. Os clones circulares recombinantes de PACs gerados durante a reacdo de ligacéo in
vitro sdo introduzidos em E.coli por eletroporacéo e mantidos como um plasmidio de cépia
unica na célula. Os insertos da biblioteca de DNA do genoma humano em PACs variam de
60kb a 150kb.
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|V. DETECCAO E ANALISE DO CLONE RECOMBINANTE

Um passo crucial na Tecnologia do DNA recombinante é encontrar o clone correto
na mistura de clones que foi criada durante os procedimentos da confeccéo da biblioteca
gendmica ou de cDNA. Embora sgja relativamente fécil selecionar as colnias que abrigam
os vetores de clonagem usando os marcadores de resisténcia a antibioticos que estéo
presentes nos vetores (Figura 27A), é muito mais dificil selecionar o clone que contenha o
gene de interesse. Note que no caso do vetor ser um plasmidio deverdo ser examinadas
milhares de col6nias de bactérias crescidas em placas de petri contendo agar, para a
deteccdo daquela(s) coldnia(s) que produza(m) pequenas quantidades da proteina expressa
pelo gene de interesse ou entdo que possua(m) o gene de interesse sem qualquer expressao
protéica que o caracterize (Figura 27B). Sera discutida inicialmente a situacdo na qual a
proteina é expressa no hospedeiro. Em seguida sera discutida a situagdo mais comum onde a
proteina ndo € expressa e a andlise serd feita através da prépria presenca do DNA de

interesse no fago ou na bactéria.

1. QUANDO O GENE DE INTERESSE E EXPRESSO NO HOSPEDEIRO
Se 0 gene de interesse é capaz de se expressar na célula hospedeira pode-se

identificar o clone que carrega este gene pela presenca desta proteina entre as colbnias
recombinantes. Para isto, 0 hospedeiro ndo deve produzir esta proteina, a menos que ele
carregue o clone que a produza. Se esta proteina for produzida normalmente pela célula
hospedeira, sera entdo necessario o uso de uma célula hospedeira defectiva ou mutante para
0 gene de interesse. Quando este gene for incorporado ele pode ser detectado por
complementacdo daquela funcéo. Se a proteina a ser detectada for especifica de mamifero,
por exemplo, a célula hospedeira ja sera naturalmente defectiva. Se a proteina for uma
enzima que catalisa uma reacdo mensurdvel pode ser possivel triar as colénias por sua
atividade enzimética.

Se a proteina de interesse ndo for uma enzima com funcdo detectével, uma outra
estratégia sera necessaria para a identificacéo do clone correto, como por exemplo, o uso de
um anticorpo especifico para a proteina de interesse. Anticorpo € uma proteina do soro
produzida pelos mamiferos que se combina com alta especificidade com outra proteina, o
antigeno. Neste caso, a proteina de interesse é o antigeno. Como o anticorpo se combina

especificamente com o antigeno, se 0 antigeno estiver presente em uma ou mais colénias de
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uma placa de petri, a identificacdo destas colbnias podera ser feita observando-se a reacéo

antigeno-anticorpo.
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Figura 27. Em A, estrutura do plasmidio pBR322, um tipico vetor de clonagem. Em B, método da
inativacdo insercional paraisolar plasmidios contendo DNA exdgeno. A insercdo do DNA exdgeno
no plasmidio pBR322 causa inativagdo da resisténcia a tetraciclina, permitindo o isolamento de
transformantes contendo o fragmento de DNA clonado (B). Lehninger, Principles of Biochemistry.
Figura 29-6, p. 1126.

Para que o antigeno sgja produzido na célula hospedeira a biblioteca de cDNA tera
de ser construida num vetor de expressdo. Neste caso 0s cDNASs sd0 inseridos nestes
vetores em regides que promovam sua expressao em E.coli, normalmente em promotores
que possam ser regulados. Esta proteina antigénica serd expressa como uma proteina de
fusdo, ou sga, serd sintetizada subsequiente a alguns aminoacidos pertencentes a proteina do

vetor bacteriano. Estas proteinas de fusdo sdo geramente mais estaveis que a
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correspondente proteina de eucarioto produzida em bactéria e, portanto podem ser obtidas
em grande quantidade. Para visualizar a producéo destas proteinas, uma parte dos fagos de
cada placa de lise (ou bactérias) recombinantes desenvolvidos numa placa de Petri sdo
transferidos (como um carimbo) para uma membrana de nitrocelulose, tratados para expor
suas proteinas e entdo submetidos a uma solucéo contendo um anticorpo especifico para a
proteina desgjada. Depois que os anticorpos livres sdo removidos, um segundo anticorpo €
adicionado para localizar a posicdo do primeiro. O segundo anticorpo é normamente
radioativo e pode ser identificado por autoradiografia utilizando-se um filme de raio X. Se
uma colénia radioativa estiver presente, uma mancha no filme de raios-X sera observada
depois que o filme for revelado (Figura 28). A localizagdo desta mancha no filme
corresponde a localizagdo da colénia que produziu aguela proteina, na placa de petri
original. Esta colOnia sera entdo recuperada da placa original e cultivada.

Uma limitacdo deste procedimento € que o anticorpo utilizado nesta triagem precisa
ser especifico para a proteina de interesse. A producdo de anticorpos pode ser obtida pela
injecdo da proteina (antigeno) em um animal. No entanto, esta proteina injetada deve ser

pura, caso contrério mais que um anticorpo sera formado.

2 O USO DE SONDAS MOLECULARES DE ACIDOS NUCLEICOS PARA
IDENTIFICAR O GENE DE INTERESSE

Como pode ser detectado um gene de interesse entre as colonias da biblioteca
gendmicaou de cDNA, se este gene ndo € expresso?

Quando o DNA em solucdo aquosa € agquecido a 100°C, ou exposto a pH alto, as
bases complementares que normalmente seguram as duplas hélices juntas sdo dissociadas
em duas fitas simples. Este processo € chamado de desnaturacdo. Estas mesmas fitas
simples poderdo se reassociar se forem conservadas a 65°C, por longos periodos, num
processo chamado de renaturacao (ou hibridacéo, quando a associacdo ocorre entre acidos
nucléicos de diferentes origens). ReacGes de hibridacdo ocorrem entre quaisquer duas
cadeias de acidos nucléicos de fita smples (DNA:DNA, RNA:DNA ou RNA:RNA) desde

gue tenham sequiéncias de nucleotideos complementares.

45



Promotor

EcoRlI lac

=

[3-Galactosidase

i EcoRI
L T

cDNA

A

Al

EcoRI
‘linker

!

EcoRlI EcoRlI

- N -

Proteina de Fusé@o

Empacotamento dos fagos

in vitro e plaqueamento em
camada bacteriana
Membrana de
nitrocelulose

Nitrocelulose
sobre as placas
de lise

Placas de lise

Remocéo da

membrana
Proteinas se ligam
a nitrocelulose

) . Incuba membrana com
Filme de raio-X anticorpo secundario anticorpo primario
Lava membrana
S
Incuba membrana com
47 . Z o
anticorpo secundario

anticorpo primario
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destes antigenos.
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Este principio da hibridacdo molecular é fundamental para caracterizar DNAS
recombinantes quando o gene de interesse ndo € expresso. Sondas de &cidos nucléicos
(fragmentos de &cido nucléico marcados radioativamente, geralmente com *P) sdo
utilizadas para localizar clones, numa biblioteca genbmica ou de cDNA, gue carreguem
uma sequéncia de DNA de interesse. Apos a confeccdo da biblioteca gendmica (ou de
cDNA) os fagos carregando DNA recombinante sdo espalhados juntamente com uma
suspensdo de bactérias numa placa de petri contendo meio de cultura sdlido. Uma vez
visualizada as placas de lise (ou as coldnias, no caso do vetor ser um plasmidio) € preparada
uma réplica de cada placa de petri com uma membrana de nailon ou de nitrocelulose. Este
processo permite a transferéncia de uma porcdo de fagos de cada placa de lise (ou de
bactérias de cada colonia) para a membrana, de tal maneira que o padr&o das placas de lise
da placa de petri original seja mantido na membrana. Para identificar qual das placas de lise
porta 0 gene de interesse esta membrana € tratada para expor e desnaturar 0 DNA das
colbnias ali presentes e incubados com uma solucéo de DNA ou RNA fita simples, marcada
radioativamente e complementar ao gene de interesse para permitir a hibridagdo. Dois
polinucleotidios simples fitas somente irdo se hibridar se forem complementares. A
localizac8o da placa de lise que se hibridou & sonda é determinada apOs a exposicéo da
membrana a um filme de Raios-X (autoradiografia) e a comparacdo deste filme com a
disposicdo das colbnias na placa de petri original (Figura 29).

Esta sonda molecular radioativa pode ser parte de um gene ja clonado para o qual se
procura o gene total, pode ser o DNA de um gene vizinho ao gene de interesse, pode ser o
RNA de genes que s80 expressos em tecidos especificos ou em estagios especificos do ciclo
celular, ou mesmo o gene de uma outra espécie que codifica para a mesma proteina. Neste
Gltimo caso, areacdo de hibridacdo pode ser realizada em baixa temperatura (42°C a0 invés
de 65°C) e em baixa concentracdo de sal (baixa estringéncia) para permitir a hibridaco

mesmo entre DNAS que tenham algumas bases ndo complementares.
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Figura 29. Triagem de uma biblioteca gendbmica ou de cDNA, construidas no fago A, com uma
sonda molecular para encontrar um clone de interesse. Esta triagem é feita espalhando-se os fagos
previamente incubados numa cultura de bactérias, em varias placas de agar. Depois que as placas de
lise tornam-se visiveis, sdo feitas as réplicas em membrana de nitrocelulose, seu DNA € exposto e
hibridizado com a sonda molecular. A posi¢cdo do clone recombinante de interesse é identificada
através de autoradiografia. O DNA ¢é isolado dos fagos presentes na placa de lise positiva,
identificada na placa de petri original e submetida a andlises posteriores.



Genes gue respondem a um mesmo mecanismo de regulacédo podem ser identificados
numa biblioteca de cDNA por hibridacdo diferencial. Isto é, genes expressos em tecidos
especificos, em estagios especificos do desenvolvimento ou do ciclo celular e genes
regulados por fatores de crescimento séo adequados para serem analisados por este tipo de
abordagem. Para esta identificagdo é necessario produzir duas populagdes celulares (ou
extrair MRNA de dois diferentes tecidos) umana qual eles ndo se expressam e outra na qual
eles se expressam. Suponha por exemplo, que uma biblioteca de cDNA sgja preparada
usando o mMRNA isolado de células tratadas com fatores de crescimento. Esta biblioteca é
plagueada e transferida para dois conjuntos de membranas de nitrocelulose. Um conjunto é
ensaiado com DNA marcado radioativamente preparado por transcricdo reversa do RNA
das células tratadas com os fatores de crescimento. O outro conjunto de filtros € hibridado
com cDNA preparado de células néo tratadas. Clones positivos identificados por hibridizar
mais fortemente com a primeira sonda codificam MRNAs induziveis pelos fatores de
crescimento (Figura 30).

Quando o DNA a ser clonado expressa uma proteina cuja sequiéncia é conhecida
pode-se inferir a sequéncia de um trecho de DNA que |lhe deu origem e sintetizar
oligonucleotideos que Ihe sejam complementares para serem utilizados como sondas
moleculares. Estes nucleotideos devem ter pelo menos 17 a 20 nucleotideos de
comprimento para ser especifico para a sequéncia procurada. Um problema enfrentado para
sintetizar estes oligonucleotideos € a degenerecéncia do codigo genético. Alguns
aminoécidos sdo codificados por quatro ou mesmo seis diferentes codons e, portanto mesmo
um pequeno polipeptidio pode ter sido codificado por vérias sequéncias de DNA. Para
contornar este problema as sondas oligonucleotidicas sdo algumas vezes sintetizadas como
uma mistura de todas as possiveis combinagdes dos codons que sdo traduzidas naguela
seqliéncia protéica (Figura 31). Uma destas sequéncias € correta e ird hibridar com o clone
de interesse, mas a possivel hibridacdo dos outros oligonucleotideos com sequiéncias sem
Interesse pode levar a obtencdo de clones fal sos positivos.

Uma variac8o deste método € utilizar o menor nimero possivel de oligonucleotideos
como sonda, escolhendo a regido da proteina que contém o menor nimero possivel de
codons degenerados (por exemplo, metionina € somente codificada pelo codon AUG).
Deve-se levar em conta também qual € o cédon de uso mais freqlente para cada

aminoécido, na espécie que esta sendo analisada.
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Figura 30. Clonagem de genes regulados por fatores de crescimento através de hibridacéo
diferencial. Esta estratégia € utilizada para clonar uma familia de genes que séo induzidas quando
células quiescentes sdo estimuladas a crescer pela adicdo dos fatores de crescimento.
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Cys-Met-Asp-Glu-Met-Lys-Arg-Asn-lle Sequéncia Parcial
de Aminoéacidos

A a .
I C_ G’é ) A é ) ) Sequéncias Possiveis
TGC ATG GA ATG Aé A A% AC':I'T 4o DNA

Parte da sequéncia com
pouca ambiguidade

—|OC8)>

Sondas contendo Sonda tentativa
todas as possiveis combinacfes
de condons de parte
da sequéncia
TGTATGGATGAAATGAA 5 TGCATGGACGAGATGAAGCGCAACATG!

TGCATGGATGAAATGAA
TGTATGGACGAAATGAA
TGCATGGACGAAATGAA
TGTATGGATGAGATGAA
TGCATGGACGAGATGAA
TGCATGGATGAGATGAA
TGTATGGATGAGATGAA

Hibridagédo com cDna

5 TGCATGGACGA® ATGAAGCGCAR ATG
- - - ACGTACCTCCH TACTTCGCGFX TAG -

5 TGCATGGACGAAAT GAAs:

- - - ACGTACCTGCTTTACTTCGCGITATAG- - -
Figura 31. Desenho de sondas oligonucleotidicas baseadas na sequiéncia protéica. Como a maioria
dos aminoécidos é especificada por dois ou mais codons estes oligonucleotideos sdo sintetizados
usando-se uma mistura dos nucleotideos das posi¢cbes ambiguas. A sequéncia correta estara
representada entre os oligos. Uma outra possibilidade € usar uma sonda tentativa cuja escolha €
baseada na frequiéncia de uso do cédon na espécie em estudo. Neste caso pareamentos incompletos
podem ocorrer.

3 ANALISE DO DNA E RNA POR ELETROFORESE EM GEL E “BLOTTING”
Varias técnicas foram desenvolvidas baseadas nas propriedades de hibridacdo dos

&cidos nucléicos visando atriagem e isolamento de sequiéncias especificas destas moléculas.

A maioria destas técnicas, conforme ja mencionado, trabalha com uma réplica do DNA de

interesse imobilizado num suporte solido tal como uma membrana de nailon ou de
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nitrocelulose. Um destes métodos, desenvolvido na década de 70 por E. M. Southern,
tornou-se conhecido por "Southern blotting". Nesta técnica o DNA é digerido com uma ou
mais enzimas de restricéo e os fragmentos resultantes separados por el etroforese num gel de
agarose. Os fragmentos de DNA dupla fita sdo visualizados por coloragcdo com brometo de
etidio, desnaturados 'in situ' com hidréxido de sodio e transferidos para uma membrana por
capilaridade, com o auxilio de uma solucdo de ata concentracdo salina. Tais condicdes
permitem que o DNA sgja retido na membrana no ponto de contacto entre o gel e a
membrana, criando uma réplica do gel. O DNA é covalentemente ligado a membrana
usando-se calor ou luz ultravioleta. Sondas de &cidos nucléicos (DNA ou RNA marcados
radioativamente) podem ser utilizadas para hibridar com o DNA fixado na membrana e a
posicdo na qual a ligacdo especifica ocorrer pode ser detectada por autoradiografia da
membrana (Figura 32). O padréo de hibridagcdo pode ser comparado diretamente com a
regido no gel original que contém a seqiiéncia de DNA de interesse. Southern blotting €
uma técnica tdo poderosa que permite que as informagdes obtidas sejam utilizadas para a
construgcdo de um mapa de restricdo de uma determinada parte do DNA clonado, por
exemplo, para identificar a regido que contém o gene de interesse. Esta técnica possibilita
também gue as sondas de acidos nucléicos sejam utilizadas para diagnosticos de distarbios
genéticos, ensaiando-se 0 DNA gendmico dos individuos afetados e de seus familiares. De
modo analogo, moléculas de RNA também podem ser identificadas apos serem separadas
por eletroforese, transferidas para nitrocelulose, sofrerem hibridacdo com sondas de DNA
ou RNA. Esta técnica de analisar RNA, por analogia ao Southern blotting, recebeu 0 nome
de Northern blotting. Esta técnica € Gtil como auxiliar na andlise de clones de cDNA
porque, o tamanho do mMRNA especifico pode ser comparado com o tamanho dos cDNAS
clonados, revelando a integridade dos clones. Além disto, esta técnica permite indicar em
qual tecido ou tipo celular um determinado gene € expresso ou quais sdo os fatores que

regulam a sua expressao.
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Figura 32. Southern blotting. Um fragmento de DNA especifico pode ser identificado separando-se
a mistura de fragmentos por eletroforese, transferindo-se para nitrocelulose e hibridizando-se com
uma sonda molecular complementar & seqiiéncia e marcada com 32p.

4 COMO OSGENES CLONADOSSAO UTILIZADOS?

O clone de interesse pode ser explorado sob varios aspectos. Ele pode ser
seguenciado e comparado com outras seqléncias ja descritas, ser utilizado no estudo da
expressdo génica do(s) gene(s) contido(s) no clone, ser alterado especificamente por
mutagénese sitio dirigida ou ser usado para gerar um produto de interesse comercial. Para
isto quase sempre sera necessario transferir o clone, ou parte deste para um vetor mais
apropriado para atingir os objetivos desegjados. A transferéncia de parte do DNA clonado
para um novo vetor é conhecida como sub clonagem. Algumas destas aplicacdes serdo

abordadas nos capitul os seguintes.

5. MAPA DE RESTRICAO

O mapa de restricdo do DNA clonado ou de pequenas moléculas de DNASs de fagos,
plasmidios ou mitocondrias pode ser bastante Util na caracterizacdo da molécula. Esta
técnica envolve a separacdo por eletroforese dos fragmentos de DNA obtidos apos digestéo
do DNA total com determinada enzima de restricdo. A ordem dos fragmentos na molécula
pode ser descoberta com 0 uso de outras enzimas de restri¢cdo, em duplas digestdes e/ou por

digestbes sequienciais usando 2 enzimas. Assim cada fragmento obtido apds digestdo com a
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enzima x € removido do gel e submetido a digestdo com a enzima y e vice-versa (Figura
33).

Informagdes sobre o mapa de restricdo de um fragmento de DNA s&o utilizadas, por
exemplo, para subclonar partes deste fragmento para o seqienciamento. O mapa de
restricdo do DNA mitocondrial vem sendo Util na caracterizac&o de linhagens e/ou espécies

de vérios organismos, auxiliando em estudos taxonémicos e evol utivos.
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Figura 33. Mapa de restricdo do DNA do fago A para vérias endonucleases. As barras verticais
indicam os locais de clivagem de cada enzima e 0s nimeros no ato indicam o tamanho da molécula
em unidades de 5000 pares de bases. Esta molécula possui no total 48502 pares de bases.

V.REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase possibilita a amplificagdo de uma sequiéncia rara
de DNA a partir de uma mistura complexa, sem a necessidade de clonagem molecular. Esta
técnica é amplamente utilizada em pesquisa basica, em medicina forense e no diagndstico
de doencas genéticas e infecciosas.

Inicidlmente, € necess&ria a construcdo por sintese quimica de dois
oligonucleotideos de DNA (iniciadores) complementares as extremidades de cada fita de
DNA, flanqueando a regido de interesse. Estes oligonucleotideos servem como iniciadores
da sintese de DNA in vitro, que é catalisada pela DNA polimerase.

Um ciclo de PCR comega com a desnaturagao por calor (95°C), que promove a
separacdo da fita dupla de DNA. A reacéo € resfriada na presenca de um excesso dos dois
oligonucleotideos, possibilitando a hibridizacdo dos dois iniciadores com a sequéncia
complementar presente no DNA alvo. Em seguida, a reacéo é incubada para atividade da
DNA polimerase, produzindo novas fitas de DNASs a partir dos iniciadores e utilizando o
quatro desoxirribonucleotidios (AATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Figura 34).



30 a40 de ciclos de 3 etapas:

1) Desnaturacéio
1 minuto 94 °C

2) Hibridizacédo dos iniciadores
45 segundos 54 °C

3) Extenséo
2 minutos 72 °C

Figura 34. As 3 etapas do ciclo de PCR (http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/index.html).

A cada novo ciclo da reagdo inicia=se com 0 aguecimento para desnaturacdo da
dupla fita de DNA, seguido de resfriamento para hibridacéo dos iniciadores e sintese de
uma nova fita pela DNA polimerase a partir dos iniciadores, sendo que as fitas de DNA
recém sintetizadas servem de molde no ciclo seguinte. Portanto, em cada ciclo € sintetizado
0 dobro do DNA produzido no ciclo anterior (Figura 35). Usualmente, sdo realizados de 20
a 30 ciclos para amplificagdo de um segmento de DNA especifico dentro de um genoma.

Nas primeiras iniciativas para amplificar fragmentos de DNA utilizava-se a enzima
DNA polimerase da Escherichi coli, que possui atividade maxima a 37°C. Esta enzima
deveria ser adicionada a cada ciclo pois 0 passo de desnaturagdo inativa a enzima. Um
importante avango ocorreu com a descoberta da enzima Tag DNA polimerase (Saiki et al,
1988) oriunda da bactéria Thermus aquaticus. A Tag DNA polimerase possui atividade

otima a 72°C e permanece razoavelmente estavel mesmo a 95°C e com isto, a enzima é

adicionada somente no inicio do processo .
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Figura 35. Os primeiros 4 ciclos de um PCR em detalhes.No terceiro ciclo, duas duplas fitas que
apresentam o tamanho correto sdo copiadas (as duas fitas com o mesmo tamanho). No quarto ciclo,
8 duplas fitas que apresentam o0 tamanho sdo copiadas (http:// alserv.rug.ac.be/

~avierstr/index.html).

Além de ser utilizada para a amplificacdo de um segmento especifico de DNA dentro
de um genoma, a metodologia de PCR pode ser utilizada para amplificar um segmento ou
toda a sequiéncia de um produto génico. 1sso pode ser feito a partir da populagéo de RNA de
uma determinada célula ou tecido. Entretanto, como a Polimerase utilizada na metodologia
de PCR € uma DNA Polimerase depedente de DNA, ela ndo pode usar RNA diretamente
como molde para a amplificagdo. Assim, inicialmente é realizada uma reacdo de transcricéo
reversa, onde pela acdo da transcriptase reversa o0 RNA é utilizado como molde para
geracdo de cDNA, gque é entdo utilizado como molde em uma PCR subsequente. Essa
abordagem denominada de RT-PCR (Reverse Transcription and Polimerase Chain
Reaction) é muito Util para se analisar de maneira rgpida a expresséo de genes de interesse,
pois uma vez que a PCR é realizada a partir de cDNA, o fragmento correspondente ao gene
de interesse sO sera amplificado naquelas células ou tecidos onde o gene é expresso. Esta
técnica pode ser utilizada para clonagem de um cDNA de interesse, desde que ja se tenha
alguma informagéo de sua sequiiéncia, sem a necessidade de se construir uma biblioteca de
cDNA paraisola-lo.
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VI. SEQUENCIAMENTO DE DNA

A partir do final da década de 70 tornou-se possivel a determinar a sequéncia
nucleotidica de fragmentos de DNA. O desenvolvimento da metodologia descrita por
Sanger e cols associado a avangos tecnologicos, permite que hoje genomas inteiros sejam
seqlienciados.

O principio do método de terminacdo da cadeia para seqienciamento de DNA
baseia-se na sintese de DNA in vitro realizada na presenca didesoxirribonucleotideos. Um
DNA purificado pode ser sintetizado in vitro em uma mistura que contém moléculas de fita
unica de DNA, enzima DNA polimerase, um DNA iniciador que possibilita a polimerase
iniciar a sintese de DNA utilizando os desoxirribonucleotidios. Alternativamente, na
presenca de didesoxirribonucleotideos (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP) na reacédo, o
elongamento da cadeia de DNA ¢é bloqueado pela incorporacéo do nucleotideo sem um
grupo OH naposicdo 3'.

No método originalmente desenvolvido por Sanger para seqlienciamento de DNA,
uma fita complementar € sintetizada utilizando um mistura de desoxirribonucleotideos, um
deles marcado com P* ou S*. S3o realizadas 4 reacbes independentes, contendo uma
peguena quantidade de um tipo de didesoxirribonucleotidio em cada uma das reacdes. Cada
reacdo produz um conjunto de copias do DNA inicial que terminam em diferentes pontos da
sua sequiéncia. Os produtos destas quatro reacfes séo separados por eletroforese, utilizando
quatro raias paraelas em um gel de poliacrilamida e os fragmentos séo detectados através
da marcagéo radioativa. Em cada um das raias, as bandas representam fragmentos que
foram terminados em dado nucleotideo em diferentes posicdes do fragmento inicial de
DNA. Pela andlise da ordem das bandas, comecando pelo final do gel através das quatro
raias, pode-se determinar a sequiénciado DNA recém sintetizado (Figura 36).

Este método ainda é amplamente utilizado, sendo que varios avancos tornaram o
sequenciamento de DNA uma técnica simples e rgpida. Os principais avancos foram a
adaptacdo da PCR a0 método de terminacdo da cadela e a utilizacdo de
didesoxirribonucleotideos marcados com diferentes corantes fluorescentes (fluorocromos).
A utilizacgo de fluorocromos permite que todas as quatro reagbes sejam realizadas em um
unico tubo e o produto da reacdo de seqlienciamento seja separado em uma Unica raia do
gel.
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Figura 36. Seqlienciamento de nucleotideos pelo método do término do crescimento da cadeia.
Lehninger, Principles of Biochemistry. Figura 10-36, p. 352.

Atualmente, todo o processo de sequienciamento de DNA pode ser realizado em
sequienciadores automaticos. Nestes equipamentos o produto da reacdo de seqlienciamento é
separado por eletroforese em gel ou em capilar, os fluorocromos séo excitados por um feixe
laser, os sinais fluorescentes séo amplificadas e detectados por tubos fotomultiplicadores ou
nos modelos mais modernos por camaras CCD. Andlises computacionais identificam cada
nucleotideo pelo comprimento de onda de emissdo especifico de cada fluorocromo. As
bases s&o identificadas de acordo com a forma do pico fluorescente e a distancia entre picos
sucessivos (Figura 37).
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Figura 37. O produto da reacéo de seqiienciamento € submetido a eletroforese em uma raia de gel.
A medida que os fragmentos passam pelo feixe de laser, os fluorocromos sio excitados e a luz
emitida é detectada por um fotomultiplicador. Esta informagéo é traduzida na forma de sequiéncia
através de um computador.
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VII. EXPRESSAO DE PROTEINASHETEROLOGAS

1. INTRODUCAO
A descoberta de promotores e repressores especificos do genoma de E. coli, de uma

variedade de virus de E. coli e de células eucaritticas permitiu a manipulacdo da expresséo
de proteinas e a clonagem de genes sob o controle de um dado promotor, cuja expressao
pode ser indutivel ou continua. O primeiro, e mais comumente usado, sistema de expressao
de proteinas heterélogas em E. coli é baseado no operon lac (Figura 38). Neste sistema, 0
DNA de interesse é clonado em fago (no caso de biblioteca de cDNA de expressdo) ou
plasmideo contendo o lacl (repressor), lacP (promotor) e lacZ (gene estrutural transcrito
para mMRNA da B-galactosidase). A inducdo da transcricdo € obtida pela adicdo de um
analogo de lactose sintético e ndo degradavel (isopropiltio-B-D-galactosideo, IPTG), o qual
Se associa ao repressor e inibe-0, deixando o promotor livre para a interagdo com a RNA

polimerase e consequente transcri¢do do gene.
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A) Sitios de controle Gene estrutural
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Repressor liga-se ao operador (O)
e impede transcricao de Z

L transcri¢éo
Sitios de controle @——> Gene estrutural

I | o z

B)
Q Q Lactose ou IPTG
Repressor 8 Q Q
lac inativo

Figura 38. Esquema ilustrando o funcionamento do operon lac. (a) Na auséncia de indutor. (b)
Na presenca de indutor.

O sistema mais comumente utilizado para expressao de proteinas heterdlogas é o que
utiliza E. coli como célula hospedeira. Este sistema é amplamente difundido devido a
facilidade e baixo custo de se cultivar E. coli, e pela reprodutibilidade e abundancia de
proteina que produz. Além disso, modificacbes nos vetores e linhagens de E. coli séo
frequentemente feitas no sentido de aumentar a eficiéncia e versatilidade do sistema
origina. Com isto, e com o advento de novos sistemas de expressdo em células de
eucariotos (levedura, insetos, mamifero), a expressdo de proteinas clonadas tornou-se uma
abordagem poderosissma que vem revolucionando os estudos de estrutura, funcéo,
purificacdo e identificacdo de novas proteinas. Nestes outros sistemas, o recombinante a ser
introduzido no hospedeiro alvo pode ser facilmente construido e amplificado em E. coli. Por
isso os plasmideos de levedura, mamifero, etc. séo construidos por fusdo de uma porcéo de
um plasmideo de E. coli (origem de replicacdo e resisténcia a um antibidtico) com
seqliéncias especificas para se obter expressdo em célula eucaridtica, conforme veremos

adiante.
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2. EXPRESSAO DE PROTEINASHETEROLOGASEM E.COLI
O uso de E. cali para a obtencdo de proteina em quantidade suficiente para o estudo

da estrutura e funcdo da mesma ou para aplicagcbes clinicas ou industriais € hoje
disseminado e constitui-se em um marco na histéria do nosso conhecimento de estrutura de
proteinas. Este topico pretende sobretudo descrever os passos basicos envolvidos na

construcéo de recombinantes e expressdo, em bactéria, de uma proteina clonada.

2.1 Subclonagem em plasmideos de expr essao
O procedimento de clonagem de um fragmento de DNA para expressao é exatamente

igual a qualquer clonagem, no entanto, deve se ter em mente que o0 proposito sera obter a
proteina correta. Para tanto, é necessario respeitar o sinal de traducdo de genes
procarioéticos (sinal de Shine-Dalgarno), em outras palavras, 0 DNA deve ser clonado de

maneira que sua fase de leitura correta fique em fase com o ATG iniciador (Figura 39).

Além disso, um vetor para expressdo em E. coli deve apresentar as seguintes caracteristicas:

origem de replicacao

- marcador para selecdo: gene que confere resisténcia a antibioticos como ampicilina,

tetraciclina, cloranfenicol, neomicina. EX. o gene da 3-lactamase que confere resisténcia
aampicilina.

- um_promotor para transcricdo: como 0s vetores de expressdo Sd0 normamente

projetados no sentido de produzir proteina em abundancia, o DNA codificante para uma
dada proteina deve ser colocado sob 0 comando de um promotor forte (exemplos: lacZ,
tac (trptlacZ), A-pRr, A-pL, Pgao do bacteriofago T7) e regulavel, isto é, contendo um
repressor para manter os niveis basais de expressdo do gene insignificantes até a
inducdo, o que se faz geralmente por adicdo de IPTG, no caso por ex. do repressor lacl,
ou choque térmico, no caso do repressor clts857.

- sna determinacdo da transcricao

- sequéncias para controle da traducdo, como por ex., um sitio de ligagdo ao ribossomo

para a iniciagdo da traducdo (Shine-Dalgarno) e um ATG iniciador. Um sinal de
terminacdo da traducéo (codon de terminacéo) também deve estar presente no vetor ou

no inserto a ser clonado, ou deve ser adicionado.
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- um MSC parafacilitar ainsercéo do gene de interesse na orientacdo correta.

Recombinante mimero ZTa obtida da clomgem acima a ser clonado em velor de expressio:
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Figura 39. Procedimentos para clonagem de um fragmento de DNA em fase de leitura correta em
um plasmideo de expressao.

Uma vez construido, o vetor de expressao contendo a sequéncia codificadora da
proteina de interesse é introduzido em E.coli por transformacéo.

Ao plangjar uma subclonagem para a expressdo de proteina, além de se respeitar a
fase de leitura correta, deve-se também tentar na medida do possivel fazer a clonagem
unidirecional do inserto. Na clonagem unidirecional utilizam-se duas enzimas de restricéo
para digerir o vetor e 0 DNA inserto. Na bidirecional utiliza-se uma Unica enzima, de modo

gue as pontas sdo iguais, permitindo a insercdo do fragmento em ambas as orientacOes.
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Assim, em uma clonagem bidirecional ha 50% de probabilidade de se obter os

recombinantes na orientagdo correta (senso) e 50% na orientac&o invertida (anti-senso).

2.2 Analise dos plasmideos e selecdo dos subclones corretos

A andlise de DNA plasmidial para a selecdo dos subclones corretos é feita por
digestdo com enzimas de restri¢éo e confirmada por sequenciamento se julgar necessario. A
andise de restricdo é um procedimento bastante simples; entretanto deve ser feito com
cautela e atencdo. Seu objetivo € selecionar o clone recombinante correto quanto ao

tamanho do inserto e sua orientacao.

Como regra a primeira digestdo deve ser feita com a(s) enzima(s) utilizada(s) para a

clonagem,; isto produzira dois fragmentos: plasmideo linear + inserto, e permitird avaliar se
os sitios de clonagem foram recuperados intactos. Se a ligacdo for realizada entre
extremidades cegas, preenchidas pela acdo da Klenow polimerase, verificase em um
catdlogo de enzimas de restricdo se haverd a formacéo de um novo sitio, o qual poderd ser
clivado para andlise. Outra alternativa consiste em clivar em sitios proximos ao da
clonagem em ambas as extremidades.

A segunda digestdo, no caso da clonagem bidirecional, deve ser plangada para

determinar a orientagdo do inserto. Deve-se escolher um sitio Unico e ndo centralizado no
inserto e um sitio no MSC que sgja ausente no inserto, produzindo de preferéncia dois
fragmentos de tamanhos facilmente distingliveis no gel. Calcular previamente o tamanho
dos fragmentos esperados para ambas as orientagdes. A digestdo completa € fundamental
para a correta interpretacdo dos resultados. A Figura 40 esguematiza um projeto de
subclonagem de um gene e a analise de restricdo dos subclones obtidos com o objetivo de:

a) selecionar os recombinantes, b) selecionar o recombinante correto.

3. PRODUCAO DE PROTEINASHETEROLOGASEM E. COLI

3.1. Producéo de proteinas hibridas

De maneiraideal, quando se pensa em expressao heterdloga, espera-se que a proteina
de interesse sgja estavel, ndo toxica para a bactéria, soluvel, produzida em grande
quantidade e possa ser facilmente purificada. Um procedimento muito utilizado é o de

expressar a proteina de interesse em fusdo com um “tag” especifico que permita a f&cil
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purificacdo da mesma através de cromatografia por afinidade em resinas as quais se
encontram acopladas ligantes, aos quais o0 “tag” possa se ligar especificamente. Uma outra
vantagem 6bvia de se produzir uma proteina hibrida, ou de fusdo, é no caso da expressio de
polipeptideos pequenos ou mesmo peptideos, os quais, sem fusdo, seriam instaveis e
rapidamente degradados na célula.

1kb Hindlll

BamHlI . — . BamHI -
@, Hindil -\

Inserto senso /

A — BamHI

Hindlll

— BaMHI
P Recombinante
Invertido

Recombinante (anti-senso)

Esperado
(senso)

3kb

Hindlll

m MSC

Clones (a) Digestdao com BamHI

1e2 . _ )
(b) Digestao com Hindlll

(a) (b)
kb M 1 2 1 2

5 —
4 — —
3 — — — —
2=
Fragmentos
obtidos em
1] =] = gel de agarose 1%
05|—
02— —

Figura 40. Subclonagem de um fragmento de DNA em plasmideo de expressdo e andlise de
restricdo de dois recombinantes obtidos.

Nota: Osclones 1 e 2 foram digeridos com BamHI e Hind |11, separadamente.

Responda: Qual dos dois clones tem 0 inserto na orientagéo correta (senso) para a
expressao da proteina?



Em geral projeta-se ainda um sitio sensivel a uma determinada protease (ex: fator
Xa, trombina), inserido imediatamente acima do sitio de clonagem, de maneira que a
proteina hibrida possa ser clivada liberando a proteina clonada que pode entdo ser
facilmente purificada utilizando-se a mesma coluna de afinidade. A coluna retera a proteina
de fusdo e eliminara no "void" a proteina de interesse. Um exemplo de proteina hibrida
obtida por clonagem no vetor pMAL é dado na Figura4l.

O procedimento de protedlise é relativamente trabalhoso e nem sempre eficiente, por
isso quando a proteina de fusdo ndo interfere se utiliza a prépria proteina hibrida, por
exemplo, para experimentos funcionais, produgdo de anticorpos, etc. Note que neste caso
pode ser estratégico ter o mesmo DNA clonado em dois sistemas de fusdo diferentes. Isto
permitira que anticorpos produzidos contra uma proteina hibrida sgam purificados por
afinidade contra a outra, purificando-se assim apenas anticorpos cujos epitopos localizam-se
na proteina clonada.

Dentre os vetores utilizados com sucesso para a producéo de proteinas hibridas
podemos citar:

- pGEX: apresenta a glutationa-S-transferase de Schistosoma japonicum (26 kDa) como
proteina de fusdo, permitindo a purificagdo da proteina de fusdo em coluna de agarose-
glutationa

- PMAL.: apresenta a proteina ligante de maltose (PLM) de bactéria (42 kDa) como fusdo,
permitindo a purificagdo da proteina de fusdo em coluna com amilose acoplada

- PpQE: apresenta um “tag” de 6 residuos de histidina como fusdo e permite a purificacdo
das proteinas de fusdo em colunas quelantes de Ni**

- PUR: cujafusdo € um fragmento da [3-galactosidase

A producdo de proteinas hibridas € geralmente muito simples, eficiente e de baixo
custo financeiro, podendo suprir de imediato necessidades da pesquisa basica, tais como,
producdo de anticorpos e purificagdo destes por afinidade, sondas em experimentos
variados e para estudos funcionais/estruturais da proteina expressa. Permite, também, a
expressdo em grande escala, para fins industriais ou clinicos de enzimas, hormdnios,
anticorpos, etc., quando a atividade da proteina é preservada. Além disto, é possivel se
obter, por mutagénese, proteina com a atividade de interesse potenciada e livre de efeitos
adversos ou atividades indesejadas.

(b)

65



(@)

B
¢ / P ? & 3

MEF s
—
EXPRESSAO O ‘:”OD
(INDUGAO) DPLM o
PAFETIVAEN —» — —
O = o Proteinade ¥ =

interesse
PURIFICAGAO
POR
AFINIDADE

CLONAGEM

as

Figura 41. 8 Esquema ilustrando os passos

para a expressdo, purificacdo e clivagem de

Lavagem Eluicdo

- DQD o % uma proteina de fusdo. b) Gel de
BpE B poliacrilamida-SDS de fragcbes da
Fator Xa purificacdo da proteina de fusdo PLM-

CLIVAQEM ® -
(proteclise) paramiosina.  Em A si0 mostrados os
\ extratos de células ndo induzidas (1) e de
células induzidas (2). Em B, proteina de

fusdo PLM-paramiosina apds €luicdo da
Re.nda coluna de amilose por adicdo de maltose

Separagao

(1), apbs clivagem por fator Xa (2) e fracéo
Eliminada

— coletada no "void"apos passagem na coluna
s paraaretencdo daPLM (3).

E importante estar alerta de que a situacio ideal exposta acima nem sempre é
atingida. Na realidade, na grande maioria das vezes, proteinas de eucarioto produzidas em
bactéria ndo sdo soluvels; as vezes podem ser toxicas para a célula; algumas sdo expressas
em baixos niveis; agumas interferem com a sua fusdo inibindo-a de se ligar a resina de
afinidade e tornando a purificagcdo menos eficiente; outras formam agregados extremamente
insoliveis mesmo na presenca de SDS/B-mercaptoetanol; algumas tém a sua atividade
biol 6gica plenamente recuperada, porém outras sdo inativas.

Assim, dentre os problemas mais comuns que ocorrem com a producdo de proteinas
heterélogas em E. coli, podemos citar:

- Proteinas toxicas. algumas proteinas sdo toxicas para a célula hospedeira. Neste caso,

pode-se proceder a secrecdo. Uma alternativa a producéo de proteina citoplasmatica, € a
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producéo de proteinas que sdo secretadas. Para tanto basta clonar o DNA codificante em
fusdo com uma seqiéncia codificante para um peptideo sinal de procarioto. Este
peptideo € clivado pela peptidase sinal quando a proteina € secretada para o periplasma.
Embora este método freqlientemente traga problemas com o rendimento ou a clivagem
do peptideo sinal, ha vantagens em alguns casos. no caso de proteinas toxicas para a
bactéria; algumas proteinas degradadas por protease no citoplasma sdo estéaveis no
periplasma; algumas que sdo inativas quando produzidas intracelularmente sdo ativas
guando secretadas; a proteina produzida ja tem a sua metionina N-terminal processada.
Um exemplo de sucesso é a expressao do hormdnio fator de crescimento epidermal
humano (hEGF) sob o comando do promotor da fosfatase acalina (phoA) e com a
seqiiénciasinal desta. A inducéo € obtida sob privacéo de fosfato do meio.

Proteinas instéveis: isto pode ser resolvido reduzindo-se a temperatura de crescimento

ou mudando-se para uma linhagem de bactéria deficiente em uma ou mais proteases.
Mesmo assim € comum se obter algum nivel de fragmentac&o da proteina expressa (ver
Fig. 39 b, raial).

Baixos niveis de expressdo: pode ocorrer pelas razdes acima dentre outras, como, por

exemplo, instabilidade do mMRNA, término prematuro da mensagem, traducdo
ineficiente.

Proteinas insoluveis. proteinas de eucariotos produzidas em bactéria sdo geralmente

precipitadas na forma de corpos de inclusdo e requerem procedimentos adicionais de
desnaturacdo para solubilizé-las e de renaturacdo para manté-las sollveis e funcionais.
Isto nem sempre € um problema, pois a formacdo de corpos de inclusdo pode proteger a
proteina contra a degradacéo por proteases bacterianas e também facilitar a purificagao,
uma vez que sdo corpos densos, precipitados a baixa velocidade de centrifugacéo,
enquanto a maior parte das proteinas bacterianas permanecem no sobrenadante. Mas
algumas vezes ndo se consegue renaturacdo adequada da proteina purificada. Neste
caso deve-se tentar atenuar a formagao de corpos de incluséo alterando as condicdes de
expressao, por exemplo, crescendo-se a cultura a temperatura mais baixa apés a inducdo

ou utilizando um promotor mais fraco.
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3.2. Producéo de proteinasintactas

A vantagem de se produzir proteina intacta sem fusdo é que ela podera ser utilizada
sem a preocupacéo de que o segmento de fusdo estgja interferindo em sua estrutura e
atividade. A principal desvantagem € que nem sempre se encontra um método eficaz para a
purificacdo da mesma. Contudo ha exemplos demonstrando que para estudos funcionais e
de estrutura é preferivel investir na producéo de proteina intacta.

Varios vetores encontram-se disponiveis no mercado para a expressao de proteinas
sem fusdo em E.coli. Os mais referidos so da série pET (plasmid for expression by T7
RNA polimerase), cuja expressao esta sob o controle do promotor de transcricdo @10 e dos
sinais de iniciacdo de traducdo s10 da proteina do gene 10 (a principal proteina do capsideo)
do bacteriéfago T7. A grande vantagem deste vetor € que ele é transcrito pela T7 RNA
polimerase, a qual é muito seletiva e ativa, sendo capaz de elongar cadeias de RNA
aproximadamente 5 vezes mais répido que a RNA polimerase de E. coli. Alguns vetores da
serie pET apresentam o promotor T7-lac, colocando a expressao da proteina sob o controle

lac e reduzindo portanto o background de expresséo da proteina avo na ausénciade IPTG.

4. EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS EM ORGANISMOS
EUCARIOTOS

Ao se escolher um sistema de expressao, deve-se sempre considerar a aplicacéo fina
da proteina a ser expressa. Embora o sistema de expressao de proteinas heterdlogas em E.
coli sgja bastante difundido, no caso de proteinas eucariodticas complexas torna-se, as vezes,
necessario langar-se méo de sistemas de expressdo em células eucaritticas para se produzir
proteinas na sua forma nativa, pois estes sistemas permitem modificacdes pés-traducionais
essenciais para a funcdo de determinadas proteinas, como, por exemplo, glicosilacéo.

Consideraremos alguns destes sistemas a seguir.

4.1. Expressao em células de mamifer os
Os vetores para expresséo em mamiferos contém sequéncias para facilitar a

propagacdo em bactéria (origem de replicacdo e um marcador para selecdo), bem como

seqliéncias especificas para se obter expressdo em células eucarioticas.
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Assim, um vetor para expressao em células de mamiferos deve apresentar as
seguintes caracteristicas.
- origem de replicagdo para células eucaridticas: por exemplo ado virus SV40
- promotor: como, por exemplo, do SV40 ou do citomegaovirus (CMV). Existem
também vetores com promotores induziveis como, por exemplo, o da tetraciclina e o
responsivo a ecdisona.
- sinais para o término datranscricdo e para a poliadenilacéo do transcrito
- marcador para selecdo: como por exemplo 0 gene gue codifica a aminoglicosideo
fosfotransferase, conferindo resisténcia a geneticina (um andlogo de neomicina).
- sequéncia paraligacéo ao ribossomo (sequéncia de Kozak)
Os sistemas de expressdo em células de mamiferos podem ser divididos em dois
tipos. @) aqueles envolvendo expresséo transitoria da proteina em questéo (1-4 dias apos a
introducéo do DNA); b) agueles envolvendo a expressdo estavel e que requerem, portanto, a

integracéo do gene no DNA cromossdmico.

4.2 Expressao em fungos
Fungos sdo eucariotos unicelulares potencialmente capazes de realizar todas as

modificagdes pos-traducionais observadas em células de mamiferos. A facilidade de cultivo
em larga escala e o fato de S. cerevisiae ser um microrgani smo seguro, legalmente usado na
industria de alimentos e farmacéutica, sdo caracteristicas adicionais gue tornam a expressao
heterdloga de proteinas neste sistema particularmente atrativa e com perpectivas para uso,
por exemplo, no desenvolvimento de vacinas orais através da imobilizagdo de antigenos na
superficie deste microrganismo. Exemplos da expressdo de proteinas heterdlogas em

fungos encontram-se descritos nos itens 7.1.2 e 7.2.

5. SISTEMA DE EXPRESSAO EM CELULAS DE INSETO UTILIZANDO
BACULOVIRUSCOMO VETOR

E um dos sistemas de expressio em células eucaridticas mais poderosos e versateis.
O genoma do Baculovirus € muito grande para permitir a insercdo direta de genes
heter6logos; por isso, estes séo clonados em vetores de transferéncia, os quais contém
sequéncias flanqueadoras que séo homdlogas (5° e 3’ ao inserto desgjado) ao genoma do

Baculovirus. Procede-se, entdo, a co-transfeccdo do vetor de transferéncia contendo o gene
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de interesse clonado e do DNA linearizado do virus Autographa californica (ACNPV) em

células do inseto Spodoptera frugiperda (Sf). Nestas células ocorre recombinacdo

homaologa, com transferéncia do gene heterdlogo do vetor para 0 DNA do AcNPV. A

infeccdo das células Sf com o DNA do virus resulta na parada total da expressdo das

proteinas do hospedeiro, permitindo alta producéo do mRNA e da proteina recombinantes.
Uma variedade de vetores de transferéncia foram construidos para utilizac8o neste

sistema. Cada vetor contem :

- umaorigem de replicagdo de E.coli

- um marcador de resisténcia a ampicilina

- o promotor da polihedrina ou da p10 (proteinas do baculovirus): promotores fortes.

- um MSC para permitir inser¢éo do gene de interesse

- sequéncias flanqueadoras pertencentes ao genoma do virus parafacilitar a recombinacéo

homdloga

V antagens deste sistema de expressao:

- Modificagbes pos-traducionais

- Obtencéo de proteinas solUveis e funcionalmente ativas

- Altissimos niveis de expressao

- Capacidade para grandes insertos

- Expressdo simulténea de varios genes. varios plasmideos com promotores multiplos
encontram-se disponiveis comercialmente, permitindo a expressdo de duas ou mais
proteinas numa Unica célulainfectada.

- Facilidade de purificagdo: vetores apresentando “tags’ de 6xHis e GST permitem a
purificacdo por afinidade das proteinas recombinantes.

- Facilidade de monitoramento da expresséo: vetores Biocolors permitem a obtencéo da
proteina de interesse em fusdo com GFP (green), BFP (blue) ou YFP (yellow),
permitindo o monitoramento da expressdo sem a necessidade da utilizacdo de

anticorpos.

6. EXPRESSAO EM CELULAS DE Drosophila
Combina algumas das melhores caracteristicas dos sistemas de expressdo em células

de mamifero com aqueles em células de insetos utilizando baculovirus. E um sistema mais

barato e eficiente que expressdo em células de mamiferos e mais rgpido que expressao
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utilizando baculovirus. Este sistema utiliza vetores plasmidiais para expressao transitoria ou
estavel da proteina de interesse. Encontram-se disponiveis comercialmente vetores para
expressdo: a) constitutiva (promotor da actina), b)induzivel (promotor da metalotioneina,
expressdo induzida pela adicdo de cobre ou cadmio) e c) indizivel e com secrecdo da
proteina para 0 meio. Todos os vetores apresentam “tags’ de 6xHis no C-terminal,

facilitando a purificagdo por afinidade da proteina de interesse.

7. EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS. APLICACOES E
PERSPECTIVAS

7.1- Bibliotecas de expressdo e identificacao de novas proteinas atr avés de anticor pos
ou outros ligantes especificos

7.1.1- Sistema convencional - expressado de biblioteca de cDNA em E. cali

Vocés ja viram em capitulos anteriores que uma biblioteca de cDNA pode ser
construida em vetor de expressdo (fago ou plasmideo). Para essa finalidade, um dos vetores
mais utilizados atualmente, pela sua versatilidade, € 0 AZAP e 0 hospedeiro mais usado € E.
coli. Quando se clona um dado fragmento de DNA pode-se plangjar previamente se desgja-
se uma clonagem uni ou bidirecional. Quando se sintetiza uma biblioteca de expresséo é
usual que se opte pela clonagem unidirecional. Para isso basta digerir o vetor com duas
enzimas que geram pontas incompativeis e preparar 0 inserto com adaptadores que geram
pontas compativeis com as do vetor, de tal maneira que a orientacdo seja a correta (fita
sense, sentido 5'—- 3, a partir do promotor) para a expressdo de proteina. A biblioteca é
amplificada como qualquer outra e a expressao de proteina € induzida pela adicéo de IPTG;
uma réplica da placa de égar contendo as placas de lise € obtida em um filtro de
nitrocelulose colocado sobre a mesma por um certo tempo para que as proteinas sgjam
aderidas. Este filtro € em seguida tratado como em um Western blot para a deteccéo de
proteina, com anticorpo ou um outro ligante especifico para a proteina de interesse. O
sistema AZAP é interessante porque apos o isolamento do clone o fagomideo pode ser
facilmente obtido por excisio in vivo por co-infecgdo com fago filamentoso auxiliar (Figura
42).
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Figura 42. Esquema do fago AZAP, isolamento do clone e excisdo do fagemideo pBluescript por

coinfeccdo com fago filamentoso auxiliar.

A proteina clonada pode entdo ser expressa e suas propriedades estudadas, inclusive
pode ser prontamente purificada para a injecéo em coelhos a fim de gerar anticorpos. Estes
podem ser usados como contra-prova da clonagem e como sondas importantissimas para
diagndstico, imunocitoquimica, etc. Ha também a possibilidade de se construir a biblioteca

em um AZAP modificado que contém o promotor de citomegalovirus (CMV) e outros

elementos necessarios para a expressao do gene clonado em células eucarioticas.

7.1.2. Novos sistemas par a a deteccao de receptores ou proteinas ligantes

A identificacdo de moléculas que interagem com uma dada proteina, isto é
peptideos ligantes, proteinas ligantes ou receptores, € fundamental para 0 mapeamento da
via de acdo de uma dada proteina na célula. O sistema convencional de "screening”

(selecéo) descrito acima pode ser utilizado. Mas, novos sistemas comegam a aparecer com o
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objetivo de selecionar ligantes ou anticorpos. Um destes € a clonagem do DNA (biblioteca
de cDNA comum ou bibliotecas combinatoriais de peptideos sintéticos) em fusdo com uma
proteina que forma a capa do fago lambda (Felici et al., 1991). Isto tem permitido isolar
ligantes de uma biblioteca complexa por passagem das particulas de fago sobre determinado
ligante especifico imobilizado em uma matriz. Uma evolugéo deste sistema que parece ser
promissora € a clonagem da biblioteca de cDNA de interesse em fusdo com uma proteina da
parede bacteriana, de tal maneira que as proteinas expressas ficardo expostas recobrindo a
superficie da bactéria, a qual podera entdo ser incubada com um ligante marcado por
fluorescéncia que marcard aquela célula que expressar o receptor ou ligante especifico. A
célula marcada podera, entdo, ser selecionada (isolada) por um aparelho de selecdo de
céulas, "Fluorescent Assisted Cell Sorters’, comumente referido como FACS. Para a
analise de milhes de bactérias, entretanto, serd necessario o desenvonvimento de FACS
mais sofisticados. A Figura 43 exemplifica esquematicamente uma proteina (anticorpo,
neste caso) expressa na superficie de umabactéria (Little et a., 1993). Este sistematem sido

considerado promissor para a producdo de vacinas orais e kits para diagnostico.

Porcéo
variavel
do
anticorpo

cadeia
pesada

conector

cadeia

membrana
externa

PAREDE
CELULAR
externa

gene que ?Géb
citoplasma

codifica para
0 anticorpo

Figura 43. Esquemailustrando a apresentacéo na superficie bacteriana de uma proteina heteréloga

expressa em fusdo com uma proteina da parede bacteriana. Este caso demonstra a expressdo dos

dominios variaveis de um anticorpo unidos por um peptideo "conector" em fusdo com a

lipoproteina associada a peptideoglicano (PAL). Foi projetado para preservar a conformagéo

nativa daregido variavel do anticorpo de maneiraa manter suas propriedades ligantes intactas.

Além dos exemplos citados acima, o "sistema de dois hibridos' (Fields & Song,

1989), para expressdo em levedura, tem sido bastante utilizado para a deteccéo e
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identificac8o de proteinas capazes de interagir com uma determinada proteina (Figura 44).
Neste sistema dois plasmideos sdo construidos para posterior co-transfeccdo e expressao

dos hibridos. O primeiro hibrido (isca) é a proteina conhecida (x) em fusdo com o dominio

ligante de DNA do fator de transcricdo GAL4; o segundo séo genes desconhecidos de uma
biblioteca de um determinado tecido ou espécie (proteina y) em fusdo com o dominio da
GAL4 ativador da transcri¢dio. E um processo engenhoso, cuja |dgica baseia-se no fato de
gue a GAL4, como a maioria dos fatores de transcricéo, € uma proteina com dois dominios
bem definidos (um ligante de DNA e o outro ativador da maquinaria de transcri¢éo), ambos
indispensaveis para o efeito final de ativac8o da transcricdo de genes situados sob seu
controle (controle do promotor GAL). Quando se expressa estes dominios separadamente, a
proteina sera inativa, exceto se os dois polipeptideos se associarem de tal maneira que
encontrar-se-80 juntos na regido promotora para exercerem seu papel de ativagdo da
transcricdo. Quando se expressam estes hibridos em uma linhagem de levedura, cujo
determinado gene marcador de selecdo esta sob o comando de GAL4 e, cultivam-se as
células na auséncia de um nutriente essencia sintetizado pelo gene marcador, a ativacéo
deste gene torna-se essencial para a sobrevivéncia das células. Um gene comumente
utilizado como marcador de selecdo neste sistema é o HIS3, cujo produto é uma enzima da
via de biossintese de histidina; neste caso, as células sdo capazes de crescer em meio com
histidina, mas sdo incapazes na sua auséncia, a menos que a transcricdo do gene HIS3 sgja
ativada pelo fator GAL4 “reconstituido” (ativo). Isto significa que no interior das células

gue sobreviveram encontram-se dois hibridos que formam um complexo; isto €, a proteina

conhecida x interage com uma proteina desconhecida y, a qual pode ser entdo identificada
por sequenciamento de seu cDNA e caracterizada. Merece destague o fato de que a
interacdo entre as proteinas X e y, por este processo, ocorre no interior de uma célula
eucaridtica viva, sendo, por isso, provavelmente mais confidvel que outros métodos

utilizados para o estudo de interacdes entre proteinas.
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GAL4 nativa

Transcri¢éo
e
(b) Gene HIS3
Hibrido com dominio ligante de DNA da GAL4
(c) Gene HIS3
Hibrido com dominio da GAL4 ativador da transcrigcao
(d) Interacéo entre hibridos reconstituindo a atividade da GAL4 Gene HIS3
transcricdo
_—
Gene HIS3

Figura 44. Estratégia para detectar proteinas ligantes utilizando o sistema de dois hibridos.

7.2. A utilizagdo da tecnologia do DNA recombinante no conhecimento de receptor es
de membrana

Para informagdes especificas em clonagem de receptores de superficie celular,
incluindo abordagens que visam descobrir ou projetar novas drogas efetivas direcionadas a
esses receptores, consulte a revisdo de Luyten & Leysen (1993). Estes autores enfatizam
que a expressao heterdloga de receptores clonados proporciona uma fonte rica, reprodutivel,
inexaurivel e barata de subtipos de receptores humanos. ESses receptores expressos podem
ser utilizados no “screening” de drogas e também para o “design” de novas drogas atraves
de um melhor entendimento da relacéo estrutura-funcéo, visto que a clonagem molecular
desses receptores revelou uma abundancia de subtipos, bemm como modelos estruturais dos
mesmos (Figura 45). Agora, uma nova era pode ter lugar, em que as drogas comegam a ser
projetadas e construidas com base na estrutura de seu alvo no organismo (Bugg et a.,
1994).

75



Exemplos da utilizagdo da tecnologia do DNA recombinante neste caso incluem a

expressdo heterdloga de receptores acoplados a proteina G nos fungos Saccharomyces

cerevisae, Schizosaccharomyces pombe e Pichia pastoris, visando estudos estruturais e

funcionais. Células de S. cerevisiae expressando o receptor de somatostatina de rato foram

usadas com sucesso no “screening”

de andlogos de somatostatina

e bibliotecas

combinatoriais para identificar agonistas e antagonistas seletivos para subtipos com

potentes efeitos in vivo (M. H. Pausch, 1997).
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Figura 45. Modelos estruturais de familias de receptores de superficie celular. Os dominios trans-
membrana e alguns dominios funcionais sdo representados. O enrolamento da cadeia proteica €
hipotético, pois 0 Unico que teve sua estrutura determinada por cristalografia até o momento foi o
dominio extracelular do receptor de horménio de crescimento.
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7.3. Expressdo de proteinas para inter vencao ter apéutica

Podemos dizer que ha duas maneiras gerais de se fazer terapéutica por expresséo de
proteinas:

a) a expressdo heterologa de uma proteina humana em bactéria ou célula eucariotica
para a producdo em grande escala, purificacéo e utilizacdo desta para injecdo em pacientes:
o exemplo mais conhecido é provavelmente o da insulina (Bristow, 1993), a qual foi o
primeiro produto comercial obtido pela tecnologia do DNA recombinante e aprovado para
uso em humanos em 1982 pela U.S.FDA (Food and Drug Administration). A Figura 46
mostra as estratégias empregadas para a producdo de insulina para fins terapéuticos; a
bovina e a suina sem modificagdes quimicas séo menos eficientes. A insulina produzida
pela tecnologia do DNA recombinante apresenta a vantagem de eliminar a possibilidade de
contaminantes ou agentes infecciosos que podem estar presentes nas proteinas purificadas
de animais. Uma das maiores expectativas neste campo € a possibilidade de se obter
mutantes com atividade muito superior ao da proteina nativa e sem certos efeitos adversos.
Outros exemplos de produtos obtidos pela tecnologia do DNA recombinante e utilizados
com finalidade terapéutica sdo o anticoagulante TPA (ativador de plasminogénio tipo
tecidual), o fator VIII de coagulacéo e a eritropoietina (horménio que estimula a producéo
de eritrécitos).

A determinacéo e caracterizacao refinada da estrutura de proteinas comega a ganhar
maior impacto pela possibilidade de expressdo/purificacdo de proteina em larga escala e
mutagenisadas. Além de nos proporcionar a satisfacdo de se conhecer uma nova estrutura,
esse conhecimento nos permite projetar drogas e pensar em outras estratégias terapéuticas,
tais como, expressar apenas um dominio ativo da proteina.

Por exemplo, os dominios variaveis de anticorpos podem ser expressos como uma
Unica cadeia polipeptidica ativa. Pode-se pensar também na expressdo de receptores
soltveis (ou dominios ativos destes) para um dado virus, no sentido de inibir a sua interacéo
com o receptor da célula; um exemplo seria a expressao do receptor CD4 para 0 virus da
AIDS. Uma idéia espetacular que comega a emergir a partir do nosso conhecimento da
estrutura atdmica e funcéo de fatores de transcricdo, € a possibilidade da sintese de drogas

que inibiriam ou ativariam especificamente um dado fator de transcricéo (Figura 47).
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Figura 46. Representacdo esguemdtica de estratégias usadas para produzir insulina para fins
terapéuticos.

Um outro exemplo da potencial aplicacdo da expressao de proteinas heterdlogas em
intervencao terapéutica seria a producédo de grandes quantidades de anticorpos em plantas,
visando seu uso em imunoterapia. As plantas sd0 capazes de sintetizar e montar
virtualmente qualquer tipo de molécula de anticorpo, desde fragmentos até cadeias
completas e mesmo anticorpos multiméricos. Ma & Ben (1995) descreveram a expressao e
montagem em plantas da molécula de IgA, que é a forma predominante de imunoglobulina
em secrecOes de superficies mucosas como o trato grastrointestinal. Até entdo a producéo
de IgA em sistemas heterdlogos tinha sido frustante devido a complexidade desta molécula.
Anticorpos produzidos em plantas podem vir a ser particularmente Uteis para imunoterapia
topica. No caso, por exemplo, de céries, Ma et al. (1990) mostraram que a aplicacdo topica
de anticorpos monoclonais contra uma proteina da superficie (de adesdo) do Streptococcus
mutans em dentes humanos conferiu protecdo a longo prazo contra esse microrganismo em
adultos.
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Figura 47. Modelos hipotéticos da acdo de drogas que poderiam ser efetivas em terapéutica

atuando sobre um fator de transcricao.

b) a terapia génica por transfeccdo de células retiradas do proprio paciente com
retrovirus, ou outros tipos de virus, com o intuito de repor um gene mutante ou para o
tratamento de doencas multi-fatoriais como cancer e doencas cardiacas. A primeira terapia
génica realizada para substituir um gene mutante Unico, iniciada em 1990, foi aterapia para
a deficiéncia da adenosina desaminase (ADA), a qual consiste em implantar linfécitos T
transfectados com retrovirus expressando a proteina ausente nos portadores desta doenca.
Esta tem sido considerada o prototipo das terapias génicas e tem sido bem sucedida (ver o
artigo de F. Watson, 1993).
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VIIl. ANALISE DE EXPRESSAO ATRAVES DE MICROARRANJOS DE DNA

Como vimos até agora, a tecnologia do DNA recombinante vem permitindo grandes
avancos na identificacdo e caracterizac@o de genes especificos. Com relacdo aos estudos de
expressdo génica, abordagens amplamente utilizadas, como Northern blot e RT-PCR, sdo
bastante sensiveis e precisas, porém permitem o estudo de um ou poucos genes de cada vez.
Os Projetos Genoma, além de terem gerado informagdo sobre as sequéncias dos genomas de
diversos organismos, impulsionaram um grande desenvolvimento tecnolégico gque resultou
no aparecimento de novas metodologias de andlises genéticas. Uma dessas novas
metodologias, os microarranjos de cDNA, permite ndo sO a andlise de expressdo de genes
especificos mas de padrbes de expressao caracteristicos de certos tipos celulares, estagios de
desenvolvimento, condi¢Bes patolégicas e muito mais. Com a utilizagdo dessa nova
metodol ogia é portanto possivel analisar a expresséo de milhares de genes simultaneamente,
determinando-se quais deles sdo expressos em tipos celulares especificos, em momentos e
condicdes particulares, sempre através da comparacdo de duas situacdes diferentes.

Como no caso do Northern blot, a metodologia de microarranjos baseia-se na
propriedade de hibridagdo dos &cidos nucléicos. Mas ao contrario do Northern, onde o RNA
total de determinadas céulas ou tecidos esta imobilizado em uma membrana de nylon e o
fragmento correspondente a0 gene de interesse € marcado para a hibridagdo; no
microarranjo, os milhares de fragmentos de DNA que representam genes especificos estao
imobilizados num suporte sélido, que pode ser uma membrana de nylon, ou uma lamina de
vidro e 0 RNA total é que é marcado antes de hibridar com os fragmentos génicos

imobilizados.
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A metodologia que usa a lamina de vidro como suporte € a que permite a andlise de maior
nimero de genes. Na figura 48 podemos ver um esguema representando 0s principais

passos de um experimento com microarranjos de DNA.

RMA teste RMNA referdncia
BXCitacan
e
P e laser 1 laser 2
X %o

transcricao
reversa

MAFCACAD COm
fluorocromos

Amplificacao
por FCR

e purificagao

analise
informatica

Figura 48. Esquema da preparacdo e andlise de microarranjos de DNA.

Primeiramente, os fragmentos representando genes especificos (derivados, por
exemplo, de uma biblioteca de clones de cDNA) sdo amplificados por PCR e aplicados
sobre a ldmina por um rob6 que automaticamente fixa a lamina os fragmentos de DNA em
minuascul os circulos com diametro da ordem de 0,1 mm ou menos, formando os spots. Cada
spot na lamina contém milhares de copias do fragmento de DNA que representa um
determinado gene e sua posicéo exata fica registrada. Entdo, o RNA total de células em
duas diferentes condicdes é isolado e marcado com dois fluorocromos (corante
fluorescente) distintos. A marcacdo do RNA geralmente ocorre através da sintese de cDNA
utilizando a transcriptase reversa, onde um dos nucleotideos fornecidos esta conjugado com
o corante fluorescente. Para 0 RNA extraido de células na condicédo 1, a sintese de cDNA é

feita fornecendo-se um dos nucleotideos marcado com um fluorocromo vermelho e para o
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RNA extraido de células na condicdo 2, a transcricdo reversa € feita na presenca de um
nucleotideo marcado com um fluorocromo verde. Os dois cDNAs marcados séo misturados
e incubados sobre a lamina contendo 0 microarranjo, para que possa ocorrer a hibridagéo
entre o cDNA marcado e os fragmentos de genes na lamina. Os spots correspondentes
aqueles genes que forem expressos na condic¢éo 1, ficardo marcados de vermelho, pois havia
RNA corresponde a ele na amostra da condicdo 1 que foi convertido em cDNA marcado
com o fluorocromo vermelho. Aqueles que forem expressos na condi¢do 2 ficardo marcados
de verde. Os genes que forem expressos em quantidades equivalentes nas duas condic¢des
ficardo amarelos, dada a sobreposicado de marcagdo com os cDNASs de ambas as situagoes.
Estes resultados sdo obtidos através da utilizacdo de programas de computador que
analisam a imagem do microarranjo hibridizado e quantificam a intensidade do sinal de
cada spot.

Este tipo de abordagem esta sendo amplamente utilizado para o monitoramento de padrdes
de expressdo génica caracteristicos de diferentes situagbes, como por exemplo, leveduras
crescendo na presenca de glicose versus leveduras crescendo na presenca de acool ou
células de diferentes tipos de cancer em relacéo a células normais. Isto é possivel devido a
disponibilizacdo da seqiiéncia genémica dos organismos, no caso da levedura por exemplo,
foram analisados microarranjos de DNA contendo cerca de 6000 clones 0 que representa
praticamente todos o0s genes desse organismo. Nesses experimentos observou-se que
guando as leveduras passam de uma condicao de fermentacao de glico se para crescimento
em meio com etanol, seu padrdo de atividade génica se altera visivelmente, sendo gque cerca
de 900 genes sdo transcritos mais ativamente e outros 1200 tém sua atividade diminuida.

Os resultados de experimentos com microarranjos de DNA normamente revelam um
grande nimero de genes gque tem sua expressao alterada quando se muda de uma condicédo
para outra. Muitos deles sGo normalmente genes de funcdo desconhecida e a analise do
microarranjo pode revelar um grupo de genes com os quais eles se relacionam através do
padréo de expressdo, 0 que pode gjudar bastante na predicdo da possivel funcdo desses
genes. Esta andlise € feita usando-se uma técnica chamada de clustering, através da qual
grupos de genes que tém expressdo regulada de maneira coordenada podem ser

identificados. Os resultados dessa andlise sd0 organizados e mostrados em imagens criadas
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por programas de andlise que permitem a fécil visualizacdo desses grupos e fornecem
também a informac&o sobre o nivel de expressdo dos mesmos em cada uma das situagoes.
Genes que sdo ativados ou reprimidos simultaneamente numa dada circunstancia podem
compartilhar funcbes, fazendo parte de uma mesma maquinaria multi-protéica ou atuando
em processos celulares comuns. Esta €, portanto, uma abordagem de grande utilidade para o

atual momento da ciéncia, afase pés-gendmica ou do genoma funcional.
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