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RESUMO: A esséncia da Engenharia Genética estd na jungdo de Fragmentos de DNA ou genes de diferentes organismos com o
DNA de vetores plasmidiais ou virais, a fim de serem introduzidos e propagados em bactérias ou ocutras células hospedeiras. Com
o objetivo de analisar a estrutura glnica, os processos envolvidos em sua regulagio e expressdio ou, ainda, para produzir proteinas
especificas de interesse médico ou comercial, uma série de técnicas vem sendo descritas. Este artigo resume a maioria dos métodos
empregados, conhecidos em conjunto como a tecrologia do DNA recombinante.
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Sabemos que o constituinte celular mais repre-
sentativo do fendmeno vital sfo as proteinas. Estas re-
sultamm da unifio, por meio de ligagdo peptidica, de
aminodcidos, dos quais 22 sio empregados pela natu-
reza para esle processo.

Como bem evidenciam as hemoglobinopatias, a
ordem com que estes 22 aminodcidos sdo polimerizados
¢ absolutamente critica, para que o polimero resultante
tenha significado biol6gico. Tal rigor presume a ne-
cessidade de um cédigo, o qual deve apregentar suas
propriedades fundamentais: deve ser estdvel, para ser
acessivel & maquindria celular sempre que houver neces-
sidade de sintetizar novas moléculas de proteina; deve
ser transmissivel hereditariamente, para que a progenie
resultante da divisdo de um tipo celular qualquer con-
‘tinue competente para a sintese daquelas proteinas cujo
conjunto constitue o fendtipo caracteristico daquele tipo
celular.

Sabemos igualmente que tal cidigo de fato existe
€ que sua natureza quimica é o DNA. Como o DNA
se compde de quatro bases nitrogenadas, A, T, C e G,
segue-s¢ que grupos de trés nucleotideos (base-deso-
xirribose-fosfato) correspondem aos aminodcidos. Como
o arranjo de quatro bases em grupos de trés com repe-
ticio admitem 64 possibilidades, segue-se que o cidigo
¢ degenerado, ocorrendo sinonimia, isto &, mais de um
cédon (conjunto de trés nucleotideos) correspondendo
ao mesmo aminoécido.

A determinagdo da massa de DNA em diferentes
organismos mostra uma proporcionalidade entre esta
massa e o estigio evolutivo. O ganho de DNA entre
bactérias ¢ mamiferos é de trés ordens de magnitude,
muito além do aumento do espectro de proteinas pre-
sentes. Isto sugere o acimulo de DNA sem significado
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biolégico no sentido de correspondéncia as proteinas
(genes estruturais) . Pode-se especular que a massa adi-
cional de DNA tem fungdo plastica, como constituinte
dos cromossomos; fungles regulatérias, controlando a
expressdo dos genes estruturais; ndo tem fungdo defi-
nida, podendo aqui serem considerados genes que fo-
ram estruturais em antecessores evolutivos das espécies
atualmente encontradas. Sabemos hoje que a expressdo
dos genes se dd através da sintese de um RNA, que
difere do DNA apenas por conter uracila em vez de
timida e ribose em vez de desoxirribose. Assim como
a dupla fita de DNA & mantida por ligagGes denomi-
nadas Watson-Crick entre A e T ¢ G e C especifica-
mente, a fidelidade da expresso génica & garantida
pela copia fiel do DNA em RNA. Assim, a seqiiéncia
de DNA ATGGCTAA é transcrita no Segmento RNA:
UACCGAUU.

Como o genoma de organismos superiores com-
porta massa de DNA correspondente a algo como 10°
genes, até o advento da Engenharia Genética parecia
impossivel conseguir-se isolar um gene a partir de tal
diluicdo (1:10%). E, porém, possivel hoje construir
genes sintéticos a partir do RNA mensageiro encon-
trado nas células, introduzir tais genes em bactérias
mediante o uso de vetores adequados e determinar a
seqiiéncia destes genes apds sua amplificagio pela re-
producdo das bactérias. Dispomos assim de material
perfeitamente caracterizado e em massa suficiente para
buscar, no DNA celular, as seqiiéncias génicas corres-
pondentes.

O isclamento dos primeiros genes permite verifi-
car que (- 2, anatdmicamente, as seqiiéncias estruturais
n#o sfo continuas isto ¢, co-lineares com o RNA delas
aparentemente transcrito, mas interrompidas por se-
giiéncias de DNA que nio tem correspondéncia com a
proteina codificada. Estas dltimas seqiiéncias sfo cha-
madas introns, enquanto que as seqiiéncias expressas
séio chamadas exons. Sabemos hoje que na verdade o
primeiro produto de transcri¢do, denominado RNA hete-
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rogéneo nuclear, € co-linear com o gene, ocorrendo pro-
cessamento pos-transcricional deste produto, com reno-
vagiio das seqiiéncias correspondentes a introns e fusdo
de exons préximos, Tal construgdo dos genes poderia
encontrar justificativa como meio de reduzir ou tam-
ponar a carga mutacional, Desta forma, mutagbes ocor-
ridas a nivel de introns seriam silenciosas, nfo afetando
a célula. Pode-se mostrar, por exemplo que hé dois
alelos para o gene da ovalbumina em galinha, que dife-
rem entre si pela presenga ou auséncia de um sitio de
restrigio a nivel de um intron ®,

Outra possibilidade seria a construgdo de genes
diferentes usando basicamente os mesmos exons. Assim,
por exemplo, a diferenca entre o gene para IgM de
membrana ¢ IgM secretada estdi em um ¢nico exon
presente apenas no gene da IgM de membrana 40,

Finalmente, podemos imaginar a utilidade dos in-

trons como mecanismo para a fusio de exons distantes.

Como a seqiiéncia de nucleotideos na fronteira exan-
intron ¢ constante, podemos juntar dois exons distantes
durante a diferenciagdo celular. Por exemplo ,a distin-
cia entre os exons que constituem o gene de uma imu-
noglobina é muito maior nos gametas do que no lin-
fécito terminalmente diferenciado ©9,

Este novo conceito sobre a estrutura génica surgiu
apds o advento de uma série de técnicas que facilita-
ram o isclamento de genes e sua caracterizag@o. O
conjunto dessas técnicas é conhecido como a tecnolo-
gia de DNA recombinante e, & ciéncia que as utiliza,
tém-se 0 nome de Engenharia Genética.

1 — A tecnologia do DNA recombinante: técnicas de
clonagem molecular

De forma muito geral, a clonagem molecular con-
siste em ligar fragmentos de DNA “in vitro” e intro-
duzi-los em células-vivas, onde tais moléculas possam
ser replicadas, gerando individuos que contém milhares
de cépias idénticas ao fragmento original, sendo deno-
minados clones recombinantes ou, simplesmente, clones.

A tecnologia, que vem sendo empregada nos mais
diferentes sistemas, tanto animais como vegetais, se
baseia em algumas descobertas independentes e que
serdo discutidas, em detalhe, mais adiante:

1. a descoberta, em bactérias, de endonucleases
que cortam o DNA em locais especificos, chamadas
enzimas de restricdo & 78 9),

2. o desenvolvimento de vetores moleculares para
a clonagem, a partir de um conhecimento mais apro-
fundado dos plasmideos bacterianos (10 11, 12, 18),

3. a descricio de um método para a introducgo
de DNA em bactérias (14 189,

4. as técnicas de seqiienciacfio de DNA, permitin-
do a caracterizagdo de qualquer gene clonado (6. 17. 18},
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A clonagem molecular se reveste de uma impor-
tncia ainda maior quando pensamos que o fragmento
de DNA clonado é responsdvel pela sintese de uma
proteina de interesse médico (horménios, vacinas etc.) .

Sob este aspecto, poder-se-ia empregar esse con-
junto de técnicas para a produgdo em tassa de dife-
rentes produtos bioldgicos, como, de fato, vem ocor-
rendo ha alguns anos.

Dada a pontecialidade dessa moderna tecnologia
e o interesse geral que o assunto desperta, vamos des-
crever, com alguns detalhes, a metodologia normal-
mente empregada

I.1 — As enzimas envolvidas na manipulagiio de genes
“in vitro”

As enzimas de retricdo sdo endonucleases capazes
de reconhecer seqiiéncias especificas na molécula de
DNA e causar a quebra das duas fitas.

Na natureza, essas enzimas isoladas de bactérias,
sao responsaveis pela degradacio de moléculas de DNA
“estranhas” que, eventualmente, pudessem penetrar na
célula.

Normalmente, as enzimas de restricdo clivam o
DNA entre os terminais 5’-fosfato e 3*hidroxila e, por
causa da simetria da seqiiéncia de reconhecimento, ge-
ram moléculas contendo extremidades 5" fosfato proe-
minentes ou 3’ fosfato complementares. Neste caso, diz-
se que as enzimas geraram extremidades coesivas nas
moléculas de DNA. Algumas enzimas pertencentes a
essa classe, seguidas do microorganismo a partir do qual
foram isoladas, sdo : Bam HI (Bacillus amyloliguefaciens
H); Eco RY (Escherichia coli RY 13), Hind 111 (Hae-
mophilus influenzae Rd), Pst 1 (Providencia stuartii),
Sal 1 (Streptomyces albus G).

Outras enzimas, contudo, como por exemplo Hae
III (Haemophilus aegypius) ou Sma 1 (Serratia mar-
censcens Sb) clivam a dupla fita no mesmo ponto, ge- -
rando extremidades perfeitamente pareadas (“Flush
ends™),

Deve-se ressaltar que ja foram descritas mais de
trezentas enzimas de restrigiio diferentes U9, cada uma
das quais reconhece uma seqiiéneia especifica de nu-
cleotideos no DNA. Portanto, o uso apropriado dessas
enzimas permite o isolamento de fragmentos discretos
de DNA, uniformes em tamanho e capacidade de codi-
ficagcio, uma vez que os cortes so realizados em re-
gites definidas.

Além disso, as referidas endonucleases so um
importante instrumento para andlise dos genes clonados,
pois através delas pode-se estabelecer o mapa fisico da
seqiiéncia génica em questfio.

A obtencio de fragmentos de DNA contendo se-
giiéncias complementares em suas extremidades, como
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descrito acima, é a primeira etapa a ser vencida no
processo de clonagem de um gene @9, Segue-se a ligacio
desses fragmentos, “in vitro”, a vetores moleculares que
se encarregarao de transportd-los para dentro de células
e, assim, gerar clones. Tal reagdo de ligacao é efetuada
pela DNA ligase, enzima capaz de formar uma ligagio
covalente entre extremidades de DNA @122, Ag duas
ligases mais utilizadas provém de E. coli ou do fago T4.
Ambas catalisam a mesma reagdo porém, a primeira
requer NAD como cofator, enquanto a codificada pelo
fago T4 é dependente de ATP.

Assim, podem-se ligar fragmentos de DNA digerido
com Hind III, por exemplo, a vetores moleculares con-
tendo as mesmas extremidades coesivas ¢ as moléculas
resultantes dessa ligacdo utilizadas para a clonagem.

A desvantagem de se ligar DNAs através de extre-
midades coesivas ¢ pela alta fregiiéncia de ligagio que
ocorre com os vetores entre si. Como tesultado, tem-se
vérios clones que nio contém o DNA a ser estudado,
mas, apenas © vetor recircularizado {vide adiante). En-
tretanto, este problema pode ser sanado pelo uso de
fosfatase alcalina (de bactéria ou intestino de bezerro),
enzima capaz de retirar os grupos fosfato das extremi-
dades das moléculas de DNA @3 24 impedindo, assim,
a acdo da DNA ligase. Uma vez que o fragmento de
DNA de interesse possui os fosfatos 5’ terminais a ligase
pode uni-lo ao vetor defosforilado, sendo esta ligagio
reparada “in vivo”.

Talvez o principal obstdculo em se utilizar extre-
midades coesivas para ligacio de fragmenios de DNA
seja pelo fato que, muitas veezs, 0 DNA a ser estudado
€ susceptivel de digestdo pela enzima de restricio esco-
lhida, causando, portanto, a interrupgdo da segiiéncia
analisada. Em vista disso, foram desenvolvidos dois mé-
todos através dos quais esse obstdculo pode ser vencido.

A adiciio de extensbes homopoliméricas 2% 28 cop-
siste em tratar fragmentos de DNA dupla fita com a
enzima transferase terminal, na presenca de um dos
quatro desoxiribonucleotideos. Esta enzima adicionard
as extremidades 3’ das moléculos residuos sucessivos do
nucleotideos escolhido, gerando, por exemplo, extensio
de poli A (desoxiadenosina). Se 0 mesmo procedimento
for efetuado com vetor linearizado (vide adiante) miais
o desoxiribonucleotideo adequado, nesse caso dTTP,
serao geradas extremidades complementares capazes de
serem ligadas ao fragmento de DNA de interesse, por
acdo do DNA ligase, com ji descriio.

Extenstes de poli A ou poli T sio mais facilmente
adicionadas pela transferase terminal, podendo-se che-
gar a 100 residuos adicionados em cada extremidade.
No caso de escolha de dCTP ou dGTP, tais nucleoti-
deos serdo adicionados em menor ndmero (aproxima-
damente 20 residuos). Entretanto, o uso desse iiltimo
pat de nucleotideos resulta na regeneragio do sitio espe-

cifico para a enzima de restrigdo Pst [, permitindo que
o fragmento de DNA inserido possa ser retirado do
vetor, 0 que nao ocorre quando se adicionam extenstes
de poli A: poli T.

Um outro -método consiste na utilizagdo de frag-
mentos de DNA sintetizados quimicamente, cujo tama-
nho varia entre 8 e 15 pares de nucleotideos, contendo
a seqiiéncia de reconhecimento de uma determinada
enzima de restricio. Quando esses fragmentos sintéticos
sao ligados as extremidades de um DNA qualquer, pas-
sam a exibir a capacidade de serem clonados, apds
digestdo, no sitio correspondente ao de um vetor esco-
lhide. Em outras palavras, o método leva & adigdo de
um sitio de enzima de restrigio a extremidade de um

DNA que, anteriormente, nac poderia ser facilmente
clonado 7. 28. 29),

Dentre as enzimas envolvidas na clonagem dos
genes, merece destaque uma enzima naturalmente en-
volvida na replicagio de virus de RNA, capaz de sinte-
tizar DNA, usando como molde uma fita de RNA. Esta
enzima, a franscriptase reversa ®% 30 pode ser utilizada
para a obtencdio de moléculas de DNA dupla fita, a
partir de um RNA mensageiro (mRNA) isolado de
células ou tecidos diferentes. Este método é aplicdvel,
sobretudo, no caso de tecidos engajados preferencial-
mente na sintese de determinadas protefnas, contendo,
portantto, uma quantidade razoéivel de mRNA, como no
caso de glindulas ou tumores definidos. Dessa forma,
varios clones foram construidos até hoje e, a partir deles,
os genes foram localizados e analisados em detalhe.

[.2 — Vetores de Clonagem Molecular

Uma vez que a esséncia da tecnologia de DNA
recombinante reside na propagacic de moléculas de
DNA de diferentes organismos em células hospedeiras,
como bactérias por exemplo, faz-se mister a descrigdo
de vetores moleculares capazes de propagar aquelas mo-
léculas “in vivo”.

Os vetores comumente empregados sdo derivados
de plasmideos bacterianos, bacteriéfagos ou virus ani-
mais e vegetais e, em razdio da aplicagio das técnicas
de DNA recombinante ao estudo dessas moléculas, a
cada dia sdo descritas novas e mais completas caracte-
risticas desses vetores. Assim, in(imeros vetores de clo-
nagem molecular sdo conhecidos, mas nos deteremos na
apresentacdio de suas caracteristicas principais, ressal-
tando aqueles mais freqiientemente utitizados.

I1.2.1 — Plasmideos bacterianos

Plasmideos séio moléculas de DNA circulares, dupla
fita, capazes de auto-replicagio e de se manter eventual-
mente em células bacterianas. Além dos genes necessa-
rios & replicagdo dessas moléculas para as células-filhas,
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a grande maioria dos plasmideos codificam para uma
série de diferentes fungdes de importincia médica ou
econbmica, tais como, antibidticos, toxinas, resisténcia
a metais pesados etc,

A manipulagio genética dessas moléculas de ocor-
réncia natural levou ao desenvolvimento de alguns veto-
res para a clonagem molecular (¢ 32, 33),

Os aspectos gerais a serem considerados em rela-
¢do a esses vetores residem, principalmente, no seguinte:
a) o tipo de contrdle de replicag@io ao qual esta sujeito;
b) a existéncia de sitios tnicos para enzimas de res-
trigdo; c) a presenga de marcadores seletivos.

Alguns plasmideos estdo sob o contrdle de repli-

cagfo dito rigoroso ¥ (“stringent”) que faz com que

eles existam em nimero pequenoc dentro da célula. Por
exemplo o primeiro plasmideo usado para clonar um
fragmento de DNA eucardtico @035, o pSC101, é um
vetor que se apresenta em apenas uma ou duas copias
por célula. Este fato gera um séric problema em relacéo
a quantidade de DNA que pode ser recuperada apds
a clonagem; em outra palavras, o rendimento por massa
de células transformadas serd baixo.

Contudo, hd plasmideos, como o Col E1¢0 que
existem em quinze ou mais cépias por cromossomo bac-
tetiano. Além disso, esse niimero pode ser elevado até
1.500 ou mais cdpias por células, se adicionarmos clo-
ranfenicol a uma cultura bacteriana na fase logaritmica
de crescimento ®7. Nessas condigdes, o cromossomo
bacteriano tem sua replicagdo inibida, enquanto que os
plasmideos continuam a replicar-se, pedendo chegar até
a 50% do DNA total, resultando num excepcional ren-
dimento. Qutra vantagem do Col El é que ele ndo é
um plasmideo auto-transferivel, tornando-o um vetor
seguro para a maioria dos experimentos de clonagem

Por estas razdes, a maicria dos vetores de transfe-
réncia-molecular utilizados hoje em dia sdo plasmideos
multicépia derivados de Col E1 (10, 38, 38},

Para ser usado como um vetor de clonagem, o plas-
midec deve conter sitios tnicos para enzimas de res-
trigdo, nos quais podetdo ser inseridos os fragmentos de
DNA a serem clonados. Obviamente tal inser¢do nfo
pode prejudicar as fungbes normais de replicagdo do
vetor, mas, para facilitar a identificagdo dos novos plas-
midecs, deve acarretar na inativacdo de um marcador
seletivo. Por exemplo, o pSC 101 apresenta um dnico
sitio para a enzima EcoRI; a clonagem neste sitio néo
interfere nem com a sua replicagao nem com a expressio
de seu dnico marcador, o gene para resisténcia i tetra-
ciclina. Entretanto o pBR 322,, possui ®® dois genes
para resisténcia aos antibidticos ampicilina e tetraciclina
e sitios Unicos paar enzimas de restriciio em ambas as
seqiiéncias. Assim, a clonagem no sitio de Hind III
do pBR 322 resulta na inativagio do marcador de tetra-
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ciclina, mantendo intato o de ampicilina. Esta proprie-
dade permite que as bactérias transformadas com tais
plasmideos possam ser identificadas em meios de cultura
contendo antibidticos e, portanto, facilmente diferen-
ciadas daquelas que ndo contém plasmideos recom-
binantes.

Dentro desse espirito, um sem niimero de manipu-
lacGes genéticas foi efetuado com diferentes plasmideos,
a fim de introduzir marcadores adequados e sitios para
enzimas de restrigdo, mantendo contudo um tamanho
final discreto, adequado a sua introdugfio, manutencdo
e segregacio em diferentes células hospedeiras.

1.2.2 — Vetores derivados do bacteriéfago )

O virus A tem um genoma composto de aproxi-
madamente 50 genes, envolto por uma carapaga pro-
teica, capaz de penetrar em bactérias e se reproduzir.

Desses 50 genes, contudo, apecnas a metade sdo
essenciais ac crescimento ¢ formagdo de placas de lise,
restando uma regifio de aproximadamente 20 quilobases
que ndo codifica para fungdes essenciais 3 49, E neste
fato, sobretudo, que se baseia a construgiio de vetores
para clonagem molecular, oriundos da delegiio dessas
regides pouco importantes deixando espago para inserir
seqiiéncias exdgenas. -

A replicagdo do DNA de bacteridfago ) ocorre
bidirecionalmente 40, através de um processo que de-
pende de alguns produtos génicos do fago, utilizando as
fungGes de replicagfio da bactéria (12, Ao final de um
ciclo complexo de replicagdo, as moléculas sdo “empa-
cotadas” na carapaga proteica, sendo que apenas aquelas
que contém 78 a 105% de tamanho do genoma selva-
gem originam particulas virais vidveis ¥®, Devido A esta
particularidade, foram desenvolvidos vetores capazes de
abrigar tanto insergGes pequenas quanto grandes. Assim,
um fragmento pequeno de DNA, de no méximo algu-
mas quilobases, pode ser clonado num vetor derivado
de fago A do tipo vetor de INSERCAQ, que contém
sitios tinicos para enzimas de restri¢do, em regiGes nio
essenciais de seu genoma. Serd, entretanto, necessirio
utilizar um vetor de SUBSTITUICAQ, quando se quiser
clonar fragmentos de DNA de tamanho superior a 10
quilobases. Nesse caso, parte do genoma nfo essencial
do vetor ¢ substituido pelo fragmento a ser clonado, po-

dendo abrigar seqiiéneias de até 20 quilobases de com-
primento (18, 44},

Vantagens adicionais sobre o processo de transfec-
¢do de fagos recombinantes em células bacterianas po-
dem ser obtidos utilizando-se a técnica de empacota-
mento dos DNAs virais “in vitro” 45 48, Este procedi-
mento emprega exiratos celulares € DNA de fapo linea-
rizado, permitindo altas eficiéneias de transfeccéio,
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Existem varios métodos para reconhecer os fagos
recombinantes, entre os quais, a formac¢go de placas de
lise claras em vez de turvas U9, placas de lise incolotes
em lugar de azuis ou mesmo através de hidridizacio
com sondas radioativas (vide adiante). Qutros métodos
s¢ baseiam na inativagdo de certas fungGes génicas 49
ou, ainda, na separagao dos fagos normais daqueles re-
combinantes em gradientes de densidade, por causa das
diferengas de tamanho existentes entre eles 49,

Os vetores derivados de fago L tem sido ampla-
mente utilizados na construcio de bancos de genes ou
bibliotecas gendmicas. Nestes, fragmentos de DNA, obti-
dos por quebra mecénica ou digestio com enzimas de
restricdo ,a partir do genoma total, sfo clonados em
vetores de substituicdo que conterfo insercdes de, apro-
ximadamente, 20 quilobases. A amplificacio de tais
bancos génicos, seguida de anélise por hibridizagio “in
situ”, permite localizar genes que, muitas vezes, estio
representados apenas um em 100.000 ©9,

Hoje em dia vérias bibliotecas gendmicas estdo
disponiveis 1% 2 e muitos genes foram descritos a partir
de sua anilise.

1.3 — Métodos de caracterizacio dos clones
recombinantes

Existem, basicamente, dois métodos para caracte-
rizagdo dos vetores recombinantes que contém a se-
qiiéncia de DNA desejada: o primeiro, e mais comum
deles, consiste na caracterizagio fisica desses DNAs,
envolvendo mapas de restrigio, testes de hibridizag¢do
e determinagio da seqiiéncia de nucleotideos. No se-
gundo método, o gene é selecionado porque é expresso
na célula hospedeira.

Tendo-se isolado uma quantidade considerdvel de
DNA plasmidial pode-se proceder & sua digestio com
um sem ntmero de enzimas de restricio, a fim de se
obter o seu mapa de restrigdo, Se se estd estudando um
gene conhecido, a simples comparacdo entre os padrdes
de digestdo permitird identificar o clone. No caso de
seqii€ncias ndo descritas, a construgio do mapa de res-
trigio permite detectar os sitios mais adequados na
geragdo de fragmentos para seqiienciagio, como vere-
mos mais adiante.

A caracterizagio de DNAs por hibridizacio se
baseia no principio da complementariedade de bases
dos 4cidos nucleicos. Assim, clones podem ser identi-
ficados através testes de DNA utilizando sondas espe-
cificas. Estas consistem de fragmentos de DNA conhe-
cidos, que sdo tornados radioativos pela agiio da DNA
polimerase I, na presenga dos desoxinucleotideos mar-
cados com radioisétopos (por exemplo, p%2, G0 50, Em
condigBes especiais nas quais as fitas de DNA sio man-
tidas separadas umas das outras, ou seja, desnaturadas,

poderd ocorrer hibridizagdo surgindo moléculas hibri-
das radioativas. A visualizacio desses eventos ¢ feita
por autoradiografia, na qual chapas de filme de raio X
sao impressionadas pela radiagdo emitida pelas molé-
culas hibridas 49,

Baseados nesses principios, vérios métodos de hi-
bridizagdo foram descritos e sdo amplamente utilizados
em Engenharia Genética. Todos eles requerem a fixagio
do DNA a ser estudado sobre filtros de nitrocelulose,
o que ¢ facilmente conseguido apés desnaturacio e
incubagdo a altas temperaturas. De acordo com a forma
através da qual os DNAs sfio transferidos para os fil-
tros, podemos citar trés técnicas principais: a) a hibri-
dizagdio em colbnias 59, na qual as coldnias bacterianas
selecionadas s@o crescidas sobre os filtros de nitroce-
lulose e, posteriormente, o seu DNA é fixado e hibri-
dizado; b) a hibridizacdo de Southern % consiste na
transferéncia de DNAs, que foram previamente separa-
dos por eletroforese em gel de agarose ou acrilamida,
diretamente para os filtros que serdo, entdo, tratados
conforme ji descrito; e ¢} a hibridizagdo por pontos
(“dot”), na qual os DNAs purificados sdo aplicados
diretarente sobre os filtros de mnitrocelulose 54, Em
todos os casos, a hibridizacdo é efetuada em solugdes
desnaturantes, sob temperaturas controladas, na pre-
senga de uma sonda radioativa especifica. Os filtros
de nitrocelulose secos sdo, entdo, expostos a filmes de
raio X que, apds revelagdo, mostrardo o aparecimento
de bandas ou pontos negros, indicando hibridizagio
positiva.

Por analogia & hibridizacgo de Southern também
estd descrita aquela de Northern 556 na qual molé-
culas de RNA sdo fixadas nos filtros, diferentemente
do descrito acima. Contudo, a tecnologia é muito seme-
lhante ¢ tem sido amplamente empregada na caracteri-
zacio de clones recombinantes.

E, contudo, a segiienciacdo de DNA, a mais impres-
sionante € elucidativa técnica descrita nos dltimos anos.
Através de sua aplicagio, novos clones foram identifi-
cados, genes foram descritos em toda a sua extensao, e,
sobretudo, comecam-se a conhecer as seqiiéncias envol-
vidas na regulagdo e expressdo de diferentes genes. Por
exemplo, a seqiiéncia AAUAAA ¢é sempre encontrada
proxima 3 extremidade 3° dos mRNAS poliadenilados
e tem sido considerada um sinal para poliadenilagdo
efou término de transcrigio 7. Mais recentemente,
foram identificadas seqiiéncias similares a TATAAT
aproximadamente 30 nucleotideos antes do sitio de ini-
ciagdo de transcricio da maicria dos DNAs eucarié-
ticos %8 e, portanto, parece ser um sinal para o inicio
desse evento celular.

Quase concomitantemente, dois métodos de seqiien-
ciagdo foram descritos e vem sendo largamente apli-
cados. O método de Maxam e Gilbert U®, baseia-se

5
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em submeter o DNA a reagentes quimicos que causam
a quebra das bases nitrogenadas de forma especifica.
Numa primeira etapa o DNA deve ser tornade radioa-
tivo pela marcagio de suas extremidades 5 (ou 3%)
pelo emprego da polinucleotideo quinase de T4 47 na
presenca de nucleotideos marcados no fésforo y. Segue-
se uma digestao das moléculas marcadas cotn uma se-
gunda enzima de restrigio, permitinde a purificagio de
fragmentos que serfio submetidos &s reagOes quimicas
especificas. Assim, o material é dividido em 4 ou 5
aliquotas e, na presenga de reagentes como hidrazina,
dimetilsulfato ou 4cido férmico, sdo quebradas as bases
T ou C, G e A, respectivamente. Istas reagdes s@o
controladas para que ocorra apenas uma quebra por
molécula, 0 que causard a formagdo de uma série de
fragmentos de tamanho gradativamente maiores, corres-
pondendo & ocorréneia de cada base naquele DNA. As
aliquotas s@o, entdo, aplicadas em géis de poliacrila-
mida muito finos ¢ longos que permitirac a separagao
dos indmeros fragmentos pelo seu tamanho e, uma
vez que os mesmos sdo radioativos, o gel é coberto com
uma chapa de raio X. O autoradiograma revelard um
sem namero de bandas que poderdo ser identificadas
de acordo com a reagdo empregada e lidas ordenada-
mente da posicdo mais inferior do gel até o seu topo,
obtendo-se seqiiéncia de nucleotideos daquele DNA.

O segundo método baseia-se num principio dife-
rente, mas resulta igualmente na determinagio da estru-
tura primdria do DNA. Sanger e seus colaboradores
utilizaram fragmentos de DNA simples fita, que por
agdo da DNA polimerase podem ser facilmente copia-
dos, a partit de um “primer” {ou iniciador), seme-
lhante ao que ocorre na replicacio do DNA. Contudo,
ao invés dos quatro desoxinuclectideos normais, em-
prega-se um deles na forma do didesoxinucleotideo
correspondente, o que causard a interrupcio da cadeia,
gerando fragmentos de diferentes tamanhos U¥. Além
disso, para permitir a sua visvalizagdo, um dos deso-
xinucleotideos usado na reacgao € radioativo, por exem-
plo & ATP*. A dificuldade maior deste método reside
na obtencdo dos fragmentos de DNA simples fita. Con-
tudo, Groneborn e Messing 4% 68 desenvolveram vdrios
vetores derivados do bacteriéfago M13 — mp7, mp8,
mp9, mplQ, mpl11 — que sio empregados para clonar
o fragmento de DNA que se deseja seqiienciar. Uma
vez identificados os clones, os virus so crescidos numa
pequena quantidade de meio de cultura. Como esses
fagos apresentam, além da forma replicativa dupla fita,
uma forma simples fita que é liberada pela célula hos-
pedeira, pode-se, diretamente, recuperar esses virus sim-
ples fita que contém uma insercéo a ser seqiienciada.
Utilizando-se, entdo, uma pequena seqiiéncia de DNA
simples fita (“primer”) que pareia imediatamente adian-
te do inicio da insergdo 1), pode-se, pela agio da DNA
polimerase (fragmento Klenow) sintetizar os fragmen-
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tos complementares em quatro reagdes definidas, con-
forme descrito acima,

Ambos os métodos permitem a “leitura” de 150
a 200 nucleotideos por gel de seqiiéncia, o que' con-
forme as condigBes ¢ o tamanho do clone, levard, em
pouco tempo, & determinagio da sequéncia de nucleo-
tideos do gene.

Por ser uma ciéncia relativamente nova e em
franca expansao, é dbvio que a cada dia sejam descri-
tos novos métodos, que permitem analisar as estruturas
génicas mais facilmente. 56 neste aspecto existem ing-
meras publicagoes que facilitam ao especialista a obten-
¢lo de novos resultados, !

IT — Expressdo de genes clonados em células proca-
riGticas e eucarigticas

Os mecanismos de expressdo génica nos organis-
mos procaridticos diferem sobremaneira daqueles que
ocorrem nos eucariotos. Contudo, vidrios exemplos h4
que demonstram ser possivel expressar genes de outros
organismos em células bacterianas. Para tanto, é pre-
ciso que as sequéncias estranhas estejam sob o con-
trole dos mecanismos de transcrigio e traducfo da
célula hospedeira.

.

A compreensiio destes requisitos levou 3 contru-
¢do de vetlores especificos chamados de expressio em
que a sequéncia a ser transcrita é inserida a jusante de
um promotor bacteriano. Um promotor é uma sequén-
cia de DNA que dirige a ligagdo da RNA polimerasc
ao DNA para que seja feito o mRNA. Se o promotor
for “forte”, mais moléculas de mRNA serdc sinteti-
zadas. M4 também outras regides importantes para a
expressdo, como a “Pribnow box” 2} localizada apro-

ximadamente 10 nucleotideos — antes do inicio de
transcrigiio, assim como uma regifo a — 35 pares de
bases 6%,

Os promotores mais utilizados para a expressao
de sequéncias exdgenas em E.coli sdo aqueles que, além
de fortes, sao reguldveis. Entre eles, tem side muito
utilizados os promotores dos operons trp e lac, envolvi-
dos no metabolismo do triptofano ¢ da lactose, respec-
tivamente. Ambos podem ser regulados e induzidos na
presenga de determinados compostos, a fim de se con-
sepuir o méximo de expressdo ¥4, Além disso, recen-
temente foi descrito um vetor de expressdo que con-
tém uma combinaciio dos promotores frp e lac — pro-
motor fac — e que se demonstrou ser bastante forfe
e regulivel @),

Para conseguir niveis elevados de expressio gé-
nica em bactérias € preciso que também esteja pre-
sente 0 local de ligacdo aos ribossomos, para assegu-
rar que o mRNA seja eficientemente traduzido. Esse
sitio: conhecido como sequéncia de Shine Dalgarno %,

o
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inclui um codon de iniciagio AUG e uma sequéncia
de 3 a 9 nucleotideos localizada 3 a 11 nucleotideos
antes desse codon. Uma das primeiras demonstragdes
de que esse sistema podia funcionar envolveu o peque-
no hormonio humario, somatostatina ®?. QO método foi
empregado para expressar diversos genes tendo-se per-
cebido que, apesar dos controles génicos serem ade-
quados, ndo se detectavam niveis razodveis da protei-
na exdgena. Esse fato levou 3 observagdo de que a pro-
teina estranha era rapidamente degradada na célula
hospedeira, o que resultou na construcio de outros ve-
tores de expressdo. Nestes, uma sequéncia génica bac-
teriana € mantida de forma a produzit-se uma proteina
hibrida contendo na sua extremidade amino terminal
uma sequéncia proteica da bacteria e, na porgio car-
boxiterminal, a proteina eucariética. O exemplo cids-
sico dessa abordagem é a expressfio em bactérias do
horménio de crescimento humano ©®. Além de dar
maior estabilidade das proteinas sintetizadas dentro da
bactéria, a expressdo através de proteinas hibridas per-
mite em alguns casos a exportacdo dessas proteinas
para o exterior das células, com vantagens evidentes em
relagdo & sua purificacgo. Um hom exemplo foi des-
crito por Villa-Komaroff e colaboradores 6% em rela
¢do a insulina de rato. A clonagem de sequéncia géni
cas do horménio a jusante ao gene da penicilinase exis-
tente no veior bacteriano resultou na formagéo da pro-
teina hibrida penicilinase-proinsulina que péde ser de-
tectada e isolada do espago periplasmético bacteriano.

H4 que considerar, contudo, que a expressio de-
penderd de que as sequéncias estejam adequadamente
posicionadas, na fase correta da leitura. Para tanto, al-
guns vetores tem sido desenvolvidos 7% 7)., Uma outra
forma de superar essa dificuldade consiste no uso de
exonucleases que, em determinadas condi¢des, poderfio
retirar alguns nucleotideos da sequéncia a ser clonada
e expressa.

Nao bastassem os intmeros obstaculos expostos
acima, hd que salientar que os genes eucaridticos sio
caracterizados pela presenca de introns, inexistentes
nos organismos procaridticos, de sorte que a clonagem
de sequéncias gendmicas em bactérias nfo resultard em
sua expressdo. Por esta razdo, grandes esforcos tem si-
do dispendidos para o aprimoramento de vetores para
clonagem em células eucaribticas, as quais sdo capazes
de processar os produtos de transcricio até o mRNA
definitivo.

O hospedeiro eucariético mais simples e bem co-
nhecido sob o ponto de vista genético e bioquimico é a
levedura Saccharomyces cerevisiae. Varios trabalhos
tem demonstrado a transformagdo de leveduras por di-
ferentes genes, tanto pela técnica de protoplastos, quan-
{o pelo uso de vetores derivados do plasmideo 2 micron
encontrado em muitas Teveduras 2. Mais recentemen-

te, genes de Drosophila melanogaster foram eficiente-
mente clonados em levedura ", além de se ter obtida
expressdo de um gene de interferon humano 7. Entre-
tanto, esse gene nao contém introns. Quando se experi-
mentou a expressio do gene de [ globina de coelho,
que apresenta introns, a levedura foi incapaz de trans-
crevé-lo corretamente (75},

Assim, partiu-se para o aprimoramento de vetores
que pudessem transformar diretamente células supe-
riores, Por analogia aos vetores empregados em bacté-
ria, € como até o momento ndo se encontraram plasmi-
deos em células superiores, ampliaram-se os estudos
em relacdo aos virus animais. O pequeno virus de ma-
caco 8V 40 tem sido muito estudado e empregado em
Engenharia Genética. Este virus se divide em células
de macaco, causando lise e morte celular. Contudo,
em outras células, ditas ndo permissivas, uma pequena
porcentagem das células é transformada e, assim se
mantém, por apresentar ¢ DNA viral integrado de
forma estdvel no cromossomo da célula hospedeira. Da
mesma manegira que foram construfdos os vetores deri-
vados do fago lambda, como descrito anteriormente nes-
te artigo, foram também descritos varios virus defecti-
vos derivados de SV 40 ¢ que tem sido empregados na
formagdo de células superiores 7. Alguns exemplos de-
monstram que tanto cDNA quanto o gene de 3 globina
de coelho foi eficazmente expresso em células de ma-
caco, comprovando que o sistema pode reconhecer e
processar os sinais eucaridticos (77,

E importante ressaltar que, nos sistemas eucarié-
ticos, devem ocorrer também modificagbes pés-tradu-
cionais, para que as proteinas sejam funcionais. Obvia-
mente essas reagdes nfio ocorrerfic em bactérias e, no-
vamente, o sistema eucariético demonstrou ser eficiente
no caso da expressdo do antigeno de superficie do virus
de hepatite B humano ®. O antigeno nio apenas ¢
secretado pelas células em cultura, mas se apresenta
corretamente glicosilade e com a conformagdo nativa
esperada. Espera-se, portanto, que o sistema seja ade-
quado a produgdo de vacinas.

Em vista dessa potencialidade, outros vetores de
virus animais estdo sendo desenvolvidos (78,

Também se verificou que a microinjegdo de SV 40
nos ncleos de odcitos de Xenopus laevis resultou no
processamento correto do DNA viral ™, Além disso,
outros sistemas eucaridticos sdo eficientemente trans-
critos ¢ traduzidos com a maquindria dos o6citos. Ape-
sar de um estudo mais aprofundado ser necessdrio, esta
também poderd ser uma forma de andlise de expressio
génica num futuro préximo.

Ainda nos caberia comentar sobre experimentos de
transformacéo direta de células de mamifero em cultura
por DNAs virais. O gene da timidina quinase (k) do
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virus de herpes simples ou de DNA de mamifero pode
ser transferido para células deficientes nesse enzima
(tk™) e os transformantes sdo selecionados pois read-
quirem a capacidade de crescer em meio contendo timi-
dina ®¥, Dessa forma, sequéncias gendmicas de B glo-
bina de coelho clonadas em fago » foram introduzidas
em células de camundongo tk~ @D, Tais sequéncias,
integradas no cromossomo das células transformadas,
foram eficientemente transcritas, evidenciando-se a re-
mogao dos introns.

IV -— Consideragdes finais

Através desse extenso relato técnico, fica claro que
um grande e rdpido avango foi dado em diregdo ao
conhecimento da estrutura génica em diferentes niveis
e organismos. Qutrossim, esse avango permitiu a aber-
tura de novas perspectivas em diferentes dreas, como
por exemplo a produgfio, j4 em escala comercial, de in-

sulina humana ou interferon obtidos & partir de Enge-
nharia Genética.

Contudo, € ilusério prever que este avango serd

bem sucedido em todos os campos, a menos que um
grande esforgo de investigagdo seja feito. Até hoje,
nenhum exemplo de expressdo génica pdde ser direta-
mente generalizado, sendo os niveis muito diferentes de
um gene para O outro.

No Brasil, alguns laboratdrios, em nivel acadé-
mico, detém a tecnologia de DNA. recombinante e vem
s¢ dedicando tanto a estudos bisicos quanto aos as-
pectos aplicados dessas técnicas.

Uma anilise sobre os genes cucaribticos clonados
at¢ hoje deveria ser objetc de outro artigo, dada a
quantidade alcangada. Contudo, uma lista completa,

com bibliografias, foi recentemente publicada por
Davies (62),

SUMMARY: The essence of Genetic Engineering lies in the s

that of plasmidial or viral vectors, in order to be introduced and propagated in bacteria or other suitzhle hosts.
techniques has been described for the purpose of structural gene analysis, for the
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view of several methods collectively designated recombinant DNA technology.

plicing of DNA fragments or genes from different organisms to
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study of the mechanisms involved in their ex-
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