Tecnologias da Informacao
com Base no DNA

9.1  Estudo dos genes e seus produtos 314

9.2 Utilizacao de métodos com base no DNA para a compreensao
das funcdes das proteinas 331

9.3  Gendmica e histéria da humanidade 339

tados neste livro pode, algumas vezes, ocultar uma

realidade bioquimica — o que se aprendeu € apenas o
comeco. Novos lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucleicos sdo descobertos a cada dia e, com frequéncia, nao
se tem nenhuma ideia sobre suas fun¢des. Quantos ainda
serdo descobertos e quais serdo suas funcoes? Até mesmo
moléculas bem caracterizadas continuam a desafiar os pes-
quisadores com intimeras questdes mecanicas e funcionais
nao resolvidas. Os milhares de sequéncias gendémicas com-
pletas ja conhecidas fornecem uma estimativa da imensidao
da tarefa a frente. Simplesmente nio sdo conhecidas as fun-
¢oes da maior parte do DNA — em geral, incluindo a metade
ou mais dos genes — em um genoma tipico. Essas mesmas
sequéncias genomicas também fornecem uma oportuni-
dade sem precedentes. Nao ha maior fonte de informagoes
sobre uma célula ou organismo do que as inseridas em seu
préprio DNA. A tarefa de extrair essas informagoes originou
sofisticadas tecnologias com base no DNA que agora estdo
no centro de quase toda a histéria da bioquimica. Essas tec-
nologias serdo abordadas em cada um dos tépicos explora-
dos nos proximos capitulos.

Como objetos de estudo, as moléculas
de DNA apresentam um problema espe-
cial — seu tamanho. Sem duvida, os cro-
mossomos sdo as maiores biomoléculas na
célula. Como um pesquisador descobre a
informagdo que procura quando s6 uma
pequena parte de um cromossomo inclui
milhoes ou até bilhdes de pares de bases
contiguos? Solucdes para esses problemas
comecaram a surgir na década de 1970.

Décadas de avancos por milhares de
cientistas que trabalham em genética, bio-
quimica, biologia celular e fisico-quimica
se uniram nos laboratérios de Paul Berg,
Herbert Boyer e Stanley Cohen para pro-

Acomplexidade das moléculas e dos sistemas apresen-

Paul Berg

duzir técnicas de deteccao, isolamento, preparagdo e estu-
do de pequenos segmentos de DNA derivados de cromos-
somos muito maiores. As técnicas para a clonagem de DNA
pavimentaram o caminho para o moderno campo da geno-
mica e, de forma mais ampla, para muitas das tecnologias
que contribuem para a biologia de sistemas, o estudo da
bioquimica na escala de todas as células e organismos.
Cada aluno ou instrutor, quando considera os temas
apresentados neste capitulo, depara-se com um conflito.
Primeiro, os métodos aqui descritos foram possiveis gracas
aos avancos na compreensdo do metabolismo do DNA e
do RNA. Assim, é preciso entender alguns conceitos fun-
damentais da replicagdo do DNA, transcricdo do RNA, sin-
tese de proteinas e regulacdo génica para entender como
esses métodos funcionam. Ao mesmo tempo, no entanto, a
bioquimica moderna se baseia nesses mesmos métodos, de
modo que uma abordagem atual sobre qualquer aspecto da
disciplina torna-se muito dificil sem uma introducao ade-
quada a eles. Apresentar esses métodos no inicio do livro
é reconhecer que eles estdo intrinsecamente interligados
tanto aos avancos que lhes deram origem quanto as mais
novas descobertas que eles hoje tornam possiveis. Esses
conceitos basicos e necessarios fazem da presente discus-
sdo nao apenas uma introducao a tecnologia, mas também
uma prévia de muitos dos fundamentos da bioquimica do
DNA e do RNA encontrados em capitulos posteriores.
Inicialmente sdo destacados os principios de clonagem
do DNA e, em seguida, ilustrados a variedade de aplicagcoes

Herbert Boyer

Stanley N. Cohen
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e o potencial de muitas das tecnologias mais recentes que
apoiam e aceleram o avan¢o da bioquimica.

9.1 Estudo dos genes e seus produtos

Uma pesquisadora isolou uma nova enzima que € a chave
para uma doenc¢a humana. Ela espera isolar grandes quan-
tidades da proteina a fim de cristaliza-la para seu estudo
e analise estrutural. Deseja alterar os residuos de aminoa-
cidos em seu sitio ativo para compreender a reacdo que a
enzima catalisa. Ela prepara um sofisticado programa de
pesquisa para elucidar como essa enzima interage e é regu-
lada por outras proteinas na célula. Tudo isso, e muito mais,
se torna possivel se ela conseguir obter o gene que codifica
sua enzima. Infelizmente, esse gene tem apenas alguns mi-
lhares de pares de bases no interior de um cromossomo hu-
mano, com um tamanho medido em centenas de milhares
de pares de bases. Como ela vai isolar o pequeno segmento
de que necessita e, entdo, estuda-lo? A resposta encontra-
-se na clonagem do DNA e em métodos desenvolvidos para
manipular genes clonados.

Genes podem ser isolados por clonagem do DNA

Um clone é uma cépia idéntica. Esse termo foi original-
mente aplicado a células de um tnico tipo, isoladas e
cultivadas para criar uma populacao de células idénticas.
Quando aplicado ao DNA, um clone representa muitas
cépias idénticas de um segmento particular do gene. Em
resumo, a pesquisadora deve cortar o gene do cromosso-
mo maior, anexd-lo a uma porcdao muito menor de DNA
transportador e permitir que microrganismos fagcam mui-
tas cépias dessa porcao para ela. Esse € o processo de clo-
nagem de DNA. O resultado é a amplificacdo seletiva de
um determinado gene ou segmento de DNA, facilitando
seu isolamento e estudo. Classicamente, a clonagem de
DNA a partir de qualquer organismo envolve cinco proce-
dimentos gerais:

1. Cortar o DNA-alvo em locais precisos. Endonu-
cleases especificas de sequéncia (endonucleases de
restricao) fornecem as tesouras moleculares neces-
sarias.

2. Selecionar uma pequena molécula transporta-
dora de DNA capaz de autorreplicacdo. Esses
DNAs sdo chamados vetores de clonagem (veto-
res sdo agentes de entrega). Sao geralmente plas-
mideos ou DNAs virais.

3. Juntar dois fragmentos de DNA de modo co-
valente. A enzima DNA-ligase liga o vetor de clo-
nagem e o DNA a ser clonado. Moléculas de DNA
compostas por segmentos ligados de modo covalen-
te a partir de duas ou mais fontes sdo chamadas de
DNASs recombinantes.

4. Transportar o DNA recombinante do tubo de en-
sazo para uma célula hospedeira que ird propor-
cionar a maquinaria enzimatica para a replicacao do
DNA.

5. Selecionar ou identificar as células hospedeiras
que contém DNA recombinante.

Os métodos utilizados para realizar essas e outras tarefas
relacionadas sdo coletivamente chamados de tecnologia
do DNA recombinante ou, de modo mais informal, de en-
genharia genética.

Grande parte dessa discussio inicial incidira sobre a
clonagem de DNA na bactéria Escherichia coli, o primeiro
organismo utilizado para o trabalho de DNA recombinante
e ainda a célula hospedeira mais comum. A E. colt apre-
senta muitas vantagens: o metabolismo do seu DNA (como
muitos outros de seus processos bioquimicos) € bem com-
preendido; muitos vetores de clonagem que ocorrem natu-
ralmente associados a . coli, como plasmideos e bacteri-
ofagos (virus bacterianos, também chamado de fagos), sao
bem caracterizados; e existem técnicas para transportar
o DNA rapidamente de uma célula bacteriana a outra. Os
principios aqui discutidos sdo amplamente aplicaveis a clo-
nagem de DNA em outros organismos, topico discutido em
mais detalhes adiante na secao.

Endonucleases de restricao e DNA-ligases produzem
DNA recombinante

Particularmente importante para a tecnologia do DNA re-
combinante é um conjunto de enzimas (Tabela 9-1) que se
tornou disponivel ao longo de décadas de pesquisa sobre
o metabolismo de acidos nucleicos. Duas classes de enzi-
mas estdo no centro da abordagem classica para a geragao
e propagacao da molécula de DNA recombinante (Figura
9-1). Em primeiro lugar, as endonucleases de restricio
(também chamadas de enzimas de restri¢cao) reconhecem e
clivam o DNA em sequéncias especificas (sequéncias de re-
conhecimento ou sitios de restri¢do) para gerar um conjun-
to de fragmentos menores. Em segundo lugar, o fragmento
do DNA a ser clonado é unido a um vetor de clonagem ade-
quado, por meio de DNA-ligases, para ligar as moléculas
de DNA. O vetor recombinante é entdo introduzido em uma
célula hospedeira que amplifica o fragmento no curso de
muitas geracoes de divisdo celular.

Endonucleases de restricdo sdo encontradas em um
grande nuimero de espécies bacterianas. No inicio da déca-
da de 1960, Werner Arber descobriu que a funcao biolégica
dessas enzimas consiste em reconhecer e clivar o DNA ex6-
geno (o DNA de um virus infeccioso, por exemplo); afirma-
-se que tal DNA esta restrito. No DNA da célula hospedeira,
a sequéncia que poderia ser reconhecida por sua prépria
endonuclease de restri¢ao é protegida da digestao pela me-
tilagao do DNA, catalisada por uma metilase especifica. A
endonuclease de restricdo e a metilase correspondente sdo
chamadas algumas vezes de sistema de restricao-modi-
ficacao.

Ha trés tipos de endonucleases de restri¢ao, designa-
das I, I e III. Os tipos I e III sdo complexos geralmente
grandes com multiplas subunidades, contendo atividades
tanto de endonuclease quanto de metilase. As endonucle-
ases de restri¢cao tipo I clivam o DNA em sitios aleatérios
que podem estar a mais de 1.000 pares de base (pb) da
sequéncia de reconhecimento. As endonucleases de res-
tricao tipo III clivam o DNA a cerca de 25 pb da sequéncia
de reconhecimento. Ambos os tipos se movem ao longo
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Enzima(s) Funcao

Endonucleases de restricao tipo II
DNA-ligase
DNA-polimerase I (E. col?)
Transcriptase reversa
Polinucleotideo-cinase

ligacao
Terminal-transferase

Exonuclease IIT

Exonuclease do bacteri6fago A

Clivam DNA em sequéncias de bases especificas

Liga duas moléculas ou fragmentos de DNA

Preenche lacunas em DNA de fita dupla com adi¢ao de nucleotideos as extremidades 3’
Faz uma cépia de DNA a partir de uma molécula de RNA

Adiciona um fosfato a extremidade 5'-OH de um polinucleotideo para marca-la ou permitir

Adiciona caudas de homopolimeros as extremidades 3'-OH de um duplex linear
Remove residuos nucleotidicos das extremidades 3’ de uma fita de DNA

Remove residuos nucleotidicos das extremidades 5 de um duplex de DNA para expor as ex-

tremidades 3’ de fita simples

Fosfatase alcalina

Remove fosfatos terminais das extremidades 5’ou 3’ (ou ambas)

Vetor de & Cromossomo
clonagem @ eucariético
(plasmideo)
O fragmento de DNA de
@ Ovetorde (2] interesse é obtido pela
clonagem é clivagem do cromossomo
clivado pela com uma endonuclease

endonuclease
de restricao.

de restricao.
Caz)°
DNA-ligase
Vetor
recombinante

® ODNAéintroduzido
na célula hospedeira.

Os fragmentos sao
ligados ao vetor de

DNA hospedeiro
N § )

® Apropagacio (clonagem)
da célula transformada
produz varias cépias do
DNA recombinante.

e | §

clonagem preparado.

do DNA em uma reacido que precisa da energia do ATP.
As endonucleases de restricao tipo II, isoladas pela
primeira vez por Hamilton Smith em 1970, sdo mais sim-
ples, ndo requerem ATP e catalisam a clivagem hidrolitica
de ligacdes fosfodiésteres especificas no DNA dentro da
prépria sequéncia de reconhecimento. A extraordinaria
utilidade desse grupo de endonucleases de restri¢ao foi
demonstrada por Daniel Nathans, que primeiro as utilizou
para desenvolver novos métodos de mapeamento e andlise
de genes e genomas.

Milhares de endonucleases de restri¢do tipo II foram
descobertos em diferentes espécies bacterianas, e mais de
100 sequéncias de DNA diferentes sao reconhecidas por
uma ou mais dessas enzimas. As sequéncias de reconheci-
mento tém em geral 4 a 6 pb de comprimento e sdo palin-
dromicas (ver Figura 8-18). A Tabela 9-2 lista as sequéncias
reconhecidas por algumas endonucleases tipo II.

Algumas endonucleases de restricdo fazem cortes co-
ordenados nas duas fitas do DNA, deixando dois a quatro
nucleotideos de uma fita sem par em cada extremidade
resultante. Essas fitas sem pares sdo chamadas de extre-
midades adesivas (Figura 9-2a), pois formam pares de
bases entre si ou com extremidades adesivas complementa-
res de outros fragmentos de DNA. Outras endonucleases de
restricdo clivam ambas as fitas do DNA nas liga¢coes fosfodi-
ésteres opostas, sem deixar nenhuma base sem par nas ex-
tremidades, frequentemente chamadas de extremidades
cegas (Figura 9-2b).

O tamanho médio dos fragmentos de DNA produzidos
pela clivagem do DNA gendmico com uma endonuclease de

FIGURA 9-1 Ilustracdo esquematica da clonagem do DNA. Um ve-
tor de clonagem e cromossomos eucariéticos sao clivados separadamente
com a mesma endonuclease de restricdo (um Unico cromossomo é mostra-
do para fins de simplificacdo). Os fragmentos a serem clonados sao entao
ligados ao vetor de clonagem. O DNA recombinante resultante (@apenas um
vetor recombinante é mostrado aqui) é introduzido em uma célula hospe-
deira, onde pode ser propagado (clonado). Observe que este desenho ndo
estd em escala: o tamanho do cromossomo de E. coli em relagao aquele de
um tipico vetor de clonagem (como um plasmideo) é muito maior do que
0 mostrado aqui.
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LUV AN Sequéncias de reconhecimento para algumas endonucleases de restricao tipo Il

) *
(5YGGATCC(3)
BamHI CQTAGG
* 1
@UAT%GKT@D
Clal TAGCTA
=1
@UGaKTTCQU
EcoRl CTTAAG
1
@3GA%ATC@U
EcoRV CTATAG
1
! l* li
Haelll BHYGGCC (3"

CngGG

l
HindIll (6B)AAGCTT(3)
TTCGAA
T
l
(5)GCGGCCGC(3)
o CGCCGGCG
1
@UCTGEEC@U
o GACGTC
T *
GRJe (JCTG(S)
’ A ’
pot GTCGAC
1
(5)GACNNNGTC (3"
Tth1111

CTGNNTNCAG

Nota: As setas indicam as ligacdes de fosfodiéster clivadas por cada endonuclease de restri¢ao. Os asteriscos indicam bases metiladas pela metilase correspondente
(quando conhecida). N denota qualquer base. Observe que o nome de cada enzima consiste em uma abreviacao de trés letras (em italico) da espécie bacteriana da qual
ela deriva, por vezes seguida por designacao da linhagem e de niimeros romanos para distinguir diferentes endonucleases de restri¢ao isoladas das mesmas espécies
bacterianas. Entao BamH I é a primeira (I) endonuclease de restri¢ao caracterizada isolada da linhagem H do Bacyllus amyloliquefaciens.

restricdo depende da frequéncia na qual um sitio especifico
de restricao ocorre na molécula do DNA, que, por sua vez,
depende muito do tamanho da sequéncia de reconhecimento.

Em uma molécula de DNA com sequéncia aleatéria na
qual todos os quatro nucleotideos sdo igualmente abundan-
tes, uma sequéncia de 6 pb reconhecida por uma endonu-
clease de restricdo como BamHI pode ocorrer, em média,
uma vez a cada 4° (4.096) pb. Enzimas que reconhecem uma
sequéncia de 4 pb produzem fragmentos de DNA menores
a partir de uma molécula de DNA com sequéncia aleatoéria;
uma sequéncia de reconhecimento desse tamanho ocorreria
mais ou menos a cada 4* (256) pb. Em moléculas naturais
de DNA, sequéncias de reconhecimento especificas tendem
a ocorrer com menos frequéncia do que essas, porque as
sequéncias nucleotidicas no DNA nio sdo aleatérias e os
quatro nucleotideos nao sdo igualmente abundantes. Em
experimentos laboratoriais, o tamanho médio de fragmentos
produzidos pela clivagem por endonucleases de restricao de
um DNA grande pode ser aumentado simplesmente termi-
nando a reacdo antes de se completar o processo; o resul-
tado é chamado de digestdo parcial. O tamanho médio do
fragmento também pode ser aumentado utilizando-se uma
classe especial de endonucleases, chamadas de endonucle-
ases homing (ver Figura 26-37). Elas reconhecem e clivam
sequéncias de DNA muito maiores (14 a 20 pb).

Uma vez que a molécula de DNA tenha sido clivada
em fragmentos, um determinado fragmento de tamanho
conhecido pode ser parcialmente purificado por meio de
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (p. 302)
ou por HPLC (p. 92). Para um genoma tipico de mamifero,
entretanto, a clivagem por endonucleases de restri¢ao ge-
ralmente produz um numero muito grande de fragmentos

de DNA diferentes para permitir o isolamento adequado
de um segmento especifico. Uma etapa intermedidaria co-
mum na clonagem de um gene especifico ou segmento de
DNA € a construcdo de uma biblioteca de DNA (descrita
na Sec¢ao 9.2).

Apbs o isolamento do fragmento de DNA-alvo, a DNA-
-ligase pode ser utilizada para uni-lo a um vetor de clona-
gem digerido de modo semelhante —isto é, um vetor dige-
rido pela mesma endonuclease de restricdo; um fragmento
gerado por EcoRI, por exemplo, em geral ndo ird se unir a
um fragmento gerado por BamHI. Como descrito mais de-
talhadamente no Capitulo 25 (ver Figura 25-16), a DNA-
-ligase catalisa a formacao de novas ligacoes fosfodiésteres
em uma reacdo que utiliza ATP ou um cofator semelhante.
O pareamento de bases das extremidades adesivas comple-
mentares facilita muito a reacio da ligacao (Figura 9-2a).
As extremidades cegas também podem ser ligadas, embora
com menos eficiéncia. Os pesquisadores podem criar no-
vas sequéncias de DNA inserindo fragmentos sintéticos de
DNA (chamados de linkers) entre as extremidades que es-
tdo sendo ligadas. Fragmentos de DNA inseridos com multi-
plas sequéncias de reconhecimento para endonucleases de
restricdo (frequentemente titeis como pontos para insercao
posterior de DNA adicional por clivagem e liga¢do) sao cha-
mados de polilinkers (Figura 9-2c).

A eficacia das extremidades adesivas em unir seletiva-
mente dois fragmentos de DNA foi revelada nos primeiros
experimentos de DNA recombinante. Antes que as endonu-
cleases estivessem amplamente disponiveis, alguns pesqui-
sadores descobriram que podiam gerar extremidades ade-
sivas pela acdo combinada da exonuclease do bacteriéfago
A e da enzima terminal-transferase (Tabela 9-1). Eram adi-



DNA cromossémico
Sitio de
clivagem

Sitio de
clivagem

---GGT|GAATTCIAGC...TAG|CAG TAGC---
---CCACTTAAGITCG...ATC|GTC ATCG---

t t

Sequéncias de
reconhecimento

Endonuclease Endonuclease
de restricao de restricao
EcoRlI Pvull

AATTCIAGC...TAGICAG TAGC---

---CCAICTTAA GTCG...ATC[GTC IWTCE ===

Extremidades adesivas Extremidades cegas
(a) (b)

---GGTG

Vetor de
clonagem

plasmidial clivado
com EcoRl e Pvull

DNA-ligase

cionadas caudas homopoliméricas aos fragmentos a serem
unidos. Peter Lobban e Dale Kaiser utilizaram esse método
em 1971 nos primeiros experimentos para unir fragmentos
de DNA de ocorréncia natural. Métodos semelhantes foram
utilizados logo apds no laboratério de Paul Berg para unir
segmentos de DNA do virus de simios 40 (SV40) ao DNA
derivado de bacteri6fago A, criando assim a primeira mo-
lécula de DNA recombinante com segmentos de DNA de
espécies diferentes.

Os vetores de clonagem permitem a amplificacao dos
segmentos de DNA inseridos

Os principios que regem a liberacdo de DNA recombinan-
te em uma forma clonavel a uma célula hospedeira e sua
posterior amplificacdo nessa célula sdo bem ilustrados con-
siderando-se dois vetores de clonagem comuns — os plasmi-
deos e os cromossomos artificiais de bactérias — utilizados
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Polilinker sintético

EcoRI EcoRI
extremidade . Smal extremidade
adesiva Pstl : Hindlll | BamHIi|—| adesiva

1
S5IAATTCCTGCAGAAGCTTCCGGATCCCCGGG
GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA

Vetor de clonagem plasmidial
(clivado com EcoRl)

N

CTTA,q
J11Y

\ DNA-ligase

()

FIGURA9-2 Clivagem de moléculas de DNA por endonucleases de
restricdo. As endonucleases de restricdo reconhecem e clivam apenas
sequéncias especificas, deixando tanto as extremidades adesivas (a) (com
fitas simples salientes) quanto as extremidades cegas (b). Os fragmentos
podem se ligar a outros DNA, como o vetor de clonagem clivado (um plas-
mideo) mostrado aqui. Esta reacéo é facilitada pela renaturacdo das extre-
midades adesivas complementares. A ligagdo é menos eficiente para os
fragmentos de DNA com extremidades cegas do que para aqueles com
extremidades adesivas complementares, e os fragmentos de DNA com di-
ferentes extremidades adesivas (n&o complementares) geralmente néao se
ligam. (c) Um fragmento de DNA sintético com sequéncias de reconheci-
mento para vérias endonucleases de restricdo pode ser inserido em um
plasmideo que foi clivado por uma endonuclease de restri¢do. A insercao é
chamada de linker; uma insercao com multiplos sitios de restricdo é chama-
da de polilinker. é Endonucleases de restri¢ao

em experimentos com E. colz e um vetor usado para clonar
segmentos de DNA grandes em levedura.

Plasmideos Um plasmideo é uma molécula de DNA circular
que se replica separadamente do cromossomo hospedeiro.
A grande variedade de plasmideos bacterianos que ocorre
naturalmente varia de tamanho de 5.000 a 400.000 pb. Mui-
tos dos plasmideos encontrados em populacdes bacterianas
sdo um pouco mais do que parasitas moleculares, seme-
lhantes aos virus, mas com capacidade mais limitada de se
transferir de uma célula para outra. Para sobreviver na célu-
la hospedeira, os plasmideos incorporam varias sequéncias
especializadas que os tornam capazes de utilizar a energia
das células para sua propria replicacio e expressao génica.
Os plasmideos de ocorréncia natural tém um papel
simbidético na célula: sdo capazes de fornecer genes que
conferem resisténcia a antibiéticos ou que realizam novas
funcdes para a célula. Por exemplo, o plasmideo Ti de Agro-
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bacterium tumefaciens torna a bactéria hospedeira capaz
de colonizar as células de plantas e se utilizar de sua ener-
gia. As mesmas propriedades que tornam os plasmideos
capazes de sobreviverem em um hospedeiro bacteriano ou
eucariotico sdo uteis para os bidlogos moleculares desen-
volverem um vetor para a clonagem de um segmento es-
pecifico de DNA. O classico plasmideo de E. coli pBR322,
desenvolvido em 1977, ¢ um bom exemplo de um plasmideo
com caracteristicas tteis em quase todos os vetores de clo-
nagem (Figura 9-3):

1. O plasmideo pBR322 tem uma origem de replica-
¢do, ou ori, uma sequéncia onde a replica¢do € ini-
ciada por enzimas celulares (ver Capitulo 25). Essa
sequéncia é necessdria para propagar o plasmideo.
Um sistema regulatério associado limita a replica-
¢ao para manter o pBR322 em um nivel de 10 a 20
cépias por célula.

2. O plasmideo contém genes que conferem resistén-
cia aos antibiéticos tetraciclina (Tet™) e ampicilina
(AmpR), permitindo a sele¢do de células que con-
tém o plasmideo intacto ou uma versao recombi-
nante do plasmideo (discutida a seguir).

3. Varias sequéncias de reconhecimento tinicas no
pBR322 séo alvo para endonucleases de restri¢ao
(Pstl, EcoRl, BamHI, Sall e Pvull), fornecendo si-
tios onde o plasmideo pode ser cortado e inserido
em um DNA exdgeno.

4. O pequeno tamanho do plasmideo (4.361 pb) fa-
cilita sua entrada nas células e a manipulacio bio-
quimica do DNA. Esse pequeno tamanho foi gerado
simplesmente cortando-se muitos segmentos de

EcoRI
BamHI

Pstl Sall
Resisténcia a
ampicilina
(AmpF)

Resisténcia a
tetraciclina
(Tet®)

pBR322
(4,361 pb)

Origem de
replicacéo
(ori)

Pvull

FIGURA9-3 O plasmideo construido de E. coli pBR322. Observe a lo-
calizagdo de alguns importantes sitios de restricdo — para Pstl, EcoRl, BamH|,
Sall e Pvull; genes com resisténcia para ampicilina e tetraciclina; e a origem
de replicacéo (ori). Construido em 1977, este foi um dos plasmideos expres-
samente projetados para clonagem em E. coli.

DNA a partir de um plasmideo parental maior — se-
quéncias que o bidlogo molecular ndo necessita.

As origens de replicacao inseridas em vetores de plas-
mideos comuns foram originalmente derivadas de plasmi-
deos que ocorrem naturalmente. Como em pBR322, cada
uma dessas origens € regulada para manter um nimero de
copias do plasmideo especifico. Dependendo da origem
utilizada, o niimero de copias do plasmideo pode variar de
uma a centenas ou milhares por célula, proporcionando
muitas opc¢odes para os investigadores. Dois plasmideos di-
ferentes ndo podem funcionar na mesma célula utilizando a
mesma origem de replicacdo, porque a regulacdo de um ird
interferir com a replicacdo do outro. Esses plasmideos sdo
considerados incompativeis. Quando um pesquisador dese-
ja introduzir dois ou mais plasmideos diferentes em uma
célula bacteriana, cada plasmideo deve ter uma origem de
replicagdo diferente.

No laboratério, os pequenos plasmideos podem ser in-
troduzidos em células bacterianas em um processo chama-
do de transformacao. As células (frequentemente E. colz,
mas outras espécies bacterianas também sao utilizadas) e o
DNA plasmidial sdo incubados juntos a 0°C em uma solugdo
de cloreto de calcio e, em seguida, submetidos a choque
térmico, alterando rapidamente a temperatura para entre
37°C e 43°C. Por motivos ndo muito bem compreendidos,
algumas das células tratadas desse modo captam o DNA
plasmidial. Algumas espécies de bactérias, como o Acine-
tobacter baylyi, sdo naturalmente competentes na capta-
¢do do DNA e ndo necessitam de tratamento com cloreto
de célcio — choque térmico. Em um método alternativo, as
células incubadas com o DNA plasmidial sdo submetidas a
um pulso elétrico de alta voltagem. Esse método, chamado
de eletroporacao, torna a membrana bacteriana tempora-
riamente permeavel a moléculas grandes.

Independente da abordagem, relativamente poucas cé-
lulas captam o DNA plasmidial, de modo que um método
é necessario para identificar aquelas que o fazem. A estra-
tégia € utilizar um dos dois tipos de genes no plasmideo,
chamados de marcadores de sele¢do e triagem. Os marca-
dores de selecao podem permitir tanto o crescimento de
uma célula (selecdo positiva) quanto matar a célula (sele-
¢ao negativa), sob um conjunto definido de condicoes. O
plasmideo pBR322 fornece exemplos das sele¢oes positiva
e negativa (Figura 9-4). Um marcador de triagem é um
gene que codifica uma proteina que leva a célula a produzir
uma molécula colorida ou fluorescente. As células nao sao
prejudicadas quando o gene esta presente, e as células que
transportam o plasmideo sdo facilmente identificadas pelas
colonias coloridas ou fluorescentes que produzem.

A transformacao de células bacterianas normais com
DNA purificado (processo pouco eficaz) torna-se menos
bem-sucedida com o aumento do tamanho do plasmideo,
sendo dificil clonar segmentos de DNA maiores do que cer-
ca de 15.000 pb, quando os plasmideos sao utilizados como
o vetor.

Para ilustrar a utilizagdo de um plasmideo como vetor de
clonagem, considere um gene bacteriano tipico, que codifi-
ca uma recombinase chamada de proteina RecA (ver Capi-
tulo 25). Na maior parte das bactérias, o gene que codifica
RecA é um dos milhares de outros genes em um cromos-
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FIGURA 9-4 Utilizacao do pBR322 para clonar DNA exégeno em E.
coli e identificar as células que o contém. @ Clonagem de plasmideo
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somo com milhares de pares de bases de comprimento. O
gene recA tem um pouco mais de 1.000 pb de comprimen-
to. Um plasmideo seria uma boa escolha para a clonagem
de um gene desse tamanho. Como descrito posteriormente,
o gene clonado pode ser modificado de varios modos, e as
variantes do gene podem ser expressas em niveis elevados
para permitir a purificacdo da proteina codificada.

Cromossomos artificiais bacterianos Projetos de sequencia-
mento de grandes genomas frequentemente exigem a clo-
nagem de segmentos de DNA mais longos do que normal-
mente podem ser incorporados em vetores de clonagem
plasmidiais padréo, tais como o pBR322. Para atender a
essa necessidade, foram desenvolvidos vetores plasmidiais
com caracteristicas especiais que permitem a clonagem
de segmentos muito longos (normalmente de 100.000 a
300.000 pb) de DNA. Quando esses grandes segmentos de
DNA clonado sdo adicionados, esses vetores sido suficien-
temente grandes para serem considerados cromossomos e
sdo chamados de cromossomos artificiais bacterianos,
ou BAC (Figura 9-5).

Um vetor BAC (sem qualquer DNA clonado inserido) é
um plasmideo relativamente simples, em geral nido muito
maior do que outros vetores plasmidiais. Para acomodar
segmentos de DNA clonado muito longos, os vetores BAC
tém origens estaveis de replicacdo que mantém o plasmi-
deo em uma ou duas cépias por célula. O baixo nimero
de copias € 1til para a clonagem de grandes segmentos de
DNA porque limita as oportunidades de reagoes de recom-
binacdo indesejadas que podem de modo imprevisto alte-
rar grandes DNAs clonados ao longo do tempo. Os BACs
também incluem genes par que codificam proteinas, as
quais direcionam a distribui¢do confiavel de cromossomos
recombinantes para as células-filhas na divisao celular, au-
mentando assim a probabilidade de cada uma delas trans-
portar uma cépia, mesmo quando algumas cépias estao pre-
sentes. O vetor BAC inclui tanto os marcadores de sele¢do
quanto os marcadores de triagem. O vetor BAC mostrado
na Figura 9-5 contém um gene que confere resisténcia ao
antibiético cloranfenicol (Cm™). A sele¢do positiva para ve-
tores contendo células ocorre em placas de dgar contendo
esse antibiotico. Um gene lacZ, necessario para a produgdo
da enzima B-galactosidase, € um marcador de triagem ca-
paz de revelar as células que contém os plasmideos — agora
cromossomos — que incorporam os segmentos de DNA clo-
nados. A B-galactosidase catalisa a conversdo da molécula
incolor 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-d-galactopiranosideo (X-
-gal) a um produto azul. Se o gene intacto for expresso, a
colonia que o contém serd azul. Se a expressido do gene é
interrompida pela introdu¢do de um segmento de DNA clo-
nado, a colonia sera branca.

Cromossomos artificiais de levedura  Assim como no caso de E.
colt, a genética de leveduras € uma area de conhecimento
bem desenvolvida. O genoma de Saccharomyces cerevi-
sitae contém apenas 14 X 10° pb (menos que quatro vezes
o tamanho do cromossomo de E. col7), e sua sequéncia in-
teira é conhecida. A levedura também ¢é muito facil de ser
mantida e cultivada em larga escala em um laboratoério. Ve-
tores plasmidiais tém sido construidos para leveduras, em-
pregando os mesmos principios que se aplicam para o uso
de vetores de E. colt. Métodos convenientes para mover o
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DNA para dentro e para fora das células de levedura permi-
tem o estudo de muitos aspectos da bioquimica de células
eucarioticas. Alguns plasmideos recombinantes incorporam
multiplas origens de replicacio e outros elementos que lhes
permitem ser utilizados em mais de uma espécie (p. ex.,
em leveduras e em E. col?). Esses plasmideos que podem
ser propagados em células de duas ou mais espécies sdo
chamados de vetores shuttle.

As pesquisas em grandes genomas e a necessidade as-
sociada de vetores de clonagem de alta capacidade leva-
ram ao desenvolvimento de ecromossomos artificiais de
levedura ou YAC (Figura 9-6). Os vetores YAC contém
todos os elementos necessarios para manter um cromos-

FIGURA9-5 Cromossomos artificiais bacterianos (BAC) como veto-
res de clonagem. O vetor é um plasmideo relativamente simples, com
uma origem de replicacdo (ori) que direciona a replicacéo. Os genes par,
derivados de um tipo de plasmideo chamado de plasmideo F, auxiliam na
distribuicado dos plasmideos para as células-filhas, na divisdo celular. Isso
aumenta a probabilidade de cada célula-filha carregar uma cépia do plas-
mideo, mesmo quando poucas copias estdo presentes. O baixo nimero de
copias € Util na clonagem de grandes segmentos de DNA porque limita as
oportunidades para que reacdes de recombinacao indesejadas possam al-
terar de modo imprevisivel grandes DNAs clonados ao longo do tempo. O
BAC inclui marcadores de selecao. Um gene lacZ (necessario a producao da
enzima B-galactosidase) se situa na regido de clonagem de tal modo que ele
€ inativado pelas insercdes de DNA clonado. A introducdo de BACs recom-
binantes nas células por eletroporacao é promovida pelo de uso de células
com uma parede celular alterada (mais porosa). Os DNAs recombinantes sao
triados para resisténcia ao antibiotico cloranfenicol (Cm"). As placas também
contém X-gal, um substrato para B-galactosidase que gera um produto azul.
As coldnias com B-galactosidase ativas e, portanto, nenhum DNA inserido
no vetor BAC se tornam azuis; as colonias sem atividade de B-galactosidase
e, portanto, com o DNA desejado inserido sdo brancas.

somo eucariético no nicleo da levedura: uma origem de
replicagdo de levedura, dois marcadores de selecao e se-
quéncias especializadas (derivadas de telomeros e do cen-
tromero) necessarias para a estabilidade e a segregacao
adequadas dos cromossomos na divisao celular (ver Capi-
tulo 24). Na preparacdo para seu uso na clonagem, o vetor
é propagado como um plasmideo bacteriano circular e, en-
tao, isolado e purificado. A clivagem com endonuclease de
restricdo (BamHI na Figura 9-6) remove um segmento do
DNA entre duas sequéncias de telomeros (TEL), deixan-
do os telomeros nas extremidades do DNA linearizado. A
clivagem em outro sitio interno (por EcoRI na Figura 9-6)
divide o vetor em dois segmentos de DNA, chamados de
bracos do vetor, cada qual com um marcador de selecao
diferente.

O DNA gendmico a ser clonado é preparado por diges-
tao parcial com endonucleases de restricido para obter um
tamanho de fragmento adequado. Em seguida, os frag-
mentos gendémicos sdo separados por eletroforese em
gel de campo pulsado, uma variacao da eletroforese em
gel (ver Figura 3-18) que separa os segmentos de DNA
muito grandes. Os fragmentos de DNA de tamanho ade-
quado (até cerca de 2 X 10° pb) sdo misturados com os
bracos do vetor preparado e ligados. A mistura de ligagao é
entao utilizada para transformar células (pré-tratadas para
degradar parcialmente suas paredes celulares) com essas
moléculas de DNA muito grandes — que agora tém estru-
tura e tamanho para serem consideradas cromossomos
de levedura. A cultura em um meio que exige a presen-
ca de ambos os genes marcadores de selecdo assegura o
crescimento somente das células de levedura que contém
um cromossomo artificial com grande insercdo colocada
entre os dois bragos do vetor (Figura 9-6). A estabilidade
dos clones YAC aumenta com o comprimento do segmen-
to de DNA clonado (até certo ponto). Aqueles contendo
inser¢oes com mais de 150.000 pb sdo quase tao estaveis
quanto cromossomos celulares normais, ao passo que os
com insercoes de menos de 100.000 pb de comprimento
sdo gradativamente perdidos durante a mitose (portanto,
em geral ndo existe nenhum clone de células de levedura
carregando apenas as extremidades de dois vetores liga-
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FIGURA 9-6 Construcdo de um cromossomo artificial de levedura
(YAC). Um vetor YAC inclui uma origem de replicagao (ori), um centrémero
(CEN), dois teldmeros (TEL) e marcadores de selecao (X'e Y). A digestao por
BamHI e EcoRl gera dois bragos de DNA separados, cada um com uma ex-
tremidade telomérica e um marcador de selecao. Um grande segmento de
DNA (p. ex, até 2 X 10° pb de um genoma humano) se liga aos dois bracos
para criar um cromossomo artificial de levedura. O YAC transforma as células
de levedura (preparadas pela remoc¢éao da parede celular para formar esfe-
roplastos) e as células sao selecionadas para X e Y; as células sobreviventes
propagam as insercoes de DNA.

dos juntos ou vetores com apenas inserc¢des curtas). Os
YAC sem um telémero em cada uma das extremidades se
degradam rapidamente.
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Como acontece com os BACs, os vetores YAC podem
ser utilizados para clonar segmentos de DNA muito longos.
Além disso, o DNA clonado em um YAC pode ser modifica-
do para o estudo de fung¢des de sequéncias especializadas
no metabolismo de cromossomos, mecanismos de regula-
¢do e expressao génica e muitos outros problemas na biolo-
gia molecular eucariética.

Genes clonados podem ser expressos para amplificar a

producao de proteinas

Frequentemente o produto de um gene clonado, mais que
o proprio gene, € o interesse principal, sobretudo quando a
proteina tem valor comercial, terapéutico ou de pesquisa.
Os bioquimicos utilizam proteinas purificadas para muitos
fins, incluindo a descoberta do seu funcionamento, o estu-
do de mecanismos de reacdo, a gera¢do de anticorpos para
as proteinas, a reconstituicdo de atividades celulares com-
plexas no tubo de ensaio com componentes purificados e o
exame de parceiros de ligacdo de proteinas. Com uma com-
preensdo maior sobre os fundamentos do DNA, do RNA e
do metabolismo proteico e sua regulacdo em um organismo
hospedeiro como a E. coli ou leveduras, os pesquisadores
manipulam células para expressar genes clonados a fim de
estudar seus produtos proteicos. O objetivo geral é modi-
ficar as sequéncias ao redor de um gene clonado para en-
ganar o organismo hospedeiro a fim de produzir o produto
proteico do gene, frequentemente em niveis muito eleva-
dos. A superexpressdo de uma proteina torna sua purifica-
¢do subsequente muito mais facil.

Como exemplo, sera utilizada a expressao de uma pro-
teina eucaridtica em uma bactéria. Os genes eucariéticos
tém sequéncias circundantes necessarias para sua transcri-
¢ao e regulacdo nas células dos quais sdo derivados, mas
essas sequéncias ndo funcionam em bactérias. Assim, os
genes eucariéticos nao tém os elementos de sequéncia de
DNA necesséarios para sua expressao controlada em célu-
las bacterianas — promotores (sequéncias que informam
a RNA-polimerase onde se ligar para iniciar a sintese de
mRNA), sitios de ligacdo de ribossomos (sequéncias que
permitem a traducdo de mRNA para proteina) e sequéncias
regulatérias adicionais. Portanto, as sequéncias regulato-
rias bacterianas adequadas para a transcri¢ao e tradugdo
devem ser inseridas no DNA vetor nas posi¢oes corretas em
relacdo ao gene eucariotico. Em alguns casos, genes clona-
dos sdo expressos de maneira tao eficiente que seus produ-
tos proteicos representam 10% ou mais da proteina celular.
Nessas concentracoes, algumas proteinas estranhas podem
matar a célula hospedeira (geralmente E. col?); portanto, a
expressao do gene clonado deve ser limitada a poucas horas
antes da coleta das células.

Vetores de clonagem com sinais de transcricao e tra-
ducgdo necessarios a expressao regulada de um gene clo-
nado sdo chamados de vetores de expressao. A taxa de
expressdao do gene clonado é controlada pela substitui¢do
do promotor normal e sequéncias regulatérias do gene por
versoes mais eficientes e convenientes fornecidas pelo ve-
tor. Geralmente, um promotor bem caracterizado e seus
elementos regulatorios sdo posicionados préximos a varios
sitios de restri¢do exclusivos para a clonagem, de modo que



322 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX

Sequéncias do
promotor (P) e
operador (O)

bacteriano

Polilinker

ligaaOe
regula P Sequéncia de
terminacdo da

transcricao

Sitio de ligacéo
do ribossomo

Marcador genético
selecionavel (p. ex.,
resisténcia a antibidticos)

FIGURA 9-7 Sequéncias de DNA em um tipico vetor de expressao
de E. coli. O gene a ser expresso é inserido em um dos sitios de restricao
no polilinker, perto do promotor (P), com a extremidade do gene codifican-
do a terminacdo amina da proteina posicionada o mais perto possivel do
promotor. O promotor permite a transcricéo eficiente do gene inserido, e a
sequéncia de transcricdo-terminacao algumas vezes aumenta a quantidade
e a estabilidade do mRNA produzido. O operador (O) permite a regulagao
por um repressor que se liga a ele. O sitio de ligagao do ribossomo fornece
sinais de sequéncias para a traducao eficiente do mRNA derivado do gene.
O marcador selecionado permite a selecdo de células contendo o DNA re-
combinante.

genes inseridos nos sitios de restricdo sejam expressos a
partir desses elementos do promotor regulado (Figura
9-7). Alguns desses vetores incorporam outras caracteris-
ticas, tais como um sitio de ligacdo de ribossomos bacte-
rianos, para potencializar a traducdo do mRNA derivado
do gene (Capitulo 27) ou uma sequéncia de terminacao da
transcricao (Capitulo 26).

Muitos sistemas diferentes sao utilizados para expressar
proteinas recombinantes

Todo organismo vivo tem a capacidade de expressar genes
em seu DNA genomico; portanto, em principio, qualquer or-
ganismo pode ser um hospedeiro para expressar proteinas
de espécies diferentes (heterdlogas). De fato, quase todos
os tipos de organismos sdo utilizados para esse fim, e cada
tipo de hospedeiro tem um conjunto préprio de vantagens
e desvantagens.

Bactérias As bactérias, especialmente E. col?, sdo os hos-
pedeiros mais comuns para a expressao de proteinas. As
sequéncias regulatérias que determinam a expressdo géni-
ca em E. colt e em muitas outras bactérias sdo bem com-
preendidas e podem ser aproveitadas para expressar pro-
tefnas clonadas em niveis elevados. As bactérias sdo faceis
de armazenar e cultivar em laboratdrio, em meios de cultivo
baratos. Também existem métodos eficientes para colocar
DNA em bactérias e extrair o DNA delas. As bactérias podem
ser cultivadas em grandes quantidades em fermentadores
comerciais, fornecendo uma rica fonte de proteinas clona-
das. Entretanto, existem problemas. Quando expressas em
bactérias, algumas proteinas heterdlogas nao se dobram cor-

retamente, e muitas ndo fazem as ligacdes covalentes ou a
clivagem proteolitica necessdrias a sua atividade. Devido a
certas caracteristicas de uma sequéncia génica, dificilmente
um gene especifico também se expressa em bactérias. Por
exemplo, regioes intrinsecamente desordenadas sdo mais
comuns em proteinas eucariéticas. Expressas em bactérias,
muitas proteinas eucariéticas se agregam em precipitados
celulares insoliveis chamados de corpos de inclusio. Por
essas e muitas outras razdes, algumas proteinas eucarioti-
cas sdo inativas quando purificadas de bactérias ou nao se
expressam de modo algum. Para ajudar a lidar com alguns
desses problemas, novas linhagens bacterianas hospedeiras
sdo regularmente desenvolvidas para incluir melhorias, como
a presenca de chaperonas proteicas eucariéticas ou enzimas
que modifiquem as proteinas eucariéticas.

Ha muitos sistemas especializados para expressar pro-
teinas em bactérias. O promotor e as sequéncias regulato-
rias associadas ao 6peron lactose (ver Capitulo 28) sdo com
frequéncia fusionados ao gene de interesse para direcio-
nar a transcricao. O gene clonado serd transcrito quando
a lactose for adicionada ao meio de cultivo. Entretanto, a
regulacdo no sistema lactose € “frouxa”; ela ndo é desligada
completamente quando a lactose esta ausente — problema
potencial se o produto do gene clonado for téxico para as
células hospedeiras. A transcricao a partir do promotor Lac
também nao é muito eficiente para algumas aplicacoes.

Um sistema alternativo utiliza um promotor e a RNA-po-
limerase encontrada em um virus bacteriano chamado de
bacteriéfago T7. Se o gene clonado for fusionado a um pro-
motor T7, ele ndo sera transcrito pela RNA-polimerase de
E. coli, mas pela RNA-polimerase T7. O gene que codifica
essa polimerase é clonado separadamente na mesma célula
em uma construcdo que proporciona uma regulacao rigoro-
sa (permitindo a producao controlada da RNA-polimerase
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FIGURA9-8 Expressao regulada da proteina RecA em uma célula bac-
teriana. O gene que codifica a proteina RecA, fusionado com o promotor T7
do bacteriéfago, é clonado em um vetor de expressao. Em condigdes normais
de crescimento (n&o induzido), nenhuma proteina RecA aparece. Quando a
RNA-polimerase de T7 é induzida na célula, o gene recA é expresso e grandes
quantidades da proteina RecA sdo produzidas. As posicoes dos marcadores
de peso molecular padrdo que correm no mesmo gel sdo indicadas.



T7). A polimerase também ¢é muito eficiente e direciona ni-
veis elevados de expressao da maioria dos genes fusionados
no promotor T7. Esse sistema € utilizado para expressar a
proteina RecA em células bacterianas (Figura 9-8).

Leveduras A levedura Saccharomyces cerevisiae é prova-
velmente o organismo eucariético mais bem compreendido
e um dos mais faceis de cultivar e manipular em laboratorio.
Como as bactérias, essa levedura pode crescer em meios
simples e baratos. A levedura tem paredes celulares resis-
tentes, que sdo dificeis de romper para introduzir vetores
de DNA; assim, as bactérias sdo mais convenientes para fa-
zer a maior parte da engenharia genética e manutencao de
vetores. E por isso que o vetor de leveduras foi propagado
pela primeira vez em bactérias. Existem varios excelentes
vetores de transporte para esse fim.

Os principios subjacentes a expressdo de uma pro-
teina em leveduras sdo os mesmos daqueles em bactérias.
Os genes clonados devem ser ligados aos promotores que
podem direcionar a expressao de alto nivel em leveduras.
Por exemplo, os genes da levedura GALI e GAL10 sao re-
gulados pela célula de modo a serem expressos quando as
células da levedura sdo cultivadas em meios com galactose,
mas desligados quando as células sao cultivadas em glicose.
Assim, se um gene heterdlogo é expresso utilizando as mes-
mas sequéncias reguladoras, a expressao desse gene pode
ser controlada simplesmente pela escolha de um meio ade-
quado para o crescimento celular.

Alguns dos mesmos problemas que acompanham a ex-
pressdo de proteinas em bactérias também ocorrem em
leveduras. Proteinas heterélogas podem nao se dobrar cor-
retamente, a levedura talvez ndo tenha as enzimas necessa-
rias para modificar as proteinas em suas formas ativas, ou
a expressao de proteinas pode ser dificultada por algumas
caracteristicas da sequéncia génica. Entretanto, como o S.
cerevisiae € um eucarioto, a expressao de genes eucarioti-
cos (especialmente os genes de leveduras) é algumas vezes
mais eficiente nesse hospedeiro do que em bactérias. O eno-
velamento e a modificacdo dos produtos também podem ser
mais precisos do que nas proteinas expressas em bactérias.

Insetos e virus de insetos Os baculovirus sao virus de insetos
com genomas de DNA de cadeia dupla. Ao infectarem larvas
de insetos hospedeiras, agem como parasitas, matando as
larvas e transformando-as em fabricas de producéo de virus.
No final do processo de infec¢do, os virus produzem grandes
quantidades de duas proteinas (p10 e poliedrina), nenhuma
das quais € necessaria para a producdo do virus em células de
inseto cultivadas. Os genes para ambas as proteinas podem
ser substituidos pelo gene de uma proteina heteréloga. Quan-
do o virus recombinante resultante € utilizado para infectar
células ou larvas de insetos, a proteina heterdloga é frequen-
temente produzida em niveis muito elevados — até 25% do
total de proteinas presentes no final do ciclo de infeccao.

O nucleopoliedrovirus multicapsideo Autographa ca-
lifornica (AcMNPV) € o baculovirus mais utilizado para
a expressdo de proteinas. Ele tem um genoma grande de-
mais (134.000 pb) para a clonagem direta. A purificacdo de
virus também é complicada. Esses problemas foram resol-
vidos com a cria¢do de bacmideos, DNA circulares gran-
des que incluem todo o genoma do baculovirus, além das

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 323

sequéncias que permitem a replicacdo do bacmideo em E.
colr (Figura 9-9). O gene de interesse é clonado em um
plasmideo menor e combinado com o plasmideo maior por
recombinacao sitio-especifica in vivo (ver Figura 25-37).
O bacmideo recombinante € entdo isolado e transfectado
para as células de insetos (o termo transfeccao é utiliza-
do quando o DNA utilizado para a transformacao inclui se-
quéncias virais e leva a replicacao viral), seguido por uma
recuperacdo da proteina assim que termina o ciclo de in-
feccdo. Uma grande variedade de sistemas de bacmideos
esta disponivel comercialmente. Os sistemas de baculovirus
nao sdo bem-sucedidos com todas as proteinas. Entretanto,
com esses sistemas, as células de insetos algumas vezes re-
plicam com sucesso os padrdes de modificacdo de proteina
de eucariotos superiores e produzem proteinas eucariéticas
ativas corretamente modificadas.

Células de mamiferos em cultura O modo mais conveniente
para se introduzir genes clonados em uma célula de mami-
fero é por meio de virus. Esse método tem a vantagem de
utilizar a capacidade natural de um virus para inserir seu
DNA ou RNA em uma célula e, por vezes, no cromossomo
celular. Diversos virus de mamiferos geneticamente modifi-
cados estdo disponiveis como vetores, incluindo o adenovi-
rus e retrovirus humanos. O gene de interesse € clonado, de
modo que a sua expressdo seja controlada por um promotor
do virus. O virus utiliza seus mecanismos de infec¢ao na-
turais para introduzir o genoma recombinante nas células,
onde se expressa a proteina clonada. Esses sistemas tém
a vantagem de as proteinas serem expressas transitoria-
mente (se o DNA viral for mantido separadamente a partir
do genoma da célula hospedeira e, por fim, degradado) ou
permanentemente (se o DNA viral for integrado no genoma
da célula hospedeira). Com a escolha correta da célula hos-
pedeira, a modificacido pds-traducado adequada da proteina
para sua forma ativa pode ser assegurada. Entretanto, o
crescimento de células de mamiferos em culturas de teci-
dos é muito caro, e essa tecnologia é geralmente utilizada
para testar a funcdo de uma proteina 7n vivo, em vez de
produzir uma proteina em grandes quantidades.

A alteracao de genes clonados produz proteinas
alteradas

Técnicas de clonagem podem ser utilizadas ndo sé para pro-
duzir mais proteinas, mas para produzir produtos proteicos
alterados, sutilmente ou de forma drastica, a partir de suas
formas nativas. Aminoacidos especificos podem ser substi-
tuidos individualmente por mutagénese sitio-direciona-
da. Essa técnica melhorou substancialmente as pesquisas
sobre proteinas, ao permitir que os investigadores facam
alteragdes especificas na estrutura primaria e analisem os
efeitos dessas alteracdes no enovelamento, na estrutura tri-
dimensional e na atividade de proteinas. Essa abordagem
poderosa para estudar a estrutura e funcido das proteinas
muda a sequéncia de aminoacidos pela alteracdo da se-
quéncia de DNA do gene clonado. Se os sitios de restricdo
adequados se situam ao lado da sequéncia a ser alterada, os
pesquisadores podem simplesmente remover um segmento
de DNA e substitui-lo por um sintético idéntico ao original,
exceto para a mudanca desejada (Figura 9-10a).
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FIGURA9-9 Clonagem com baculovirus. (a) Aqui é mostrada a constru-
¢ao de um vetor tipico utilizado para a expressao de proteinas em baculovi-
rus. O gene de interesse é clonado em um plasmideo pequeno (esquerda)
entre dois sitios (att) reconhecidos pela recombinase sitio-especifica, sendo
em seguida introduzido no vetor do baculovirus por recombinagéo sitio-
-especifica (ver Figura 25-37). Isso gera um produto de DNA circular utilizado
para infectar as células de uma larva de inseto. O gene de interesse é expres-
so durante o ciclo de infeccao, abaixo de um promotor que normalmente
expressa uma proteina de revestimento de baculovirus em niveis muito ele-
vados. (b) As fotografias mostram (a esquerda) uma larva de inseto infectada
com o vetor do baculovirus recombinante expressando uma proteina que
produz cor vermelha e (a direita) uma larva néo infectada.

Na auséncia de sitios de restricdo adequadamente loca-
lizados, a mutagénese oligonucleotideo-direcionada
pode criar uma alteracdo especifica na sequéncia de DNA
(Figura 9-10b). Duas cadeias de DNA curtas, sintetizadas
de modo complementar, cada uma com a alteracdo de base
desejada, sdo renaturadas em cadeias opostas do gene clo-
nado dentro de um vetor de DNA circular adequado. O mal-
pareamento de um tinico par de bases em 30 a 40 pb ndo im-
pede a renaturacao. Os dois oligonucleotideos renaturados
sintetizam o primeiro DNA em ambas as direcdes ao redor
do vetor de plasmideo, criando duas fitas complementares
que contém a mutagdo. Apds varios ciclos de amplificacdo
seletiva, utilizando uma técnica chamada de reacdo em ca-
deia da polimerase (PCR; descrita na p. 327), a mutacao
contendo o DNA predomina na populacdo e pode ser utili-
zada para transformar bactérias. A maior parte das bacté-
rias transformadas tera plasmideos portadores da mutacao.
Se necessario, o molde do DNA do plasmideo ndo mutante
pode ser seletivamente eliminado por clivagem com a en-
zima de restricdo Dpnl. O plasmideo-molde, geralmente
isolado a partir de um tipo selvagem de E. coli, tem um
residuo A metilado em cada cépia do palindromo de quatro
nucleétidos, GATC (chamado de sitio dam; ver Figura 25-
21). O novo DNA contendo a mutacado nao tem residuos A
metilados porque a replicacdo € realizada wn vitro. A Dpnl
cliva seletivamente o DNA na sequéncia GATC apenas se o
residuo A de uma ou ambas as cadeias for metilado, isto €,
ela degrada apenas o molde.

No caso do gene recA bacteriano, o produto desse gene,
a proteina RecA, tem vdrias atividades (ver Se¢do 25.3). Ela
liga e forma uma estrutura filamentosa no DNA, alinha dois
DNAs de sequéncias semelhantes e hidrolisa o ATP. Um
residuo de aminoacido especial na RecA (polipeptideo de
352 residuos), o residuo Lys na posicao 72, esta envolvido
na hidroélise do ATP. Alterando o Lys72 para uma Arg, uma
variante da proteina RecA ¢é criada e ira ligar, mas nao hi-
drolisar o ATP (Figura 9-10c). A engenharia e a purificacdo
dessa proteina variante RecA tem facilitado a investigacdo
sobre os papéis da hidroélise do ATP no funcionamento des-
sa proteina.

Em genes podem ser introduzidas alteracdes que en-
volvem mais de um par de bases. Grandes partes de um
gene podem ser excluidas cortando-se um segmento com
endonucleases de restricao e ligando as por¢oes remanes-
centes para formar um gene menor. Por exemplo, se uma
proteina tiver dois dominios, o segmento do gene que co-
difica um dos dominios pode ser removido para produzir
uma proteina que agora tem apenas um dos dois originais.
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Partes dos dois genes diferentes podem ser ligadas para
criar novas combinacoes; o produto desse gene fusiona-
do é chamado de proteina de fusdao. Pesquisadores tém
métodos engenhosos para realizar praticamente qualquer
alteracdo genética in vitro. Apos a reintroducdo do DNA
alterado na célula, eles investigam as consequéncias dessa
alteracao.

Marcadores terminais fornecem instrumentos para a
purificacao por afinidade

A cromatografia de afinidade é um dos métodos mais efi-
cientes para a purificagdo de proteinas (ver Figura 3-17c).
Infelizmente, muitas proteinas nao se ligam a um ligan-
te que possa ser convenientemente imobilizado em uma
matriz de coluna. Entretanto, o gene para quase todas as
proteinas pode ser alterado para expressar uma proteina
de fusdo purificada por cromatografia de afinidade. O gene
que codifica a proteina-alvo é fusionado com um gene que
codifica um peptideo ou proteina que se liga a um ligante
simples e estavel, com elevada afinidade e especificidade. O
peptideo ou proteina utilizado para essa finalidade é deno-
minado marcador. As sequéncias dos marcadores siao adi-

Desnaturacéo e renaturacédo
de oligonucleotideos
iniciadores com a mutacdo.

Utilizacdo de DNA-polimerase
para ampliar e incorporar os
oligonucleotideos iniciadores
mutagénicos.

Mutante recA K72R
TCTTCCGGTCGCACCACGC

Digestao de DNA-molde parental
nao mutado com nuclease
metilacdo-especifica e
renaturagao de fitas
recém-sintetizadas.

FIGURA 9-10 Duas abordagens para a
mutagénese sitio-direcionada. (a) Um
segmento sintético de DNA substitui um frag-
mento removido por uma endonuclease de
restricao. (b) Um par de oligonucleotideos sin-
téticos e complementares com uma mudanca
de sequéncia especifica em uma posicao é hibridizado a um plasmideo cir-
cular com uma coépia clonada do gene que serd alterado. Os oligonucleo-
tideos mutados atuam como iniciadores para a sintese de todo o compri-
mento da cépia de DNA duplex do plasmideo que contém a mudanca de
sequéncia especifica. Essas copias de plasmideos sao entéo utilizadas para
transformar as células. (c) Resultados de um sequenciador automatizado
(ver Figura 8-34), mostrando as sequéncias de um tipo selvagem de gene
recA (superior), e um gene recA alterado (inferior) com o triplo (cédon) na
posicdo 72 alterado de AAA para CGC, especificando um Arg (R) em vez de
um residuo Lys (K).

cionadas a genes de tal modo que as proteinas resultantes
tenham marcadores em seu grupo amino ou carboxila ter-
minal. A Tabela 9-3 lista alguns dos peptideos ou proteinas
comumente utilizados como marcadores.

LU RN C(audas proteicas comumente usadas

Marcadores proteicos/

Massa

peptidicos molecular (kDa) Ligante imobilizado

Proteina A 59 Porcao Fc da IgG

(His), 0,8 Ni**

Glutationa-S-transfera- 26 Glutationa

se (GST)

Proteina ligante de 41 Maltose

maltose

B-Galactosidase 116 p-Aminofenil-B-D-tio-
galactosideo (TPEG)

Dominio ligante de 57 Quitina

quitina
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O procedimento geral pode ser ilustrado focalizando um
sistema que utiliza a glutationa-S-transferase (GST) (Figu-
ra 9-11). A GST é uma pequena enzima (M, 26.000) que se
liga fortemente e de modo especifico a glutationa. Quando a
sequéncia do gene de GST € fusionada ao gene-alvo, a pro-
teina de fusdo adquire a capacidade de se ligar a glutationa.
A proteina de fusdo é expressa em um organismo hospedei-
ro, tal como uma bactéria, e um extrato bruto é preparado.
Uma coluna € preenchida com matriz porosa, que consiste em
um ligante (glutationa) imobilizado por esferas microscépicas
de um polimero reticulado estavel, como a agarose. A medi-
da que o extrato bruto se infiltra por essa matriz, a proteina
de fusdo € imobilizada por sua ligacdo a glutationa. As outras
proteinas no extrato sdo lavadas e descartadas da coluna. A
interacao entre GST e glutationa é firme, porém nao covalen-
te, permitindo que a proteina de fusdo seja eluida suavemente
da coluna com uma solu¢ao que contém alta concentragao de
sais ou de glutationa livre para competir com o ligante imo-
bilizado pela ligacdo com a GST. A proteina de fusao é obtida
muitas vezes com boa producdo e alta pureza. Em alguns sis-
temas disponiveis comercialmente, o marcador pode ser re-
movido em grande parte ou totalmente da proteina de fusao
purificada por uma protease que cliva uma sequéncia préoxima
da juncao entre a proteina-alvo e seu marcador.

Um marcador mais curto, com ampla aplicacdo, consiste
em uma sequéncia simples de seis ou mais residuos His. Es-
ses marcadores de histidina, ou marcadores His, se ligam de

© O

FIGURA9-11 Utilizacéo de proteinas
marcadas na purificacao de protei-
nas. (a) A glutationa-S-transferase (GST)
é uma pequena enzima que liga a gluta-
tiona (residuo de glutamato no qual um
dipeptideo Cys-Gly se liga ao carbono da
carboxila da cadeia lateral de Glu, daf sua
abreviagcao GSH). (b) O marcador de GST
se fusiona ao terminal carboxila da pro-
tefna por meio de engenharia genética.
A proteina marcada expressa na célula
esta presente no extrato bruto quando as
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células sao lisadas. O extrato é submetido
a cromatografia de afinidade (ver Figura
3-17¢) por uma matriz com glutationa
imobilizada. A proteina marcada com
GST se liga a glutationa, retardando sua
migragao pela coluna, enquanto as ou-
tras proteinas séo lavadas rapidamente.
1234567809 Depois a proteina marcada é eluida com
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Proteinas de fuséo sdo eluidas  uma solucio contendo uma concentra-

pela solugao de glutationa. ¢3¢ elevada de sal ou livre de glutationa.



modo firme e especificamente, aos ions de niquel. A matriz
da cromatografia com fons de Ni*" imobilizados pode ser
utilizada para separar rapidamente uma proteina marcada
com His de outras proteinas no extrato. Alguns dos marca-
dores maiores, como a proteina de ligacdo de maltose, pro-
porcionam estabilidade e solubilidade adicionais, permitin-
do a purificacdo de proteinas clonadas que, de outro modo,
seriam inativas em consequéncia de um enovelamento ina-
dequado ou insolubilidade.

A cromatografia de afinidade utilizando marcadores ter-
minais é um método poderoso e conveniente. Os marcado-
res tém sido utilizados com sucesso em milhares de estu-
dos publicados; em muitos casos, seria impossivel purificar
e estudar a proteina sem o marcador. Entretanto, mesmo
os marcadores muito pequenos afetam as propriedades das
proteinas ligadas a eles, de modo a influenciar os resultados
do estudo. Por exemplo, um marcador pode afetar adver-
samente o enovelamento de proteinas. Mesmo se o marca-
dor for removido por uma protease, um ou alguns residuos
de aminodcidos adicionais ficam por tras da proteina-alvo,
afetando ou nao a atividade da proteina. Os tipos de experi-
mentos a serem realizados, e os resultados obtidos a partir
deles, devem ser sempre avaliados com o auxilio de contro-
les bem desenhados para avaliar o efeito de um marcador
no funcionamento de uma proteina.

As sequéncias génicas podem ser amplificadas com a
reacao em cadeia da polimerase

Os projetos do genoma mundial geram bancos de dados in-
ternacionais que contém as sequéncias genémicas comple-
tas de centenas de organismos e proporcionam um acesso
sem precedentes a informacao da sequéncia génica. Essa,
por sua vez, simplifica o processo de clonagem de genes in-
dividuais para analises mais detalhadas. Se a sequéncia de,
pelo menos, por¢des da extremidade de um segmento de
DNA de interesse é conhecida, o nimero de cépias do seg-
mento de DNA pode ser muito amplificado com a reacao
em cadeia da polimerase (PCR), processo concebido por
Kary Mullis em 1983. O DNA amplificado pode entao ser
clonado por métodos descritos anteriormente ou pode ser
utilizado em varios procedimentos analiticos.

O procedimento de PCR tem uma simplicidade elegante.
Baseia-se em DNA-polimerases que sintetizam fitas de DNA
a partir de desoxirribonucleotideos, utilizando um molde de
DNA (Capitulo 25). Todas as DNA-polimerases sintetizam
DNA na direcido 5'— 3" (ver Figura 8-33a). Além disso, as
DNA-polimerases ndo sintetizam DNA novo, mas, ao con-
trario, devem adicionar nucleotideos a fitas preexistentes,
denominadas oligonucleotideos iniciadores (primers). Dois
oligonucleotideos sintéticos sdo preparados, complementares
as sequéncias em fitas opostas ao DNA-alvo, em posicoes que
definem as extremidades do segmento a ser amplificado. Os
oligonucleotideos servem como iniciadores de replica¢do que
podem ser estendidos por uma DNA-polimerase. As extremi-
dades 3’ dos iniciadores hibridizados sdo orientadas uma para
a outra e posicionadas para a sintese do DNA pelo segmento
de DNA (Figura 9-12a). A PCR basica necessita de quatro
componentes: uma amostra de DNA contendo o segmento a
ser amplificado, o par de oligonucleotideos iniciadores sinté-
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ticos, desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) e DNA-polime-
rase. A mistura de reacao € aquecida brevemente para desna-
turar o DNA, separando as duas fitas. A mistura € resfriada de
modo a que os oligonucleotideos iniciadores possam renatu-
rar com o DNA. A concentragdo elevada de oligonucleotideos
iniciadores aumenta a probabilidade de renaturagdo com
cada fita do DNA desnaturado antes que as duas fitas de DNA
(presentes em concentracao muito menor) possam renaturar
entre si. O segmento é, em seguida, replicado seletivamente
pela DNA-polimerase, utilizando o conjunto de dNTPs. O ci-
clo de aquecimento, resfriamento e replicacao € repetido 25
a 30 vezes em algumas horas, em um processo automatizado,
amplificando o segmento de DNA entre os oligonucleotideos
iniciadores, até que ele possa ser rapidamente analisado ou
clonado. Cada ciclo multiplica a quantidade de segmento de
DNA por um fator de 2, de modo que a concentracao do DNA
cresca exponencialmente. Apos 20 ciclos, o segmento de
DNA foi amplificado mais de um milhao de vezes (220); apés
30 ciclos, mais de um bilhdo de vezes. Todo o DNA restante
na amostra permanece sem amplificacdo. A PCR utiliza uma
DNA-polimerase termoestavel, que se mantém ativa apds
cada etapa de aquecimento e nio precisa ser reabastecida.
Por meio de um desenho cuidadoso dos oligonucleo-
tideos iniciadores utilizados para a PCR, o segmento am-
plificado pode ser modificado pela inclusido, em cada ex-
tremidade, de DNA adicional que nao estd presente no
cromossomo-alvo. Por exemplo, sitios de clivagem para en-
donucleases de restricdo podem ser incluidos para facilitar
a posterior clonagem do DNA amplificado (Figura 9-12b).
Essa tecnologia é muito sensivel: a PCR pode detectar
e amplificar tdo pouco quanto uma molécula de DNA em
quase todo tipo de amostra. A estrutura em dupla-hélice do
DNA torna a molécula altamente estavel e, de fato, o DNA
se degrada lentamente ao longo do tempo (ver Capitulo 8).
Entretanto, a PCR permitiu a clonagem bem-sucedida de
segmentos de DNA raros e ndo degradados de amostras de
mais de 40.000 anos. Os pesquisadores utilizaram a técnica
para clonar fragmentos de DNA dos restos mumificados de
seres humanos e animais extintos, como o mamute, criando
0s novos campos da arqueologia e paleontologia molecular.
O DNA de locais de sepultamento foi amplificado por PCR
e utilizado para rastrear migracoes de humanos antigos.
Epidemiologistas podem utilizar amostras de DNA de rema-
nescentes humanos potencializadas por PCR para rastrear
a evolucdo de virus patogénicos humanos. Assim, além da
sua utilidade para a clonagem de DNA, a PCR é uma fer-
ramenta poderosa na medicina forense (Quadro 9-1). Ela
pode ser utilizada para detectar infec¢des virais antes que
provoquem sintomas. A PCR é uma ferramenta importante
para o aconselhamento genético de potenciais pais de fami-
lia com condicdes genéticas hereditdrias importantes.
Dada a extrema sensibilidade dos métodos de PCR, a
contaminacdo de amostras se constitui em um sério pro-
blema. Em muitas aplica¢des, incluindo os testes de DNA
forense e de arqueologia, as amostras controle asseguram
que o DNA amplificado nao seja derivado do pesquisador ou
de bactérias contaminantes.
Muitas adaptacoes especializadas de PCR aumentaram
a utilidade do método. Por exemplo, as sequéncias no RNA
podem ser amplificadas se o primeiro ciclo de PCR utilizar
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FIGURA9-12 Amplificacdo de um segmento de DNA pela reacéo em
cadeia da polimerase (PCR). (a) O procedimento de PCR tem trés etapas.
As fitas de DNA sao @ separadas pelo calor, em seguida @ renaturadas em
um excesso de iniciadores de DNA sintético curto (cor de laranja) que ficam
ao lado da regiao que serd amplificada (azul-escuro); ® um DNA novo é sin-
tetizado pela polimerizacéo catalisada pela DNA-polimerase. As trés etapas
se repetem por 25 a 30 ciclos. A Tag DNA-polimerase termoestavel (de Ther-
mus aquaticus, espécie de bactéria que cresce em fontes termais) nao é des-
naturada pelas etapas de calor. (b) O DNA amplificado por PCR pode ser
clonado. Os oligonucleotideos iniciadores podem incluir extremidades ndo
complementares que tenham um sitio para clivagem por uma endonuclea-
se de restricdo. Embora essas partes dos oligonucleotideos iniciadores néo se
anelem ao DNA-alvo, o processo de PCR os incorpora no DNA que é amplifi-
cado. A clivagem dos fragmentos amplificados nesses sitios cria as extremi-
dades adesivas, utilizadas na ligacdo do DNA amplificado com o vetor de
clonagem. % Reacdo em cadeia da polimerase.
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QUADRO9-1 UA(DIIIM Poderosa ferramenta na medicina legal

Um dos métodos mais precisos para a colocacdo de um
individuo na cena de um crime é a impressao digital. O
advento da tecnologia do DNA recombinante disponi-
bilizou uma ferramenta muito mais poderosa: a geno-
tipagem de DNA (também chamada de DNA finger-
printing ou perfis de DNA). O método se baseia nos
polimorfismos da sequéncia — diferencas sutis na se-
quéncia entre os individuos: um em cada 1.000 pb, em
média. O uso dessas diferencas para identificagdo foren-
se foi descrito pela primeira vez pelo geneticista inglés
Alec Jeffreys em 1985. Cada diferenca em relagdo ao
protoétipo de sequéncia do genoma humano (o primeiro
obtido) ocorre em alguma fracdo na populacdo humana;
cada pessoa tem algumas diferencas em relacio a esse
protétipo.

(a)
Oligonucleotideo iniciador para
PCR marcado com corante

o= Locus D75820

30 Y S S Y |
5'L
«O
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3L I S ) B 1
5[ 1
Alelo 2 =
Sequéncias STR

Amplificacdo por PCR

/\

I:_:EI

Submete fragmentos de PCR
a eletroforese capilar em gel.

L)

O trabalho forense moderno concentra-se em diferencas
nos comprimentos das sequéncias repeticoes curtas
em tandem (STR). A STR é uma sequéncia de DNA
curta, repetida muitas vezes em tandem em um local es-
pecifico em um cromossomo; geralmente, a sequéncia
repetida tem 4 pb de comprimento. Os loci STR mais
frequentemente utilizados na genotipagem de DNA sao
curtos — 4 a 50 repeti¢oes de comprimento (16 a 200 pb
para repeticdes de tetranucleotideos) — e tém multiplas
variantes de comprimento na populagdo humana. Mais de
20.000 loci STR de tetranucleotideos foram caracteriza-
dos e mais de um milhdo de STR de todos os tipos podem
estar presentes no genoma humano, o que representa
cerca de 3% de todo o DNA humano.

(Continua na proxima pdgina,)

FIGURAQ-1 (a) Os loci STR podem ser analisados por PCR. Oligonucleo-
tideos iniciadores adequados (com um corante ligado para auxiliar na
deteccédo subsequente) sdo direcionados para sequéncias em cada lado
da STR, e a regido entre eles é amplificada. Normalmente, os individuos
possuem dois alelos diferentes em um determinado locus (cada um her-
dado de um dos pais). Se as sequéncias STR possuem comprimentos dife-
rentes nos dois cromossomos de um individuo, resultarao dois produtos
de PCR de comprimentos diferentes. (b) Sdo mostrados os produtos de
PCR a partir da amplificacédo do loci 16 STR submetidos a eletroforese ca-
pilar em um gel de poliacrilamida. Determinados /oci séo marcados com
oligonucleotideos iniciadores marcados com apenas um de trés corantes
fluorescentes diferentes (seis Joci com um corante verde, cinco com um
corante azul e cinco com um amarelo, corados aqui com uma tinta preta
para visualizacdo). A determinacdo de qual Jocus corresponde a qual si-
nal depende da cor do corante fluorescente ligado ao oligonucleotideo
iniciador usado no processo e da variacao de tamanho no qual o sinal
aparece (a variagdo de tamanho pode ser controlada pelas sequéncias,
mais proximas ou mais distantes da STR, que séo marcadas pelos oligonu-
cleotideos iniciadores designados).

Rastreamento de produtos de PCR
derivados do locus D75820.
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QUADRO9-1 EIIA(DII Poderosa ferramenta na medicina legal (Continuacdo)

O comprimento de uma STR particular em um individuo
especifico pode ser determinado com o auxilio da reacdo
em cadeia da polimerase (ver Figura 9-12). O uso de PCR
também torna o procedimento sensivel o suficiente para
ser aplicado a amostras muito pequenas de DNA recolhidas
muitas vezes em cenas de crime. As sequéncias de DNA que
acompanham as STR sdo exclusivas para cada locus STR e
idénticas (exceto para mutacoes extremamente raras) em
todos os humanos. Os oligonucleotideos iniciadores da PCR
sdo direcionados para esse DNA que acompanha a STR e séo
projetados para amplificar o DNA ao longo da STR (Figura
Q-1a). O comprimento do produto da PCR, portanto, refle-
te o comprimento da STR nessa amostra. Como cada ser
humano herda um cromossomo de cada par de cromosso-
mos de cada progenitor, os comprimentos de STR nos dois
cromossomos sdo frequentemente diferentes, gerando dois
comprimentos de STR diferentes a partir de um individuo.
Os produtos de PCR sao submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida muito fino em um tubo capilar. As bandas
resultantes sdo convertidas em um conjunto de picos que
revelam com precisdo o tamanho de cada fragmento de PCR
e, assim, o comprimento da STR no alelo correspondente. A
analise de multiplos loci STR pode produzir um perfil exclu-
sivo para um individuo (Figura Q-1b). Isso normalmente é
realizado com um k7t disponivel comercialmente que inclui
oligonucleotideos iniciadores de PCR tinicos para cada lo-
cus, ligados a corantes coloridos para ajudar a distinguir os
diferentes produtos de PCR. A amplificacdo por PCR permi-
te aos investigadores obter genoétipos de STR de menos de
1 ng de DNA parcialmente degradado, quantidade que pode
ser obtida a partir de um tnico foliculo piloso, uma gota de

sangue, uma pequena amostra de sémen ou amostras com
meses ou até mesmo varios anos de idade. Quando bons
genotipos de STR sio obtidos, a possibilidade de erros de
identificacao € inferior a 1 em 10" (quintilhao).

A utilizacao forense bem-sucedida da analise de STR
necessitou de padronizacdo, conseguida pela primeira
vez no Reino Unido em 1995. O padrao dos EUA, Com-
bined DNA Index System (CODIS, sistema combinado
do indice do DNA), criado em 1998, baseia-se em 13
loct STR bem estudados, que devem estar presentes em
qualquer experimento de tipagem de DNA realizado nos
Estados Unidos (Tabela Q-1). O gene amelogenina tam-
bém € utilizado como marcador nas analises. Presente
em cromossomos sexuais humanos, esse gene tem um
comprimento um pouco diferente nos cromossomos X
e Y. Assim, a amplificagao por PCR por meio desse gene
gera produtos de diferentes tamanhos que revelam o
sexo do doador de DNA. Até o inicio de 2010, o banco de
dados CODIS continha mais de 7 milhdes de gendtipos
de STR e tinha auxiliado mais de 100.000 investigacoes
forenses.

A genotipagem de DNA é utilizada tanto para condenar
ou para absolver suspeitos e para estabelecer a paterni-
dade com um extraordindrio grau de certeza. O impacto
desses procedimentos em casos de tribunal continuard
a crescer a medida que os padrdes forem aprimorados e
os bancos de dados internacionais de genotipagem STR
aumentarem. Mesmo casos misteriosos muito antigos po-
derao ser resolvidos. Em 1996, o fingerprinting de DNA
ajudou a confirmar a identificacao dos ossos do ultimo czar
russo e de sua familia, que foram assassinados em 1918.

LT Propriedades dos foi utilizados para o banco de dados CODIS

Comprimento da Nimero de alelos

Locus Cromossomo Motivo de repeticao repeticao (média)* observados’
CSF1PO 5 TAGA 5-16 20
FGA 4 CTTT 12,2-51,2 80
THO1 11 TCAT 3-14 20
TPOX 2 GAAT 4-16 15
VWA 12 [TCTG][TCTA] 10-25 28
D3S1358 [TCTG][TCTA] 8-21 24
D5S818 AGAT 7-18 15
D7S820 GATA 5-16 30
D8S1179 [TCTA][TCTG] 7-20 17
D13S317 13 TATC 5-16 17
D16S539 16 GATA 5-16 19
D18S51 18 AGAA 7-39,2 51
D21S11 21 [TCTA][TCTG] 12-41,2 82
Amelogenini X, Y Nao aplicado

Fonte: Adaptado a partir de Butter, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd edn, Academic Press, San Diego, p. 96.

*Comprimentos repetidos observados na populacdo humana. As repeti¢oes parciais ou imperfeitas podem ser incluidas em alguns alelos.

"Ntmero de diferentes alelos observados desde 2005 na populacao humana. A andlise cuidadosa de um locus em varios individuos é um pré-requisito para seu
uso na tipagem forense do DNA.

A amelogenina é um gene, de tamanho levemente diferente no cromossomo X e Y, utilizado para estabelecer o género.




a transcriptase reversa, uma enzima que funciona como
uma DNA-polimerase (ver Figura 8-33a), mas utiliza o RNA
como molde (Figura 9-12). Apéds a sintese da fita de DNA a
partir do molde de RNA, os ciclos restantes podem ser fei-
tos com DNA-polimerases, utilizando protocolos padrido de
PCR. Essa PCR pela transcriptase reversa (RT-PCR)
pode ser utilizada, por exemplo, para detectar sequéncias
derivadas de células vivas (que fazem a transcri¢do de seu
DNA em RNA) em oposicao a tecidos mortos.

Protocolos de PCR também podem ser quantitativos
para estimar o nimero de copias relativas a sequéncias es-
pecificas em uma amostra. O método é chamado de PCR
quantitativa, ou gPCR. Se uma sequéncia de DNA estiver
presente em quantidades maiores que as habituais em uma
amostra — por exemplo, se alguns genes sdao amplificados
em células tumorais —, a qPCR pode revelar o aumento da
representacido daquela sequéncia. Em resumo, a PCR é rea-
lizada na presenca de uma sonda que emite um sinal fluo-
rescente quando o produto de PCR esta presente (Figura
9-13). Se a sequéncia de interesse estd presente em niveis
mais elevados do que em outras sequéncias na amostra, o
sinal de PCR ira atingir um limiar predeterminado mais ra-
pido. A PCR de transcriptase reversa e a PCR em tempo
real podem ser combinadas para determinar as concentra-
¢oes relativas de uma molécula especifica de RNA em uma
célula em diferentes condi¢des ambientais.

Finalmente, a PCR facilitou o desenvolvimento de no-
vos procedimentos poderosos de sequenciamento de DNA,
como sera visto.

RESUM09.1  Estudo dos genes e seus produtos

» A clonagem do DNA e a engenharia genética envolvem
a clivagem do DNA e o conjunto de segmentos de DNA
em novas combinacdes — DNA recombinante.

» A clonagem envolve cortar o DNA em fragmentos com
enzimas; selecionar e possivelmente modificar um frag-
mento de interesse; inserir o fragmento de DNA em um
vetor de clonagem adequado; transferir o vetor com o
DNA inserido em uma célula hospedeira para a repli-
cacao; e identificar e selecionar células que contém o
fragmento de DNA.

» Enzimas essenciais na clonagem génica incluem endo-
nucleases de restricdo (especialmente as enzimas tipo
1) e a DNA-ligase.

> Vetores de clonagem incluem plasmideos e, para as in-
sercoes de DNA mais longas, cromossomos artificiais de
bactérias (BAC) e cromossomos artificiais de leveduras
(YAC).

P Técnicas de engenharia genética manipulam células
para expressar e/ou alterar genes clonados.

» As proteinas ou peptideos podem se ligar a uma pro-
teina de interesse alterando o seu gene clonado, crian-
do uma proteina de fusdo. Os segmentos de peptideos
adicionais podem ser utilizados para detectar a proteina
ou purifica-la utilizando métodos de cromatografia de
afinidade convenientes.

» A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite a
amplificacdo de segmentos escolhidos de DNA ou RNA
para estudo detalhado ou clonagem.
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FIGURA 9-13 PCR quantitativa. A PCR pode ser utilizada quantitativa-
mente, monitorando-se cuidadosamente o progresso da amplificacdo da
PCR e determinando quando um segmento de DNA foi amplificado para
um nivel limite especifico. (a) A quantidade de produto de PCR presente é
determinada medindo-se o nivel de uma sonda fluorescente ligada a um oli-
gonucleotideo repdrter complementar ao segmento de DNA que esté sendo
amplificado. A fluorescéncia da sonda nédo é detectada inicialmente porque
um supressor de fluorescéncia é ligado ao mesmo nucleotideo. Quando o
oligonucleotideo repérter se pareia com seu complemento em uma cépia do
segmento de DNA amplificado, o fluoréforo se separa da molécula supressora
e a fluorescéncia aparece. (b) A medida que prossegue a reacao de PCR, a
quantidade de segmento de DNA-alvo aumenta exponencialmente, e o sinal
fluorescente também aumenta exponencialmente a medida que as sondas
de oligonucleotideos se ligam aos segmentos amplificados. Apds varios ci-
clos de PCR, o sinal alcanga um platé a medida que um ou mais componentes
da reacgdo se extinguem. Quando um segmento estd presente em quanti-
dades maiores em uma amostra do que em outra, sua amplificacao atinge
um limiar predefinido. A linha “Ndo molde” segue o lento aumento no sinal
de fundo observado em um controle que ndo inclui uma amostra de DNA
adicionada. CT é o nimero de ciclos no qual o limiar é ultrapassado primeiro.

9.2 Utilizacao de métodos com base no DNA para

a compreensao das funcoes das proteinas

A funcao das proteinas pode ser descrita em trés niveis. A
funcao fenotipica descreve os efeitos de uma proteina
em todo o organismo. Por exemplo, a perda de proteinas
pode levar a um crescimento mais lento do organismo, a
uma alteracao no padrdo de desenvolvimento ou até mesmo
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a morte do organismo. A funcao celular € a descricao de
uma rede de interagdes em que as proteinas participam no
nivel celular. A identificacdo de interacdes com outras pro-
teinas na célula pode ajudar a definir os tipos de processos
metabdlicos nos quais a proteina participa. Finalmente, a
funcao molecular refere-se a atividade bioquimica precisa
de uma proteina, incluindo detalhes como as reagoes que
uma enzima catalisa ou os ligantes que ligam a um receptor.
O desafio de compreender as fun¢oes de milhares de pro-
teinas ndo caracterizadas ou mal caracterizadas encontra-
das em uma célula comum originou uma grande variedade
de técnicas. Os métodos com base no DNA sdo uma contri-
bui¢ao fundamental para esse esforco e fornecem informa-
¢oes em todos os trés niveis.

Bibliotecas de DNA sao catalogos especializados de
informacao genética

Uma biblioteca de DNA ¢é uma cole¢do de clones de DNA
reunidos para fins de sequenciamento do genoma, desco-
berta de genes ou a determinagao da fungao de um gene/
proteina. A biblioteca pode ter diversas formas, dependen-
do da fonte de DNA e do propdsito final da biblioteca.

A maior é uma biblioteca gendmica, produzida
quando o genoma completo de um organismo € clivado
em milhares de fragmentos. Todos os fragmentos sao clo-
nados por insercdo de cada fragmento em um vetor de
clonagem. Isso cria uma mistura complexa de vetores
recombinantes, cada um com um fragmento clonado di-
ferente. A primeira etapa é a digestdo parcial do DNA
por endonucleases de restricdo, de forma que qualquer
sequéncia apareca em fragmentos em um nimero limita-
do de tamanhos — uma faixa de tamanhos compativel com
o vetor de clonagem para assegurar que praticamente
todas as sequéncias estejam representadas entre os clo-
nes na biblioteca. Os fragmentos muito grandes ou muito
pequenos para a clonagem sdo removidos por centrifuga-
¢ao ou eletroforese. O vetor de clonagem, como BAC ou
YAC, € clivado com a mesma endonuclease de restricdo
utilizada para digerir o DNA e ligado aos fragmentos de
DNA genomico. A mistura de DNA ligado é entdo utilizada
para transformar células bacterianas ou de leveduras para
produzir uma biblioteca de células, cada qual abrigando
uma molécula diferente de DNA recombinante. Idealmen-
te, todo o DNA no genoma em estudo é representado na
biblioteca. Cada célula bacteriana ou de levedura cresce
em uma colonia ou clone de células idénticas, cada célu-
la com o mesmo plasmideo recombinante, um dos muitos
representados na biblioteca total.

Os esforc¢os para definir a funcio de um gene ou pro-
tefna muitas vezes se utilizam de bibliotecas mais espe-
cializadas. Um exemplo é uma biblioteca que inclui ape-
nas as sequéncias de DNA expressas, isto €, transcritas
em um RNA — em determinado organismo, ou mesmo em
apenas algumas células ou tecidos. Essa biblioteca néao
tem o DNA néo codificante que faz parte de grande par-
te de muitos genomas eucariéticos. Em primeiro lugar, o
pesquisador extrai o mRNA de um organismo ou de cé-
lulas especificas de um organismo e, em seguida, prepa-
ra os DNA complementares (¢cDNA). Essa reagdo em
multiplas etapas, mostrada na Figura 9-14, depende da

transcriptase reversa, que sintetiza DNA a partir de um
molde de RNA. Os fragmentos de DNA de cadeia dupla
resultante sdo inseridos num vetor adequado e clonados,
criando uma populacdo de clones chamada de biblio-
teca de cDNA. O aparecimento de um gene para uma
determinada proteina nessa biblioteca implica que ele é
expresso nas cé€lulas e sob as condi¢oes utilizadas para
gerar a biblioteca.
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5’ AAAAAAAA|

O molde de mRNA é anelado
ao oligonucleotideo iniciador
sintético (oligo dT).

5’ AAAAAAAA|

J|TTTTTTTT

A transcriptase reversa e o
dNTP produzem uma fita de
DNA complementar.

Hibrido de mRNA-DNA

5’ AAAAAAAA|
3 TTTITTTTIT

O mRNA é degradado
com alcalis.

3’ TTTTTTITT

Para iniciar a sintese de uma
segunda fita, um oligonucleotideo
de sequéncia conhecida frequen-
temente se liga a extremidade 3’

de cDNA.

s []

3] TITTTTITT]
A DNA-polimerase | e o dNTP
estendem o oligonucleotideo
iniciador para produzir o DNA
de fita dupla.

DNA duplo
5] AAAAAAAA]
3] TITTTTITT]

FIGURA 9-14 Construindo uma biblioteca de cDNA a partir de
mRNA. O contetdo total de mRNA de uma célula inclui os transcritos de
milhares de genes, e os cDNAs gerados desse mRNA sdo correspondente-
mente heterogéneos. A transcriptase reversa pode sintetizar DNA em um
molde de RNA ou DNA (ver Figura 26-32). Para iniciar a sintese da segunda
fita de DNA, os oligonucleotideos de sequéncia conhecida se ligam a extre-
midade 3’ da primeira fita, e o cDNA de fita dupla entdo produzido é clonado
em um plasmideo.



Sequéncias ou relagdes estruturais fornecem
informacoes sobre a funcao das proteinas

Uma razdo importante para se sequenciar muitos genomas
é fornecer um banco de dados capaz de atribuir funcoes
de genes por comparagoes do genoma, empreendimento
conhecido como genémica comparativa. Algumas vezes,
um gene recém-descoberto € relatado por homologias de
sequéncias de um gene previamente estudado em outra ou
na mesma espécie, e a sua fun¢io pode ser total ou parcial-
mente definida por essa relacdo. Os genes que ocorrem em
espécies diferentes, mas tém uma sequéncia e uma relacdo
funcional clara entre si, sdo chamados ortélogos. Genes
com relacoes semelhantes entre si, dentro de uma tnica es-
pécie, sdo chamados de paralogos. Se a funcdo de um gene
foi caracterizada para uma espécie, essa informacdo pode
ser utilizada para, ao menos, atribuir provisoriamente a fun-
¢ao do gene para o ortélogo encontrado em uma segunda
espécie. A correlacdo € mais facil de ser realizada quando se
comparam genomas de espécies com relativa proximidade,
como camundongos e humanos, embora muitos genes clara-
mente ortélogos tenham sido identificados em espécies tao
distantes quanto as bactérias e os seres humanos. Algumas
vezes, até mesmo a ordem dos genes em um Cromossomao
é conservada ao longo de grandes segmentos de genomas
de espécies estreitamente relacionadas (Figura 9-15). A
ordem génica conservada, chamada sintenia, fornece evi-
déncia adicional para uma relacio ortéloga entre genes em
locais idénticos dentro dos segmentos relacionados.

Alternativamente, algumas sequéncias associadas a
determinados motivos estruturais (Capitulo 4) podem ser
identificadas em uma proteina. A presenca de um motivo
estrutural pode ajudar a definir a fun¢do molecular, suge-
rindo que uma proteina, por exemplo, catalisa a hidrélise
de ATP, liga-se ao DNA ou forma um complexo com ions de
zinco. Essas relagoes sdo determinadas com a ajuda de pro-
gramas de computador sofisticados, limitados apenas pela
informacao atual sobre a estrutura do gene e da proteina e
pela capacidade para associar sequéncias com motivos es-
truturais determinados.

Cromossomo Cromossomo
9 2
humano  de camundongo
EPB72 Epb7.2
PSMB7 Psmb7
DNM1 Dnm
LMX1B Lmx1b
CDK9 Cdk9
STXBP1 Stxbp1
AK1 Ak1
LCN2 Len2

FIGURA 9-15 Sintenia em genomas humanos e de camundongos.
Segmentos grandes dos dois genomas tém genes intimamente relaciona-
dos alinhados na mesma ordem nos cromossomos. Nos segmentos curtos
do cromossomo 9 humano e no cromossomo 2 de camundongo, os genes
exibem alto grau de homologia, assim como a mesma ordem no gene. Os di-
ferentes esquemas de letras para os nomes dos genes simplesmente refletem
as diferentes convencdes de nomenclatura nas duas espécies.
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Proteinas de fusao e imunofluorescéncia podem localizar
proteinas em células

Muitas vezes, uma pista importante para a funcao de um pro-
duto génico surge pela determinacdo de sua localizacdo no
interior da célula. Por exemplo, uma proteina que se encontra
exclusivamente no nicleo pode estar envolvida em processos
exclusivos dessa organela, tais como transcricao, replicacdo
ou condensacao da cromatina. Com frequéncia, pesquisado-
res modificam geneticamente proteinas de fusdo com a fina-
lidade de localizar uma proteina na célula ou organismo. Al-
gumas das fusdes mais tteis envolvem a ligacao de proteinas
marcadoras que permitem ao investigador determinar a lo-
calizacdo por visualizacao direta ou por imunofluorescéncia.
Um marcador particularmente ttil é a proteina flu-
orescente verde (GFP). Um gene-alvo (que codifica a
proteina de interesse) fusionado ao gene de GFP gera uma
proteina de fusdo altamente fluorescente — ela literalmente
acende quando exposta a luz azul — e pode ser visualizada
diretamente em uma célula viva. A GFP é uma proteina de-
rivada da agua-viva Aequorea victoria (ver Quadro 12-3,
Figura 1). Ela tem estrutura em barril 8 e o fluoréforo (o
componente fluorescente da proteina) esta no centro do
barril (Figura 9-16a). O fluoréforo é derivado de um rear-
ranjo e oxidacao de varios residuos de aminodcidos. Como
essa reacdo é autocatalitica e ndo exige outras proteinas ou
outros cofatores além do oxigénio molecular (ver Quadro
12-3, Figura 3), a GFP € prontamente clonada em uma for-
ma ativa em quase todas as células. Apenas algumas molé-
culas dessa proteina podem ser observadas ao microscopio,
permitindo o estudo de sua localizagdo e movimentos em
uma célula. Uma cuidadosa modificacdo genética da pro-
teina, associada ao isolamento de proteinas fluorescentes
relacionadas provenientes de outros celenterados mari-
nhos, disponibilizou uma ampla variedade dessas proteinas,
em um conjunto de cores (Figura 9-16b) e outras carac-
teristicas (brilho, estabilidade). Com essa tecnologia, por
exemplo, a proteina GLR1 (receptor de glutamato do tecido
nervoso) foi visualizada como proteina de fusio GLR1-GFP
no nematédeo Caenorhabditis elegans (Figura 9-16¢).
Em muitos casos, a visualizacdo de uma proteina de fu-
sdo GFP em uma célula viva real ndo é possivel, pratica ou
desejavel. A proteina de fusdo GFP pode estar inativa ou
pode nao ser expressa em niveis suficientes para permitir
a visualizacado. Nesse caso, a imunofluorescéncia ¢ um
método alternativo para a visualizacdo da proteina endo-
gena (inalterada). Esse método requer a fixacao (e, por-
tanto, a morte) da célula. A proteina de interesse € algu-
mas vezes expressa como uma proteina de fusdo com um
marcador de epitopo, sequéncia proteica curta que se
liga firmemente a um anticorpo bem caracterizado e dispo-
nivel comercialmente. As moléculas fluorescentes (fluoro-
cromos) estao ligadas a esse anticorpo. Mais comumente,
a proteina-alvo permanece inalterada. Essa proteina esta
ligada por um anticorpo que é especifico para ela. Em se-
guida, um segundo anticorpo é adicionado e se liga espe-
cificamente ao primeiro, e é o segundo anticorpo, que tem
o(s) fluorocromo(s) ligado(s) (Figura 9-17a). Uma varia-
¢ao desse método de visualizagdo indireta é ligar moléculas
de biotina ao primeiro anticorpo e, em seguida, adicionar
estreptavidina (proteina bacteriana intimamente relaciona-
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FIGURA 9-16 Proteina fluorescente verde (GFP). (a) A proteina GFP
(PDB ID 1GFL), derivada da dgua-viva Aequorea victoria, tem estrutura em
barril B; o fluoréforo (apresentado como modelo de volume atémico) é o
centro do barril. (b) Variantes de GFP estao disponiveis atualmente em quase
todas as cores do espectro visivel. (€) Uma proteina de fusdo GLR1-GFP tem
brilho fluorescente verde brilhante no verme nematddeo Caenorhabditis ele-

da a avidina, proteina que se liga a biotina; ver Tabela 5-1)
complexada com fluorocromos. A interacio entre a biotina
e a estreptavidina é uma das interacoes mais fortes e mais
especificas conhecidas, e o potencial para adicionar multi-
plos fluorocromos para cada proteina-alvo confere a esse
método uma grande sensibilidade.

Bibliotecas de cDNA altamente especializadas (Figura
9-14) podem ser feitas por clonagem de cDNA ou de frag-
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gans (a esquerda). A GLR1 é um receptor de glutamato do tecido nervoso
(gotas de gordura autofluorescente se colorem falsamente de magenta). As
membranas das células de E. coli (a direita) sdo coradas com corante fluo-
rescente vermelho. As células estao expressando uma proteina que se liga
a um plasmideo residente, fusionado com GFP. Os pontos verdes indicam as
posi¢des dos plasmideos.

mentos de ¢cDNA em um vetor que se fusiona a cada se-
quéncia de cDNA com a sequéncia para um marcador cha-
mado de gene reporter. O gene fusionado € frequentemente
chamado de construtor reporter. Por exemplo, todos os
genes na biblioteca podem ser fusionados com o gene da
GFP (Figura 9-18). Cada célula na biblioteca expressa um
desses genes fusionados. A localizacado celular do produto
de qualquer gene representado na biblioteca sera revelada
em forma de focos de luz em células que expressam o gene
fusionado adequado em niveis suficientes — supondo-se que
o gene mantenha a sua funcao e localiza¢do normal.

Interacdes proteina-proteina ajudam a elucidar a
funcao de proteinas

Outra chave para definir a funcdo de uma proteina especi-
fica é determinar o qué se liga a essa proteina. No caso de
interacdes proteina-proteina, a associacdo de uma proteina

FIGURA 9-17 Imunofluorescéncia indireta. (a) A proteina de interesse
se liga ao anticorpo primario, e um anticorpo secundario é adicionado; este
segundo anticorpo, com um ou mais grupos fluorescentes ligados, se liga ao
primeiro. MUltiplos anticorpos secundérios podem se ligar ao anticorpo pri-
mario, amplificando o sinal. Se a protefna de interesse esté no interior de uma
célula, a célula é fixada e permeabilizada, e os dois anticorpos séo adiciona-
dos em sucessao. (b) O resultado final ¢ uma imagem na qual os pontos bri-
Ihantes indicam a localizagdo da proteina ou proteinas de interesse na célula.
As imagens mostram um nucleo de um fibroblasto humano, sucessivamente
corado com anticorpos e marcadores fluorescentes para DNA-polimerase &,
para PCNA, importante proteina acesséria da polimerase, e para bromodeso-
xiuridina (BrdU), andlogo de nucleotideo. A BrdU, adicionada como um breve
pulso, identifica as regides de replicacéo ativa de DNA. Os padroes de colora-
¢do mostram que a DNA-polimerase & e 0 PCNA se colocalizam em regies
de sintese de DNA ativa. Uma dessas regides é visivel no quadro branco.
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FIGURA9-18 Bibliotecas especializadas de DNA. A clonagem de um
cDNA proximo ao gene de GFP cria um construto repérter. A transcricao
prossegue por meio do gene de interesse (0 cDNA inserido) e o gene repor-
ter (aqui, o de GFP), e o transcrito de mRNA é expresso como uma proteina
de fusdo. Parte da proteina GFP é visivel ao microscépio com fluorescéncia.
Embora seja mostrado apenas um exemplo, milhares de genes podem ser
fusionados com GFP em construtos similares e armazenados em bibliotecas
nas quais cada célula ou organismo, na biblioteca, expressa uma protefna
diferente fusionada a GFP. Se a proteina de fusdo é adequadamente expressa,
sua localizagdo na célula ou organismo pode ser avaliada. A fotografia mostra
um nematddeo contendo uma proteina de fusdo GFP expressa apenas nos
quatro neurdnios “de toque” que percorrem o comprimento do seu corpo.

de funcio desconhecida aquela cuja fun¢ao é conhecida
pode fornecer uma “culpa por associacao” util e atraente.
As técnicas utilizadas nesse esforco sao bastante variadas.

Purificacao de complexos de proteinas Com a construgdo de
bibliotecas de cDNA em que cada gene é fusionado a um
marcador de epitopo, os investigadores podem precipitar o
produto proteico de um gene por meio de sua complexacdo
com o anticorpo que se liga ao epitopo, processo denominado
imunoprecipitacao (Figura 9-19). Se a proteina marcada
é expressa em células, outras proteinas que se ligam a ela
também precipitam com ela. A identificacdo de proteinas
associadas revela algumas das interacoes proteina-proteina
da proteina marcada. Ha muitas variacdes desse processo.
Por exemplo, um extrato bruto de células que expressa uma
proteina marcada € adicionado a uma coluna contendo anti-
corpos imobilizados (ver na Figura 3-17c uma descricao de
cromatografia de afinidade). A proteina marcada se liga ao
anticorpo, e, as vezes, proteinas que interagem com a pro-
tefna marcada também sao retidas na coluna. A conexao
entre a protefna e o marcador é clivada com uma protease
especifica e os complexos de proteinas sdo eluidos a partir
da coluna e analisados. Os pesquisadores utilizam esses mé-
todos para definir redes complexas de interacdes no interior
de uma célula. Em principio, o método cromatografico para
analisar interacdes proteina-proteina € utilizado com qual-
quer tipo de marcador de proteina (marcador His, GST, etc.)
que possa ser imobilizado em meio cromatografico adequado.

A seletividade desse método foi potencializada com os
marcadores de purificacdao por afinidade em tandem
(TAP). Dois marcadores consecutivos sdo fusionados a
uma proteina-alvo, e a proteina de fusdo € expressa em uma
célula (Figura 9-20). O primeiro marcador é a proteina
A, encontrada na superficie da bactéria Staphylococcus
aureus que se liga firmemente a imunoglobulina G (IgG)
de mamiferos. O segundo marcador é frequentemente um
peptideo de ligacao de calmodulina. Um extrato bruto con-
tendo a proteina de fusdo marcadora de TAP é passado
por uma matriz de coluna com anticorpos IgG fixados que
se ligam a proteina A. A maior parte das proteinas celula-
res ndo ligadas é lavada pela coluna, mas as proteinas que
normalmente interagem com a proteina-alvo na célula sdo
retidas. O primeiro marcador é, entdo, clivado a partir da
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FIGURA 9-19 O uso de marcadores de epitopos para estudar inte-
ragoes proteina-proteina. O gene de interesse é clonado préximo a um
gene para um marcador de epitopo, e a proteina de fusdo resultante é pre-
cipitada por anticorpos para o epitopo. Todas as outras proteinas que intera-
gem com a proteina marcada também precipitam, contribuindo assim para
elucidar as interagdes proteina-proteina.

proteina de fusdo com uma protease altamente especifica, a
protease TEV, e a proteina-alvo de fusido encurtada e quais-
quer outras proteinas associadas de modo nao covalente a
proteina-alvo sdo eluidas na coluna. O eluente, entao, passa
por uma segunda coluna contendo uma matriz com calmo-
dulina fixada, que liga o segundo marcador. Proteinas liga-
das frouxamente voltam a ser lavadas ao longo da coluna.
Apés a clivagem do segundo marcador, a proteina-alvo é
eluida ao longo da coluna com suas proteinas associadas.
As duas etapas de purificacdo consecutivas eliminam todos
os contaminantes fracamente ligados. Falsos-positivos sdo
minimizados e as interacdes proteicas que persistem em
ambas as etapas podem ser funcionalmente significativas.

Andlise de duplos-hidridos em leveduras Um método genético
sofisticado para definir intera¢des proteina-proteina se ba-
seia nas propriedades da proteina Gal4 (Galdp; ver Figura
28-30), que ativa a transcricdo de genes GAL em genes de
leveduras, que codificam as enzimas do metabolismo da ga-
lactose. A Gal4p tem dois dominios: um que se liga a uma
sequéncia especifica de DNA e outro que ativa a RNA-poli-
merase para sintetizar mRNA a partir de um gene adjacente.
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FIGURA 9-20 Marcadores por purificacdo de afinidade em tandem
(TAP). Uma proteina marcada com TAP e proteinas associadas sao isoladas
por duas purificagdes de afinidade consecutivas, conforme descrito no texto.

Os dois dominios de Gal4dp sao estaveis quando separados,
mas a ativacdo da RNA-polimerase exige a interacdo com o
dominio de ativac@o que, por sua vez, necessita de posicio-
namento préximo do dominio de ligacdo do DNA. Assim, os
dominios devem ser reunidos para funcionar corretamente.

Na analise de duplo-hibrido em leveduras, as regioes
codificadoras de proteinas génicas analisadas sdo fusiona-
das ao gene da levedura tanto ao dominio de ligacdo do DNA
quanto ao dominio de ativacido de Galdp, e os genes resul-
tantes expressam varias proteinas de fusdo. (Figura 9-21).
Se uma proteina fusionada ao dominio de ligacdo do DNA in-
terage com uma proteina fusionada ao dominio de ativacao,
a transcricdo € ativada. O gene repérter transcrito por essa
ativacdo é geralmente o que produz uma proteina necessaria

para o cultivo ou uma enzima que catalisa uma reacdo com
um produto colorido. Desse modo, quando cultivadas em
meio adequado, as células que contém um par de proteinas
em interagdo sdo facilmente distinguidas das células que nao
o tém. Uma biblioteca pode ser configurada com uma linha-
gem de levedura especifica, na qual cada célula na biblioteca
tem um gene fusionado com o gene do dominio de ligacao do
DNA de Gal4p, e muitos desses genes estao representados na

(a)
Dominio
de
ligagao
DNA-Gal4P

i
=== I
Sitio de ligacéo
de Gal4P

roteina X

Gene reporter

Proteina Y

.- Dominio de
ativagao 4P

— Transcricao

m=e= )l_' aumentada
N

F RNA-polimerase ,i

Gene reporter

\H___q_ —
(b) .
Linhagem 1 de levedura Linhagem 2 de levedura
com fusées com o com fusdes com o
dominio de ligagao dominio de ativacdo
de DNA-Gal4P de Gal4P
Acasalamento para produzir
células diploides.
Semeadura em meio que
necessita de interacdo entre os
dominios de ligacéo e ativacao
para sobrevivéncia da célula.
| Colénias
| sobreviventes.
Sequenciamento das proteinas de fusao
para identificar as proteinas que estao
interagindo.
FIGURA9-21 Analise de duplo-hibrido em leveduras. (a) O objetivo é

reunir o dominio de ligagdo do DNA e o dominio de ativacdo da proteina de
levedura Gal4 (Gal4p) pela interagao de duas proteinas, X e Y, a qual um dos
dominios se funde. Esta interacdo é acompanhada pela expresséo de um gene
reporter. (b) As duas fusdes de genes sao criadas em linhagens de leveduras
separadas, sendo entdo colocadas para reproduzir. A mistura que sofre repro-
ducéo é semeada em um meio em que as leveduras ndo podem sobreviver
a menos que o gene reporter seja expresso. Assim, todas as colénias sobrevi-
ventes tém proteinas de fusdo interagindo. O sequenciamento das proteinas
de fusdo nas coldnias sobreviventes revela quais proteinas estéo interagindo.



biblioteca. Em uma segunda linhagem de leveduras, um gene
de interesse € fusionado com o gene para o dominio de ativa-
¢ao de Galdp. As linhagens de leveduras sdo reproduzidas e
as células diploides individuais sdo cultivadas em colonias. As
unicas células que crescem no meio seletivo e produzem a cor
adequada sdo aquelas em que o gene de interesse estd liga-
do a um parceiro, permitindo a transcri¢cao do gene reporter.
Isso permite a triagem em larga escala de proteinas celulares
que interagem com a proteina-alvo. A proteina de interacio,
fusionada com o dominio de ligacdo do DNA de Gal4p, pre-
sente em uma determinada coldnia selecionada, pode ser ra-
pidamente identificada por sequenciamento de DNA do gene
da proteina de fusdo. Alguns resultados falsos positivos ocor-
rem devido a formac¢do de complexos multiproteicos.

Essas técnicas para a determinac¢do da localizacao ce-
lular e interacoes moleculares fornecem pistas importan-
tes para a funcdo da proteina. Entretanto, elas nao subs-
tituem a bioquimica classica. Simplesmente fornecem aos
pesquisadores um acesso rapido a novos e importantes
problemas biolégicos. Quando combinadas as ferramentas
da bioquimica e biologia molecular em evolucao simulta-
nea, as técnicas descritas aqui aceleram a descoberta nao
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apenas de novas proteinas, mas de novos processos e me-
canismos biolégicos.

Microarranjos de DNA revelam padrées de expressao de
RNA e outras informagoes

Os principais refinamentos posteriores da tecnologia de bi-
bliotecas de DNA, a PCR e a hibridizacido se uniram no de-
senvolvimento de microarranjos de DNA que permitem
a triagem rapida e simultanea de muitos milhares de genes.
Segmentos de DNA de genes de sequéncias conhecidas, com
algumas dezenas de centenas de pares de bases de compri-
mento, sdo amplificados por PCR. Dispositivos robéticos
entdao depositam quantidades precisas de nanolitros de so-
lugcdes de DNA sobre uma superficie sélida de poucos centi-
metros quadrados, em um arranjo predefinido, com cada um
dos milhares de pontos contendo sequéncias derivadas de
um determinado gene. Uma estratégia alternativa e cada vez
mais comum para a sintese de DNA diretamente sobre uma
superficie sélida utiliza a fotolitografia (Figura 9-22). O ar-
ranjo resultante, muitas vezes chamado de um chzp, pode
incluir sequéncias derivadas de cada gene de um genoma
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FIGURA 9-22 Fotolitografia para criar um microarranjo de DNA. ©
Um computador é programado com as sequéncias de oligonucleotideos de-
sejadas. @ Os grupos reativos, ligados a uma superficie sélida, sao inicialmen-
te inativados pelos grupos de bloqueio fotoativos, que podem ser removidos
por um flash de luz. Uma tela opaca bloqueia a luz de algumas areas da su-
perficie, impedindo sua ativacdo. Outras dreas ou “pontos” sao expostos. &
Uma solugdo contendo um nucleotideo ativado (p. ex., A¥) é lavada sobre os
pontos. O grupo 5'-hidroxila do nucleotideo é bloqueado para impedir rea-
¢oes indesejadas, e o nucleotideo se liga aos grupos de superficie em pontos
apropriados sobre seu grupo 3’-hidroxila. A superficie é lavada sucessiva-

Muito mais ciclos

mente com solug¢des contendo cada nucleotideo ativado remanescente (G¥,
C*,T*). Os grupos bloqueadores 5" em cada nucleotideo limitam as reagcdes
a adicdo de um nucleotideo por vez, e esses grupos também podem ser
removidos pela luz. Quando cada ponto tem um nucleotideo, um segundo
nucleotideo pode ser adicionado para ampliar o nucleotideo nascente em
cada ponto, utilizando telas e luz para assegurar que serao adicionados os
nucleotideos em cada ponto da sequéncia correta. Este processo continua
até que as sequéncias necessdrias sejam construidas em cada um dos milha-
res de pontos no microarranjo do DNA.
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bacteriano ou de levedura, ou de familias de genes selecio-
nados a partir de um genoma maior. Quando construido, o
microarranjo pode ser sondado com mRNA ou cDNA a partir
de um determinado tipo celular ou cultura de células para
identificar os genes que sao expressos nessas células.

Um microarranjo pode fornecer um panorama de todos
os genes de um organismo, informando ao pesquisador sobre
0s genes expressos em determinada fase do desenvolvimen-
to de um organismo ou em um conjunto particular de condi-
¢Oes ambientais. Por exemplo, o complemento total de mRNA
pode ser isolado a partir de células em duas fases diferentes
de desenvolvimento e convertido a cDNA com transcriptase
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reversa. Desoxirribonucleotideos marcados por fluorescéncia
podem ser utilizados para tornar uma amostra de cDNA fluo-
rescente vermelha e outra verde (Figura 9-23). O cDNA das
duas amostras é misturado e utilizado para fazer uma sonda
no microarranjo. Cada cDNA se anela em um tinico ponto no
microarranjo, correspondendo ao gene que codifica 0 mRNA,
que deu origem ao cDNA. Pontos que apresentam fluorescén-
cia verde representam genes que produzem mRNA em niveis
mais elevados em um estagio de desenvolvimento; aqueles
que apresentam fluorescéncia vermelha representam genes
expressos em niveis mais elevados em outra fase. Se um gene
produz mRNA em igual abundancia em ambas as fases de de-
senvolvimento, o ponto correspondente apresenta fluorescén-
cia amarela. Utilizando uma mistura de duas amostras para
medir a abundancia de sequéncias relativa e nao absoluta, o
método corrige as variacdes na quantidade de DNA original-
mente depositado em cada ponto do grafico, bem como outras
possiveis inconsisténcias entre pontos no microarranjo. Os
pontos que apresentam fluorescéncia fornecem um panorama
de todos os genes expressos nas células no momento em que
foram colhidos — expressdo génica examinada em uma esca-
la do genoma total. Para um gene de funcio desconhecida, o
tempo e as circunstancias da sua expressao podem fornecer
pistas importantes sobre o seu papel na célula. Essas tecno-
logias também revelam a expressdo de muitos tipos de RNA
especializados, tais como microRNA (miRNA; Capitulo 26) e
RNA de interferéncia pequenos (siRNA; Capitulo 28).

Um exemplo dessa técnica € ilustrado na Figura 9-24,
que mostra os resultados impressionantes produzidos pelos
experimentos de microarranjos. Os segmentos de cada um
dos cerca de 6.500 genes no genoma de leveduras comple-
tamente sequenciado foram amplificados separadamente
por PCR, e cada segmento foi depositado em um padrao
definido para criar o microarranjo. Em certo sentido, esse
arranjo fornece uma visao instantanea do panorama do fun-
cionamento da totalidade do genoma da levedura, em um
conjunto de condi¢des.

RESUM09.2  Utilizacao de métodos com base no DNA paraa
compreensao das fun¢des das proteinas

P As proteinas sao estudadas no nivel da funcao fenotipi-
ca, celular ou molecular.

» As bibliotecas de DNA sdo um prelidio para muitos ti-
pos de investigagdes que produzem informacgédo sobre a
funcao de proteinas.

P Fusionando um gene de interesse com os genes que co-
dificam a proteina fluorescente verde ou marcadores de
epitopos, os pesquisadores podem visualizar a localiza-
¢do celular do produto génico, tanto diretamente quan-
to por meio de imunofluorescéncia.

P> Asinteragdes de uma proteina com outras proteinas ou
com o RNA podem ser investigadas por meio de marca-

FIGURA9-23 Experimento com microarranjo de DNA. Um microarran-
jo pode ser preparado a partir de qualquer sequéncia conhecida de DNA, de
qualquer fonte. Quando o DNA se liga a um suporte sélido, outros acidos
nucleicos marcados com fluorescéncia podem servir como sondas para o
microarranjo. Aqui, amostras de mRNA foi retiradas de células de um sapo
em dois estagios diferentes de desenvolvimento.



FIGURA 9-24 Imagem ampliada de um microarranjo de DNA. Cada
ponto brilhante contém o DNA dos cerca de 6.500 genes do genoma de
levedura (S. cerevisiae), com cada gene representado no arranjo. As sondas
do microarranjo sao os acidos nucleicos marcados com fluorescéncia deriva-
dos de mRNA obtidos nas células em crescimento nos meios de cultura (em
verde) e 5 horas ap6s o inicio da formacao dos esporos (em vermelho). Os
pontos verdes representam os genes expressos em niveis elevados durante
o crescimento; os pontos vermelhos, 0s genes expressos em niveis elevados
durante a esporulacao. Os pontos amarelos representam os genes que nao
mudam seu nivel de expressao durante a esporulagéo. Esta imagem estd au-
mentada; na verdade, o microarranjo mede apenas 1,8 X 1,8 cm.

dores de epitopos e imunoprecipitacdo ou cromatogra-
fia de afinidade. A andlise de duplo-hibrido de levedura
fornece sondas de interagoes moleculares i1 v700.

» Os microarranjos podem revelar padroes de expressao
génica que se alteram em resposta a estimulos, estdgio
de desenvolvimento ou condi¢des celulares.

9.3 Gendmica e historia da humanidade

Os métodos de sequenciamento de DNA descritos no Capi-
tulo 8 levaram as primeiras sequéncias gendmicas completas
de espécies bacterianas na década de 1990. Duas sequéncias

Francis S. Collins J. Craig Venter
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do genoma humano completo surgiram em 2001. Uma delas
foi gerada por um esforco de financiamento publico, liderado
inicialmente por James Watson e posteriormente por Francis
Collins. Em paralelo, esforcos privados foram liderados por
Craig Venter. Essas conquistas se refletiram em mais de uma
década de intensos esfor¢os coordenados em dezenas de la-
boratérios ao redor do mundo e foram apenas o comeco. Os
bancos de dados de sequéncias de DNA contém agora as se-
quéncias gendmicas completas de milhares de organismos de
todos os tipos. SO agora esses vastos recursos de informacao
comecam a ser compilados de modo eficaz.

0 sequenciamento gendmico é auxiliado por novas
geracoes de métodos de sequenciamento de DNA

As tecnologias de sequenciamento de DNA continuam a
evoluir. Um genoma humano completo pode agora ser se-
quenciado em um ou dois dias, e um genoma bacteriano,
em poucas horas. O dia em que a sequéncia gendémica de
um individuo se tornar parte rotineira do registro médico
de uma pessoa esta proximo (Quadro 9-2). Esses avan-
¢os se tornaram possiveis com métodos chamados de se-
quenciamento de dltima geracéo, ou “nextgen”. As vezes,
a estratégia de sequenciamento é semelhante ou bastante
diferente da utilizada no método de Sanger descrito no Ca-
pitulo 8. As inovagdes permitiram uma miniaturizacdo do
procedimento, um grande aumento na escala e uma dimi-
nuicao correspondente no custo.

Uma sequéncia genomica é gerada em varias etapas.
Primeiro, as sequéncias genémicas sdo quebradas em locais
aleatoérios por cisalhamento para gerar fragmentos de algu-
mas centenas de pares de bases de comprimento. Os oligo-
nucleotideos sintéticos sao ligados as extremidades de todos
os fragmentos, fornecendo um ponto de referéncia conhe-
cido em cada molécula de DNA. Os fragmentos individuais
sdo entdo imobilizados em uma superficie sélida, e cada um
é amplificado utilizando-se a PCR (Figura 9-12). A superfi-
cie sélida € parte de um canal que permite que as solugdes
liquidas possam fluir sobre as amostras. O resultado é uma
superficie sélida de apenas alguns centimetros, com milhdes
de grupamentos de DNA ligados, cada grupo contendo mul-
tiplas copias de uma unica sequéncia de DNA derivada de
um ou de outro fragmento de DNA genomico aleatério. A
eficiéncia é decorrente do sequenciamento de todos esses
milhdes de grupamentos, ao mesmo tempo, com os dados de
cada grupo capturados e armazenados em um computador.

Dois sequenciadores de tltima geracdo amplamente
utilizados empregam diferentes estratégias para realizar as
reacoes de sequenciamento. Um deles, o sequenciamento
454 (os nimeros se referem a um cédigo utilizado na fase
de desenvolvimento da tecnologia e ndo tém significado
cientifico), utiliza uma estratégia chamada de pirossequen-
ciamento, na qual a adicdo de nucleotideos é detectada com
flashes de luz (Figura 9-25). Os quatro desoxinucleoside-
os trifosfato (inalterados) sdo pulsados para a superficie de
reacdo um de cada vez, em uma sequéncia de repeticdo. A
solucdo de nucleotideos fica retida na superficie apenas o
tempo suficiente para que a DNA-polimerase possa adicio-
nar esses nucleotideos em qualquer grupo em que eles se-
jam complementares a préxima base-molde na sequéncia. O
excesso de nucleotideos é destruido rapidamente pela en-
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QUADRO9-2 ? UlDICL LW Medicina gendmica personalizada

Os gémeos californianos Noah e Alexis Beery nasceram
com sintomas de paralisia cerebral. Os tratamentos nao
surtiram efeito. Insatisfeitos com o diagnéstico e o trata-
mento, os pais dos gémeos, Joe e Retta, os levaram, com
a idade de 5 anos, a um especialista em Michigan, que os
diagnosticou com uma rara condicdo genética, chamada
de distonia responsiva a DOPA. Um regime de tratamento
suprimiu com sucesso os sintomas e permitiu que os gé-
meos levassem uma vida normal. Entretanto, aos 12 anos,
Alexis desenvolveu tosse severa e dificuldades para res-
pirar que novamente pareciam ameacar a vida da menina.
Em um episédio, os paramédicos tiveram que reanimé-la
duas vezes. Os sintomas niao pareciam estar relacionados
a distonia. Seria Noah o préximo? Frustrados e profun-
damente preocupados, os pais dos gémeos procuraram
0 sequenciamento completo do genoma tanto de Noah
quanto de Alexis. Essa decisdo aparentemente incomum
foi natural para a familia Beery. Joe era o presidente da
Life Technologies, desenvolvedores de tecnologias de
sequenciamentos em uso por muitos grandes centros de
sequenciamento de DNA. Os casos de Noah e Alexis fo-
ram assumidos por Matthew Bainbridge e sua equipe no
Baylor College of Medicine Human Genome Sequencing
Center, em Houston, Texas. Os resultados mostraram-se
decisivos. Os gémeos apresentavam mutacdes em seus
genomas que produziram nao somente uma deficiéncia
na DOPA, mas também uma deficiéncia potencial na pro-
duc¢ao do hormonio serotonina. Um pequeno ajuste na te-
rapia de Alexis lhe proporcionou o fim dos sintomas que
colocavam sua vida em risco, e o mesmo tratamento foi
oferecido ao seu irmao. Os dois irmaos agora levam uma
vida normal.

O primeiro projeto de sequenciamento do genoma
humano foi concluido em 2001, apds 12 anos, a um custo
de US$ 3 bilhoes. Esse custo caiu (Figura Q-1), e hoje
genomas humanos completos sdo comuns. O objetivo de
1.000 délares por genoma por pessoa esta no horizonte e
promete tornar essa tecnologia amplamente disponivel.
Como a maioria das alteragoes gendmicas que afetam a
saude humana esta em genes codificadores de proteinas
(suposicao que pode ser contestada nos préximos anos),
uma alternativa mais barata é simplesmente sequenciar
0 1% do genoma que representa as regioes codificadoras
(éxons) de genes, ou 0 exoma.

Essa primeira sequéncia do genoma humano veio de
um genoma haploide, derivado de um amélgama de DNA
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FIGURAQ-1 Desde janeiro de 2008, o custo do sequenciamento do ge-
noma humano tem diminuido mais rdpido do que o declinio projetado
no custo do processamento de dados pelo computador (Lei de Moore).

de varios seres humanos diferentes. A conclusdo de uma
sequéncia de alta qualidade, em 2004, estabeleceu essa
sequéncia como o genoma humano de referéncia. Se-
quéncias do genoma humano concluidas posteriormente,
muitas de genomas diploides individuais, demonstraram o
quanto existe de variagdo genética individual. Em relacao
a sequéncia de referéncia, um ser humano comum tem
cerca de 3,5 milhdes de SNP (cerca de 60% desses sao he-
terozigotos, presentes apenas em um dos dois cromosso-
mos) e algumas outras centenas de milhares de diferencas
na forma de pequenas insercoes e delecdes e alteracoes no
numero de copias repetidas. Apenas uma pequena porcao
(5.000 2 10.000) dos SNP afeta as sequéncias de aminodaci-
dos das proteinas codificadas pelos genes.

Essa complexidade assegura que, pelo menos no
curto prazo, o diagnéstico bem-sucedido de uma con-
dicdo pelo sequenciamento de todo o genoma sera uma
excecdo, e ndo a regra. Entretanto, poucas disciplinas
avancam tao rapidamente quanto a gendémica humana.
O numero de casos de sucesso aumenta rapidamente a
medida que a tecnologia se torna mais amplamente dis-
ponivel e se aprimora a capacidade das andlises genomi-
cas para reconhecer alteragdes genéticas causadoras de
doencgas.

zima apirase antes que o proximo nucleotideo pulse. Quan-
do um nucleotideo especifico é adicionado com sucesso as
cadeias de um agrupamento, o pirofosfato é liberado como
um supbroduto. Outra enzima na solucdo que banha a su-
perficie € a sulfurilase, que converte o pirofosfato em ATP.
O aparecimento do ATP fornece por fim o sinal de que
um nucleotideo foi adicionado ao DNA. Também estao pre-
sentes no meio a enzima denominada luciferase e uma mo-
lécula do substrato, a luciferina (a luciferase é a enzima que

gera o flash de luz produzido por vaga-lumes, ver Quadro
13-1). Quando o ATP é gerado, a luciferase catalisa uma rea-
¢do com a luciferina que resulta em um pequeno flash de
luz. Quando muitos flashes pequenos ocorrem em um gru-
po, a luz emitida pode ser gravada em uma imagem captura-
da. Por exemplo, quando o dCTP ¢é adicionado a solucao, os
flashes irdo ocorrer apenas nos grupos onde G estd presente
no molde e C é o préximo nucleotideo a ser adicionado a
cadeia de DNA em formacao. Se houver uma fita de 2, 3 ou 4
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residuos G no molde, um nimero semelhante de residuos C
serdo adicionados a fita em formagdo em um ciclo. Isso sera
registrado como uma amplitude de flash nesse grupo 2, 3 ou
4 vezes maior do que quando apenas um residuo C é adicio-
nado. Do mesmo modo, quando é adicionado dGTP, ocorrem
flashes em um conjunto diferente de grupos, marcando-os
como grupos em que G é o préoximo nucleotideo adicionado
a sequéncia. O comprimento do DNA que pode ser sequen-
ciado com confianca em um grupo tnico por esse método
— muitas vezes chamado de comprimento lido ou “read” —
normalmente é de 400 a 500 nucleotideos, como no inicio de
2012, e esta sendo constantemente aperfeicoado.

O sequenciador Illumina é o método alternativo e utiliza
uma técnica conhecida como sequenciamento de termina-
cao reversivel (Figura 9-26). Um oligonucleotideo inicia-
dor de sequenciamento especial é adicionado, que é com-
plementar aos oligonucleotideos de sequéncia conhecida
que foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA
em cada grupo (como descrito anteriormente). Além disso,
nucleotideos terminadores marcados com fluorescéncia e
DNA-polimerase sdo adicionados. A polimerase adiciona o
nucleotideo adequado as fitas em cada grupo, cada tipo de
nucleotideo (A, T, G ou C) transportando um marcador flu-
orescente diferente. Esses nucleotideos terminadores tém
grupos de bloqueio ligados as estremidades 3’, permitindo
apenas a adi¢do de um nucleotideo a cada fita. Em seguida,
raios lasers excitam todos os marcadores fluorescentes, e
uma imagem de toda a superficie revela a cor (e, portanto,
a identidade da base) adicionada a cada grupo. O marcador
fluorescente e os grupos de bloqueio sdo entdo removidos
quimica ou fotoliticamente, em preparacdo para a adi¢do de
um novo nucleotideo para cada grupo. Os procedimentos
de sequenciamento sio realizados em etapas. Os compri-
mentos lidos sdo mais curtos para esse método, normal-
mente de 100 a 200 nucleotideos por grupo.

Essas tecnologias sdo manifestacoes modernas de um
método de sequenciamento gendmico as vezes chamado de
sequenciamento shotgun. Muitas cépias do DNA gendmico

FIGURA 9-25 Pirossequenciamento de ultima geragao. (a) O piros-
sequenciamento utiliza as enzimas sulfurilase (ver Figura 22-15) e luciferase
(ver Quadro 13-1) para detectar a adicao de nucleotideos com flashes de luz.
O gréfico mostra as intensidades de luz observadas durante ciclos sucessivos
de sequenciamento para um segmento de DNA imobilizado em um ponto
especifico de uma placa de microtitulacdo e (no topo) a sequéncia de nu-
cleotideos do DNA derivada deles. (b) Uma imagem de uma parte muito
pequena de um ciclo do sequenciamento 454. Cada segmento individual
de DNA a ser sequenciado é ligado a um microgranulo de captura de DNA,
em seguida amplificado no granulo por PCR. Cada granulo é imerso em uma
emulsdo e colocado em um micropoco (~29 wm) em uma placa de micro-
titulagcao. A reacao de luciferina e do ATP com a luciferase produz flashes de
luz quando um nucleotideo é adicionado a um grupo de DNA especifico em
um determinado poco. Os circulos representam o mesmo grupo apds mul-
tiplos ciclos. Nesse caso, a leitura do ciclo de cima (ou de baixo) da esquerda
para a direita ao longo de cada seta fornece a sequéncia para esse grupo.

dNTP adicionado

em grupos circulados ‘A

AGGTCGTTCAG:
___CAGTTCAG:

Resultados da incorporacdo do dNTP duplicado em lampejos 2 X mais brilhantes
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sdo cortadas para gerar cada conjunto de fragmentos. As-
sim, um determinado segmento curto do genoma pode estar
presente em dezenas ou mesmo centenas de diferentes gru-
pos sequenciados. Entretanto, ndo ha qualquer marcacgao
sobre um fragmento individual para revelar a procedéncia
do genoma. Traduzir as sequéncias desses milhdes de frag-
mentos em uma sequéncia gendémica requer o alinhamento
computadorizado de sequéncias de fragmentos que se so-
brepdem (Figura 9-27). As sobreposi¢oes permitem rastre-
ar a sequéncia ao longo de um cromossomo no computador,
de um fragmento para outro. Isso permite a montagem de
sequéncias contiguas chamadas de contigs. Em um exer-
cicio de sequenciamento gendmico bem-sucedido, muitos
contigs podem se estender por milhdes de pares de bases.
Sao necessarias estratégias especiais para preencher as la-
cunas inevitaveis e para lidar com as sequéncias repetitivas.

0 genoma humano contém genes e muitos outros tipos
de sequéncias

Métodos novos e mais eficientes para o sequenciamento de
DNA produziram uma explosdo de novas sequéncias geno-

e registro da
cor fluorescente

R
Rl

FIGURA9-26 Sequenciamento de terminacdo reversivel de ultima geragao. (a) O méto-
do de terminacéo reversivel utiliza marcadores fluorescentes para identificar nucleotideos. Gru-
pos de blogueio em cada nucleotideo marcado com fluorescéncia evitam a adicdo de mdultiplos
nucleotideos por ciclo. (b) Seis ciclos sucessivos a partir de uma parte muito pequena de um
sequenciamento lllumina. Cada ponto colorido representa a localizagdo de um oligonucleoti-
deo de DNA fixo na superficie da célula de fluxo. Os grupos circulados representam o mesmo
ponto na superficie apods ciclos sucessivos e fornecem as sequéncias indicadas. Os dados sao
automaticamente gravados e digitalmente analisados. () Célula de fluxo tipica utilizada para
um sequenciador de Ultima geracdo. Milhdes de fragmentos de DNA podem ser sequenciados
simultaneamente em cada um dos oito canais.

micas. Elas sdo armazenadas e disponibilizadas em varios
bancos de dados acessiveis publicamente. Uma boa aborda-
gem para esses recursos pode ser encontrada no National
Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.
nlm.nih.gov). A andlise dessa riqueza crescente de infor-
macdes gendmicas estd em curso. O que revela o genoma
humano e sua comparacdo com o de outros organismos?

Em alguns aspectos, o ser humano nao € tdo complicado
como se imaginava. A estimativa de décadas atras de que os
seres humanos tivessem cerca de 100.000 genes nos apro-
ximadamente 3,2 X 10” pares de bases do genoma humano
foi suplantada pela descoberta de que existem apenas cerca
de 25.000 genes codificadores de proteinas — menos do que
0 dobro do nimero em uma mosca-das-frutas (13,6 mil),
nao muito mais do que em um nematédeo (20.000) e menos
do que em uma planta de arroz (38.000).

Em outros aspectos, entretanto, o ser humano é mais
complexo do que se pensava anteriormente. O estudo da
estrutura dos cromossomos eucarioticos e das sequéncias
do genoma revelou que muitos, se ndo a maioria dos ge-
nes eucarioticos, contém um ou mais segmentos de DNA
intervenientes que nao codificam a sequéncia de aminoa-
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FIGURA9-27 Montagem da sequéncia. Em uma sequéncia gendmica,
cada par de bases do genoma costuma ser representado em varios, frequen-
temente dezenas, dos fragmentos sequenciados, chamados de reads. E mos-
trada uma pequena parte da sequéncia de uma nova variante de espécie
de E. coli, com os reads gerados por um sequenciador 454. Os numeros no
topo representam as posicdes dos pares de bases gendmicos, em relagao
a um “0" definido arbitrariamente. Todas as sequéncias sao provenientes de
um contig longo denominado 356. Os reads séo representados por setas
horizontais, com identificadores atribuidos por computador listados para
cada um a esquerda. Segmentos de fita de DNA sdo sequenciados alea-
toriamente, com sequéncias obtidas de uma fita (5’'—3’, da esquerda para
a direita) representadas por setas solidas e sequéncias obtidas de outra fita
(5'—3’, da direita para a esquerda) representadas por linhas pontilhadas. As

cidos do produto polipeptidico. Essas inser¢oes nao tra-
duzidas interrompem, por outro lado, a relacdo colinear
entre a sequéncia de nucleotideos do gene e a sequéncia
de aminoacidos do polipeptideo codificado. Esses segmen-
tos de DNA néo traduzidos sao chamados de sequéncias
intervenientes ou introns, e os segmentos codificado-
res sdo chamados de éxons (Figura 9-28). Poucos genes
bacterianos contém introns. Os introns sao removidos do
transcrito de RNA primario e os éxons sdo unidos para ge-
rar um transcrito que pode ser traduzido juntamente em
um produto proteico (ver Capitulo 26). Um éxon muitas ve-
zes (mas nem sempre) codifica um tnico dominio de uma
proteina maior com varios dominios. Modos alternativos de
expressdo génica e splicing do RNA permitem a producgdo
de varias combinacoes de éxons, que levam a producgdo de
mais de uma proteina a partir de um tinico gene. Os seres
humanos compartilham muitos tipos de dominios de pro-

Ultimas sequéncias sao automaticamente relatadas como seus complemen-
tos quando sao fundidas com o conjunto de dados em geral. O limiar de
cobertura na parte superior ¢ uma medida da qualidade da sequéncia. A
barra verde maior indica as sequéncias que foram obtidas em ndmero de
vezes suficientes para gerar alta fidelidade nos resultados. A profundidade
da linha de cobertura indica quantas vezes um determinado par de bases
aparece em um read sequenciado. A barra azul vertical denota uma parte
da sequéncia destacada na linha de sequéncia na parte inferior da figura. O
relatério estatistico de SNP (no detalhe) é uma lista de posicoes onde poli-
morfismos de nucleotideos Unicos parecem estar presentes em alguns dos
reads. Esses supostos SNP sdo muitas vezes verificados por sequenciamento
adicional. Eles séo indicados nos reads por marcas verticais finas azuis nas
linhas horizontais de cada read.

Transcrito de mRNA
Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon4 Exon 5
5'UTR 3'UTR
I
I
Intron A Intron B Intron C Intron D
 E— i
== | e
——/ AB,CD
mRNA spliced
1T 2 3 4 5
[ 11 [ | | |

FIGURA 9-28 introns e éxons. Esse transcrito de gene contém cinco

éxons e quatro introns, ao longo das regides 5'e 3’ ndo traduzidas (5'URT e
3"URT). O splicing remove os introns para criar um produto de mRNA para a
tradugao na proteina.
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teinas com plantas, vermes e moscas, mas esses dominios
sao utilizados em arranjos mais complexos, gerando, assim,
proteinas mais complexas.

Nos mamiferos e em alguns outros eucariotos, um gene
normal tem uma proporc¢do muito maior de DNA intron do
que DNA éxon; na maioria dos casos, a funcdo dos introns
nao é clara. Apenas cerca de 1,5% do DNA humano é “co-
dificador” ou DNA éxon, transportando informacao para os
produtos proteicos (Figura 9-29a). Entretanto, quando os
introns muito maiores sdo incluidos na contagem, cerca de
30% do genoma humano consiste nesses genes. Varios es-
forcos estdo em curso para categorizar os genes codificado-
res de proteinas por funcao (Figura 9-29b).

A relativa escassez de genes no genoma humano deixa
uma grande quantidade de DNA inexplicado. Grande parte
do DNA no gene esta na forma de sequéncias repetidas de
varios tipos. Talvez o mais surpreendente seja que cerca de
metade do genoma humano é constituida por sequéncias
moderadamente repetidas derivadas de elementos trans-
poniveis — segmentos de DNA que vao de algumas centenas
a varios milhares de pares de bases de comprimento, que
podem se mover de um local para outro no genoma. Origi-
nalmente descobertos no milho por Barbara McClintock, os
elementos transponiveis, ou transposons, sio uma espécie
de parasita molecular. Eles fazem sua casa nos genomas de

(a) Genoma humano: tipos de sequéncias de DNA

Outros transposons (11,2%)

E LINE
(20,4%)
Introns

(25,9%)
Genes
codificadores de

proteinas (1,5%)

Repeticdes de
sequéncia simples (3%)

Duplicagbes —— Z
de segmento (5%)

Sequéncias
repetitivas longas
(centrémeros,
teldbmeros) (8%)
Miscelanea de
sequéncias unicas (11,6%)

(b) Genoma humano: genes codificadores de proteinas

Estruturas extracelulares (3%)  Citoesqueleto (3%)

Imunoproteinas
(1,3%)

Enzimas
(16,2%)

Proteinas de

membrana (2,4%)
—rL

Desconhecido
(37,4%)

Miscelanea — I\
(4,5%)

Ligagado ao é&cido
gac Fator de

nucleico (9,8%) .
/ transcrigao
Receptores (5,2%) / (7,0%)
Transporte  Regulacdo  Sinalizacdo

(3,4%) (4,1%) (2,7%)
FIGURA9-29 Panorama do genoma humano. (a) Este gréfico setorial
mostra as proporgoes de varios tipos de sequéncias no genoma humano. Os
transposons, incluindos os SINE e LINE, sdo descritos nos Capitulo 25 e 26. (b)
Os aproximadamente 25.000 genes codificadores de proteinas no genoma

humano podem ser classificados pelo tipo de proteina que codificam.

essencialmente todos os organismos de modo eficiente e em
grande parte passivo. Muitos transposons contém genes que
codificam proteinas que catalisam o préprio processo de
transposi¢ao, como detalhado nos Capitulos 25 e 26. Existem
multiplas classes de transposons no genoma humano. Alguns
sdo ativos, movendo-se em frequéncia baixa, mas a maioria é
inativo, reliquias evolutivas alteradas por mutacoes.

Uma vez que os genes codificadores de proteinas (in-
cluindo éxons e introns) e transposons sejam levados em
conta, talvez restem cerca de 25% do DNA total. A maior
parcela disso consiste em sequéncias Uinicas encontradas
entre genes codificadores de proteinas. Como descrito no
Capitulo 26, praticamente todos esses segmentos de DNA
sao transcritos em RNA em pelo menos algumas células hu-
manas. Novas classes de RNA funcionais — codificadas por
genes cuja existéncia era previamente insuspeita — estdo
sendo descobertas em um ritmo acelerado. Muitos genes
codificadores de RNA funcionais sdo dificeis de identificar
pelos métodos automatizados, em particular quando os pro-
dutos de RNA néo foram caracterizados. Entretanto, os ge-
nes codificadores de RNA sdo claramente uma caracteristi-
ca marcante dessas regioes genomicas, que de outro modo,
seriam desconhecidas.

Outros 3% ou menos do genoma humano sio compos-
tos de sequéncias altamente repetitivas chamadas de repe-
ticoes de sequéncias simples (SSR). Geralmente com
menos de 10 pb de comprimento, uma SSR ¢é algumas vezes
repetida milhdes de vezes por célula e tem uma importancia
funcional identificavel no metabolismo de células humanas.
Os exemplos mais importantes de DNA SSR ocorrem em
centromeros e teldbmeros (ver Capitulo 24). Entretanto, re-
peticoes longas de sequéncias simples também ocorrem por
todo o genoma.

O que todas essas informagoes nos revelam sobre as se-
melhancas e diferencas entre os seres humanos individuais?
Dentro da populagdo humana ha milhdes de variacoes de
base tinica, chamadas de polimorfismos de nucleotideo
unico, ou SNP (pronuncia-se “snips”). Cada ser humano
difere do proximo, em média, em 1 em cada 1.000 pb. Mui-
tas dessas variacoes estdo na forma de SNP, mas também
ocorre uma grande variedade de delecdes maiores, inser-
¢Oes e pequenos rearranjos na populacao humana. A partir
dessas diferencas genéticas, muitas vezes sutis, surgem as
varia¢gOes humanas perceptiveis — diferencas na cor do ca-
belo, estatura, visdo, alergias, tamanho do pé e (até certo
grau desconhecido) comportamento.

O processo de recombinacdo genética e a segrega-
¢do cromossomica durante a meiose tendem a misturar e
combinar essas pequenas variagoes genéticas para que
diferentes combinagdes de genes sejam herdadas (ver Ca-
pitulo 25). Quando duas dessas variacoes genéticas estao
em cromossomos diferentes, as variantes especificas que
possam ser herdadas por um determinado individuo sdo o
resultado do acaso. Se as variantes genéticas estdo no mes-
mo cromossomo, a chance delas serem herdadas em con-
junto é uma func¢ao inversa da distancia entre elas. Grupos
de SNP e outras diferencas genéticas proximas no mesmo
cromossomo sao raramente afetados por recombinacio e
costumam ser herdados juntos; esses grupos sao conheci-
dos como haplétipos. Os hapldtipos fornecem marcadores
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(a) SNP SNP SNP SNP
Milhares de pares | Milhares de pares | Milhares de pares
de bases de bases de bases
Cromossomo A —_— —_— —_—
Individuo 1 AACACGCCA...TTCGGGGTC...AGTCGACCG. ..
Individuo 2 AACACGCCA...TTCGAGGTC...AGTCAACCG. ..
Individuo 3 AACATGCCA...TTCGGGGTC...AGTCAACCG. ..
Individuo 4 AACACGCCA...TTCGGGGTC...AGTCGACCG.
(b) Haplotipos \\\ /
Haplétipo 1 C--T--C--A--A--A--G--T--A--C--G--G--T--T--C--A--G--G--C--A
Haplétipo 2 T--T--G--A--T--T--G--C--G--C--A--A--C--A--G--T--A--A--T--A
Haplétipo 3 C--C--C--G--A--T--C--T--G--T--G--A--T--A--C--T--G--G--T--G
Haplétipo 4 T--C--G--A--T--T--C--C--G--C--G--G--T--T--C--A--G--A--C--A

(c) SNP marcador

'
E>\><—>G>>>

FIGURA9-30 Identificagdo de haplétipos. (a) Polimorfismos de nucleo-
tideo Unico (SNP), ou posicoes no genoma humano onde as sequéncias va-
riam de um individuo para outro, sdo identificadas em amostras gendémicas e
(b) grupos de SNP relativamente proximos uns dos outros em um cromosso-
mo (dentro de algumas dezenas de milhares de pares de bases) sdo compila-
dos em um haplétipo. Os SNP irdo variar na populagao em geral, assim como
nos quatro individuos ficticios mostrados nos painéis (a) e (b). Entretanto, os
SNP escolhidos para definir um hapldtipo sdo frequentemente os mesmos
na maioria dos individuos de uma determinada populacéo. () SNP definido-

convenientes para algumas populacoes humanas e indivi-
duos dentro das populacdes.

Para definir um haplétipo sdo necessarias varias eta-
pas. Em primeiro lugar, as posicoes que contém SNP
na populacdo humana sio identificadas em amostras de
DNA gendmico a partir de multiplos individuos (Figura
9-30a). Cada SNP pode ser separado do seguinte por
muitos milhares de pares de bases. Em segundo lugar, os
SNP relativamente proximos em um cromossomo e, por-
tanto, geralmente herdados juntos, sio compilados em
haplétipos (Figura 9-30b). Cada haplétipo consiste nas
bases especificas encontradas nas varias posi¢des do SNP
no haplétipo definido. Finalmente, SNP marcadores — um
subconjunto de SNP que define todo o haplétipo — séo es-
colhidos para identificar cada haplétipo individualmente
(Figura 9-30c). Por meio do sequenciamento de apenas
essas posicdes marcadoras em amostras gendémicas de po-
pulacoes humanas, os pesquisadores rapidamente identi-
ficam quais haplétipos estao presentes em cada individuo.
Haplétipos especialmente estaveis existem no genoma
mitocondrial (que, sendo herdados pela mae, nunca so-
frem recombinacao meidtica) e no cromossomo Y mascu-
lino (apenas 3% dos quais sdo homdlogos ao cromossomo
X e, portanto, sujeitos a recombinac¢ao).

0 sequenciamento do genoma da informagoes sobre a
humanidade

A finalidade principal da maioria dos projetos de sequen-
ciamento do genoma € identificar elementos genéticos
conservados de significado funcional, como as sequéncias
conservadas dos éxons, regioes reguladoras e outras carac-
teristicas gendmicas, como centromeros e teldmeros. Um
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res de haplotipos (SNP marcadores) podem ser utilizados para simplificar o
processo de identificagdo de um hapldtipo de um individuo (sequenciando
3 SNP definidores, em vez de todos os 20). Se os SNP marcadores mostrados
em vermelho claro forem sequenciados, os nucleotideos A, T e G nas trés
posicoes sucessivas do SNP marcador poderiam ser caracteristicos de uma
populacdo nativa de um local no norte da Europa, enquanto os nucleotideos
G, T e Cnessas trés mesmas posicoes gendmicas poderiam ser encontrados
em uma populacdo da Asia. Multiplos haplétipos deste tipo sao utilizados
para rastrear migracdes humanas pré-historicas (ver Figura 9-35).

dos principais objetivos do sequenciamento do genoma
humano € a identificacdo das diferencas entre o genoma
humano e dos outros organismos. Embora o genoma hu-
mano esteja intimamente relacionado a genomas de outros
mamiferos em amplos segmentos de cada cromossomo, as
diferencas de uns poucos porcentuais em bilhdes de pares
de bases adicionam milhoes de distin¢oes genéticas. A pes-
quisa sobre essas diferencas utilizando técnicas genémicas
comparativas revela a base molecular de doencas genéticas
humanas e ajuda a identificar genes, alteracoes génicas e
outras caracteristicas genomicas exclusivamente humanas
e, assim, contribuir para definir caracteristicas humanas
como cérebro grande, habilidades linguisticas, a capacidade
de produzir ferramentas ou o bipedalismo.

As sequéncias do genoma de parentes biolégicos mais
préximos, os chimpanzés e bonobos, oferecem algumas pis-
tas importantes e ilustram o processo comparativo. Os seres
humanos e os chimpanzés compartilharam um ancestral co-
mum cerca de 7 milhdes de anos atrds. As diferencas geno-
micas entre as duas espécies sao de dois tipos: mudancas
de pares de base (SNP) e rearranjos genémicos maiores de
muitos tipos. Os SNP em regioes codificadoras de proteinas
com frequéncia resultam em mudancas nos aminoacidos que
podem ser utilizadas para construir uma arvore filogenética
(Figura 9-31a). Os segmentos de cromossomos podem se
inverter ao longo do processo evolutivo. Os processos que
levam a tais inversoes sao complicados e raros, mas a linha-
gem humana tem segmentos longos de DNA invertidos (em
relacdo a outros primatas) em fungdo de processos nos cro-
mossomos 1, 12, 15, 16 e 18. Fusdes cromossémicas também
podem ocorrer. Na linhagem humana, dois cromossomos en-
contrados em outras linhagens de primatas se fusionaram
para formar o tnico cromossomo 2 humano (Figura 9-31b).
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(a) Humanos Chimpanzés Bonobos
171:G~>R 535:N—>S 265:A->T
184:A—>V 545: A>T 267:A->V
204:S—>A 691:T—>S 348:A->V
213:G~E
228:P—>A
359:S5~>C
444 :P~>T 83:D~>N
679: 1>V 312:V->M

(b)

Cromossomo

2 humano

Q b )

Chimpanzé

Cromossomo 2p X )

Cromossomo 2q

FIGURA 9-31 Altera¢des gendmicas na linhagem humana. (a) Esta
arvore evolutiva para primatas € derivada de sequéncias para o receptor de
progesterona, que ajudam a regular muitos eventos na reproducao. O gene
que codifica essa proteina sofreu mais alteracdes evolutivas do que a maioria.
Mudangas nos aminodcidos associadas unicamente a humanos, chimpanzés
e bonobos séo listadas pelo nimero de residuos ao lado de cada ramo. (b) Os
genes nos cromossomos de chimpanzés 2p e 2q séo homologos aqueles no
cromossomo 2 humano, indicando que, em algum ponto na linhagem que
leva aos humanos, os dois cromossomos se fusionaram em um.

Assim, a linhagem humana tem 23 pares de cromossomos
em vez dos 24 pares normais em outros primatas. Quando
essa fusdo apareceu na linha que conduz aos seres huma-
nos, ela representou uma grande barreira para o cruzamen-
to com outros primatas que ndo a apresentavam.

Sem considerar os transposons e os grandes rearran-
jos cromossomicos, os genomas humanos e de chimpanzés
publicados diferem em apenas 1,23% no nivel de pares de
bases (em comparacdo com a varia¢ao de 0,1% de um ser
humano para outro). Sem considerar mais variagdes nas
posicoes onde existe um polimorfismo conhecido tanto na
populacdo humana quanto na de chimpanzés (essas pouco
provavelmente refletem uma mudanca evolutiva que define
uma nova espécie), as diferencas aumentam para cerca de
1,06%, ou cerca de 1 em cada 100 pb. Essa pequena porcen-
tagem se traduz em mais de 30 milhoes de mudancgas de pa-
res de base, algumas das quais afetam a funcio de proteinas
e a regulacdo génica. Os rearranjos gendémicos que ajudam
a distinguir os chimpanzés e os seres humanos incluem 5
milhdes de inser¢oes curtas ou dele¢oes envolvendo alguns
pares de bases cada, bem como um numero substancial de
insercdes maiores, delecoes, inversdes ou duplicagoes que
podem envolver muitos milhares de pares de bases. Quan-
do inserc¢oes de transposons — importante fonte de variagdo
gendmica — sdo incluidas, as diferencas entre os genomas
humano e de chimpanzé aumentam para cerca de 90 mi-
Ihoes de pb, representando outros 3% desses genomas. Com
efeito, cada espécie tem segmentos de DNA, constituindo 40
a 45 milhoes de pb totalmente exclusivos para esse genoma
particular, com inser¢des cromossdémicas maiores, duplica-

¢oes e outros rearranjos que afetam mais pares de bases do
que fazem as mudancas de nucleotideo tinico. Portanto, as
diferencas genomicas totais entre chimpanzés e humanos
equivalem a cerca de 4% de seus genomas.

Classificar as diferencas gendémicas relevantes para ca-
racteristicas exclusivamente humanas é uma tarefa desen-
corajadora. Se as duas espécies compartilham um ancestral
comum, entdo, assumindo uma taxa de evolugdo semelhante
em ambas as linhagens, metade das mudancas representa
mudancas na linhagem dos chimpanzés e a outra metade
alteracdes na linhagem humana. Quando se observa uma
diferenca, como descrever qual variante era aquela presen-
te no ancestral comum? Uma maneira é comparar ambas as
sequéncias do genoma com as de organismos relacionados
mais distantemente, chamados de grupos externos. Consi-
dere um locus X, onde existe uma diferenc¢a entre o genoma
humano e o do chimpanzé (Figura 9-32). A linhagem do
orangotango, um grupo externo, divergiu da de chimpanzés
e humanos antes do ancestral comum chimpanzé-humano.
Se a sequéncia no locus X ¢é idéntica em orangotangos e
chimpanzés, essa sequéncia estava provavelmente presente
no ancestral chimpanzé-humano, e a sequéncia observada
em humanos é especifica para a linhagem humana. As se-
quéncias idénticas em seres humanos e nos orangotangos
podem ser eliminadas como candidatas para caracteristicas
genomicas humanas especificas. A importancia de compara-
¢Oes com grupos externos intimamente relacionados origi-
nou novos esfor¢os para sequenciar o genoma de orangotan-
g0s, macacos e muitas outras espécies de primatas.

(a)

Humano Chimpanzé
{Gene X —{GeneX—
---ATTGC--- ---ATGGC---
Ancestral?
(b) Orangotango
Humano Chimpanzé (grupo externo)

——{Gene X ——{GeneX|—
---ATTGC--- ---ATGGC--- ---ATGGC---

Ancestral

--- ATGGC -~

FIGURA 9-32 Determinacao das alteragbes de sequéncias Unicas
para uma linhagem ancestral. (a) Sdo comparadas as sequéncias do
mesmo gene hipotético em humanos e chimpanzés. A sequéncia deste
gene em seu Ultimo ancestral comum ¢é desconhecida. (b) O genoma do
orangotango é utilizado como um grupo externo. A sequéncia do gene do
orangotango é idéntica a do gene do chimpanzé. Isso significa que a muta-
cdo que leva a diferencas entre humanos e chimpanzés quase certamente
ocorreu na linhagem que conduziu aos humanos modernos, e o ancestral
comum de humanos e chimpanzés (e orangotangos) tinha a sequéncia ago-
ra encontrada em chimpanzés.



A busca pelas bases genéticas de caracteristicas hu-
manas especiais, tais como a funcdo cerebral avancgada,
beneficia-se de duas abordagens complementares. As pri-
meiras pesquisas de regides gendmicas mostram alteracoes
extremas a partir de outros primatas. Essas incluem varias
duplicagoes de genes ou a adicao de segmentos gendomicos
grandes ndo presentes em outros primatas. A segunda abor-
dagem analisa genes conhecidos envolvidos em condi¢oes
humanas relevantes. Para a funcéo cerebral, por exemplo,
pode-se examinar genes que, quando mutados, contribuem
para os transtornos cognitivos ou outros disturbios mentais.

Notavelmente, as andlises da linhagem humana ainda
nao detectaram um enriquecimento de modificagoes ge-
néticas nos genes que codificam proteinas envolvidas no
desenvolvimento ou no tamanho cerebral. Em primatas, a
maioria dos genes que funcionam exclusivamente no cére-
bro é ainda mais altamente conservada do que os genes que
funcionam em outros tecidos. Entretanto, algumas diferen-
¢as na expressao génica sdo observadas. Quando as mudan-
cas em regides genodmicas relacionadas a regulacio génica
sdo analisadas, os genes envolvidos no desenvolvimento
neural e nutricdo sdo desproporcionalmente afetados. Di-
versos genes codificadores de RNA, alguns com expressao
concentrada no cérebro, também mostram evidéncias de
evolucdo acelerada (Figura 9-33). As muitas novas classes
de RNA que estdo sendo descobertas (ver Capitulo 26) pro-
vavelmente irdo mudar radicalmente a perspectiva sobre
como a evolugdo altera o funcionamento dos sistemas de
seres vivos. E cada vez mais evidente que os genes expres-
sos talvez ndo sejam tao importantes como quando, onde e
quanto deles é expresso.

Comparagoes do genoma ajudam a localizar genes

envolvidos em doencas
O Projeto Genoma Humano tem cumprido o seu poten-
»_J cial para acelerar a descoberta de genes subjacentes a
doencas genéticas: mais de 1.600 doencas genéticas humanas
ja tiveram seus genes especificos mapeados. Com o uso de
um método denominado analise de ligacao, o gene envolvi-
do em uma doenca € mapeado em relagdo aos polimorfismos
genéticos bem caracterizados que ocorrem em todo o genoma
humano. A busca muitas vezes comeca com uma ou mais fa-
milias grandes que incluam varios individuos afetados por
determinada doenca ao longo de varias geracoes. A aborda-
gem mais comum € basicamente um exercicio de filogenética
(o estudo de parentesco evolutivo entre grupos de organis-
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mos) e estd profundamente enraizada em conceitos deriva-
dos da biologia evolutiva. E possivel ilustrar descrevendo a
busca de um gene envolvido na doenga de Alzheimer. Cerca
de 10% de todos os casos dessa doenca nos Estados Unidos
resultam de uma predisposicao hereditaria. Varios genes dife-
rentes que foram descobertos, quando mutados, podem levar
ao aparecimento precoce da doenca de Alzheimer. Um desses
genes (PS1) codifica a proteina presenilina-1 e para sua des-
coberta a andlise de ligacao foi muito utilizada.

Assim como os haplétipos dependem dos SNP que se
encontram juntos em um cromossomo, a andlise de ligacdo
envolve a busca dos SNP que se encontram préximos do
gene de interesse. Nesse tipo de estudo, os pesquisadores
se concentram nas familias afetadas pela doencga, e pro-
curam famfilias nas quais as amostras de DNA podem ser
obtidas a partir de individuos de varias geracdes. As amos-
tras de DNA sao coletadas tanto dos membros da familia
afetados quanto dos nédo afetados. Em primeiro lugar, os
pesquisadores localizam a regido associada a doencga em
um cromossomo especifico, utilizando conjuntos (chama-
dos painéis) de localizacdes gendmicas onde SNP comuns
ou outras alteracdes gendmicas mapeadas ocorrem em
uma proporc¢do significativa da populacdo humana. Assim,
muitos, mas ndo todos os humanos diferem na sequéncia
genomica nesses locais. Utilizando um painel que inclua
varios loci SNP bem caracterizados mapeados para cada
cromossomo, os investigadores comparam os genétipos de
individuos com e sem a doencga, se concentrando princi-
palmente nos familiares préximos. Para a doenca de Al-
zheimer, duas das muitas linhagens familiares utilizadas
para procurar esse gene no inicio da década de 1990 sao
mostradas na Figura 9-34. Utilizando essas linhagens,
os investigadores descobriram variantes SNP especificas
herdadas no mesmo ou quase no mesmo padrao que o
gene causador da doenca. O gene responsavel pode gra-
dualmente ser localizado em um Uinico cromossomo, se a
heranca das variantes especificas de SNP no cromossomo
se refletir perto da heranca da condicdo da doeng¢a. Uma
localizacdo mais detalhada de um gene em um cromosso-
mo causador de doenca se baseia em métodos estatisticos
para correlacionar a heranca de polimorfismos adicionais
mais préximos no espaco com a ocorréncia da doenca, se
concentrando sobre um painel mais denso de polimorfis-
mos que se sabe que ocorre no cromossomo de interesse.
Quanto mais proximo um marcador esta localizado do gene
de uma doenca, maior a probabilidade dele ter sido herda-
do junto com esse gene. Esse processo pode indicar uma

Posicao
Locus HAR1F 2|0 3|0 | 5|0
Humano AGACGTTACAGCAACGTGTCAGCTGAAATGATGGGCGTAGACGCACGT
Chimpanzé AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
Gorila AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
Orangotango  AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
Macaco AGAAATTACAGCAATTTATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT

Camundongo AGAAATTACAGCAATTTATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
Céo AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
Boi AGAAATTACAGCAATTCATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
ATAAATTACAGCAATTTATCAAATGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT
AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT

Ornitorrinco
Gamba
Galinha

FIGURA 9-33 Evolucéao acelerada em alguns
genes humanos. O Jocus HARTF especifica um
RNA néo codificador que é altamente conservado
em vertebrados. Em humanos, o gene HARTF exi-
be um nimero incomum de mutagdes (vermelho-
-claro sombreado), fornecendo evidéncia de evo-
lucéo acelerada.
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FIGURA 9-34 Analise de ligagdo na descoberta de genes de doen-
cas. (a) Estes heredogramas para duas familias afetadas pelo inicio precoce
da doenca de Alzheimer se baseiam nos dados disponiveis no momento do
estudo. Os simbolos vermelhos representam os individuos afetados; as bar-
ras indicam as mortes antes ou logo no inicio do estudo. O nimero acima
de cada simbolo corresponde a idade da pessoa, tanto no tempo do estudo
quanto no momento da morte (indicada com a letra D). Para proteger a pri-
vacidade da familia, 0 género néo é indicado. (b) Cromossomo 14, com ban-
das criadas por alguns corantes. As posicdes dos marcadores de cromosso-

regidao do cromossomo que contém o gene. No exemplo da
doenca de Alzheimer, a andlise de ligacdo indicou que o
gene causador da doenca estava em algum lugar préoximo a
um locus de SNP chamado D14543 (Figura 9-34c¢).

As etapas finais da pesquisa para o gene da doenca uti-
lizam novamente o banco de dados do genoma humano. A
regido local que contém o gene € examinada e os seus ge-
nes sao identificados. O DNA de muitos individuos, alguns
com a doenca e outros sem a doenca, € sequenciado nessa
regiao. Com o numero crescente de individuos analisados,

mos sao mostradas a direita, com a distancia genética entre eles apresentada
em uma medida de distancia genética chamada de centimorgans, refletindo
a frequéncia de recombinagao entre eles. O TCRD (receptor delta de célulaT)
e PI(AACT [a1-antiquimotripsinal) séo genes com alteracdes na populagcao
humana que foram utilizados como marcadores, juntamente com os SNP,
no mapeamento de cromossomos. (c) A partir da comparacao do DNA dos
membros de familias afetadas e ndo afetadas, uma regido de interesse que
contém 19 genes expressos foi finalmente definida préxima do marcador
D14543. 0 gene marcado S782 (em vermelho) codifica a presenilina-1

esse processo gradual leva a identificacdo das variantes ge-
néticas consistentemente presentes em individuos com a
doenca e ausentes em individuos nao afetados. A pesquisa
pode ser auxiliada por uma compreensao da fun¢do dos ge-
nes na regiao-alvo, porque vias metabdlicas especificas po-
dem ser mais propensas a produzir a doenca do que outras.
Em 1995, o gene no cromossomo 14 associado a doenca de
Alzheimer foi identificado como o gene S182. O produto
desse gene foi denominado de presenilina-1, e o proprio
gene depois foi renomeado para PS1.



Mais complexos sdo os casos em que a doenca € causada
pela presenca de mutagoes em dois genes diferentes (ne-
nhum dos quais, isoladamente, é capaz de causar a doenca),
ou quando uma condicdo especifica é potencializada por
uma mutacdo, de outra maneira inécua, em outro gene. A
identificacdo dos genes e mutagcdes responsaveis por essas
doengas digénicas é extremamente dificil e essas doengas,
algumas vezes, s6 sdo possiveis de serem documentadas
dentro de populagdes pequenas, isoladas e altamente puras.

Os bancos de dados do genoma abrem caminhos alter-
nativos para a identificacdo de genes de doencas, especial-
mente quando a informacdo bioquimica sobre a doenca é
conhecida. No caso da doencga de Alzheimer, um actimulo
de proteina 8 amiloide no sistema limbico e nos cortices de
associacao do cérebro é, pelo menos parcialmente, respon-
savel pelos sintomas. Defeitos na presenilina-1 (e em uma
proteina relacionada, a presenilina-2, codificada por um
gene no cromossomo 1) conduzem a niveis corticais eleva-
dos de proteina 8 amiloide. Bancos de dados se concentram
em catalogar tal informacao funcional sobre os produtos
proteicos de genes e nas redes de interacdo de proteinas,
localizacdo de SNP e outros dados, proporcionando um ca-
minho rapido para a identificacdo de genes candidatos a
determinada doeng¢a. Um pesquisador com certo conheci-
mento sobre os tipos de enzimas ou outras proteinas que
contribuem para a doenca pode utilizar esses bancos de
dados para gerar uma lista de genes conhecidos que codi-
ficam proteinas com funcdes relevantes, genes adicionais
nao caracterizados com relacoes de ort6logos ou paralogos
aos genes nesta lista, uma lista de proteinas conhecidas que
interagem com as proteinas-alvo ou ortélogos em outros or-
ganismos e um mapa de posi¢des de genes. Com os dados
de linhagens de familias selecionadas, uma pequena lista de
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genes potencialmente relevantes pode muitas vezes ser ra-
pidamente determinada.

Essas abordagens nao se limitam a doencas humanas.
Os mesmos métodos podem ser utilizados para identificar
os genes envolvidos em doengas — ou genes que produzem
caracteristicas desejaveis — em outros animais e plantas. H

Sequéncias no genoma informam sobre o passado
humano e fornecem oportunidades para o futuro

Cerca de 70.000 anos atras, um pequeno grupo de seres
humanos na Africa atravessou o Mar Vermelho em direcéo
a Asia. Talvez incentivados por alguma inovagdo na cons-
trucdo de pequenos barcos, ou conduzidos por conflitos ou
fome, ou simplesmente curiosos, eles atravessaram a bar-
reira de dgua. Essa colonizacao inicial, talvez envolvendo
1.000 individuos, come¢ou uma jornada que s6 parou quan-
do os seres humanos chegaram a Terra do Fogo (no extre-
mo sul da América do Sul) muitos milhares de anos mais
tarde. No processo, uma populacio estabelecida a partir de
uma expansao de hominideos na Eurdsia, incluindo o Homo
neanderthalensis, foi deslocada. Os neandertais desapare-
ceram assim como o Homo erectus e outras linhas de homi-
nideos antes deles.

A histoéria do aparecimento dos seres humanos moder-
nos pela primeira vez na Africa algumas centenas de milha-
res de anos atrds, e suas migracdes a medida que eles por
fim se irradiaram para fora de Africa, estd escrita no DNA.
Com a utilizacdo de sequéncias gendmicas de varias espé-
cies, a evolugdo de primatas e hominideos se tornou mais ni-
tida. Utilizando haplétipos presentes em populacdes huma-
nas existentes, € possivel tracar as migragoes dos intrépidos
antepassados humanos em todo o planeta (Figura 9-35).
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FIGURA9-35 Os caminhos das migra¢des humanas. Quando uma pe-
quena parte de uma populacdo humana migra para fora de um grande gru-
po, ela carrega apenas parte de toda sua diversidade genética. Assim, alguns
haplotipos estardo presentes no grupo que migrou, mas ndo todos eles. Ao
mesmo tempo, mutacdes podem criar novos haploétipos ao longo do tem-
po. Este mapa foi gerado a partir de analises de marcadores genéticos (ha-
plétipos definidos pelos nimeros M ou LLY) no cromossomo Y. As amostras
genéticas foram colhidas de populacoes indigenas hd muito estabelecidas

em pontos geograficos ao longo das rotas assinaladas. Os haplétipos que
aparecem subitamente ao longo do caminho de migracao, refletindo novas
mudancas (mutagoes) em localizagdes gendmicas de SNP especificas em
algumas populagdes isoladas, séo chamados de “eventos fundadores” Eles
permitem aos pesquisadores rastrearem as migracoes a partir desse ponto,
uma vez que outras populagdes com o novo haplétipo foram provavelmen-
te descendentes da populacdo fundadora. A abreviacao kya significa ‘milha-
res de anos atras!
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QUADRO9-3 BUIA(DIIM Conhecendo os neandertais

Os seres humanos modernos e os neandertais convive-
ram na Europa e Asia ha relativamente recentes 30 mil
anos. As populacoes ancestrais humanas e neandertais
divergiram ha cerca de 370.000 anos, antes do apareci-
mento dos seres humanos anatomicamente modernos.
Os neandertais utilizavam ferramentas, viviam em pe-
quenos grupos e enterravam seus mortos. Dos paren-
tes hominideos conhecidos dos humanos modernos, os
neandertais sdo 0s mais proximos. Durante centenas de
milénios, eles habitaram grande parte da Europa e Asia
Ocidental (Figura Q-1). Se o genoma do chimpanzé in-
forme algo sobre o que é ser humano, talvez o genoma
neandertal informe mais. Ossos enterrados que perma-
necem sendo retirados de cemitérios sao fragmentos de
DNA do genoma neandertal. As tecnologias desenvolvi-
das para uso em ciéncia forense (ver Quadro 9-1) e estu-
dos de DNA arqueolégico foram combinados para iniciar
um projeto genoma neandertal.

Esse esfor¢co é diferente dos projetos genoma que
visam espécies existentes. O DNA neandertal esta pre-
sente em pequenas quantidades contaminadas com o
DNA de outros animais e de bactérias. Como se pode
chegar até ele e como estar certo de que as sequéncias
sdo realmente de neandertais? As respostas foram re-
veladas por aplicacoes inovadoras da biotecnologia. Es-
sencialmente, as pequenas quantidades de fragmentos
de DNA encontradas em um osso neandertal ou outros
restos sdo clonadas em uma biblioteca, e os segmentos
de DNA sdo sequenciados de forma aleatéria, inclusive
os contaminantes. Os resultados do sequenciamento sao
comparados com o banco de dados do genoma huma-
no e do chimpanzé existentes. Os segmentos derivados
de DNA neandertal sdo rapidamente diferenciados dos
segmentos derivados de bactérias ou insetos por andlise
computadorizada, porque eles tém sequéncias estreita-
mente relacionadas ao DNA humano e do chimpanzé.
Quando uma cole¢do de segmentos de DNA neandertal

Neanderthal
A . Kilra
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FIGURA Q-1 Os neandertais ocuparam grande parte da Europa e Asia
Ocidental até cerca de 30.000 anos atras. Os principais sitios arqueolo-

gicos neandertais estdo aqui mostrados. (Observe que o grupo foi assim
chamado por causa do sitio em Neanderthal na Alemanha.)

Os neandertais ndo foram simplesmente deslocados. Ocor-
reu alguma mistura. Utilizando-se métodos sensiveis com
base em PCR, agora estd disponivel uma sequéncia quase
completa do genoma de neandertais (Quadro 9-3). Sabe-se
que cerca de 4% dos genomas humanos de ndo africanos
sdo derivados de neandertais. Algumas populacoes huma-
nas também adquiriram o DNA genoémico de outro grupo
recentemente descoberto, os denisovanos. O DNA de ne-
andertais forneceu aos humanos um sistema imune mais
complexo, tornando-nos mais resistentes a infeccao, mas
também um pouco mais suscetiveis a doengas autoimunes.

A histéria do passado humano esta gradualmente tomando
forma a medida que mais genomas humanos, dos vivos hoje
e daqueles que viveram em milénios passados, estdo sendo
reunidos.

A promessa médica de sequéncias gendmicas pessoais
cresce a medida que mais genes subjacentes a doencas he-
reditarias sdo definidos. O conhecimento de sequéncias ge-
noémicas também oferece a possibilidade de altera-los. Atual-
mente é comum modificar sequéncias de DNA de organismos
a partir de bactérias e leveduras para plantas e mamiferos
para fins de investigacdo e comercializacdo. Os esforcos para
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é sequenciada, pode ser utilizada como sonda para iden-
tificar os fragmentos de sequéncia em amostras antigas
que se sobrepdem a esses fragmentos conhecidos. O po-
tencial problema de contamina¢do com o DNA humano
moderno estreitamente relacionado pode ser controlado
pela analise do DNA mitocondrial. As popula¢des huma-
nas tém haplétipos facilmente identificaveis (conjuntos
distintos de diferencas gendmicas; ver Figura 9-30) no
seu DNA mitocondrial, e a andlise de amostras de nean-
dertais mostrou que o DNA mitocondrial neandertal tem
seus proprios haplétipos distintos. A presenca nas amos-
tras neandertais de algumas diferencas encontradas em
pares de bases no banco de dados do chimpanzé, mas
nao no banco de dados humano, € mais uma evidéncia
de que as sequéncias de hominideos ndo humanos foram
encontradas.

A conclusao dessa tarefa desafiadora esta no horizon-
te. O projeto de sequenciamento do genoma neandertal,
revelado no inicio de 2009, abrangeu mais de 60% das
sequéncias genémicas. O sequenciamento final vai exigir
um pouco mais de tempo. Os dados fornecem evidéncias
de que os humanos modernos e os neandertais que foram
a fonte desse DNA compartilharam um ancestral comum
cerca de 700.000 anos atras (Figura Q-2). A analise do
DNA mitocondrial sugere que os dois grupos continua-
ram no mesmo caminho, com algum fluxo génico entre
eles, ao longo de mais 300 mil anos. As linhagens se se-
pararam com a aparéncia de humanos anatomicamente
modernos, embora hoje existam evidéncias para algum
entrelacamento das linhagens um pouco mais tarde.

Bibliotecas expandidas de DNA neandertal de dife-
rentes conjuntos de restos mortais devem finalmente
permitir uma andlise da diversidade genética neandertal
e, talvez, migracdes de neandertais, oferecendo um fasci-
nante olhar sobre o nosso passado hominideo.

FIGURAQ-2 Esta linha do tempo mostra a divergéncia das sequéncias
gendmicas (linhas pretas) humanas e neandertais e das populacdes hu-
manas ancestrais e neandertais (em amarelo). Os dados genémicos for-
necem evidéncias para alguma intermistura das populacdes até cerca de
45.000 anos atrds. Eventos-chave na evolucdo humana sao marcados.
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curar doencas humanas hereditarias com terapia genética
ainda nao atingiram todo seu potencial, mas tecnologias para
o fornecimento de genes estdo constantemente se aperfei-
¢oando. Poucas disciplinas cientificas afetardo o futuro da
espécie humana mais do que a gendémica moderna.

RESUM09.3  Genomica e histdria da humanidade

> Métodos de sequenciamento de tultima geracio tém re-
duzido muito o tempo necessario para gerar sequéncias
gendmicas completas.

P Cerca de 30% do DNA no genoma humano estao nos éxons

e introns dos genes que codificam proteinas. Cerca de me-
tade do DNA ¢é derivada de transposons parasitas. Muito
do restante codifica RNA de muitos tipos. Sequéncias re-
petidas simples compdem o centromero e teldbmeros.

P> As alteragoes de genes que definem a humanidade po-

dem ser discernidas em parte pela genémica comparati-
va utilizando-se outros primatas.

> A gendmica comparativa também é utilizada para loca-

lizar as alteracoes no gene que definem doencas here-
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ditarias e pode ser utilizada para estudar a evolucao e
a migracdo de nossos ancestrais humanos ao longo de
milénios.

Termos-chave
Termos em negrito sao definidos no glossdario.

genomica 313 repeticoes curtas em
biologia de sistemas 313 tandem (STR) 329
clonagem 314 PCR quantitativa (qPCR)
vetor 314 331
DNA recombinante 314 biblioteca de DNA 332
engenharia genética 314 biblioteca genomica 332
endonucleases de DNA complementar

restricao 314 (cDNA) 332
DNA-ligases 314 biblioteca de cDNA 332
plasmideo 317 gendmica comparativa 333
cromossomo artificial ortologos 333

bacteriano (BAC) 319 paralogos 333
cromossomo artificial de sintenia 333

leveduras (YAC) 319 marcador de epitopo 333
vetor de expressao 321 analise de duplo-hibrido em
baculovirus 323 leveduras 336
bacmideo 323 microarranjo de DNA
mutagénese sitio- 337

direcionada 323 contig 342
proteina de fusao 325 polimorfismo de
marcador 325 nucleotideo tnico
reacido em cadeia da (SNP) 344

polimerase (PCR) 327 haplotipo 345
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