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Engenharia Genética e Tecnologia do DNA Recombinante.


Entende-se por Engenharia Genética toda manipulação feita em laboratório que envolve a construção de novas moléculas de DNA, ou seja, moléculas de DNA recombinante. A tecnologia de construção de novas moléculas de DNA só foi possível depois de elucidada a estrutura química das moléculas de DNA e de suas propriedades replicativas e transcricionais. Em 1970, com o conhecimento acumulado de manipulação genética em organismos modelos, como bactérias, leveduras e vírus, os pesquisadores puderam iniciar um processo criativo, elaborando e clonando novas moléculas de DNA, utilizando-se de uma nova classe de enzimas, as enzimas de restrição.

Enzimas de Restrição


O ano de 1970 é colocado como marco do início dos trabalhos com a tecnologia do DNA recombinante, pois foi o ano da descoberta de uma classe de endonucleases (enzimas que promovem cortes no DNA) que reconheciam sítios (seqüências) específicos de uma molécula de DNA.  Essas endonucleases foram então denominadas de enzimas de restrição. Hamilton Smith e Daniel Nathans foram os autores dessa descoberta e ganharam por isso o prêmio Nobel de Medicina em 1986. 


As enzimas de restrição estão presentes em diferentes espécies e linhagens de bactérias. Sua função biológica está relacionada à defesa das bactérias contra infecções virais. O DNA viral ao entrar numa bactéria pode ser reconhecido por uma enzima de restrição que o cortará, como uma tesoura, impedindo que ele se duplique e mate a célula. O DNA bacteriano está livre da ação das enzimas de restrição por diversos tipos de mecanismos, seja através da proteção das proteínas estabilizadoras, que envolvem o cromossomo bacteriano, seja pela metilação de bases nitrogenadas da seqüência de DNA. 


A importância das enzimas de restrição, para a criação de novas moléculas de DNA, deve-se ao fato de que in vitro, pode-se cortar o DNA de interesse com uma enzima de restrição e em seguida unir esse DNA com uma outra molécula de DNA de interesse, criando assim uma molécula de DNA recombinante. Dada essa importância, diversas  enzimas de restrição começaram a ser purificadas de diversas bactérias. Hoje grandes empresas de biotecnologia possuem, para venda em seus catálogos, centenas de enzimas de restrição cada uma com um sítio de restrição específico. A tabela abaixo demonstra algumas das enzimas de restrição mais freqüentemente utilizadas, os organismos dos quais elas foram isoladas, suas seqüências de reconhecimento e respectivos sítios de clivagem.

	Enzima
	Fonte
	seqüência reconhecimento e sítio de clivagem

	EcoRI
	Escherichia coli RY13
	5'-G|AATTC-3'

3'-CTTAA|G-5'

	BamHI
	Bacillus amyloliquefacions
	5'-G|GATCC-3'

3'-CCTAG|G-5'

	HindIII
	Haemophilus influenzae
	5'-A|AGCTT-3'

3'-TTCGA|A-5'

	PstI
	Providencia stuartii
	5'-CTGCA|G-3'

3'-G|ACGTC-5'

	SmaI
	Serratia marcescens
	5'-CCC|GGG-3'

3'-GGG|CCC-5'



Observa-se pela tabela que além de serem sítio-específicas duas características muito comum entre as enzimas de restrição:

1- A seqüência de reconhecimento é do tipo palindrômica. Isto é, a leitura do sítio reconhecimento feita no sentido 5'( 3' ,das duas fitas, é idêntica.

2 - O local de corte pode ser do tipo  "reto", como observado na enzima SmaI, ou em locais diferentes das duas fitas (todas outras presentes no quadro), criando extremidades de DNA sem base complementar.
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Num outro exemplo, a seqüência de DNA, com o sítio para BamHI indicado em negrito: 

5'TTAAAAGCATTTCGGGCATAGGATCCACTAGAAACT3'

3'AATTTTCGTAAAGCCCGTATCCTAGGTGATCTTTGA5'
Se houver digestão dessa seqüência com a enzima BamHI, teremos os seguintes fragmentos

5'TTAAAAGCATTTCGGGCATAG3'        5'GATCCACTAGAAACT3'

3'AATTTTCGTAAAGCCCGTATCCTAG5'        3'GTGATCTTTGA5'

Esse tipo de corte, que produz extremidades com bases sem pareamento é muito útil para a ligação de um outro fragmento de DNA, como um plasmídio, e que foi digerido com a mesma enzima de restrição. Assim, as extremidades do fragmento acima e da outra molécula de DNA digerida serão coesivas. 

Por exemplo, a seqüência hipotética abaixo, denominada SGF1 com dois sítios para BamHI, indicados em negrito, pode ser digerida e ligada a um plasmideo digerido com a mesma enzima:

5'TTTTGGATCCCCAAGACACAAAAGCATTTCGGGCATAGGATCCACTAGAAACT3'

3'AATTCCTAGGGGTTCTGTGTTTTCGTAAAGCCCGTATCCTAGGTGATCTTTGA5'



No exemplo acima, o fragmento digerido com BamHI está pronto para ser ligado a um vetor plasmidial também digerido com BamHI. O plasmídio resultante dessa ligação será utilizado para transformar bactérias competentes e dessa maneira será obtida a clonagem do fragmento SGF1 inicial.

Clonagem de DNA

Entende-se como clonagem de DNA, quando uma seqüência de DNA é ligada a um vetor de replicação autônoma gerando um vetor recombinante com capacidade transformante. O vetor recombinante deve ser transferido para todas as células originárias da célula inicialmente transformada, caracterizando a clonagem da molécula recombinante. 

A clonagem de segmentos de DNA pode ser feita com diferentes vetores. A escolha de qual é o vetor adequado para uma clonagem dependerá fundamentalmente do tamanho do fragmento a ser clonado. Os principais tipos de vetores são:

1) Plasmídios: Os plasmídios utilizados em clonagens são derivados de plasmídios encontrados na natureza, como o fator F bacteriano que permite o processo de conjugação. Os plasmídios de laboratório (engenheirados) possuem basicamente: uma origem de replicação (confere autonomia de replicação), um ou mais genes que confira resistência a antibióticos (para seleção de bactérias que forem transformadas pelo plasmídios), sítios de restrição adequados para a clonagem (agrupados em um curto segmento) dentro de um gene identificador de clonagem, normalmente, é o gene lacZ (codifica para (-galactosidase bacteriano). Na presença de um composto químico chamado X-gal, o produto gênico de lacZ produz uma cor azul na colônia de bactéria. Assim sempre que houver clonagem, a entrada de um segmento de DNA estranho ao gene lacZ interrompe sua transcrição, e as colônias bacterianas passam a ser brancas. 

Os plasmídios são vetores adequados para fragmentos de DNA de até 10.000 pares de bases (pb). Alguns plasmídios de laboratório podem ser utilizados em diferentes espécies como bactérias em leveduras. Dessa maneira, eles são construídos para poderem se multiplicar, com as marcas de seleção apropriadas para as duas espécies.
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2) Bacteriófagos: Os vetores de bacteriófagos utilizados em engenharia genética foram modificados dos bacteriófagos encontrados na natureza. O segmento de DNA do fago ( localizado na sua região central contém genes necessários para o ciclo lisogênico desse fago. Entretanto, não é de interesse no processo de clonagem, que o bacteriófago entre em lisogenia. Assim, nos vetores de fago ( a região central de seu DNA é removida.  Os vetores de bacteriófagos comportam a clonagem de fragmentos de DNA de 10.000 a 15.000 pb que representa a quantidade de DNA que cabe dentro do capsídeo desse fago (somado, logicamente, ao DNA do fago).  

3) Cosmídeos: Cosmídeos são moléculas de DNA recombinante totalmente feitas em laboratório. Os cosmídeos foram construídos a partir da clonagem da região "cos" do DNA de fago ( e de seqüências de DNA plasmidial. A seqüência de DNA plasmidial inclui resistência a antibiótico e a origem de replicação, que dá autonomia replicacional à molécula. A região "cos" do fago ( codifica para proteínas que empacotam o DNA viral dentro do capsídeo. Como no cosmídeo todo o resto do DNA viral foi removido, abre-se a possibilidade de que segmentos de DNA de até 50.000 pb sejam clonados. 

4) Cromossomos artificiais: Na levedura da cerveja, Saccharomyces cerevisiae, podem ser introduzidos cromossomos artificiais que podem carregar grandes segmentos de DNA. Os cromossomos artificiais de levedura são chamados de YAC, e carregam consigo uma origem de replicação, um centrômero de levedura, dois telômeros de levedura, um em cada ponta, um marcador selecionável e sítios para enzimas de restrição para clonagem. Em vetores YAC podem ser clonados segmentos de tamanho médio de 200.000 pb. Essa maior capacidade de clonagem faz com que os vetores YAC sejam muito utilizados em projetos de sequenciamento de genomas muito complexos, como o humano e de plantas. Cromossomos artificiais de bactérias (BAC) também já começaram a ser construídos. Por serem menos complexos e se replicarem em E. coli, os vetores BAC estão começando a substituir os YAC.
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Bibliotecas de DNA.


Um aspecto fundamental para a clonagem de um gene é tê-lo representado isoladamente dentro de uma biblioteca de DNA. 


Entende-se por biblioteca de DNA de um organismo o máximo possível de clones individuais obtidos em vetores recombinantes.

A biblioteca de DNA total de um organismo é construída da seguinte maneira: O DNA genômico do organismo é isolado e de alguma forma totalmente fragmentado, seja por tratamento parcial com enzimas de restrição, seja por choque físico, tipo nebulização. Os fragmentos de DNA com os tamanhos, que o pesquisador considerar adequado serão  ligados a vetores apropriados. Os vetores recombinantes, resultantes dessa ligação, serão utilizados na transformação de bactérias competentes. Com essa transformação pretende-se obter o maior número possível de bactérias transformadas, de maneira que todo o conjunto de clones de bactérias represente todo o genoma do organismo que se pretende estudar. Idealmente, cada colônia bacteriana teria um plasmídio recombinante diferente.
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Esquema de uma biblioteca de DNA. Cada colônia de bactéria possui um plasmídio recombinante com um segmento de DNA diferente (representado por cores diferentes). Todo o conjunto de colônias bacterianas será misturado para extração do DNA plasmidial da biblioteca

Em alguns casos é de interesse do pesquisador limitar o número de clones a serem estudados. Assim, ele poderá fazer bibliotecas de cada cromossomo isoladamente, como também poderá optar por clonar somente os genes que estão sendo transcritos de um determinado tecido de um organismo. Esse tipo de biblioteca, que representa somente os genes transcritos é chamada de biblioteca de cDNA (DNA complementar). 

Para a construção de bibliotecas de cDNA o pesquisador deve isolar todo o conjunto de RNA-m do tecido que ele estiver estudando. Em seguida num tubo de ensaio ele adiciona a esse conjunto de RNA-m a enzima transcriptase reversa, nucleotídeos, e outros substratos químicos que permitirão a síntese de cDNA a partir do RNA-m. 

Um aspecto fundamental após a construção da biblioteca é descobrir qual clone de bactéria contém o gene que o pesquisador gostaria de ter clonado. Esse processo de triagem pode ser potencializado caso haja algum tipo de seleção genética, isto é, o clone de interesse pode restaurar um fenótipo mutante e assim ser facilmente detectado. A tecnologia do DNA recombinante permitiu a constatação de que muitas vezes o gene de uma espécie pode ser funcional quando expresso em outras espécies, em alguns casos entre espécies muito distantes evolutivamente, como o homem e a levedura. 

Entretanto, o teste genético nem sempre é possível, pois nem todos os genes de uma espécie conseguem complementar defeitos genéticos de mutantes de genes homólogos presentes num organismo modelo (bactéria, levedura, Arabidopsis). Nesse caso opta-se pela utilização de sondas de hibridização. O conjunto de DNA de todas as colônias é transferido para um tipo de papel especial de nitrocelulose.  Em seguida, as moléculas de DNA são desnaturadas e colocadas em contato com a sonda de DNA para a seqüência alvo, também desnaturada. Nas colônias que houver hibridização, um sinal fluorescente ou radioativo emitido pela sonda será detectado num filme de raio-X e assim se identificará qual colônia de bactéria possui clonada em seu interior o gene que o pesquisador pretende estudar.
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Eletroforese - método de análise do DNA recombinante


A eletroforese de fragmentos de DNA em um gel de agarose é sem dúvida uma das mais rotineiras práticas de laboratórios que trabalham com DNA recombinante. A técnica baseia-se na carga negativa que toda molécula de DNA possui (devido ao grupo fosfato presente nos nucleotídeos). Ao gel de agarose é aplicada uma carga negativa na extremidade em que se encontra a amostra de DNA, e uma carga positiva é aplicada na extremidade oposta. Assim, o DNA será forçado a migrar para o polo positivo.

 Moléculas de DNA de menor tamanho passam mais rapidamente pelo gel de agarose, enquanto moléculas maiores migram mais lentamente. Dessa maneira, o DNA pode ser separado com relação ao seu tamanho em pares de base. Ao final da corrida, o gel é corado com brometo de etídio, uma droga de potencial cancerígeno que se intercala entre as bases de DNA, permitindo a visualização das moléculas quando o gel é exposto a luz ultravioleta.
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 Essa prática é muito útil quando se pretende isolar um fragmento específico de DNA resultante da digestão com enzimas de restrição. Também é empregada em análise de polimorfismos de sítios de restrição. Como indivíduos diferentes devem possuir alelos gênicos diferentes, eles também apresentam numa mesma região do DNA, sítios de enzimas de restrição em posições distintas. Esse polimorfismo detectado por enzimas de restrição chama-se RFLP ("restriction fragments long polimorphism") e é muito utilizado pelos pesquisadores interessados no mapeamento de populações naturais. 



Quando os fragmentos de DNA, separados durante a eletroforese, são transferidos para uma membrana de nitrocelulose, estudos de hibridização com sondas podem ser realizados. Esses estudos de hibridização são muito importantes quando a quantidade de bandas geradas é muito grande, impossibilitando a identificação individual de cada fragmento de DNA. Normalmente, a digestão do DNA genômico com uma enzima de restrição gera esse tipo de situação.

 A técnica de transferência de DNA do gel de agarose para nitrocelulose é chamada de "Southern blot". É possível, também, fazer eletroforese de RNA e sua transferência para nitrocelulose, tal técnica é chamada de "Northern blot". Finalmente, a transferência de proteínas, após separação eletroforética, para uma membrana de nitrocelulose é chamada de "Western blot".  

Inativação Gênica e a Genética Reversa


Fundamentalmente, a genética clássica visa a identificação dos genótipos de variantes fenotípicos. Assim, Mendel buscou explicação para a variação da cor das sementes da ervilha, Morgan a explicação para a cor do olho branco de Drosophila, Beadle e Tatum a explicação para os mutantes de Neurospora que precisavam de arginina, etc... 


O advento da tecnologia do DNA recombinante mudou a perspectiva de estudo da ação gênica. Conforme a manipulação do DNA se tornou mais compreensível os geneticistas passaram a praticar a chamada Genética Reversa. A genética reversa caracteriza-se pela busca da função de um gene a partir da sua inativação. Assim, conhecendo-se o genótipo, procura-se o fenótipo resultante da alteração desse genótipo, ou seja, o contrário do que se faz na chamada genética clássica.


A inativação de genes é chamada comumente de "nocaute" e consiste da construção de alelos nulos, isto é, o alelo gênico perde quase toda totalidade de sua seqüência, em seu lugar entre um gene novo, o chamado gene repórter. Para se fazer essas construções é necessário que se conheça a seqüência de bases e os sítios de enzimas de restrição presentes tanto no gene que se pretende nocautear como do gene repórter. 

O gene repórter será fundamental para a identificação das construções bem sucedidas, normalmente ele confere uma capacidade nutricional ou uma resistência a drogas ou antibióticos que não está presente na célula que irá ser transformada. 

Inativação do gene SGF1 de levedura.
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Quadro abaixo representa diferenças básicas entre genética clássica e a genética reversa

	Genética Clássica:
	Genética Reversa:

	Fenótipo Mutante


	Seqüência DNA

	Alelo Mutante


	Alelo Mutante

	Seqüência DNA
	Fenótipo mutante


Reação de Polimerase em Cadeia - PCR


PCR é outra técnica laboratorial muito utilizada em Biologia Molecular. A técnica de PCR foi desenvolvida no meio dos anos 80 e só foi possível de ser implementada, após o isolamento de uma DNA polimerase resistente a altas temperaturas e assim, pode-se repetir ciclicamente a passagem de uma amostra de DNA por três temperaturas básicas: 

1) ~90oC - Desnaturação do DNA

2) ~55oC - Anelamento de "primers" ao DNA molde

3)~72oC - Extensão da nova cadeia pela DNA polimerase.


O objetivo de um PCR é obter a amplificação de até 1.000.000.000 vezes um segmento de DNA de interesse, após 30 ciclos. Seu procedimento consiste basicamente na adição em tubo de ensaio plástico de nucleotídeos de DNA (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), polimerase de DNA resistente à altas temperaturas (Taq polimerase, isolada da bactéria Thermus aquaticus),  sais necessários para o funcionamento da polimerase, o DNA que pretende-se amplificar, e "primers" de DNA que indicarão para a polimerase a região a ser amplificada.

 O tubo plástico contendo essa mistura é colocado no ciclador que passará a alterar a temperatura de maneira coordenada por tantas vezes o pesquisador desejar. Primeiramente, o ciclador deverá ir a 90oC por 1 minuto, nessa temperatura o DNA dupla fita será desnaturado e se tornará simples fita. Em seguida, o ciclador abaixa rapidamente a temperatura da reação para 55oC , nessa temperatura será possível que os "primers" de DNA reconheçam sua seqüência complementar no DNA desnaturado, essa etapa é chamada de anelamento, e normalmente é programada por um minuto. A seguir, a máquina vai para 72oC, interrompendo o anelamento, mas dando oportunidade para a polimerase reconhecer os segmentos de dupla-fita formado entre os "primers" e o DNA desnaturado e estender a região, o tempo em que a máquina ficará a 72oC dependerá basicamente do tamanho de DNA que se pretende estender, 1000 pares de bases podem ser facilmente estendidos em até 2 minutos. Assim completa-se o primeiro ciclo da reação, que se repete por pelo menos mais 24 vezes, sendo que a cada ciclo dobra-se a quantidade de DNA que se deseja amplificar.

A técnica de PCR não se limita a amplificação de um DNA alvo. Ele pode ser utilizado também na criação de sítios para enzimas de restrição, sítios apropriados para a clonagem do gene em um vetor. Para isso basta que o "primer" confeccionado para a reação traga consigo o sítio de restrição. Pelo mesmo princípio, pode-se criar mutações sítio-dirigidas, isto é, a modificação específica de um par de bases que resultará numa alteração específica de aminoácido da proteína que se deseja estudar.

Por exemplo, considerando o início do seguinte gene proponha dois "primers" que amplifiquem esse segmento inteiro e também e que altere o terceiro aminoácido de uma fenilalanina em uma leucina. (códons TTA, TTG, CT_). As setas apontam o fragmento a ser amplificado:


 5'ATGCTTTTCA GAAACATAGA AGTGGGCAGG CAGGCAGCTA AGCTATTAAC GAGAACCTCG 

 3'TACGAAAAGT CTTTGTATCT TCACCCGTCC GTCCGTCGAT TCGATAATTG CTCTTGGAGC

     M  L  F   R  N  I   E  V  G  R   Q  A  A   K  L  L   T  R  T  S

  AGTCGTTTGG CCTGGCAAAG TATTGGGGCC TCAAGGAATA TTTCTACCAT CAGACAACAA

  TCAGCAAACC GGACCGTTTC ATAACCCCGG AGTTCCTTAT AAAGATGGTA GTCTGTTGTT

    S  R  L   A  W  Q   S  I  G  A   S  R  N   I  S  T   I  R  Q  Q

  ATCAGAAAGA CTCAACTATA TAATTTTAAG AAAACTGTGA GCATCCGTCC ATTTTCTCTC

  TAGTCTTTCT GAGTTGATAT ATTAAAATTC TTTTGACACT CGTAGGCAGG TAAAAGAGAG

    I  R  K   T  Q  L   Y  N  F  K   K  T  V   S  I  R   P  F  S  L


- primeiramente, deve-se observar o sentido das fitas de DNA: a fita codificante vai no sentido 5'- 3'. Um tamanho razoável de "primer" é de 18 nucleotídeos (Quanto maior o "primer", mais caro ele fica). Assim o par de "primers" abaixo pode ser utilizado para amplificação e criação da mutação sítio-dirigida pedida:

primer U - 5'ATGCTTTTAAGAAACATA3' (o nucleotídeo em negrito indica o que irá criar a mutação pedida)

primer D - 5'GAGAGAAAATGGACGGAT3'

Sequenciamento de DNA

A técnica de sequenciamento de DNA surgiu em 1976. Dois grupos diferentes propuseram duas maneiras diferentes de se sequenciar ácidos nucléicos. Maxam e Gilbert desenvolveram um método chamado de químico por apoiar-se nas características de quebras da molécula de DNA com diferentes agentes químicos. Sanger, entretanto, propôs um modelo que se tornou mais empregado por ser mais facilmente manuseável. 


 A estratégia de sequenciamento de Sanger baseia-se na incapacidade de se estabelecer uma ligação fosfodiester entre dois nucleotídeos na ausência da hidroxila  (OH) do carbono 3' da desoxirribose.
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Em ambas estratégias de alguma maneira há a marcação das extremidades das moléculas de DNA geradas, permitindo que após eletroforese, em géis de poliacrilamida, a separação dos diferentes tamanhos de fragmentos gerados permita a leitura da seqüência de bases.


Sanger propôs o sequenciamento de  DNA em quatro reações distintas, em todas há um "primer" que permita a extensão da molécula a ser lida pela DNA polimerase, a qual, obviamente, também é adicionada. Assim, na primeira reação encontram-se os nucleotídeos: dATP, dCTP, dGTP, dTTP e ddATP-radioativo, sempre que a reação de polimerização incorporar ddATP, ao invés de dATP, há a parada de polimerização. Num segundo tubo de ensaio adicionaria-se: dATP, dCTP, dGTP, dTTP e ddCTP-radioativo. No terceiro: dATP, dCTP, dGTP, dTTP e ddGTP-radioativo. No quarto: dATP, dCTP, dGTP, dTTP e ddTTP-radioativo.


Dessa maneira, no sequenciamento da molécula de DNA  3' ACACGGGTATTA 5' , espera-se a formação dos seguintes fragmentos nos respectivos tubos:

	Tubo1

ddATP
	Tubo 2

ddCTP
	Tubo 3

ddGTP
	Tubo 4

ddTTP

	5'TGTGCCCA*
	5'TGTGC*
	5'TG*
	5'T*

	5' TGTGCCCATA*
	5'TGTGCC*
	5'TGTG*
	5'TGT*

	5' TGTGCCCATAA*
	5'TGTGCCC*
	
	5'TGTGCCCAT*

	
	
	
	5'TGTGCCCATAAT*
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Atualmente, a técnica de Sanger serve de base para o sequenciamento automatizado de DNA. Ao invés de carregadas radioativamente as moléculas de DNA recém sintetizadas possuem na sua extremidade um marcador fluorescente que é diferente para cada um dos quatro ddNTPs. Assim, por exemplo, ddATP terá um marcador  verde, ddGTP amarelo, ddCTP azul, ddTTP vermelho. 

Como as moléculas têm cores distintas não é necessário realizar as reações em tubos diferentes. Num mesmo tubo, mistura-se todos os reagentes. Após a reação de polimerização eles são adicionados a um sequenciador automático. O sequenciador aplicará a amostra em um capilar, que permitirá que as moléculas menores migrem mais rapidamente que as maiores. Durante a migração das moléculas de DNA elas serão "lidas" por um feixe de laser que dirá para um computador acoplado ao sistema, qual a cor da molécula que acabou de passar (verde, amarela, azul ou vermelha). O computador estoca a leitura do laser e ao final fornece a seqüência de DNA lida.

 É comum encontrar leituras dúbias do feixe de laser, assim, para se ter certeza da seqüência de uma molécula pelo menos quatro sequenciamentos de boa qualidade (dois para cada fita) são necessários para se ter certeza de que não há erros de leitura.
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A leitura por laser da seqüência de bases de uma amostra de DNA é enviada para um computador que a transforma em um cromatograma. A qualidade desse cromatograma representa a qualidade da seqüência gerada.

Genômica

O termo genômica, provavelmente, foi criado em 1986 por Thomas Roderic para definir uma subdivisão da genética especializada no sequenciamento de genomas inteiros.

O primeiro genoma a ser totalmente seqüenciado foi do fago (X174 em 1976, o qual possui apenas 5.386pb. Genomas de bactérias só começaram a serem completamente seqüenciados em 1995. A primeira bactéria foi a Haemophillus influenza, Escherichia coli veio depois em 1997. Ao final de 1998, 18 genomas bacterianos já haviam sido completados, e nesse ano o Brasil iniciava o seu primeiro projeto, o sequenciamento da bactéria fitopatogênica Xylella fastidiosa, causadora da doença do amarelinho na laranja, o qual foi finalizado no ano de 2000. 

O projeto Xylella deu início a vários outros projetos de sequenciamento no país incluindo de organismos superiores de interesse agronômico, como a cana-de-açúcar, a laranja, o eucalipto e outros fitopatógenos como Xanthomonas citrus e Xanthomonas campestris. O efeito prático do sequenciamento genômico é conhecer todos os genes que a espécie possui. No caso de fitopatógenos o interesse é identificar os genes relacionados a fitopatogenecidade, isto é, os que promovem o crescimento do patógeno no interior da planta, como os que conferem capacidade de aderência às células do hospedeiro, ou os que atacam enzimaticamente substratos da planta. Conhecendo-se esses genes, pode-se formular maneiras de atacá-los, seja por via convencionais ou por engenharia genética. 

Os projetos que envolvem organismos superiores, no Brasil, não prioriza o sequenciamento de todo o genoma, mas de todos os genes. Isso é possível de ser feito partindo-se do sequenciamento de bibliotecas de cDNA desses organismos.

O processo de sequenciamento de um organismo envolve, basicamente, as seguintes etapas:

1) Construção de bibliotecas de DNA - Devem ser de DNA total, caso pretenda-se sequenciar todo o genoma. Se o interesse imediato é o sequenciamento somente dos genes expressos, a biblioteca pode ser de cDNA.

2) Sequenciamento propriamente dito - Corrida de amostras de DNA com di-desoxirribose com marcação fluorescente. Pode ser feita em máquinas de leitura a laser em géis de poliacrilamida, ou por capilaridade.

3) Controle de qualidade - Ferramentas de bioinformática devem analisar as seqüências geradas, verificar sua qualidade e aceitá-las ou não na montagem do genoma.

4) Anotação - Através de ferramentas de bioinformática deve-se identificar os genes, ou as chamadas seqüências abertas de leitura (genes em potencial), através de comparação de homologia com bancos de dados internacionais.

Dentre as quatro etapas listadas acima, a que se mostrou mais limitante para o crescimento da genômica foi a segunda. O sequenciamento propriamente dito era uma tarefa muito trabalhosa, desde a preparação das reações de sequenciamento em quatro tubos diferentes para cada amostra, até a sua leitura, que era feita manualmente. A automatização do sequenciamento permitiu o grande salto no número de seqüências que um laboratório pode produzir. O sequenciamento de um gene de 3000 pares de bases pode levar meses para ser seqüenciado manualmente. Pelo sequenciamento automatizado, pode-se ter o resultado de sua seqüência em um dia. 

Dependendo do tamanho do genoma a ser sequenciado, estratégias diferentes de clonagem podem ser empregadas. Para genomas relativamente pequenos, como de bactérias, a prática mais comum é o sequenciamento aleatório de clones recombinantes de uma biblioteca de DNA total. Para genomas maiores, usa-se mais freqüentemente o sequenciamento de clones ordenados no qual grandes segmentos genômicos são inicialmente clonados em vetores tipo YAC ou BAC , e o conteúdo clonado nesses vetores é utilizado para construção de sub-bibliotecas genômicas.

Bioinformática e Genômica Funcional

O grande volume de informações geradas pelo sequenciamento exigiu, também, o desenvolvimento de uma nova ciência: a Bioinformática. Biólogos Moleculares com profundo conhecimento de programação de computadores, ou Programadores com conhecimento de biologia molecular, passaram a criar ferramentas de análise que permitem a rápida triagem, montagem das seqüências geradas e comparação com bancos de dados. 

É função do bioinformata comparar a seqüência recém obtida com as seqüências disponíveis nos bancos de dados genômicos presentes no mundo para a compreensão da função de cada um dos genes que faz parte desse genoma (Existem atualmente três bancos genômicos: Nos EUA, na Alemanha e no Japão). Essa comparação de seqüência permitirá que seja inferida a função de muitos dos genes recém sequenciados, bem como análise comparativa de funcionalidade. Por exemplo, o Treponema pallidum (bactéria causadora da sífilis) possui em comparação de homologia de seqüência com E. coli menos genes envolvidos em biossíntese de metabólitos e no transporte de proteínas, mas possui os mesmos genes relacionados ao reparo de DNA.

Genes que codificam proteínas responsáveis pela manutenção da célula, como histonas, proteínas  do citoesqueleto, enzimas da via glicolítica, etc... são muito conservadas entre espécies muito distantes evolutivamente.

Entretanto, não é incomum encontrar genes que não possuam homólogos em outras espécies, ou cuja função continua desconhecida em todas espécies em que ele já foi identificado. Por exemplo, quando o genoma de E. coli foi completado cerca de 38% dos genes identificados tinham função desconhecida. 

Quando não há homologia entre um gene recém seqüenciado e nenhum outro presente nos bancos de dados de genomas, o passo é a inativação desse gene, praticando a genética reversa, como discutido anteriormente. A prática de genética reversa é normalmente empregada em organismos modelos cuja manipulação gênica já esteja mais desenvolvida. Caso um pesquisador queira estudar um gene X presente no algodão cuja função seja desconhecida, a primeira coisa que ele deve fazer é verificar se alguma outra espécie possui um gene homólogo a X. Quanto mais simples o organismo, mais fácil a manipulação genética, por isso ele procurará primeiramente homólogos a X entre procariontes, em seguida entre eucariotos unicelulares como as leveduras, depois em vermes (C. elegans). Caso não haja homólogos a X nesses organismos menos complexos, o pesquisador deverá procurar homólogos em alguma espécie de planta. A planta preferida para estudos genético-funcionais é a Arabidopsis thaliana e muito provavelmente será com essa espécie que esse pesquisador deverá iniciar seus estudos da função de X. 

Durante os últimos dez anos Arabidopsis thaliana tornou-se, no mundo inteiro, o modelo genético para estudos funcionais em plantas. Embora seja uma espécie não comercial da família das mostardas, ela foi escolhida pelos cientistas como modelo por ter um genoma relativamente pequeno, além de ser facilmente cultivada e ter baixo custo manutenção. Análises comparativas demonstraram que ela também responde a estresse e doenças da mesma maneira que outras plantas de interesse comercial.

Outro exemplo prático da importância da análise comparativa de genomas feito por Graham Moore ao comparar mapas genéticos de várias gramíneas. Moore observou que grandes segmentos cromossômicos de diferentes gramíneas como arroz, cana-de-açúcar, milho, trigo, aveia, possuíam uma grande homologia entre si. Considerando-se as regiões que são conservadas em um conjunto de espécies e ausentes num outro conjunto pode-se testar a produção de variedades mais produtivas ou resistentes a pragas, por exemplo.

Distribuição do número de proteínas, em porcentagem, por tarefa celular em Arabidopsis
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Distribuição genes  por tarefa celular em Escherichia coli:
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Transcrição e metabolismo de RNA


Micro-chips de DNA

Com todo os genes de um genoma disponíveis, tornou-se corriqueira a análise expressão desses genes sob diferentes condições. A informação resultante desse tipo de análise dá pistas sobre a função dos genes estudados, bem como quando e em que condições eles estão sendo expressos. 

A análise expressão genômica utiliza os chamados micro-chips de DNA. Os micro-chips de DNA são fabricados por máquinas robóticas com múltiplas pontas de impressão, que liberam gotículas de solução de DNA em posições específicas numa placa de vidro, que é do tamanho de lamínula de microscópio.  A disposição de cada molécula de DNA no chip deve ser relacionada com um gene específico. Por técnicas de hibridização, cDNA preparado de RNA-m extraído de um determinado tecido apontará no micro-chip quais genes estão ativos e quais estão inativos nesse tecido.  

Proteômica

O estudo da interação, localização, estrutura e atividade do conjunto de proteínas de um organismo definem a Proteômica. 


O salto tecnológico dado na genômica com os seqüenciadores automáticos e os micro-chips de DNA, permitiu o início dos estudos proteômicos. Pois, a partir do momento que se conhece os genes, o fenótipo resultante de um alelo recessivo, o controle de sua expressão; ainda é muito importante saber:

1-  Em que compartimento celular seu produto gênico atua (ou seja, a proteína que ele codifica),

2 - Com quais proteínas ele interage

3 - Quais funções bioquímicas específicas ele coordena.


Para a localização intra-celular de uma proteína, o método mais empregado atualmente é o da proteína de fluorescência verde, ou GFP ("green fluorescent protein"). Por esse método, uma pequena seqüência de DNA que codifica para uma peptídeo fluorescente é ligado a uma das extremidades de um gene alvo. O gene alvo codificará, portanto, uma proteína recombinante, ou proteína de fusão. A maior parte dela continuará a codificar a sua seqüência nativa, mas uma pequena porção terá atividade fluorescente e assim a proteína poderá ser detectada no interior da célula. 
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Para os ensaios de interação entre proteínas, os métodos mais utilizados incluem o sistema de duplo-híbrido de levedura e o método de co-purificação por afinidade. Ambos métodos constroem mapas de interação. No sistema de duplo-híbrido, quando há interação entre duas proteínas alguns genes reporteres são ligados, o que, por exemplo, pode acarretar na mudança de coloração da colônia de levedura, ou numa capacidade nutricional nova. 


Como as proteínas interagem entre si, como elas modulam as suas atividades , como os complexos protéicos se interligam e como eles atuam na coordenação do metabolismo celular são questões que estão começando a serem respondidas. Hoje em dia, alguns mapas de integração proteícas começaram a ser construídos em organismos modelos, assim como os mapas genéticos começaram a ser construídos no início do século passado.  

Roteiro de Estudo:

1 - Qual a importância das enzimas de restrição para a tecnologia do DNA recombinante?

2 - O que é clonagem de DNA?

3 - Quais são os vetores mais comumente utilizados na construção de DNA recombinante, qual a diferença no emprego dentre eles?

4 - Qual a diferença entre biblioteca genômica total e biblioteca de cDNA? Como você construiria cada uma delas?

5- O que são genes homólogos? 

6 -  O que é nocaute gênico? Para que essas construções são úteis? Quais as diferenças entre a Genética Clássica e a Genética Reversa? Qual a importância do gene repórter na inativação gênica? 

7 - No que se baseia a técnica de sequenciamento com nucleotídeos di-desoxi? Como ela é feita manualmente? Como foi modificada pelos sequenciadores automáticos?

8 - Qual a importância em se conhecer o genoma de um organismo? 

9 - Defina Genômica Funcional e Proteômica.

10 - Descreva a técnica de PCR - reagentes, temperaturas utilizadas, ciclos, resultado final. Como é possível criar mutações sítio-dirigidas utilizando-se de PCR?

11 - Como a eletroforese em gel de agarose separa fragmentos de DNA? O que é RFLP? Como é chamada a transferência de fragmentos de DNA do gel para uma membrana de nitrocelulose?

5'GATCCCCAAGACACAAAAGCATTTCGGGCATAG    3'


3'    GGGTTCTGTGTTTTCGTAAAGCCCGTATCCTAG5' 
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BamHI





vetor plasmidial





plasmídio aberto com extremidades coesivas para o fragmento de DNA isolado





O gene SGF1 é clonado em um plasmídio, seu interior  SGF1 é removido por digestão com enzimas de restrição (HindIII e PstI) 





O gene HIS3 foi cortado com as mesmas enzimas de restrição e pode se ligar ao plasmídio que contém seqüências que flanqueavam o gene SGF1. HIS3 servirá como o gene repórter da inativação de SGF1.





Através da digestão com EcoRI o fragmento contendo HIS3 ladeado por seqüências de SGF1 é liberado e utilizado para transformar leveduras que necessitam de suplemento de histidina para crescer.





Seleciona-se as leveduras transformadas pela capacidade de crescer sem suplemento de histidina. O gene sgf1 foi inativado e será estudado em seguida que função celular ficou afetada pela inativação desse gene. 





Estrutura típica de um plasmídio bacteriano utilizado em engenharia genética: Origem de replicação (ori) dá autonomia ao plasmídio, gene de resistência a ampicilina (amp): possibilidade de seleção, gene lacZ (identificação plasmídios recombinantes), região para clonagem (PL).  








O gene SFG1 inserido na região PL interrompe o gene lacZ destruindo-o. 


É feita a transformação bacteriana, e duas populações de células são previstas: as que possuem o plasmídio original, e as com o plasmídio recombinante.





Após o plaqueamento das bactérias no meio de cultura sólido, as colônias resistentes a ampicilina serão selecionadas. As que tiverem cor azul, possuem plasmídios com o gene lacZ intacto. As que tiverem cor branca, possuem o gene SFG1 inserido no interior de lacZ.





Esquema de uma autoradiografia que representa o sequenciamento esperado pela tabela acima.





Leitura da seqüência de ddNTPs fluorescentes feitos por um feixe de laser permite o rápido sequenciamento de pelo menos 300 pares de base por amostra. Normalmente, os sequenciadores capilares aceitam 96 amostras por corrida.





poços do gel para 


aplicação da amostra


de DNA





tampão


eletrofore





Resultado da digestão com EcoRI de uma molécula de DNA circular





GFP





gene alvo





Análise de restrição de um fragmento linear de DNA.


Após digestão com as enzimas 1, 2 separadamente, e  1 e 2 em conjunto, fez-se a separação dos fragmentos gerados em um gel de agarose. 


Cada enzima gerou um padrão de bandas específico, e as duas combinadas permitiu a definição do local que se encontram cada sítio (desenho abaixo).








Caso um fragmento de DNA homólogo a esse de um outro indivíduo fosse dirigido com as mesmas enzimas, o padrão de bandeamento deve ser diferente.


 


Diferenças no padrão de bandeamento por enzimas de restrição em regiões definidas do DNA genômico, caracterizam os estudos de RFLP.
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