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A COLEÇÃO PARADIDÁTICOS UNESP




A Coleção Paradidáticos foi delineada pela Editora UNESP com o objetivo de tornar acessíveis a um amplo público obras sobre ciência e cultura, produzidas por destacados pesquisadores do meio acadêmico brasileiro.


Os autores da Coleção aceitaram o desafio de tratar de conceitos e questões de grande complexidade presentes no debate científico e cultural de nosso tempo, valendo-se de abordagens rigorosas dos temas focalizados e, ao mesmo tempo, sempre buscando uma linguagem objetiva e despretensiosa.


Na parte final de cada volume, o leitor tem à sua disposição um Glossário, um conjunto de Sugestões de leitura e algumas Questões para reflexão e debate.


O Glossário não ambiciona a exaustividade nem pretende substituir o caminho pessoal que todo leitor arguto e criativo percorre, ao dirigir-se a dicionários, enciclopédias, sites da internet e tantas outras fontes, no intuito de expandir os sentidos da leitura que se propõe. O tópico, na realidade, procura explicitar com maior detalhe aqueles conceitos, acepções e dados contextuais valorizados pelos próprios autores de cada obra.




As Sugestões de leitura apresentam-se como um complemento das notas bibliográficas disseminadas ao longo do texto, correspondendo a um convite, por parte dos autores, para que o leitor aprofunde cada vez mais seus conhecimentos sobre os temas tratados, segundo uma perspectiva seletiva do que há de mais relevante sobre um dado assunto.


As Questões para reflexão e debate pretendem provocar intelectualmente o leitor e auxiliá-lo no processo de avaliação da leitura realizada, na sistematização das informações absorvidas e na ampliação de seus horizontes. Isso, tanto para o contexto de leitura individual quanto para as situações de socialização da leitura, como aquelas realizadas no ambiente escolar.


A Coleção pretende, assim, criar condições propícias para a iniciação dos leitores em temas científicos e culturais significativos e para que tenham acesso irrestrito a conhecimentos socialmente relevantes e pertinentes, capazes de motivar as novas gerações para a pesquisa.
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PREFÁCIO




Os temas ligados à Biologia Celular e à Genética fazem parte do nosso cotidiano, sendo comum encontrar, em diferentes veículos de informação, discussões de cientistas, técnicos e políticos sobre diversos assuntos dessa área. Os assuntos mais polêmicos são, certamente, a aceitação ou não dos transgênicos, os efeitos da clonagem de animais e de humanos e o uso de células-tronco embrionárias. Mas eles também englobam os novos métodos de produção e administração de vacinas, fármacos e hormônios, os processos de paternidade e o sequenciamento dos genomas e suas aplicações. O Projeto Genoma Humano vem sendo debatido desde junho de 2000, quando os principais jornais do mundo lançaram a notícia da quase finalização de seu sequenciamento, e atingiu seu ápice em abril de 2003, quando foi comemorado o cinquentenário da descoberta do DNA por Watson e Crick. Essa foi considerada a maior aventura científica de todos os tempos, uma vez que vislumbra a possibilidade de tratamento e cura de inúmeras doenças de caráter genético, bem como muitas especulações de como burlar o envelhecimento e estender ainda mais a expectativa de vida.


No entanto, temos inúmeras informações incompletas e de difícil linguagem, que têm gerado na população sentimentos confusos de medo, rejeição, impotência, felicidade e esperança. Este livro paradidático não busca responder a todas as perguntas que pairam sobre os avanços da Biologia Celular e da Genética Molecular. Seu objetivo é explorar, em uma linguagem um pouco mais simplificada, alguns temas recentes e polêmicos sobre a manipulação das células e do material genético usadas para o desenvolvimento da humanidade. Além disso, a obra busca esclarecer de que maneira os especialistas conseguem manipular o DNA e como essas tecnologias podem trazer avanços ou prejuízos às pessoas e ao meio ambiente.




1 Organização do DNA nos genomas




Introdução




O genoma de um organismo, seja este unicelular ou pluricelular, engloba toda informação geneticamente herdável que está guardada no DNA e que é responsável pela formação de um organismo completo. Por exemplo, herdamos dos nossos pais 23 cromossomos maternos e 23 paternos, sendo que cada cromossomo é constituído por uma longa molécula de DNA. O genoma de cada espécie reúne o conjunto de genes responsáveis pela determinação de como o organismo será. Por exemplo, em um peixe, ele determinará a forma do corpo e a produção de nadadeiras, guelras, boca, olhos etc. A forma mais convencional do genoma definir como será o organismo é pela expressão desses genes, que são utilizados para a fabricação de moléculas de RNA que, por sua vez, são responsáveis por dirigir a produção de polipeptídeos no citoplasma da células. Esses polipeptídeos formarão as proteínas estruturais e funcionais. Tais proteínas são importantes no desenvolvimento dos organismos, funcionando como enzimas, fibras, hormônios etc. Após a divulgação de que nosso genoma é formado por mais de 3 bilhões de pares de bases e de que, ao invés de 100 mil genes diferentes possuímos apenas de 20 a 25 mil, veio a certeza de que a maior parte do genoma dos organismos eucarióticos não é composta por genes convencionais. Isto é, a maior parte do DNA não é transcrita em RNA e, portanto, não leva à produção de cadeias polipeptídicas ou de proteínas.


Mas o que seria então esse DNA não gênico? Para responder a essa pergunta, serão abordados neste capítulo vários aspectos da constituição dos genomas procarióticos e eucarióticos. A ideia desse tema é oferecer uma visão geral da organização genômica, da diversidade genética e de suas potencialidades, bem como da maneira como as sequências de DNA podem ser modificadas e reparadas perante os inúmeros eventos naturais e não naturais aos quais as células podem ser expostas ao longo da sua existência.




Complexidade e evolução dos genomas




A vida parece ter surgido na Terra por volta de quatro bilhões de anos atrás. Durante a maior parte desse período, nosso planeta foi colonizado apenas por organismos unicelulares e, por mais que pareça estranho, a maioria dos organismos ainda hoje existente é unicelular. O processo evolutivo gerou a diversificação estrutural e funcional dos microrganismos, sendo que alguns se tornaram mais elaborados e complexos, principalmente no que diz respeito aos mecanismos de conservação do DNA como molécula mantenedora das informações genéticas necessárias para a sua sobrevivência e reprodução. Nesse sentido, células procariontes ancestrais com pouco DNA deram origem a células ou organismos com um nível maior de complexidade do material genético, no qual o DNA passou a ser compartimentalizado em uma estrutura conhecida como núcleo celular. Alguns cientistas acreditam que a origem dos organismos eucariontes ocorreu justamente pela interação simbiótica entre diferentes procariontes. Ou seja, um microrganismo, ao englobar e abrigar outra célula dentro de si, acabou formando diferentes estruturas, como as mitocôndrias, os cloroplastos etc., dando origem assim aos eucariontes. No caso das mitocôndrias, as evidências para essa hipótese são a sequência do DNA circular, o tamanho dos RNAs e a organização da membrana interna, que são mais semelhantes aos de alguns grupos de bactérias. O mesmo pode ser dito dos cloroplastos, cuja sequência de DNA é mais semelhante ao do material genético das cianobactérias, antigamente conhecidas como algas azuis.


A formação de um núcleo envolto por membrana parece ter permitido a geração de novas e mais complexas combinações de DNA. Desse modo, essa estrutura passou a restringir e a assegurar registro e cópia fiéis da informação genética, enquanto o citoplasma, no qual estão todas as organelas, passou a ser o compartimento de execução das funções celulares relacionadas ao metabolismo. A maior parte dos processos nucleares de replicação do DNA e transcrição para RNAs ficou a critério do núcleo (com exceção do DNA presente nas mitocôndrias e cloroplastos), enquanto a tradução dos RNAs em polipeptídeos e proteínas ficou restrita ao citoplasma. Esse ambiente proporcionou ainda ao DNA um maior controle, ou talvez descontrole, dos processos de amplificação de si mesmo. Isso pode ter auxiliado no aumento considerável e, consequentemente, na diferença de conteúdo de DNA normalmente observado entre procariontes, com pouco DNA, e qualquer eucarionte, com muito DNA.


Mas o que é amplificação do DNA? Esse é um processo de geração de uma ou mais cópias de trechos do material genético, que ocorre inúmeras vezes em diferentes momentos e células. Assim, ao longo da evolução de uma espécie podem acontecer ciclos de amplificação em apenas um ou poucos segmentos de DNA. Isso pode gerar cópias extras de um gene ou de outros segmentos, os quais podem se modificar e assumir novas funções, enquanto os originais permaneceriam com a mesma função. Tal amplificação poderia culminar também na reorganização genômica do DNA nos cromossomos, e destes nos núcleos. Esses eventos, ao longo do tempo, podem iniciar um processo de origem de novas espécies.


É possível separar os organismos que conhecemos hoje em dois grandes grupos de acordo com a organização genômica. O primeiro seria o do genoma procariótico, encontrado, de modo geral, nas bactérias, e o segundo seria o do genoma eucariótico, encontrado nos demais organismos. Vamos começar a analisar o genoma dos procariotos, pelo fato deste ser bem menor e mais simples que o dos eucariotos. O genoma procariótico é formado por um cromossomo, composto por uma molécula circular de DNA. Esse cromossomo é extremamente pequeno – com cerca de 6 × 105 pares de bases (pb) a 9,2 × 106 pb – quando comparado aos eucariontes. Contudo, possui DNA suficiente para codificar todas as proteínas necessárias a seu desenvolvimento. Esses genomas possuem ainda uma pequena porcentagem de DNAs que não codificam proteínas, os quais são chamados de Sequências Nucleotídicas Curtas e Repetidas.


Além do cromossomo circular único, a maioria das bactérias possui uma ou mais unidades genéticas móveis, que podem ser divididas em três categorias, de acordo com o mecanismo de movimentação. São elas: transposons, fagos e plasmídeos. Dependendo da categoria, esses segmentos móveis podem se deslocar de um genoma para outro, de uma bactéria para outra, entre diferentes espécies de bactérias e, até mesmo, de uma bactéria para células eucarióticas, sejam elas animais ou vegetais. Quando ativos, esses DNAs podem levar a um aumento na quantidade total de DNA da célula receptora e, consequentemente, na variabilidade genética. A primeira categoria, a dos transposons, engloba elementos genéticos compostos por genes que os habilitam a se mover dentro do genoma. Esses elementos genéticos podem se desligar ou sair de uma posição do genoma e se inserir em outra. Para isso, eles produzem uma enzima, a transposase, capaz de promover a inserção do próprio elemento, ou de uma de suas cópias, em uma nova região do cromossomo, desde que no novo local ocorra um corte na fita de DNA para que o elemento transponível seja inserido e religado na nova posição. Assim, quando esses elementos são inseridos, podem modificar a forma como os genes adjacentes serão expressos, gerar novas combinações gênicas e modificar de modo favorável ou não os genomas das bactérias portadoras. Esses elementos podem ainda aumentar consideravelmente a plasticidade de respostas dos genomas perante as pressões do meio em que estejam vivendo. Um bom exemplo é a influência de alguns elementos transponíveis sobre a variabilidade que algumas espécies de insetos têm na resistência à inseticidas.


A segunda categoria, a dos fagos, também chamados de vírus de bactérias ou bacteriófagos, pode ter como material genético DNA ou RNA. Os fagos possuem forma extracelular capaz de se inserir nos genomas dos procariontes a partir de infecção viral. Como em um vírus, o material genético fica protegido da ação degradante de muitos compostos do meio extracelular graças a uma capa proteica, conhecida como capsídeo. Na infecção, esses elementos ligam-se à superfície externa da bactéria e inserem o genoma viral por meio da membrana plasmática do hospedeiro. Uma vez dentro da bactéria, os genes do fago forçam o genoma desse microrganismo a expressar suas informações, usando para isso toda a maquinaria enzimática do procarionte hospedeiro. Desse modo, os fagos obrigam as células hospedeiras, ou infectadas, a fabricar componentes que se agruparão para formar novos fagos. Alguns fagos têm a capacidade de atuar como vetores na transferência de pequenos segmentos de DNA genômico de uma bactéria para outra. Nesse fenômeno, que recebe o nome de transdução, o fago leva, além de seus genes, um ou mais segmentos de DNA do genoma da bactéria hospedeira para a próxima célula hospedeira. Do mesmo modo, o fago pode causar novas combinações gênicas em uma outra bactéria e, consequentemente, aumentar a variabilidade genética e a plasticidade de respostas dessas bactérias em face das diferentes condições do meio.


A terceira categoria, a dos plasmídeos, engloba moléculas de DNA circulares, extragenômicos, de replicação autônoma e independente do cromossomo bacteriano. Esses elementos genéticos podem existir em uma ou mais cópias por célula. Além disso, diferentes tipos de plasmídeos podem ocorrer em uma mesma célula. Com relação aos aspectos funcionais, os plasmídeos podem conferir vantagem adaptativa às bactérias, como o poder de infecção no caso de patogenias, além de resistência a antibióticos e a possibilidade de defesa contra outras bactérias. Os plasmídeos são elementos de extrema importância para a biotecnologia, uma vez que possuem genes que controlam a capacidade da própria transferência de uma célula bacteriana a outra, em um processo conhecido como conjugação. Esse mecanismo, que envolve um tipo de integração do DNA plasmidial ao DNA de uma célula-alvo, tem sido muito explorado nas atividades de engenharia genética, que serão tratadas nos próximos capítulos.


Diferentemente do genoma procariótico, o DNA eucariótico está organizado em unidades conhecidas como cromossomos, os quais contêm segmentos de cópias únicas (genes) e diferentes famílias de DNAs repetitivos (a maioria não gênicas). Vale a pena relembrar que o número de cromossomos pode variar de 2n = 2, como no verme de cavalo Parascaris univalens, até números bem mais elevados, como no homem (2n = 46) ou no girassol selvagem Helianthus pauciflorus, com 2n = 102. É importante ressaltar também que o número de cromossomos pode ser constante ou variar entre espécies próximas e, em poucos casos, o mesmo pode acontecer para populações de uma mesma espécie.


Mas qual é a importância dos cromossomos? Em primeiro lugar, é nessas estruturas que os segmentos gênicos e não gênicos encontram-se alocados. Em segundo lugar, espécies que se reproduzem sexuadamente necessitam de um nível de organização elevado, para que os cromossomos homólogos possam se reconhecer na meiose, trocar segmentos no processo de permuta genética e gerar gametas viáveis. Além de uma distribuição correta dos cromossomos nos gametas, este processo garante combinar nos filhos as características presentes nos pais, o que permite a geração de tantos tipos diferentes de indivíduos dentro de uma mesma espécie. Partindo do pressuposto que nos cromossomos estão alocados os diversos tipos ou famílias de DNA, podemos retornar à explicação de como estes se organizam.


Os DNAs de cópia única correspondem àqueles segmentos gênicos que codificam a produção de quase todas as proteínas estruturais e funcionais necessárias para o metabolismo e o desenvolvimento dos organismos. Os DNAs repetitivos, ou seja, aqueles cuja sequência de seus nucleotídeos se repetem, podem ou não conter. Como exemplos de famílias gênicas, citamos os genes das globinas, como alfa e beta-hemoglobina das hemácias, e a mioglobina dos músculos. Essas famílias gênicas com caráter repetitivo provavelmente foram selecionadas ao longo da evolução biológica em decorrência das vantagens conferidas aos portadores de genes duplicados. Por exemplo, quando duplicamos um gene, uma das cópias pode acumular mutações ao longo do tempo. Por puro acaso, isso pode resultar em modificações no funcionamento desses genes, permitindo que eles adquiram novas funções dentro da célula. Enquanto isso, a cópia original continua a desempenhar a sua função antiga. Isso foi o que provavelmente aconteceu com a família das globinas citadas anteriormente. Ou então, essas cópias extras podem ser mantidas inalteradas pelo fato destas permitirem a produção de uma quantidade elevada de produtos muito requeridos no metabolismo celular. Neste caso, as cópias extras tornam seus portadores biologicamente mais eficientes para determinadas características. O exemplo mais clássico disso é o dos genes que codificam as ribonucleoproteínas formadoras dos ribossomos. Cada célula necessita de inúmeros ribossomos para fazer a tradução do RNA mensageiro em polipeptídeos e, por consequência, em proteínas. Vale a pena lembrar que sem os ribossomos no citoplasma não há proteínas, e sem proteínas não há atividade celular. Todos os ribossomos presentes no citoplasma são teoricamente iguais e produzidos a partir de um pequeno grupo de genes que são repetidos centenas de vezes no núcleo das células, ocupando regiões de um ou mais pares de cromossomos homólogos. Esses segmentos são chamados de DNAr (de ribossômico), e quando transcritos formam os RNAr, que, aliados a proteínas específicas, formam os ribossomos.


Existem outros grupos ou famílias de DNA pobres em genes codificadores de RNA mensageiros e que se repetem milhares de vezes nos mais diferentes genomas eucarióticos. Um exemplo disso é a família das sequências Alu, que apresenta cerca de trezentos pares de bases de comprimento e está representada no genoma humano em uma quantidade estimada de um milhão de cópias. Diferentes famílias de DNA que se repetem, como a das sequências Alu, embora não codifiquem polipeptídeos e proteínas, podem ser responsáveis pela imensa variação no conteúdo de DNA genômico. Sabemos hoje que o conteúdo de DNA varia muito quando comparamos diferentes organismos, independentemente de serem animais ou vegetais. Um bom exemplo dessa imensa variação é a diferença observada entre o conteúdo de DNA genômico de Arabidopsis thaliana, o vegetal superior com um dos menores genomas conhecidos até o momento – cerca de 0,2 picogramas, onde 1 pg = 10–12g – e o genoma de Pinus, com cerca de 30 picogramas (conteúdo de DNA cerca de 150 vezes maior).




Conteúdo de DNa nos genomas




Em termos práticos, para que serve tanto DNA no genoma dos eucariotos? Estima-se que sejam necessários cerca de 25 mil genes para as espécies vegetais nascerem, desenvolverem-se e alcançar a fase reprodutiva. Se pensarmos em pares de bases do DNA, se cada um desses genes tivesse um comprimento médio de 2.400 pares de bases, o que daria origem a peptídeos com cerca de 800 aminoácidos, seriam necessários aproximadamente 6 x 107 pares de bases em Arabidopsis thaliana, um valor bem maior do que os citados anteriormente para os procariontes. No entanto, A. thaliana possui aproximadamente 1,5 x 108 pb, mais que o dobro do valor estimado necessário para comportar os genes funcionais. Nesse contexto, podemos supor que as espécies de Pinus precisariam dos mesmos 6 x 107 pb para se desenvolverem em uma planta adulta. No entanto, elas possuem muito mais DNA que o necessário. Partindo do pressuposto de que o conteúdo do DNA nuclear pode variar muito entre espécies distintas, independentemente das famílias ou grupos taxonômicos a que pertençam, e que a quantidade de DNA por genoma haploide é muito maior do que a quantidade mínima necessária para a produção de todas as proteínas utilizadas durante toda a vida, surge uma dúvida: que função restaria a este DNA repetitivo?
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