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RESUMO — Breve registro sobre a clonagem molecular de genes,

utilizando um modelo experimental trabalhado durante o mestrado de
uma das autoras. Repercussao da clonagem de mamiferos, utilizando
como modelo de analise a recente producdo da ovelha “Dolly”.

ABSTRACT —A brief register about molecular cloning of genes making
use of an experimental model developed during the auhor’'s master
course. Spread of mamals cloning taking as model for analysis the
recent production of Dolly.

Hoje, Visconde, a novidade vai ser esta pulga. Vamos fazer nela um
enxerto de tire6ide de formiga e pituitaria de grilo. Ha de dar qualquer
coisa interessante, disse Emilia.

Monteiro Lobato, A Reforma da Natureza.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o desenvolvimento da Biologia Molecular e
das demais areas afins, uma imensa variedade de avancgos tecnolégicos foi
conquistada, gracas a atividade de pesquisa de diversos grupos em todo o
mundo. Os avangos se deram principalmente, no sentido de se isolar, alterar
e reintroduzir, em laboratdrio, o material genético, para depois ser reintroduzido
em microrganismos, sendo a esséncia dessa tecnologia a possibilidade de
gerar espécies melhoradas ou novas (LEWIN, 1994).

Os trabalhos pioneiros de BERG e cols. (revisto em 1981) e de COHEN
e cols. (1973) marcaram o advento da Tecnologia do DNA Recombinante
(TDR), ou Engenharia Genética . E, desde entédo, a Biologia Molecular vem
desenvolvendo nos meios académicos e tecnoldgicos atuais o que se poderia
chamar de uma verdadeira revolugao.

Assim foi possivel a realizagdo da clonagem, ou seja, a produgao de
células ou de moléculas de DNA idénticas, in vitro ,a partir de um Unico
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ancestral. Os clones seriam, entdo, as copias deste modelo. O cientista tem
a sua disposigao técnicas que lhe permitem um certo “poder criador”, uma
vez que eles podem criar, por métodos artificiais, organismos ndo encontra-
dos na natureza (ASTOLFI FILHO e cols., 1985).

Essas técnicas ja sdo usadas ha algum tempo. Durante os anos 70,
quatro sistemas de recombinagdo em microrganismos ja eram conhecidos e
estavam estabelecidos, (sendo os dois primeiros naturais):

1 - aconjugacao, ou troca de informagao genética, que ocorre em bac-
térias, envolvendo a troca do plasmidio sexual F entre as células;

2 - os elementos de insercéo e transposons, que sdo segmentos de
DNA capazes de mudar de posi¢éo de uma regido do genoma para
depois se inserirem em outra;

3 - fuséo de protoplastos, remocéo da parede celular, e promogéo da
fusdo com outra célula, ou da mesma linhagem ou até de espécies
diferentes, obtendo-se um hibridoma, uma célula hibrida;

4 - tecnologiado DNA recombinante, permite arecombinacéo genética
entre espécies distintas, via manipulagdo do DNA (ASTOLFIFILHO
e cols., 1985).

Eucariotos modificados geneticamente pela TDR sdo chamados “transgénicos”;
e “recombinantes”, em caso de microrganismos. Esses sdo caracterizados
pela aquisigdo de novas caracteristicas pela adigdo de genes exégenos em
seu genoma. Se as novas caracteristicas genéticas se tornarem estaveis,
elas passam a fazer parte de seus patriménios genéticos, sendo transmitidas
aos seus descendentes, o que naturalmente ndo aconteceria.

Aplicado a pratica, o éxito no transplante do DNA em bactérias, por
exemplo, podera fornecer, em menos de 24 horas, cerca de um bilhdo de
descendentes da célula transformada, com genétipo idéntico a essa. Ou seja,
aclonagem geraindividuos geneticamente iguais, reduzindo a variabilidade
genética.

Gragas a essa prodigiosa capacidade de duplicagéo, é possivel, atual-
mente, a partirde 7,5 quilogramas de bactérias produzir os mesmos 5mg do
hormonio somatostatina obtidos a partir de 500 000 cérebros de carneiros
(NOTHENBERG,1988). Tradicionalmente, a produgéo de alguns peptidios
utilizados pela Medicina estava condicionada a purificagéo, a partir de tecidos
animais ou humanos, para o que, além de serem requeridas altas quantidades
de matéria-prima, acarretava o risco de contaminagéo viral cruzada, por
exemplo. Preparagdes industriais do hormonio de crescimento humano iso-
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lado, a partir de hipofises humanas foram suspeitas de estarem contaminadas
com o agente causador do mal de Creutzfeldt-Jakob, doenga que debilita o
sistema nervoso, hoje associada @ mesma origem do devastador “mal da
vaca louca” (JOSEPHSON E BISHOP, 1988; BARBONI, 1990).

Investido do “poder criador” através da manipulagédo génica, nédo se
trata de o cientista estar “brincando de Deus”, como sugeriu a jornalista June
Goodfield, em seu livro homonimo publicado no Brasil em 1981. Mas, acima
de tudo, os propésitos basicos da Engenharia Genética estdo voltados para
amelhoria das condigdes de vida no planeta, seguindo critérios cientificos e
éticos, passando pela supervisdo e regulamentagao dos Governos e comités
cientificos.

E possivel certificar-se dessas intengdes através das tecnologias introduzidas
na industria de producéo de farmacos, vacinas e enzimas; na obtengao de
plantas resistentes a herbicidas e a pragas; no melhor aproveitamento dos
recursos naturais ndo-renovaveis, como minérios; ou mesmo, na pesquisa
académica basica, a qual prové a pesquisa aplicada de subsidios operacionais,
em areas que sdo fundamentalmente science intensive.

Eventos dessa natureza ja sao realidade no Brasil. Milho transgénico
cultivado pela Sociedade Agricola Germinal, em S&o Paulo, tem seu material
genético hibrido com o de uma bactéria, que garante resisténcia a broca do
colmo. Ainda em 1997, a EMBRAPA-CENARGEN darainicio a produgao de
clones animais a partir de embrides. O 6rgdo americano de controle de
qualidade de alimentos (Food and Drug Administration), recentemente, libe-
rou a comercializagdo de alguns legumes transgénicos (tomates e cenouras)
que apresentam novos sabores, cores e de lento amadurecimento apds co-
Iheita. Assim, a Biologia Molecular e a Engenharia Genética aparecem no
cenario tecnoldgico mundial num papel inovador, abrindo novas perspectivas
emtodas as areas de interesse econdmico, alimentar, satde, entre outras.

Essas aplicagdes praticas do uso de células e de processos biolégicos
em larga escala constituem a chamada Biotecnologia e tém sido amplamente
divulgadas pela midia, com enorme repercussdo. Sem duvida, trata-se de
algo surpreendente, desde que, pela primeira vez na Histdria, existe a mani-
pulagdo consciente dos processos biolégicos para aplicagdo em diversos
ramos da atividade humana . No entanto, pelo grande valor econémico das
descobertas e conseqliente patenteamento dos produtos e dos processos,
bem como o impacto social causado (como a recente divulgagdo nos meios
de comunicagéo da obtencgao de ratos bioluminescentes, pela adigdo em seu
genoma de genes que produzem proteinas bioluminescentes, encontradas em
seres abissais, por exemplo), o desenvolvimento cientifico é prejudicado. As
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descobertas que tém gerado esperangas na solugao de diversos problemas
geram também o “fabuloso”, a novidade. Ou seja, sdo distorgdes que levam
auma avaliacdo incorreta da sociedade sobre o verdadeiro significado dos
experimentos com clonagem e suas conseqiiéncias (MARQUES, 1996).

MODELOS EXPERIMENTAIS ANALISADOS

EXPERIMENTO |

Héa varios métodos para produgao in vitro de clones ou células gene-
ticamente iguais. Entre eles estéo os experimentos realizados pelo Dr. IAN
WILMUT e cols. (1997), do Instituto Roslim e da empresa PPL Therapeutics,
de Edimburgo, na Escécia, que ficaram conhecidos mundialmente pelo que
amidia chamou de “clonagem de Dolly”, foram divulgados no inicio deste ano,
pela revista Nature. No artigo, além da énfase na producéo da ovelha, sem
manipulagéo do material genético, foi ressaltado, pela primeira vez na litera-
tura cientifica, a possibilidade da aplicagdo da abordagem que eles desenvol-
veram para a clonagem de humanos.

Atécnica consistiu noisolamento de 6vulos de um ovelha adulta (daraga
cara preta escocesa) com a retirada de seu nucleo, e unido a ndcleos de
células de glandulas mamarias de ovelhas de |a clara, considerada “mée-
-gémea”. Os “preparados celulares” foram transferidos para condigdes en-
saio, onde é permitida a reconstru¢éo de uma nova célula. As células con-
sideradas aptas a formar um novo embrido foram transferidas para uma
ovelha-mée e entdo o embrido se desenvolve. Para a geracdo de “Dolly”
foram utilizadas, entéo, trés ovelhas: a receptora do embrido, a doadora da
célulasemnulcleo e adoadora do nucleo, sendo que apenas a primeiranao
influenciou nas caracteristicas do animal.

O experimento e seu produto final langam novas luzes sobre o estudo
da diferenciagéo celular, a reprodugdo de animais transgénicos e o estudo
de moléstias degenerativas. Atreladas a essas, diversas justificativas cien-
tificas surgiram para execugdo de novos experimentos utilizando outras
espécies animais. Entre elas, como fonte de avancgos para a area médica,
por exemplo, o preparo de células imunocompativeis para o transplante ou
como opgao de terfilhos para casais estéreis. Na agropecuaria é onde reside
seu maior potencial de aplicagdo. Animais portadores de qualidades comer-
cialmente desejaveis poderao ser copiados, multiplicando assim a qualidade
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dos rebanhos. No entanto, um rebanho geneticamente idéntico corre o risco
de ser dizimado completamente, caso haja uma epidemia a que 0s animais
sejam suscetiveis. A clonagem se contrap6e a variabilidade genética que
naturalmente ocorre nas populagdes a qual evita que todos os individuos
sejam exterminados numa epidemia.

Além desses aspectos abordados, surgiram também as questdes de
ordem ético-sociais. Pessoas que desejam garantir a produgéo de filhos com
as mesmas caracteristicas genéticas que as suas ainda ndo encontramres-
paldo cientifico para concretizagdo de seus desejos. Paratanto, pela primeira
vez na histéria da ciéncia, diversos grupos de pesquisadores criaram, via
Internet, com divulgagéo na midia, os servigos Clonaid e Insuraclone, o0s
quais, a custos que variam entre US$ 50 mil e US$ 200 mil, garantem produzir
clones humanos, sem deixar claro qual a metodologia que utilizam para
viabiliza-los.

Entretanto, o Dr. lan Wilmut, o criador da metodologia que propiciou a
concepgéao de “Dolly”, acredita ndo ser possivel que o protocolo seja aplicavel
a células humanas com 0 mesmo sucesso.

Além disso, “Dolly” ndo é um clone conforme definigdo apresentada
anteriormente, pois ndo é geneticamente idéntica ao seu ancestral, a ovelha
doadora do nucleo (ovelha de | clara) devido a existéncia de outro DNA —
o DNA mitocondrial — que estava presente na célula receptora (ovécito
anucleado, proveniente de ovelha daraga cara preta escocesa). Em huma-
nos, por exemplo, a mitocdndria possui DNA de fita dupla com 37 genes, 0s
quais codificam proteinas da cadeia respiratdria e alguns RNAs. Algumas
sérias doengas genéticas humanas séo atribuidas amutagdes do DNA mitocondrial,
como a neuropatia dptica hereditaria de Leber, que causa a perda da visao
bilateral; e a epilepsia mioclonica ou doenga da fibra vermelha estragada, que
é caracterizada por um espasmo muscular intenso (LEHNINGER e cols.,
1995). Isso remete a reflexdo da influéncia dos genes mitocondriais na
formacgado doindividuo, ainda que essa contribuigédo seja pequena.

Outro aspecto ressaltado é que a heranga humana néo é so bioldgica.
O ambiente familiar, cultural e social tém influéncias diferentes sobre as pes-
soas naaquisigdo da personalidade. Ou seja, o desenvolvimento é imprevisivel.
N&o ha determinismo genético, pois os fatores ambientais séo também controladores
da manifestagdo de genes. Estudo de clones em ambientes diferentes pode-
rdo responder a algumas perguntas sobre interagao de fatores genéticos e
ambientais na determinagao de certas caracteristicas.
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EXPERIMENTO 1II

Existem, por outro lado, formas de se obter organismos geneticamente
manipulados através de métodos de producdo de DNAs quiméricos in vitro,
pela via de ligagéo de fragmentos obtidos pela clivagem com enzimas de
restricdo e ligagdo dos mesmos com a enzima T4 DNA ligase (COHEN e
cols., 1973). Séo as técnicas propostas pela Engenharia Genética, que se
apresenta como “arma poderosa” para o melhoramento genético. De posse
dessas técnicas, foi possivel romper as barreiras entre as espécies, poden-
do-se reunir num sé organismo as qualidades de seres diferentes, como as
bactérias e o homem (SCHENBERG-FRASCINO, 1985). Exemplificando, em
1977, quando ITAKURA e cols. (1977) conseguiu a produgéo do interferon
humano em Escherichia coli,e em 1980, MULLIGAN e BERG referem-se ao
éxito obtido na expressdo de genes bacterianos em células de mamiferos.

Esses métodos sdo muito aplicados em células procariéticas, especi-
almente E. colie bactérias do género Bacillus; assim como leveduras; fungos
e células vegetais. Produzida a molécula nova in vitro, esta devera ser
introduzida numa célula hospedeira para ser propagada. Esse processo re-
cebe o nome de transformagao genética, que teve como marco histérico a
comprovagao de que a transformagdo de Pneumococus era mediada pelo
DNA (AVERY e cols., 1944).

As técnicas de transformagao variam de acordo com a célula hospedei-
ra. Os protocolos modernizam-se a cada dia, objetivando melhorar a eficién-
cia de transformagao, ou seja, um maior numero de transformantes por massa
de DNA exo6geno utilizada.

Diversos trabalhos de pesquisa tém sido realizados em todo meio
académico e tecnoldgico mundial, valendo-se dessas técnicas de manipula-
¢aoin vitro do DNA oferecidas pela TDR, visando obter microrganismos com
potencial hidrolitico industrialmente desejéveis. Dentro dessalinha, alguns
grupos brasileiros se destacam, como, os Laboratdrios de Biologia Molecular
e Enzimologia da Universidade de Brasilia.

O resultado de um experimento realizado por n6s (BARBONI, 1990),
para a produgéo de microrganismos recombinantes, é apresentado na fig. 1.
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Fig.1- Eletroforese em Gel de agarose 0,8% dos plasmidios recombinantes
construidos e digeridos com: EcoRI (liberando fragmento de 2,4Kb)
1 - pABC1
2 - pAA11
3 - pKA11
4 - pTA11
EcoRI / Hindlll (liberando o fragmento de 1,9Kb)
6 - pAA8S
7 - pKA8S8
8 - pTA88
9 - pASA28
No "slot" 5, DNA do fago _ digerido com EcoRI / Hindlll. O plasmidio repre-
sentado no "slot" 8 nao foi utilizado nos experimentos deste trabalho.
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Varios experimentos foram realizados objetivando a expressao do gene
de alfa-amilase de Bacillus subtilis em Escherichia coli, (um organismo que
naturalmente ndo produz essa enzima) sob controle de diferentes promotores
em diferentes linhagens.

Oresultado apresentado mostra que os plasmidios recombinantes apre-
sentam o perfil de restrigdo esperados. Ou seja, os plasmidios portadores do
fragmento de 2,4 Kb (AMY) digeridos com EcoRI liberaram o fragmento
(pogos de 1 a4). Jaos plasmidios portadores da inser¢do de 1,9 Kb (AMY*)
digeridos com EcoRI / Hindlll estdo nos pogos 6 a 8.

Os clones de E. coli transformados com plasmidios recombinantes
mostraram-se estaveis produtores de alfa-amilase. Assim, a bactéria que
antes ndo possuia a caracteristica producéo de alfa-amilase passou a té-la,
através da insergdo de um gene exdgeno em seu genoma.

NOTASFINAIS

Algumas notas sobre experimentos envolvendo clonagem foram vistas
acima, enfocando seus multiplos aspectos e consequéncias, sem querer
esgotar o assunto ou abrir polémicas. Seria absurdo supormos que o que
expomos seja completamente satisfatorio e nada tenha deixado por explicar,
diante de um tema tdo complexo.

Vistas as duas possibilidades aqui expostas — clonagem a partir de
células e clonagem molecular de genes — levaram o mesmo grupo que
produziu a “clonagem da ovelha Dolly”, a produzirem uma outra ovelha (desta
vez, chamada Polly)a qual possui genes humanos. Com divulgagao apenas
namidia, a ovelha foi obtida por engenharia genética em células fetais, utili-
zando genes humanos. Polly é, portanto, um animal transgénico.

Segundo os pesquisadores envolvidos nesse experimento, o objetivo
principal é tentar obter, em escala comercial, produtos terapéuticos, como
proteinas humanas do leite e do sangue. E ai reside a grande diferenca e
novidade em relagao a clonagem da ovelha Dolly.

Ha, no Brasil, legislagdo que regulamenta a atividade de grupos de
pesquisa e de projetos que envolvam Engenharia Genética e projetos biotecnoldgicos.
Trata-sedalein.8974,de 5 dejaneiro de 1995, que regulamenta os incisos
Ile V do paragrafo 1¢do artigo 225 da Constituigdo Federal. Nesse documento,
sdo estabelecidas normas para o uso das técnicas de Engenharia Genética
e liberagdo no meio ambiente de organismos geneticamente modificados,

* Leia-se AMY estrela.
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visando proteger a vida dos seres vivos, bem como o meio ambiente. A partir
desse documento, foi criada a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga
— CNTBio —érgéo fiscalizador, vinculado ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia,
pelo decreton. 1752/95. (VALLE, 1996).

As técnicas de clonagem que permitiram ao homem intervengdo no
processo de reprodugao das espécies, desde microrganismos até a espécie
humana, levam a uma grande perspectiva no campo da pesquisa e da ma-
nipulagao genética e do estudo de caracteristicas adquiridas pela adi¢ao de
genes ao genoma inicial e sua capacidade de transmiti-las.

A clonagem de células animais aponta o caminho para a terapia génica
humana. Esse campo visa tratar apenas doengas genéticas severas. Mas, a
medida que se avanga, avanca também o potencial de alterar caracteristicas
fisicas. Dai, o envolvimento da sociedade no debate dessas questdes.

O potencial uso datecnologia de manipulagdo do DNA e conseqiiente
producdo de clones parece aparente para o beneficio da humanidade e do
meio ambiente, em meio a tanta controvérsia. E consenso, porém, que os
caminhos devem ser norteados pelos principios éticos e cientificos, ainda que
seja dificil de se definir pelo nosso limitado entendimento do metabolismo
celular e daecologia, a que conseqiéncias chegaremos com nossa interven-
¢do nos segredos da vida (MARQUES, 1996; LEHNINGER e cols., 1995;
BARBONI, 1990).
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