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RESUMO

A área de endocrinologia genética e oncológica tem sido alvo de
enorme avanço nos anos recentes. A descoberta de genes respon-
sáveis por neoplasias hereditárias nas últimas décadas representou uma
fonte importante de informações concernentes à avaliação de risco,
prevenção e aconselhamento genético. Neste particular, a caracteri-
zação do gene responsável pela neoplasia endócrina múltipla tipo 2
(MEN 2) representou a “pedra angular” para o desenvolvimento do
campo de oncogenética clínica. Portanto, estima-se que o estudo
genético e funcional das neoplasias hereditárias será igualmente capaz
de liderar o avanço para um melhor manuseio clínico e terapêutico
destas doenças. Um dos grandes desafios do futuro reside em se enten-
der o intrincado mecanismo de interação entre genes e proteínas no
controle do desenvolvimento e regulação dos diferentes sistemas
biológicos. Uma das conseqüências mais antecipadas deste avanço é
a sua aplicação para o tratamento específico e “individualizado” de
todas as doenças humanas. Esta breve revisão tratará de aspectos
gerais que envolvem o processo de identificação de novos genes e sua
associação com condições clínicas específicas. As técnicas clássicas de
clonagem serão apresentadas ao lado de estratégias modernas de
identificação e análise de genes. O papel da bioinformática no Projeto
Genoma Humano e o imenso potencial que esta informação traz para
acelerar o processo de caracterização de novos grupos de genes serão
brevemente discutidos. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:341-350)

Descritores: Oncogenética clínica; Neoplasias hereditárias; Neoplasia
endócrina múltipla tipo 2; Bioinformática; Projeto Genoma Humano

ABSTRACT

Discovering Genes in the XXI Century: Focus in the Onco-Endocrinology
Field.
The field of endocrine and cancer genetics has grown remarkably in the
past few years. The discovery of genes responsible for inherited forms of
cancer has already given us powerful tools for cancer risk assessment,
pre-morbid prediction and genetic counseling. The discovery of the sus-
ceptibility gene for multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) was fun-
damental in developing the field of clinical cancer genetics. It is hoped
that further genetic and functional studies of hereditary cancers, includ-
ing inherited endocrine neoplasia syndromes, will also lead the way to
improved clinical management ability in prevention and treatment
areas alike. One of the greatest challenges that lie ahead is to under-
stand the intricate mechanism of gene-protein interactions that control
development and regulation of multiple biological systems. One of the
most anticipated consequences of this progress is that it will bring further
insight and tools that will also enable full translation into therapeutic
options that can be tailored to patients according to their most specific
“molecular requirements”. This brief review covers general aspects of the
gene discovery process and further association with specific disease
phenotypes. Traditional cloning techniques will be listed side by side with
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modern strategies for gene discovery and analysis.
The role of bioinformatics in the progress of the
Human Genome Project and the enormous potential
that derives from this information towards the identifi-
cation of novel genes will be addressed. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2002;46/4: 341-350)

Keywords: Clinical cancer genetics; Inherited neo-
plasias; Multiple endocrine neoplasia type 2; Bioinfor-
matics; Human Genome Project

TÉCNICAS DE CLONAGEM GÊNICA: 
UMA VISÃO GLOBAL

ACOMPLETA COMPREENSÃO da base molecular de
doenças humanas, que compreende a identifi-

cação dos genes primariamente envolvidos, além de sua
caracterização funcional, é um dos grandes objetivos da
medicina molecular. O progresso acentuado dos últi-
mos anos, largamente relacionado à identificação de
genes, já transformou de maneira permanente a nossa
percepção da fisiologia e a patologia de diversas
condições clínicas. Este conhecimento tem se traduzido
até o momento essencialmente em um melhor arsenal
diagnóstico, uma capacidade mais acurada de mensu-
ração de riscos associados a doença e também de segui-
mento pós-tratamento. Certamente, os próximos anos
trarão uma aplicação altamente antecipada: a incorpo-
ração destas noções para o desenvolvimento de novas
drogas, seguida de seu emprego na prática médica.

Alguns dos métodos utilizados para a clonagem
e identificação de novos genes possuem um espectro
amplo de aplicações, embora as estratégias usadas para
este fim possam ser, ocasionalmente, específicas a
depender de particularidades da patologia em estudo.
Algumas técnicas, por exemplo, são empregadas com
extremo sucesso em patologias de natureza hereditária,
enquanto outras se restringem ao uso em condições

esporádicas. Como se tornará mais claro nas subse-
qüentes partes desta revisão, o termo “clonagem”
muitas vezes será substituído pela expressão “identifi-
cação” de novos genes. Este último termo reflete de
forma mais acurada o processo de caracterização de
uma nova “estrutura codificadora de proteína” já que,
cada vez mais freqüentemente, tal processo prescinde
do evento experimental envolvendo clonagem na sua
forma literal. O s bancos de dados correntes possuem
um grande número de genes tecnicamente listados
como unidades gênicas e, portanto, considerados para
alguns efeitos “clonados”, porém sem qualquer carac-
terização de associação funcional. Para efeito desta
revisão, estes genes ainda estão por ser “identificados”.

Clonagem posicional
O conceito básico de clonagem posicional compre-
ende a identificação inicial da localização cromossômi-
ca, onde se suspeita residir o gene associado a um dado
fenótipo (1,2). Os passos subseqüentes envolvem a
redução da área crítica ao menor tamanho possível e
por fim a identificação do gene-alvo e mutações cau-
sadoras da doença.

Os genes responsáveis por um significante
grupo de neoplasias endócrinas hereditárias ou esporá-
dicas foram estabelecidos através do uso de clonagem
posicional. Entre estes se encontram o gene RET
responsável por MEN 2A, 2B e carcinoma medular de
tiróide familiar (3); o gene MEN1(menin) na sín-
drome de MEN 1 (4); o gene VHL na síndrome de
von Hippel-Lindau (5), o gene PTEN na síndrome de
Cowden e hamartomatoses relacionadas (6), o gene
PRKARIA em um dos subtipos de síndrome de Car-
ney (7), entre outros. Uma vez que a “área candidata”
a conter o gene é identificada, as técnicas que podem
ser usadas para clonar o gene de doenças familiares e
esporádicas são virtualmente as mesmas (tabela 1). As
estratégias diferem essencialmente na forma como a

Gene Doenças Técnica de clonagem
RET MEN 2 Clonagem Posicional,

Teste de genes candidatos

MEN1 MEN 1 Clonagem Posicional, Rastreamento de bibliotecas de cDNA,

Teste de genes candidatos

PTEN Cowden syndrome/ Clonagem Posicional, Rastreamento de bibliotecas de cDNA,

Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndrome Teste de genes candidatos

VHL von Hippel-Lindau disease Clonagem Posicional, Rastreamento de bibliotecas de cDNA,

Teste de genes candidatos

PRKARIA Carney Complex syndrome Clonagem Posicional,

Teste de genes candidatos

Tabela 1. Estratégias utilizadas para identificação dos genes responsáveis por algumas patologias hereditárias com com-
ponente endócrino após o mapeamento do gene candidato por análise de ligação.
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área candidata é identificada. Em doenças familiares, a
análise de ligação genética (linkage analysis) representa
a maneira clássica para tal caracterização (8-10). Esta
estratégia é discutida abaixo. Este método, no entanto,
não pode ser utilizado para a identificação de genes
responsáveis por patologias esporádicas. Nestas, em
particular em neoplasias esporádicas, a utilização de
áreas consistentes de deleção ou anormalidades cro-
mossômicas mais grosseiras em geral são o passo inicial
em direção à identificação do gene-alvo (1). Um as-
pecto interessante a se registrar é a possibilidade, uma
vez que uma região candidata é identificada pela aná-
lise de ligação de famílias, da aplicação destes dados
como base para a caracterização de genes responsáveis
por doenças esporádicas. Por exemplo, a caracterização
do receptor tirosina quinase RET como o gene cau-
sador de MEN 2A levou a sua identificação como
responsável pelo desenvolvimento de cerca de um terço
de carcinomas medulares de tiróide esporádicos (11).

Análise de ligação genética
O estudo de famílias com susceptibilidade para o de-
senvolvimento de neoplasias representa um recurso
poderoso para o progresso do conhecimento on-
cológico. Na atual era da medicina molecular, a iden-
tificação de uma mutação constitutiva traz consigo
dois importantes aspectos de imediato impacto: a) esta
informação se traduz na habilidade de se oferecer
triagem genética para membros não afetados e sob
risco na família; b) torna-se possível estimar o risco de
desenvolvimento de tumores. Faz-se necessário, por
conseguinte, a implementação de um serviço bem
estruturado de aconselhamento genético para apoio a
tal sistema de rastreamento.

O estudo de ligação genética é uma estratégia
criticamente importante para a identificação de genes
responsáveis por patologias hereditárias, que tem sido
empregada há décadas com sucesso na caracterização
de uma variedade imensa de patologias. Seu uso foi in-
troduzido quando se verificou que variações do DNA
humano poderiam ser empregadas como marcadores
genéticos em estudos de associações (12). Como re-
sultado dos processos de recombinação durante a
divisão celular meiótica, marcadores localizados próxi-
mos ao gene da doença revelam uma forte associação
com o padrão de distribuição da doença em famílias. O
pressuposto básico da análise é que quanto menor a
distância entre 2 loci no mesmo cromossomo, maior a
chance de que estes alelos estejam “ligados” genetica-
mente; em outras palavras, que estes alelos são herda-
dos em conjunto em mais de 50% das vezes (50% re-
presentaria a probabilidade ao acaso de associação de

dois loci) (13). Uma análise estatística é então aplica-
da a estes achados para interpretar os resultados
(14,15). O objetivo desta análise é estabelecer se dois
loci (o locus contendo um marcador e um segundo
contendo o gene responsável pela doença) segregam
independentemente ou não durante a meiose. Quando
os dados sugerem a presença de ligação, verifica-se
então que certos alelos segregam exclusivamente com
indivíduos afetados. A caracterização de eventos re-
combinantes específicos dentro da área considerada
“ligada” ou associada ao fenótipo em questão per-
mitem a identificação da mínima área cromossômica
que abriga o gene responsável pela doença. Esta dis-
tância, na prática, pode ser reduzida a alguns milhares
de kilobases. A maior aplicação da técnica de ligação é
em doenças mendelianas. Tipicamente, de acordo com
os critérios de Morton (12), a determinação estrin-
gente e inquestionável de ligação requer que seja
atingido um lod score (logaritmo da probabilidade de
associação) superior a 3, ou seja, uma chance menor
que 0,001 de que a associação encontrada seja de
natureza randômica. No outro extremo, a exclusão de
ligação é dada pelo achado de lod score inferior a -2.
Este último aspecto é altamente relevante, uma vez
que no estudo de doenças raras nem sempre é possível
atingir um número suficiente de casos para alcançar o
limiar de lod score desejado. Nestas circunstâncias, a
exclusão de certas áreas do genoma em combinação
com áreas “sugestivas” de ligação permite a criação de
um mapa de ligação acurado.

Embora a identificação da área de associação,
também conhecida como mapeamento, apenas ofereça
uma referência para a localização do gene que causa
susceptibilidade à doença, a sua aplicação pode ser
imediata. Mesmo antes que o gene candidato seja
identificado, a informação gerada pelo mapeamento já
pode ser utilizada para o desenvolvimento de testes de
rastreamento baseados na segregação de certos alelos
dentro de um grupo familiar onde a doença em ques-
tão é transmitida hereditariamente. Por muitos anos,
esta estratégia foi utilizada em pacientes com MEN 1
(16), até que o gene causador da doença foi identifi-
cado em 1997 (4).

Como mencionado acima, os genes respon-
sáveis por diversas síndromes hereditárias endócrinas
foram identificados após o seu mapeamento com estu-
dos de ligação (tabela 1). Ao contrário do cenário
favorável com múltiplos exemplos de sucesso do
emprego desta estratégia para o mapeamento de
novos genes, estudos de ligação são limitados na sua
capacidade de direcionar a identificação de genes cau-
sadores de doenças multigênicas. Estas doenças
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comuns, como hipertensão arterial essencial, diabetes
mellitus, artrite, osteoporose, continuam representan-
do um desafio para estudos baseados em análise de
grupos familiares (17-19).

Defeitos cromossômicos como base 
da caracterização de doenças esporádicas
Um importante objetivo na descoberta de novos genes
é a identificação de uma região cromossômica associada
com um fenótipo específico. Tais anormalidades são em
geral pequenas, e com freqüência representam apenas
eventos secundários e não defeitos primários respon-
sáveis, no caso de neoplasias, pelo crescimento ou pro-
gressão tumoral. A análise de perda de heterozigose
(loss of heterozygosity or LOH, descrita abaixo) represen-
ta uma das estratégias mais largamente empregadas para
a identificação de áreas candidatas (20,21). Certas anor-
malidades cromossômicas, ao contrário, podem ser mais
aparentes, envolvendo de-feitos estruturais, como
translocações, inversões, deleções, amplificações, ou
numéricas (perdas ou ganhos de cromossomos inteiros
ou regiões cromossômicas). Estas anormalidades são
em geral detectadas com o uso de técnicas clássicas de
citogenética ou metodologia derivada, como FISH
(hibridização in situ por fluorescência), SKY (carioti-
pagem espectral), CGH (hibridização genômica com-
parativa). Estas técnicas são coletivamente conhecidas
como citogenética molecular (22-24). Posteriormente,
iremos discutir a versão moderna de uma destas técni-
cas, que recentemente introduzimos na análise de
feocromocitomas, denominada array CGH.

Perda de heterozigose (LOH)
Por muitas décadas é conhecido o fato de que dois
alelos anormais são necessários para que uma doença
recessiva se manifeste. As primeiras observações foram
feitas em estudos de pacientes com retinoblastoma
por Knudson (25). De acordo com este modelo, duas
mutações seriam necessárias para transformar uma
célula normal em neoplásica. Em tumores familiares,
uma das mutações seria herdada e, portanto, estaria
presente nas células germinativas, enquanto que a
segunda mutação seria adquirida apenas pelo tecido
afetado (mutação somática). No caso de tumores
esporádicos, as duas mutações aconteceriam no tecido
somático como eventos independentes. Este modelo
se tornou conhecido como teoria de Knudson ou teo-
ria dos dois eventos e, desde a sua descrição inicial, foi
amplamente confirmado em modelos de neoplasias
causadas por genes supressores de tumor, o conceito
derivado desta teoria (26-28). Como o primeiro even-
to é herdado por todas as células no modelo familiar,

isto permite que portadores da mutação sejam ras-
treados com qualquer tipo de célula: na prática, DNA
obtido de leucócitos periféricos é a forma mais
comum para representação da célula constitutiva.
Uma extensão desta estratégia permite a caracteriza-
ção do papel de genes supressores também em tu-
mores esporádicos (29-33). Como brevemente men-
cionado acima, polimorfismos presentes no genoma
podem ser utilizados como marcadores de hetero-
zigose e identificação de dois alelos em DNA normal.
O estudo comparativo destes marcadores em amostras
tumorais permite identificar áreas de deleção pela
perda de um dos alelos, ou perda do estado de hete-
rozigose, LOH (34-36).

Com a identificação de milhares de marcadores
polimórficos ao longo do genoma, o mapeamento de
áreas de deleção tem se tornado progressivamente mais
acurado, o que tem facilitado grandemente a identifi-
cação de novos genes supressores de tumor. Uma limi-
tação da análise de LOH é a qualidade da amostra tu-
moral. Células tumorais geralmente são permeadas por
células normais adjacentes ou circundadas por vasos
que irrigam o tecido neoplásico. O nível de contami-
nação com estas células normais pode ocasionar resul-
tados imprecisos e equívocos na definição de áreas
deletadas, já que estas podem ser “mascaradas” pela
presença de células normais. Uma das maneiras de
contrapor esta limitação é a microdissecção a laser de
regiões histológicas do tumor. Assim, células identifi-
cadas como tumorais podem ser identificadas com
uma precisão de um mínimo de 6 células dependendo
da acurácia do equipamento de microdissecção, e
removidas para isolamento de DNA (37).

Hibridação Genômica Comparativa (CGH)
Variações do número de cópias de genes podem ocor-
rer em um espectro variado de doenças, em especial
neoplasias, e são indicativas de alterações em onco-
genes e genes supressores de tumor. Assim, a detecção
e mapeamento de alterações do número de cópias de
certas regiões do genoma oferecem uma importante
contribuição para a associação entre defeitos molecu-
lares e o fenótipo estudado.

CGH tem sido largamente empregada no ras-
treamento ao longo do genoma de defeitos cro-
mossômicos que podem representar a evidência inicial
para a identificação de genes associados a doenças neo-
plásicas (38). Neste método, cromossomos em metá-
fase são competitivamente hibridados com duas
amostras de DNA genômico marcadas diferencial-
mente: uma amostra a ser testada e um controle nor-
mal de referência. Em geral, utilizam-se marcadores
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fluorescentes, como Cy3 e Cy5, para estas reações
(38). A análise revela a localização cromossômica de
ganhos ou perdas medidas pelo tipo de fluorescência
detectado. Assim, áreas de ganho de material cro-
mossômico na amostra teste são reveladas por um pre-
domínio do marcador fluorescente desta amostra.
Regiões de perda, ao contrário, denotam um pre-
domínio da fluorescência da amostra normal. Áreas
inalteradas apresentam uma sobreposição da fluo-
rescência dos dois marcadores (38). Esta técnica tem
sido capaz de revelar alterações cromossômicas não
identificadas por análise citogenética tradicional (39).

Contudo, o limite de resolução de CGH ainda
é baixo, da ordem de 20Mb, em geral, o que restringe
a caracterização de defeitos mais sutis. Para resolver
esta limitação, foi desenvolvida uma variante técnica de
CGH, na qual as amostras teste e controle são hibri-
dadas a uma matriz contendo segmentos de DNA cor-
respondente as diferentes localizações cromossômicas,
ao invés das metáfases usadas no método original (39).
Esta variante, também conhecida como array CGH, é
composta de vetores de alta capacidade denominados
BACs, que contêm segmentos de cerca de 200kb (ou
0,2Mb) de DNA. Cerca de 30.000 BACs mapeados e
representativos do genoma são imobilizados em placa
ou lâmina e são usados como a fase sólida para hibri-
dização. O uso destes vetores permite um aumento
instantâneo do limite de resolução da técnica de cerca
de 10 vezes. Para a detecção de ainda menores altera-
ções cromossômicas, estamos no momento refinando
versões específicas de array CGH para atingir uma
maior capacidade de resolução (40). A figura 1 ilustra
a estratégia envolvida nesta técnica.

Estudos baseados em transcrição gênica
Atualmente existe uma gama de técnicas disponíveis
para a identificação de defeitos genéticos, que se
baseiam na análise da expressão de genes. Algumas
destas técnicas se baseiam na comparação das diferen-
ças na abundância de transcritos de RNA entre duas
populações celulares como, por exemplo, tumor e teci-
do normal. Novos genes podem ser identificados
através do uso de tais técnicas comparativas. Para este
propósito, uma variedade de métodos estão dis-
poníveis: distribuição diferencial (differential display)
(41), hibridização subtrativa (42), análise seriada de
expressão gênica, SAGE (43) e, mais recentemente,
estratégias baseadas em chips (microarrays) (44). A
discussão destas técnicas mais tradicionais não faz parte
do escopo deste artigo; muitas revisões tratando do
seu uso estão disponíveis na literatura (45,46). Discu-
tiremos a seguir o uso de chips para estudos de
expressão gênica em larga-escala, com especial ênfase
em uma das muitas aplicações do uso de chips: o seu
emprego para a descoberta de novos genes.

Microarrays
Microarrays de cDNA, também conhecidos como
DNA arrays, DNA chips, biochips e GeneChips, ava-
liam a expressão de milhares de genes simultanea-
mente (47). Chips são capazes de fornecer uma ampla
fonte de informações, desde a caracterização do perfil
de expressão de um determinado tecido durante o
desenvolvimento embriológico até o efeito de drogas
na transcrição, genes associados com específicas con-
dições patológicas, subgrupos de doenças etc (44,
48,49). Novas classificações de doenças estão emergin-
do baseadas na análise do perfil transcricional de uma
grande quantidade de genes e, futuramente, de todo o
genoma. A grande massa de dados que resulta deste
tipo de análise pode também proporcionar uma pers-
pectiva única para o desenvolvimento de terapêuticas
baseadas em uma compreensão global da transcrição
de certos grupos de genes associados com específicas
regiões de sina-lização intracelular.

Microarrays de cDNA se baseiam na hibridação
complementar de DNA a cDNA. O DNA em questão
é imobilizado a uma matriz representando a fase sóli-
da, que é então hibridada a amostras de cDNA a
serem testadas (50). Milhares de segmentos de DNA
compõem versões modernas de chips e se aproximam
da totalidade dos genes existentes nos genomas de
várias espécies.

Existem atualmente diversas tecnologias que
variam na forma e tamanho do fragmento de DNA
que é afixado à fase sólida. Os dois principais grupos

Figura 1. Uso de array CGH para identificação de anor-
malidades no número de cópias de genes ou regiões
genômicas. A amostra teste e o controle são marcados
diferencialmente por fluorescência e posteriormente hibri-
dizadas a uma matriz contendo segmentos de DNA imobi-
lizados. Predomínio da intensidade de fluorescência cor-
respondente à amostra teste ou ao controle são indica-
tivos de ganho ou perda de cópias, respectivamente, na
região correspondente da amostra teste.
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são os arrays que utilizam clones (inteiros ou parciais)
variando em geral de 500bp a 2 ou 3kb em tamanho e
são conhecidos como arrays de cDNA. Estes chips são
mais flexíveis na sua confecção e economicamente mais
vantajosos, e podem conter desde algumas centenas de
genes selecionados até cerca de 30.000 genes trans-
critos não caracterizados representativos do genoma.
Usualmente estes chips são hibridados simultanea-
mente com duas amostras diferencialmente marcadas
(figura 2), de forma similar à técnica de CGH, descri-
ta acima. Os resultados são expressos como uma
relação entre o perfil de expressão de genes na amostra
teste e uma amostra de referência (50,51).

Uma outra variante deste método utiliza uma tec-
nologia conhecida como fotolitografia que sintetiza
oligonucleotídeos (em geral 20 a 25bp de extensão) cor-
respondentes a milhares de genes na própria matriz.
Uma coleção de oligonucleotídeos referentes a distintas
porções de uma seqüência gênica é utilizada para repre-
sentar cada um dos genes da matriz, o que permite um
alto grau de acurácia dos resultados, apesar do tamanho
reduzido da seqüência de DNA. Amostras marcadas
com fluorescência (um marcador apenas, neste caso) são
usadas para hibridação e o nível de sinal fluorescente
emitido por cada fragmento de DNA hibridizado no
chip é posteriormente detectado por um leitor (scanner).
Um complexo algoritmo é então aplicado para analisar a
especificidade do sinal e normalizar os valores em relação
ao background. Esta me-todologia, desenvolvida por
uma companhia de biotecnologia, Affymetrix, tem do-
minado o mercado de chips nos últimos anos.

À medida que a seqüência do genoma humano
é refinada e anotada, novas versões de chips irão conter
uma representação mais completa de todos os genes e
transcritos existentes. Esta informação pode ser assim
aplicada à identificação de novos genes que se apresen-
tam anormalmente expressos em certas condições tes-
tadas. Assim, pode-se obter, por exemplo, um amplo
perfil transcricional de amostras tumorais em compara-
ção ao correspondente tecido normal. O efeito da
expressão excessiva, ou da inibição da expressão de cer-
tos genes, ou ainda a ação de certas drogas, podem ser
avaliadas em relação ao perfil de transcrição de milhares
de genes simultaneamente. Análise dos genes (ou gru-
pos de genes) que são ativados ou inativados durante
diferentes fases de desenvolvimento embriológico pode
ser obtida por este método (52). O uso de chips tem
revolucionado a ciência moderna por permitir um aces-
so sem precedentes a uma enorme variedade de áreas
críticas para o estudo biológico, incluindo identificação
de genes ou sinalizações celulares, como medida para
avaliação diagnóstica e prognóstica, descoberta de no-
vas drogas, na área de toxicologia, de desenvolvimento
e envelhecimento.

Aplicação de chips para a caracterização de
novos genes é exemplificada na literatura. A caracteri-
zação da base molecular da heterogeneidade clínica de
certas neoplasias, como certos tipos de linfoma, pode
ser finalmente sugerida pelo achado de novos genes
que se associam com subgrupos clínicos específicos
(53). Em algumas circunstâncias, novos genes podem
ser identificados como um defeito comum, mas previa-

Figura 2. A) Exemplo ilustrativo de um cDNA array composto de genes expressos em células precursoras do sistema nervoso
central. Amostras de RNA obtido de células tratadas com diferentes fatores de crescimento são marcadas diferencial-
mente por fluorescência e hibridizadas à matriz. Predomínio da fluorescência de uma das amostras (verde ou vermelho,
como indicado) representa uma maior abundância do transcrito respectivo. Quando os transcritos são expressos com
intensidade semelhante em ambas as amostras, observa-se uma sobreposição do sinal fluorescente (amarelo). Um dos
métodos de análise comparativa de expressão dos genes em um array é o dendrograma, que agrupa genes com perfil
de expressão semelhante (hierarchical clustering). Um exemplo desta análise é apresentado no painel B, onde genes
(representados por linhas) com alto nível de expressão são representados em vermelho, e genes com baixo nível de
expressão, em cor verde, nas diferentes condições experimentais (representadas por colunas).
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mente não suspeitado em certos tipos de tumor (54).
A caracterização detalhada do papel de tais genes na
variedade fenotípica representa um passo importante
para o melhor entendimento destas patologias.

Uma outra importante aplicação de chips en-
volve a caracterização de novos genes responsáveis pela
determinação da identidade celular durante a ontogê-
nese de tecidos. Recentemente, identificamos uma
série de novos genes associados ao desenvolvimento de
linhagens neuronais e astrocíticas a partir do uso com-
binado de culturas primárias de células primitivas do
sistema nervoso central e do uso de uma pré-seleção de
clones para análise por cDNA array (manuscrito em
preparação). Na área de endocrinologia, importantes
aplicações de chips incluem a caracterização de diver-
sos tumores cuja base molecular ainda permanece
obscura, ou na identificação de fatores moduladores
do fenótipo de doenças cuja base genética já é conhe-
cida. Recentemente, potenciais novos genes envolvi-
dos na determinação de ritmos circadianos foram iden-
tificados através da análise global de transcrição (55).

Métodos de Clonagem
Uma vez que a área suspeita de conter o gene rela-
cionado à doença tenha sido identificada, o desafio
passa então a ser a identificação de genes contidos
nesta região para finalmente se caracterizar a natureza
do gene alvo. Genes e unidades de transcrição em
geral correspondem a apenas 1 a 5% da extensão do
DNA genômico, o que pode representar um proble-
ma significativo (56). Com o progresso realizado nos
últimos meses em relação à anotação do genoma
humano (que, a propósito, continua mantendo uma
intensa atividade com atualizações diárias) é possível
se construir um mapa com alta acurácia e precisão, ao
menos no que se refere a genes conhecidos ou experi-
mentalmente comprovados como sendo transcricio-
nalmente ativos (57,58).

Diante de uma longa lista de genes ou tran-
scritos (da ordem de algumas centenas a poucos milha-
res de genes, a depender da extensão da área e sua den-
sidade gênica), é possível se criar uma estratégia de ras-
treamento baseada em certos critérios pressupostos ou
de fato conhecidos sobre o gene candidato, que pos-
sam facilitar a sua identificação. O perfil transcricional
dos genes localizados na área candidata pode auxiliar
na exclusão (ou, a depender da doença em estudo,
inclusão) de genes a serem triados. Estratégias para
seqüenciamento em larga escala, utilizando-se biblio-
tecas de DNA genômico ou cDNA estão entre as
opções a serem empregadas nesta fase do processo de
identificação do gene. Alternativamente, métodos de

rastreamento utilizando-se genotipagem de alta-densi-
dade (por exemplo, com arrays de polimorfismos,
descritos abaixo) podem ser empregados como forma
de reduzir a área candidata à menor extensão possível
através da identificação de novos recombinantes, no
caso de desordens hereditárias. Uma outra estratégia
envolve a análise do perfil transcricional de genes da
região utilizando tecido anormal (por exemplo, tu-
mor) em comparação com uma amostra normal do
mesmo tecido em busca de anormalidades represen-
tadas por um aumento ou redução da expressão de um
ou um grupo de genes como potenciais indicadores de
genes a serem rastreados. Um exemplo recente do
sucesso desta estratégia de análise transcricional foi uti-
lizada para rastreamento do gene responsável pela sus-
ceptibilidade a leiomiomas uterinos e carcinoma renal
familiar (59). Embora esta estratégia possa ser impor-
tante para acelerar o processo de identificação do
gene em questão, uma nota de precaução é ne-
cessária, contudo: mutações de genes candidatos nem
sempre se acompanham de alterações transcricionais
significativas - genes desta natureza, portanto, não
poderiam ser detectados se o rastreamento transcri-
cional fosse o único método a ser empregado na
procura do gene alvo.

Muitas das técnicas consideradas tradicionais
para a clonagem do gene alvo há apenas alguns anos,
como o método extensamente usado de exon trapping
(60), ou técnicas comparativas baseadas em estudos
de homólogos de outras espécies, estão atualmente
sendo relegadas ao uso em circunstâncias específicas e
cada vez menos comuns, em virtude da crescente
adoção das mais modernas estratégias descritas acima
(46). Contudo, como mencionado, o nível de infor-
mação proporcionado pelos bancos de dados
disponíveis, em particular os recursos do Centro
Nacional de Informação Biotecnológica dos Estados
Unidos (NCBI, http://www.ncbi.nih.gov) ainda não
é completo e algumas áreas do genoma ainda se
encontram escassamente representadas em relação à
acurácia desta informação. Nestes casos, o uso de
estratégias convencionais ainda se faz necessário.
Todavia, a incorporação de dados bioinformáticos
para a análise de genes e seqüências alcançou tais pro-
porções na prática corrente na área de biologia mole-
cular, que atualmente se considera a identificação de
genes por esta via, cunhada de clonagem in silico, uma
das estratégias mais bem sucedidas no processo da ca-
racterização de genes-alvo. Certamente, a comprova-
ção experimental do achado é um requisito funda-
mental para o estabelecimento da relação entre um
dado gene e o fenótipo em estudo, mas com o uso sis-
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temático dos recursos bioinformáticos disponíveis,
este processo é consideravelmente simplificado.

Com um certo grau de segurança, é possível
especular que, uma vez que todos os genes humanos
tiverem sido reconhecidos e mapeados, estratégias de
análise de genes candidatos, muitas vezes no passado
considerada um exercício de adivinhação (ou, como
muitos denominavam, “a fishing expedition”), serão o
único recurso a ser empregado quando a associação de
um gene com um fenótipo particular seja procurada.
Haverá uma vasta gama de informações disponíveis
para simplificar esta tarefa, como o perfil transcricional,
o conhecimento de domínios estruturais da proteína
codificada que permitam inferências em relação a fun-
ção, genes ou produtos associados.

Estudo de polimorfismos e do proteoma: 
áreas emergentes na ciência molecular
Um importante aspecto da biologia moderna, e que
gradualmente tem sido enfatizado, se refere a variações
entre indivíduos e seu potencial impacto para o desen-
volvimento das mais diversas patologias.

Estas variações, conhecidas como polimorfismos,
são freqüentes ao longo do genoma. Estima-se que haja
próximo de 2 milhões de polimorfismos de um único
nucleotídeo (single-nucleotide polymorphism - SNP) dis-
tribuídos pelo genoma, dos quais a maior parte se locali-
za em regiões não codificadoras e apenas uma minoria
resulta em modificação do aminoácido codificado. Exis-
tem atualmente diversos estudos e programas multicên-
tricos envolvidos na caracterização da natureza das vari-
ações polimórficas de genes humanos, com a intenção
de construir um “catálogo” abran-gente de tais polimor-
fismos para estudos de associação. O avanço tecnológi-
co na área de “chips” permite atualmente a análise
simultânea de milhares de SNPs e as aplicações desta
metodologia crescem a uma velocidade avassaladora
(61). Estas plataformas miniaturizadas podem ser
empregadas para a caracterização de perfis populacio-
nais, para estudos epidemiológicos, correlações geno-
típicas com doenças específicas, utilização comparativa
em tecidos anormais e normais para análise global de
defeitos consistentes, como, por exemplo, áreas de
deleções em tumores, associações entre o perfil genotípi-
co e a resposta terapêutica, entre outros (61-63).

A função de polimorfismos na modulação de
fenótipos, que se estende muito além do seu tradi-
cional papel de “marcador” genômico, foi recente-
mente caracterizada em uma descrição de uma região
promotora do gene PIG3, cuja seqüência representa
um clássico marcador dinucleotídeo do tipo “CA”
(64). Foi-se observado que variações da extensão deste

marcador afetavam a eficiência da sua resposta promo-
tora. Neste caso, o promotor é responsivo ao supressor
de tumor p53. Este achado tem enormes implicações
pois, se confirmado em análises de maiores séries, pode
indicar que a resposta supressora de tumor de alguns
indivíduos pode ser prevista com base no tamanho do
alelo associado ao polimorfismo do promotor. É pos-
sível que este seja apenas o primeiro exemplo de outras
funções moduladoras de fenótipo exercidas por
polimorfismos.

Contudo, as variações da seqüência genômica,
embora relevantes, quase que certamente não são o
único fator na diversidade fenotípica. A integração
deste conhecimento com o perfil transcricional de
múltiplos genes oferece valiosa informação para associ-
ações com situações patológicas específicas.

Um terceiro nível de análise em larga escala além
do perfil polimórfico e transcricional está se tornando
conhecido como o estudo do proteoma (65). Esta sub-
área emergente na ciência moderna engloba a identifi-
cação em massa de proteínas e seu papel em regulações
pós-tradução; na possibilidade de análises comparativas
do perfil protéico global em distintas situações fisioló-
gicas e patológicas de maneira semelhante ao realizado
atualmente em transcrição, e também no entendimen-
to de relações interprotéicas e genes-proteínas, ou
“redes regulatórias”, que definem de forma global as
múltiplas interações que fazem um complexo organis-
mo como o humano operar de forma balanceada.

CONCLUSÕES

O número de técnicas e estratégias existentes para a de
novos genes é bastante extenso, como visto acima. Os
últimos anos têm sido testemunha de uma crescente
tendência à adoção de iniciativas multidisciplinares como
forma de obter uma melhor compreensão e permitir a
exploração deste abundante volume de informação
disponível. Tanto os métodos variam em complexidade
como também variam as preferências e escolha das
estratégias para cada condição particular. A identificação
do gene responsável por doenças específicas na verdade
é o primeiro passo no longo processo de entendimento
dos mecanismos regulatórios que regem o nosso orga-
nismo e a evolução humana através dos tempos. Novos
modelos e paradigmas biológicos estão sendo propostos
e construídos a cada dia, impostos pela pressão desta
imensa massa de conhecimento que tem sido gerada.
Espera-se que esta informação seja por fim traduzida no
desenvolvimento de novas drogas que irão proporcionar
o avanço no tratamento de doenças humanas.
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