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O século XX caracterizou-se por uma nova visdo da Biologia, construida a
partir da compreensdo dos eventos moleculares intracelulares, registrando
estruturas celulares em dimensées submicroscopicas. Impulsionada por um
novo aparato instrumental, foi possivel caracterizar as moléculas bioldgicas
com uma preciséo sem precedentes.

Essa nova compreensdo da Biologia foi fundamental para elucidar diversos
aspectos do funcionamento celular e principalmente da hereditariedade, des-
cortinando um universo surpreendente e fascinante. Atualmente a Genética
Molecular é uma das dreas mais efervescentes da ciéncia.

A compreensao da diversidade biolégica como um conjunto de variacées
sobre um mesmo tema, a vida, leva naturalmente a busca de atributos com-
partilhados pelos seres vivos. A pesquisa bioldgica revelou, de fato, uma uni-
dade desconcertante na diversidade da vida, na forma da universalidade do
DNA como memdria genética (com excegao dos virus de RNA, se forem consi-
derados vivos), na quase universalidade do cddigo genético, no compartilha-
mento de vias metabdlicas bdsicas etc.

Esses conhecimentos vém gerando um grande nuimero de novas tecnolo-
gias com aplicacoes que se estendem a diversas dreas da atividade humana
como a identifica¢ao de individuos, a detec¢do de mutagoes associadas a do-
encas hereditdrias e as diversas vertentes da biotecnologia.

Os projetos genoma concluidos e em andamento geram uma grande quan-
tidade de informacgées, que sGo continuamente agregadas e atualizadas. O ar-
mazenamento e o acesso a essas informacgoes se ddo por meio de um banco de
dados com acesso livre, 0 genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

O sequenciamento, o isolamento e a clonagem de genes, a organizagdo e
a caracterizagdo de alteragbes no genoma, o desenvolvimento de organismos



transgénicos, o isolamento e a purificagdo de outras biomoléculas e a determi-
nagdo da estrutura de proteinas representam algumas das iniimeras questoes
que s6 foram detectadas e/ou esclarecidas por meio de metodologias que essa
ciéncia possibilitou desenvolver com a finalidade de desvendar a natureza mais
intima dos processos bioldgicos, impulsionando pesquisas em vdrias outras dre-
as do conhecimento. A Genética Molecular se fortaleceu pela colaboragdo de
bioguimicos e de biélogos moleculares, e vem se consolidando como uma das
principais dreas cientificas do século XXI.

Maria Cecilia Menks Ribeiro






L 0O1N1lidVYD



\

O
—
=
—
(a
<<
J

Historico e Estrutura do DNA

Este capitulo resgata aspectos histéricos da descoberta do
material genético até a identificagdo do DNA e caracteriza sua
estrutura molecular e a relagdo com suas fungoes bioldgicas.







Os conceitos fundamentais de genética comegaram a se defi-
nir com Mendel, em 1868, com suas conclusdes acerca da perpe-
tuacdo das caracteristicas hereditarias. A partir de experimentos
realizados com ervilhas, deduziu que os fatores responsaveis pela
hereditariedade ocorriam aos pares. Verificou também que as pro-
por¢oes observadas nos descendentes eram compativeis com a
distribuicao binomial.

Outra contribui¢do importante foi de Friedrich Miescher, que,
em 1869, investigando a composi¢do quimica de células humanas
(obtidas de curativos purulentos — linfdcitos), isolou uma substan-
cia proveniente do nucleo que denominou nucleina, caracterizan-
do sua constituicao quimica (oxigénio, nitrogénio e fésforo). Mas
a fungao celular dessa molécula nao foi esclarecida.

Historia da Nucleina

Em 1869, Friederich Miescher, um bioquimico suico que trabalhava na
Alemanha, isolara a partir de bandagens impregnadas de pus fornecidas
por um hospital local uma substancia que denominou “nucleina”. Como o
pus é primordialmente formado por glébulos brancos, que possuem um
nucleo e, portanto, cromossomos contendo DNA, ao contrario dos glébu-
los vermelhos que sao anucleados, proporcionou uma boa fonte de DNA.
Mais tarde, quando descobriu que a “nucleina” sé era encontrada nos cro-
mossomos, compreendeu a importancia de sua descoberta.

Paralelamente, estudos citoldgicos, realizados pelo proprio
Miescher, caracterizaram o nicleo como um componente impor-
tante para a continuidade da célula. Também foram reconhecidas



estruturas dinamicas nas células, denominadas cromossomos, que
se individualizam na divisao celular, estando associados a perpetua-
¢d0 da célula. Foram caracterizados os processos de mitose e meiose.

A partir de 1900, quando asleis de foram redescobertas,
diversas caracteristicas com heranca mendeliana foram reco-
nhecidas em diversos organismos. Também comecaram a surgir
evidéncias de que as caracteristicas mendelianas estariam rela-
cionadas a enzimas, fundamentando o conceito “um gene, uma
enzima’. O interessante é que esses conceitos poderiam ser apli-
cados a qualquer organismo, sendo um ponto de convergéncia
importante para a Biologia. A descoberta dos microorganismos
veio potenciar essa investigacdo, proporcionando a oportunidade

de caracterizar o material hereditario.

A contribuicio de Archibald Garrod (1902) foi fundamental para
a genética humana. Esse médico inglés interessou-se por uma doen-
¢a rara, a alcaptonuria,

,que se tornava escura quando exposta ao ar, sugerindo tratar-se
de um erro no metabolismo, pela disrup¢ao de uma via bioquimica.
Embora essa condi¢ao fosse rara na populagdo, era frequente entre
filhos de pais consanguineos, sendo assim explicada pelas leis de
Mendel. Essa foi a primeira conexao causal entre genes e seu efeito fi-
siologico. Os genes de certa forma controlam processos metabdlicos,
de maneira que um erro — mutagdo — pode resultar numa rota me-
tabdlica alterada. Outros exemplos logo foram descritos. Atualmente
mais de 5.000 condi¢gdes com heran¢a mendeliana sdo conhecidas
em humanos e estao agrupadas na base de dados

A relagdo entre deficiéncia metabdlica e caracteristicas genéti-
cas também foi demonstrada em experimentos realizados na leve-
dura Neurospora, por Beadle e Tatum em 1941, corroborando a
ideia de que os genes deveriam ser enzimas.

O carater do armazenamento e da transmissao da informa-
¢do bioldgica como caracteristica do processo vital suscitou di-
versas especulacdes sobre a natureza das unidades hereditarias.

_ J
Gregor Mendel (1822-1884)
publicou seu famoso

estudo em 1866. Apesar

de ter enviado cépias de

seu trabalho para diversos
cientistas eminentes da
época, permaneceu ignorado
pela comunidade cientifica
por mais 34 anos, sendo
somente em 1900 seus
trabalhos redescobertos por
trés geneticistas botdnicos
interessados em problemas
similares, como os das
ervilhas de Mendel.

A ciéncia da época atribuia
tal escurecimento a uma
substancia produzida

pelas bactérias que vivem

no intestino, mas Garrod
argumentava que o
aparecimento da urina preta
em recém-nascidos, cujo
intestino ndo possui colénias
de bactérias, significaria que a
substdncia era produzida pelo
proprio corpo.

www.ncbi.nih.gov/omim



Proteinas sdo cadeias
moleculares formadas de
20 componentes bdsicos
diferentes, os aminodcidos.
Como as permutagées na
ordem dos aminodcidos

ao longo da cadeia séo
quase infinitas, os biélogos
acreditavam que elas
poderiam facilmente
codificar as informagdes que
sustentam a extraordindria
diversidade da vida.

Essa identificagdo da natureza quimica dos genes tornaria possivel
compreender os fendmenos bioldgicos através das leis da Fisica e
da Quimica. Esse pensamento foi formalizado pelo fisico Erwin
Schrodinger, em seu livro “O que é vida?”, publicado em 1944,
influenciando diversos protagonistasdas descobertas subsequentes.

Em 1928 Frederick Griffith descobriu o fendmeno da transfor-
magao bacteriana. Esse médico, estudando o agente causador da
pneumonia, o Streptococcus pneumoniae, evidenciou que ocorria
a “transformac¢ao” de uma cepa nao patogénica (R) em uma cepa
patogénica (S) (veja a Figura 1.1). A transformacgdo estava asso-
ciada a um componente celular que foi denominado “principio
transformante”, que deveria ser o material genético, estando
assim associado a viruléncia da bactéria.
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Figura 1.1 - Experimento de Griffith demonstrando a transformacéo bacteriana

O curioso é que o “principio transformante” parecia ser uma
substincia resistente ao calor, uma propriedade nao observada
nas proteinas.

A caracterizagdo do material hereditario tornou-se um desafio
cientifico. Por um lado parecia dbvio que as seriam o ma-
terial hereditdrio, jd que eram as unicas moléculas suficientemente

complexas para essa fun¢ao tao importante. E o fato de serem



componentes dos cromossomos, as estruturas celulares relaciona-
das a hereditariedade, corroborou essa ideia. No entanto, a maneira
como essas moléculas eram replicadas e transmitidas de uma célula
para outra era insuspeitavel.

Paralelamente, com o advento de novas metodologias, a caracte-
rizagdo da natureza quimica e funcional das moléculas bioldgicas
avancgava continuamente. Assim, a composi¢ao quimica da nucleina
comecou a ser elucidada, sendo denominada acido nucleico, identi-
ficados os seus componentes quimicos basicos e evidenciada sua na-
tureza polimérica. Cada unidade do polimero foi denominada nucle-
otideo e composta de bases nitrogenadas, agtcar e fosfato. Esse
acucar é uma pentose, denominada ribose. Quando tem uma perda
do oxigénio no carbono 2} é denominada desoxirribose. Embora es-
ses dois tipos de agticar sejam encontrados nos acidos nucleicos, nao
ocorrem simultaneamente na mesma molécula. Desta forma sdo re-
conhecidos dois tipos de acidos nucleicos: acido ribonucleico (RNA),
presente no citoplasma e nucleo, e acido desoxirribonucleico (DNA),
encontrado majoritariamente no nticleo. No entanto, o DNA foi con-
siderado um componente periférico dos seres vivos. A uniformidade
de sua estrutura e a regularidade da sua composi¢do sugeriam uma
funcao estrutural, sem uma atividade metabdlica relevante.
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Figura 1.2 - Experimento com is6topos radioativos realizado por Hershey e Chase




Adifragdo de raios X é uma
maneira de estudar a estrutura
atémica de qualquer molécula

que possa ser cristalizada.

O cristal é bombardeado com
raios X, que espalham seus
dtomos e dispersam-nos.

O padrdo de dispersdo fornece
informacées sobre a estrutura
da molécula, embora por si s6
ndo baste para elucidd-la.

Figura 1.3 -Imagem
cristalografica do DNA obtida
por William Atsbury

Foi o grupo liderado por Oswald Avery (1944) que caracterizou
o principio transformante, realizando experimentos de transfor-
macao similares aos realizados por Griffith, mas com os compo-
nentes do extrato celular purificados. Qual nao foi a surpresa ao
constatar que o principio transformante era 0 DNA. A confirma-
¢ao definitiva que o DNA era o material hereditario foi obtida por
Alfred Hershey e Martha Chase (1952), demonstrando que o com-
ponente viral que infecta as células ¢ o DNA (veja a Figura 1.2).

Embora com essas evidéncias fosse inquestionavel que o DNA
era o material hereditario, ainda permanecia obscura a maneira
como o0s genes transmitiam suas caracteristicas as geragoes.

Admitia-se que se descobrindo a estrutura molecular do DNA
seria possivel elucidar sua fun¢ao bioldgica e compreender a natu-
reza do codigo genético, e diversos cientistas consagrados, como
Linus Pauling, tentavam elucidar a estrutura molecular do DNA.

A caracterizagao da estrutura molecular do DNA era um desafio

por sua complexidade. Em 1938 William Astbury havia obtido

do DNA que evidenciaram tratar-se de

uma molécula com alta densidade e com uma estrutura helicoidal,

determinando também o intervalo entre a repeti¢dao de suas subu-
nidades (veja a Figura 1.3).

No entanto, a correlacio entre a composi¢do quimica e a estrutu-
ra ndo era Obvia, tampouco parecia ter um significado funcional e
muito menos proporcionar a diversidade esperada para uma molé-
cula com esse atributo.

Erwin Chargaftf demonstrou que havia diferencas entre os orga-
nismos na composi¢ao das bases, sugerindo os primeiros indicios
da diversidade no DNA (veja a Tabela 1). Verificou que havia pro-
porcionalidade entre o contedo de purinas (adeninas e guaninas) e
pirimidinas (citosinas e timinas), assim como entre as adeninas (A)
e timinas (T) e citosinas (C) e guaninas (G).

Ja no laboratério liderado por Maurice Wilkins no King’s College
em Londres, Rosalyn Franklin buscava determinar as medidas



Organismo Tecido Adenina  Timina  Guanina
Escherichia coli (K12) - 26,0 23,9 24,9
Diplococcus pneumoniae - 29,8 31,6 20,5
Mycobacterium tuberculosis - 15,1 14,6 349
Levedura - 31,3 329 18,7
8 a{(‘)’;:’;g";gsrﬁ‘gg“s Esperma 328 32,1 17,7
Peixe Esperma 27,8 27,5 22,2
Rato Medula 28,6 28,4 21,4

6ssea

Homem Timo 30,9 29,4 19,9
Homem Figado 30,3 30,3 19,5
Homem Esperma 30,7 31,2 19,3

*Definida como moles de constituintes de nitrogénio por 100g de dtomos fosfato hidrolisados

cristalograficas da molécula de DNA por meio do padrao de difragao
dos raios X, para subsidiar um modelo estrutural para a molécula.

Foram os cientistas James Watson e Francis Crick que em 1953
conseguiram decifrar a estrutura do DNA, reunindo as diferentes
informagdes existentes e inspirados na metodologia utilizada por
Linus Pauling para a elaboragdao de modelos de proteinas.

Esse modelo apresenta uma simplicidade desconcertante e ainda
sugere indicios de seu funcionamento.

De acordo com o modelo proposto, os nucleotideos (veja a
Figura 1.4), monomeros da molécula, ligar-se-iam em longas cadeias
por meio do grupo fosfato (5°) e da hidroxila (3’) da pentose (deso-
xirribose), enquanto as bases ligam-se ao carbono 1’ da pentose.

Desta forma, a ordem dos quatro nucleotideos (ATCG) seria
ilimitada.

A alta densidade da molécula sugeriu a presenca de mais de uma
cadeia, e pelo foi demonstrado que a particula-
ridade mais interessante do DNA ¢ o fato de tratar-se de uma fita

dupla, sendo as cadeias de orientacdes opostas (antiparalelas).

Citosina A+T/G+C
25,2 1,00
18,0 1,59
354 0,42
17,1 1,79
18,4 1,85
22,6 1,23
21,5 1,33
19,8 1,52
19,9 1,53
18,8 1,62

http://biomodel.uah.es/
modellj/dna/inicio.htm
Neste link a molécula de
DNA pode ser visualizada em
diversos dngulos
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Figura 1.4 - Estrutura dos nucleotideos do DNA

As duas cadeias manter-se-iam unidas por pontes de hidrogé-
nio, havendo complementaridade entre os nucleotideos das duas
cadeias, sendo A complementares as T e as C complementares a G.
Desta forma, a informac¢ao na molécula de DNA estaria armazenada
na sequéncia de nucleotideos.

Com esse arranjo, a distancia entre as fitas seria uniforme, medin-
do 20A (Angstrons), esse conjunto apresenta uma volta completa
a cada 34A. Essa proposta se ajusta as dimensdes estabelecidas
pelas imagens cristalograficas (veja a Figura 1.5).



ESPESSURA DA MOLECULA DE DNA = 20 ANGSTRONS

pirimidina + pirimidina:
DNA muito estreito

purina + purina:
DNA muito largo

purina + pirimidina:
espessura compativel com
dados de cristalografia
. ~

Figura 1.5 - Espessura da molécula de DNA e sua relagdo com o pareamento de bases

A ligacdo entre os nucleotideos na cadeia se da por meio de
uma ligacdo fosfodiéster, conferindo uma grande resisténcia qui-
mica a molécula e possibilitando assim a continuidade da sequ-
éncia, sendo a sequéncia de nucleotideos a particularidade de
cada molécula de DNA (veja a Figura 1.6).

O modelo proposto por Watson e Crick, apesar de fundamen-
tado em analises estruturais, foi um modelo tedrico, ndo propor-
cionou a possibilidade instrumental de averiguar a sequéncia de
bases em amostras bioldgicas. Nos anos subsequentes diversas
alternativas metodologicas foram implementadas com o intuito
de se obterem informagdes a respeito da sequéncia de bases e do
sistema operacional.

Atualmente grande parte dessas questdes estao sendo esclareci-
das, a obtengao de e a comparacao de sequén-
cias sdo obtidas por diversos instrumentos, sendo as informagdes

agregadas num banco de dados de acesso universal, o genbank.

Uma das principais questdes levantada é de que a sequéncia de
bases possibilitaria 0 armazenamento da informacao, poderia ser
respondida por meio da analise e da compara¢do das sequéncias
de DNA de diferentes organismos.

Esse pensamento pode parecer simples, mas, ao se verificar o
tamanho do genoma de diferentes organismos, pode-se ter uma
ideia da dimensao do problema.

Podem ocorrer diferencas na
sequéncia de nucleotideos do
gene responsdvel por uma
caracteristica. Denomina-se
alelo cada forma alternativa
do gene, que, por sua vez, vai
acarretar uma caracteristica
diferente na pessoa. Como
exemplo, podemos citar

o sistema ABO de grupos
sanguineos. As pessoas podem
ser, entdo, do grupo sanguineo
A, B, ABou O. Dessa maneira,
pode-se observar que elas,
embora apresentem uma
estrutura de DNA semelhante,
podem ter caracteristicas
diferentes fenotipicas de
acordo com a variabilidade
das sequéncias em seus genes.
Acesse: www.ncbi.nlm.nih.gov
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O proximo desafio seria a obtencao de sequéncias de DNA do
maior numero possivel de organismos e a construgao de bancos de
dados acessiveis que possibilitassem acessar e processar informa-
¢des com agilidade.

As ferramentas para caracterizar o DNA foram desenvolvidas
inicialmente a partir das propriedades fisico-quimicas do DNA.
O DNA ¢é uma molécula estavel quimicamente, diversos métodos
laboratoriais possibilitam a obtengdo e a purificagio do DNA ge-
nomico. Essas moléculas uma vez purificadas podem ser mantidas
em laboratério com relativa facilidade. Essas caracteristicas tam-
bém possibilitam a obtengdo de DNA a partir de vestigios biol6-
gicos e mesmo a partir de fosseis de animais e plantas ja extintos.

Uma vez que as cadeias sao mantidas unidas por pontes de hi-
drogénio, ligagdes quimicas fracas, é relativamente facil separar
as duas cadeias — processo chamado de desnaturacao — experi-
mentalmente pelo calor ou pelo tratamento com alcalis. Uma vez
restituidas as condi¢cdes adequadas ocorre a renaturagao, ou seja,
a reuniao das cadeias, respeitando-se a complementaridade de ba-
ses, processo denominado hibridagao, que proporciona uma gran-
de gama de aplicagoes. Essa hibridacao pode ocorrer com o DNA
original ou com qualquer outra molécula de DNA que apresente
homologia (veja a Figura 1.7).

A ¢ uma metodologia que, pela natureza acida do
DNA, possibilita a separagdo de moléculas de acordo com o seu
tamanho (veja a Figura 1.8).

Existem duas caracteristicas importantes para individualizar
o DNA, a sequéncia de bases e o tamanho da molécula, sendo
utilizada a unidade pb (pares de bases) para quantificar o

Método para separacao de
macromoléculas (DNA, RNA
e proteinas) em uma matriz
na qual se aplica um campo
elétrico. A migracao de cada
fragmento depende de sua
carga elétrica, dessa forma, o
DNA, por apresentar cargas
negativas devido a presenca
do acido fosférico, possui
suas moléculas atraidas para
o polo positivo e repelidas do
polo negativo.

Para mais informacdes acesse:
<http://nobelprize.org/
educational_games/medicine/
dna_double_helix>
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Por meio dessas abordagens preliminares foi possivel caracteri-
zar o conteudo de DNA de diversos organismos e também iniciar
a caracteriza¢do da sequéncia (Figura 1.9).
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Figura 1.9 - Contetido de DNA em diferentes organismos

O conteudo de DNA ¢ virtualmente constante em todas as célu-
las do organismo, mas pode diferir entre organismos congéneres,
sendo denominado genoma.

Adicionalmente, esses estudos possibilitaram a comparagao ini-
cial do DNA de diferentes organismos. Quanto maior a homologia
existente, maior o indice de reassociagdo observado, sendo que,
a homologia diminui a medida que os organismos se distanciam
evolutivamente. Recentemente, foi demonstrado que algumas re-
gides do genoma humano e do chipanzé tém até 99,4% de homo-
logia (veja a Tabela 2).

Os dados recentes do sequenciamento do genoma huma-
no mostram que todos os seres humanos sdo incrivelmente
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semelhantes — 99,9%, geneticamente falando. Somos todos de
uma Unica espécie, a Homo sapiens. Nao ha nenhuma base ge-
nética ou bioldgica para estabelecer diferencas entre os seres
humanos. As pessoas aparentadas sdo ainda mais similares.
Isto porque as criangas herdam o genoma de seus pais, metade
do pai e metade da méae. Quanto mais préximo o parentesco,
maior a similaridade da sequéncia de nucleotideos do genoma.

Ao se reassociar o DNA apoés desnaturagao, parte do DNA se
reassocia rapidamente e outra parte tem reassociagdo mais lenta.
Esse fendmeno esta relacionado a presenca de sequéncias deno-
minadas sequéncias repetitivas, quanto maior o numero de sequ-
éncias repetitivas, mais rapida é a reassociacao. As sequéncias que
demoram mais para se reassociar sdo as sequéncias presentes um



nimero menor de vezes no genoma, as sequéncias moderadamen-
te repetitivas e as sequéncias unicas.

O DNA de sequéncias tnicas possui complementaridade com
o RNA mensageiro, sendo considerado o DNA codificante e sua
relagio com a informagdo para proteinas esta bem caracteriza-
da. Outras sequéncias, denominadas moderadamente repetitivas,
também contém informagdes para RNAs funcionais como o RNA
ribossdmico (rRNA) e o RNA transportador (tRNA). A funcao
bioldgica do DNA altamente repetitivo ainda é desconhecida, pa-
radoxalmente em alguns organismos esse tipo de DNA pode re-
presentar até 90% do DNA gendmico. Desta forma, o contetido de
DNA nao esta relacionado diretamente a complexidade do orga-
nismo (veja a Figura 1.10).
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Figura 1.10 - Tipos de sequéncia do DNA

Na verdade, a medida que os diferentes tipos de sequéncias de
DNA foram sendo caracterizados, constatou-se que nos eucario-
tos apenas uma pequena parte do DNA (~1,5%) codificava efeti-
vamente proteinas.

Além do DNA gendmico, outras estruturas celulares também
contém DNA, o que corrobora a teoria endossimbionte. O DNA
¢ encontrado nas mitocondrias e nos cloroplastos, mais recente-
mente também foi reconhecida a presenca de DNA nos centriolos
de alguns protozoarios, o KDNA.



A ardua tarefa de caracterizar a sequéncia de DNA comecou a

ser amenizada com a descoberta das enzimas de restrigao.

Descoberta das enzimas de restricao

Na década de 1960, um bioquimico suico chamado
Werner Arber deu uma contribuicdo inesperada a
tecnologia do DNA recombinante. Arber ndo estava
interessado nas grandes questdes referentes a base
molecular da vida, e sim num aspecto enigmatico
da histéria natural dos virus. Ele estudara o proces-
so pelo qual alguns DNA virais sao destruidos de-
pois de inseridos em células bacterianas hospedei-
ras. Ele observou que algumas células hospedeiras
identificavam certos DNA virais como estranhos e
seletivamente o atacavam. As enzimas de restricao,
ou endonucleases como também sdao chamadas,
sao naturalmente produzidas em algumas bacté-
rias com a finalidade de protegé-las contra infec-
¢ao viral. Quando um virus injeta sua molécula de
DNA na bactéria a fim de realizar seu ciclo reprodu-
tivo, algumas vezes a bactéria reconhece esse DNA
como estranho e destroi essa molécula utilizando
as enzimas de restricdo para corta-la em inimeros
fragmentos. O nome dessas enzimas refere-se a sua

funcdo, uma vez que elas restringem a multipli-
cacao do virus que poderia interferir no funciona-
mento da bactéria.

Mas, se essas enzimas sao capazes de destruir DNA
viral, por que nao degradam também o DNA da bac-
téria, uma vez em que todo o mundo natural o DNA
é a mesma molécula basica, ndo importando se esta
em bactéria, virus, planta ou animal? O que impedia
uma bactéria de atacar o seu préprio DNA ao mesmo
tempo que investia contra o DNA do virus?

Essa foi a segunda grande descoberta de Arber. Ao
produzir uma enzima de restricao que visa a uma se-
quéncia especifica que normalmente varia de 4 a 6
bases, a bactéria também produz uma segunda enzi-
ma que modifica quimicamente a mesma sequéncia
em seu proprio DNA. Toda vez que aquela sequéncia
ocorrer, essa sequéncia aparece ligada a uma molécula
protetora, na verdade, um grupo metil (CH3). Isso im-
pede que a enzima de restricao atue no DNA da bac-
téria, prevenindo sua destruicao, enquanto a enzima
de restricdo pode atacar liviemente o DNA do virus.

Essas enzimas obtidas de bactérias que se mostravam capazes
de restringir infecgdes virais tém a capacidade de produzir cliva-
gens em sequéncias especificas do DNA. Com essas enzimas era
possivel fragmentar o DNA de forma reprodutivel. A amplitude
dessa ferramenta foi sensacional, sendo possivel inferir diferencas
e trechos da sequéncia de DNA. Os RFLP (polimorfismos de ta-
manho de fragmentos de restricao — Restriction Fragment Length
Polimorphism) e as metodologias congéneres permitiram identi-
ficar diferencas individuais nos genomas, com diversas aplicagoes.

As diferengas individuais nao estdo limitadas a sequéncia do
DNA, mas também ao numero de repeticdes de algumas sequéncias.

Basicamente existem dois tipos de variagdes no DNA de in-
dividuos normais: aquele que afeta um simples par de ba-
ses e 0 que evolve sequéncias repetidas. Na primeira a altera-
¢do de um par de bases na sequéncia do DNA pode criar ou



abolir um sitio de restricio em um determina-
do loco do genoma. Na segunda, a variabilidade
resulta na observagdo do numero de sequéncias
repetidas uma do lado da outra, em tandem, por
exemplo, (AATGCGGTACTGAGCC)n, repetidas
em numeros diferentes em cada individuo, dando-
lhe uma caracteristica nica e gerando iniimeros
alelos em func¢ao do nimero de vezes (n) em que
essa estrutura é repetida ao longo daquele loco.

Algumas dessas enzimas produzem clivagens
assimétricas nas duas fitas, gerando extremidades
denominadas coesivas, por possuirem um peque-
no segmento de fita simples (veja a Figura 1.11).

A identificacdo genomica possibilita detectar di-
ferencas genéticas entre as espécies ou entre in-
dividuos da mesma espécie. Desta forma, a anali-
se do DNA para a identificacdo dos individuos ba-
seia-se no fato de que cada ser humano tem sua
composi¢ao genética Unica, com excecao dos gé-
meos univitelinos. Por outro lado, o DNA de um
dado individuo é exatamente igual em qualquer
célula do seu corpo, quer tenha sido extraido da
raiz do cabelo, do sangue ou do esperma. A iden-
tificacdo gendmica encontra aplicagdes em di-
versas areas como determinacgao de paternidade
duvidosa, identificacdo de suspeitos de crimes,
identificacdo celular em transplantes de medula
e pesquisa de populagdes humanas antigas e de
animais extintos, fornecendo dados importantes

Uma vez que ndo existem diferencas quimicas
entre o0 DNA de diferentes organismos, verificou-se
que esses fragmentos de DNA poderiam ser unidos
por uma outra enzima também purificada das células, a DNA ligase.
Essa metodologia foi denominada tecnologia do DNA recombinan-
te, e por meio dela foi possivel criar moléculas de DNA quiméricas.
Inicialmente houve um temor que essa metodologia pudesse ser uma
ameaga, pelo perigo potencial que poderia representar, além de as-
pectos morais e éticos de tal manipulagdo. Essas moléculas uma vez
inseridas em células podem ser armazenadas, sendo criadas diversas
bibliotecas de DNA com moléculas selecionadas e também fornecidas
informacdes adicionais, possibilitando uma abordagem funcional ino-
vadora que produziu desdobramentos fantasticos.

Mas ¢ interessante notar que, a medida que esse conhecimento
¢ construido, sdo desenvolvidas diversas aplicagdes que tém pro-
porcionado grandes beneficios e também muitos temores. Sempre
houve polémica em relagio aos aspectos éticos e morais dessa mani-
pulacdo. Esse temor é sempre justificavel em se tratando do tipo de
sociedade em que vivemos, onde a ganancia pelos lucros transcende
qualquer principio do bom senso.

Por outro lado, atingem outro simbolo, que ¢ a for¢a vital, so-
terrando o vitalismo, razao pela qual surgem imensas polémicas
éticas e religiosas. Essa mudanga de paradigma coloca o DNA no

para estudos arqueoldgicos e evolutivos.
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Figura 1.11 - Clivagem na
molécula de DNA produzida por
diferentes enzimas de restricao




Obtencao de insulina por DNA
recombinante

A engenharia genética promete acelerar o proces-
so de melhoramento dos produtos agricolas e de
animais domésticos que, durante séculos, tem sido
desenvolvido pelo homem por meio de cruzamen-
tos dirigidos e da selecao dos descendentes. Essas
situacoes ilustradas podem aperfeicoar mecanis-
mos bioldgicos ja existentes na natureza ou mes-
mo criar novas alternativas uteis ao homem, como
no caso de substancias de uso terapéutico produzi-
das por engenharia genética.

Um exemplo disso é a insulina, a primeira droga
aprovada para ser produzida em escala industrial
por meio de técnicas de engenharia genética. A in-
sulina é um hormonio muito importante produzi-
do nas células do pancreas e excretado na corrente
sanguinea que regula o metabolismo do agtcar.

Um dos tipos de diabetes (tipo ) ocorre devido a
uma incapacidade das células do pancreas de pro-
duzir insulina ou produzir em insuficiéncia (tipo
1), entretanto, os sintomas da doenca podem ser

evitados com injecoes didrias desse hormonio.
Antes do advento da engenharia genética, a insu-
lina era obtida a partir de pancreas bovino ou sui-
no. Embora a insulina animal seja biologicamente
ativa em humanos, sua sequéncia de aminoécidos
é levemente diferente, o que pode provocar rea-
¢des imunes nos pacientes. Entretanto, a insulina
produzida em um sistema de expressao a partir
de clonagem do gene humano nao apresenta tais
efeitos. A insulina produzida por engenharia ge-
nética encontra-se no mercado desde 1984 e, em-
bora nao apresente grandes vantagens em rela-
¢do aos custos se comparada com outras formas
de producao, para o paciente é muito mais ade-
quada do que a insulina de origem animal. Sao
estimados oito milhdes de diabéticos somente
nos Estados Unidos. A insulina se tornou um pa-
radigma da industria da biotecnologia, quando
foi anunciada a sua obtencdo por meio do DNA
recombinante, as acoes da Genetech subiram de
USS 35 para USS$ 89, em poucos minutos, sendo a
mais rapida elevacao da histéria de Wall Street.

centro das ateng¢des, emergindo um conceito unificador na Biolo-
gia a partir do qual diversas questdes poderiam ser esclarecidas.

O DNA celular possui uma organizagao adicional que permite
a estabilizagdo da molécula. Nos procariotos o genoma consiste de
uma molécula de DNA circular, podendo existir moléculas adi-
cionais menores denominadas plasmidios, também circulares. Os
plasmidios em geral conferem propriedades adicionais as células
que os possuem. Essas estruturas consistem numa poderosa ferra-
menta para a manipulacao do DNA.

Nos eucariotos, a maior parte do DNA esta compartimentalizada
no nucleo da célula, consistindo de moléculas lineares organizadas
em estruturas denominadas cromossomos, cada espécie possui
uma constituicdo cromossdmica caracteristica (cariotipo).



Durante o ciclo celular o DNA ¢ organizado no nucleo em di-
versos niveis de compactagdo, atingindo o maximo de compacta-
¢do na divisdo celular, numa fase denominada metafase, quando os
cromossomos individualizados podem ser visualizados ao micros-
copio. Nas demais fases os cromossomos nao sao vistos individual-
mente, mas mantém um padrao de organizagdo, ocupando regides
especificas no nucleo denominadas territorios cromossdmicos.

O primeiro nivel de organizagao consiste no nucleossomo, onde
uma estrutura composta de oito unidades de proteinas basicas
denominadas histonas formam um arranjo em que o DNA se eno-
vela. Esse conjunto denominado nucleossomo é formado pelas
histonas H2a, H2b, H3 e H4 e um segmento de DNA de cerca de
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Figura 1.12 - Organizacao do DNA nos cromossomos



200 pares de bases. A seguir essas estruturas sdo organizadas em
forma de solenoide por meio da histona H1, formando uma fibra
de cromatina de cerca de 30 nm (nandmetros) de espessura. Esse
padrdo de organizagao ¢ bastante conservado evolutivamente, as-
sim como as histonas (veja a Figura 1.12). Os niveis subsequentes
de compactagdo ainda nao sdo totalmente compreendidos, mas
envolvem a espiralizacdo dessa fibra e sua ligacdo a uma matriz
cromossOmica constituida majoritariamente de topoisomerases.

Ainda ndo estava esclarecido como o DNA exerce sua influéncia
hereditaria. E crucial estabelecer como o material hereditario, seja
qual for a sua natureza, pode influenciar as caracteristicas da célu-
la, como a maquinaria celular decodifica as mensagens das molé-
culas de DNA. A questao da continuidade da informacao pode ser
inferida do modelo. Foi natural sugerir que a sequéncia de bases
do DNA seria de alguma forma um codigo para a sequéncia de
aminodacidos nas cadeias polipeptidicas.

A partir desse modelo da estrutura do DNA, diversos aspec-
tos desse funcionamento foram sendo esclarecidos e novas par-
ticularidades evidenciadas, transformando o DNA num icone
da ciéncia contemporanea.

Fun¢oes do material genético:
1. Fungao de genotipo ou replicacio

O material genético deve ser capaz de armazenar a informagao
genética e transmitir essa informagao fielmente dos pais para
os descendentes, de geracao apds geragao.

2. Func¢ao de fendtipo ou expressao génica

O material genético deve controlar o desenvolvimento do fe-
ndtipo do organismo, seja esse um virus, uma bactéria, uma
planta ou um animal, ou seja, o material genético deve dirigir o
crescimento e a diferenciagdo do organismo a partir do zigoto
unicelular até o adulto maduro. Para controlar esse processo, o
material genético deve ndo apenas se expressar acuradamente,



mas cada gene deve agir no momento e no local precisos, garan-
tindo que o figado seja formado por células hepaticas, o sistema
nervoso, por células nervosas e assim por diante.

3. Fungao de adapta¢ao ou mutagiao e recombinacao

O material genético deve possibilitar plasticidade ao genoma,
permitindo a variabilidade genética e, portanto, a capacidade
de adapta¢do ao ambiente. O DNA ¢é uma molécula reativa,
sendo alvo de alteragdes espontaneas e induzida por agentes
tisicos, quimicos e bioldgicos que produzem alteragdes na mo-
lécula do DNA. Os sistemas de reparo do DNA atuam para
corrigir essas alteragdes, preservando a integridade do geno-
ma. Os mecanismos de recombinagdo possibilitam o reagru-
pamento da informagéo, gerando novas combinagdes de sequ-
éncias codificantes e individualidade aos organismos

Apos a redescoberta das leis de Mendel, no inicio do século XX,
o grande desafio no meio cientifico era a identificagdo da compo-
sicdo quimica dos genes.

Devido ao fato de os cromossomos serem constituidos por aci-
dos nucleicos e proteinas, postulava-se que uma dessas macromo-
léculas poderia ser a matéria-prima dos genes. Como o DNA ¢
uma molécula extremamente repetitiva e estavel, enquanto as pro-
teinas apresentam uma grande variedade estrutural, muitos pes-
quisadores acreditavam que eram as proteinas que carregavam a
informacdo genética. Experimentos realizados por Griffith, Avery
e McLeod durante as décadas de 1940 e 1950 mostraram elegan-
temente que o DNA é o material genético das células. Em 1953,
Watson e Crick apresentaram a estrutura de dupla hélice do DNA
baseada em dados de difracao de raios X.

As caracteristicas peculiares da estrutura da molécula de DNA,
como a regularidade de sua estrutura, a sequéncia linear de bases
e o pareamento de bases entre as duas fitas componentes da molé-
cula estdo associadas a sua fun¢ao bioldgica.



A similaridade estrutural entre o DNA de todos os seres vivos
e a possibilidade de variabilidade no contetido e na sequéncia de
nucleotideos ¢ um conceito unificador na Biologia, tornando-seaca-
racteriza¢do e a analise das sequéncias uma ferramenta indispensa-
vel para estudos filogenéticos e funcionais e possibilitando,também,
a manipulagdo do DNA e a construgdo de moléculas hibridas com
DNA proveniente de diferentes organismos.

Nos eucariotos, o DNA esta organizado em estruturas deno-
minadas cromossomos. Esse padrao de organizac¢do é conser-
vado evolutivamente.

No genoma dos eucariotos sao identificadas sequéncias nicas
e sequéncias repetitivas. Enquanto o DNA de sequéncias tnicas
contém informagdes para a construgdo de proteinas, a fun¢ao do
DNA de sequéncias repetitivas ainda ndo é conhecida, recebendo
a denominagao de DNA lixo.

Talles Henrique Gongalves de Oliveira, Neusa Fernandes dos Santos
e Leila Maria Beltramini

Uma revisao cuidadosa e bem elaborada, compreendendo os fa-
tos histdricos cientificos mais importantes que permitiram o enten-
dimento atual da estrutura e da funcionalidade da molécula de DNA.

ALBERTS, B. et al. Molecular Biology of the Cell. 4th. ed. New
York: Garland Pub. Inc., 2002.

WATSON, J. D. et al. Biologia molecular do gene. 5. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2006.






Neste capitulo, vamos reconhecer a estrutura de duas
cadeias do DNA, com as bases complementares pareadas
como um mecanismo logico de replicagdo, a dindmica e
os componentes da maquinaria celular envolvidos nessa
atividade. Compreender como o material genético é capaz
de armazenar a informagdo genética e transmitir essa in-
formagao fielmente dos pais aos descendentes, de geragdo
apos geragao, e as peculiaridades desse processo.






Visto ao microscépio, o , pelo qual uma célula

Para ver a divisao celular
no microscopio de
contraste de fase, acesse:

se divide, e se torna duas, é um dos espetdculos mais fascinantes
de toda a biologia. Ninguém que observe o fendmeno desenro-

<http://youtube.com/ lado num filme em camera acelerada pode deixar de sentir-se
watch?v=DD3IQknCEdc>ou excitado e temeroso. Como demonstragdo dos poderes de organi-
<http://youtube.com/ 70 dindmica d ¢ dotad (. de divisa
watch?v=s1ylUTbXyWU>. zagao dindamica de que € dotada a materia viva, o ato de aivisao
¢ assaz expressivo, porém ainda mais perturbador é o apareci-
mento de dois conjuntos idénticos de cromossomos onde antes
existia apenas um (CRICK, 1954).

Os organismos vivos se perpetuam pela reprodugao. A repro-
ducdo pode ser uma simples duplicacao (fissao celular) como em
bactérias ou envolver mecanismos complexos de reprodugio se-

xual como ocorre nas plantas superiores e nos
- N animais. Em todos os casos, a reprodugdo en-
. volve a transmissao fiel da informacgao genéti-
Celula @ Células ca armazenada no DNA.
original filhas
A replicagdo do DNA ocorre num momen-
Estagio do ciclo celular: . . .
Fragio doaco cear to preciso do ciclo celular denominado fase
M = mitose
§ = sintese de DNA S, que sucede outra fase denominada GI.
G =intervalo . ~ ~
Ainda nao sdo claros os processos que atuam
na transicao da fase G1 para S. A consequén-
cia da replicacdo do DNA ¢ a divisdo celular,
quando sao geradas novas células-filhas com
. J o mesmo conteiudo gendmico da célula pre-

Figura 2.1 - Ciclo celular cursora (veja a Figura 2.1).



Uma das caracteristicas do modelo de Watson e
Crick é possibilitar uma maneira de replica¢ao do
DNA aparentemente simples.

Anteriormente, imaginava-se que a replica¢ao do
material genético deveria envolver dois estagios. No
primeiro, a molécula deveria criar uma forma inter-
medidria ou um “negativo”. A seguir, o molde nega-
tivo seria utilizado para criar uma nova molécula.

A estrutura de duas cadeias do DNA, com as ba-
ses complementares pareadas ao longo da molécula,
significa que ela possui o seu préprio negativo.

Com a demonstragdo de que as cadeias po-
dem se separar e cada cadeia permanecer intac-
ta, a maquinaria quimica celular ndo teria muita
dificuldade em reunir uma nova cadeia, pareando
a base apropriada ponto por ponto ao longo de
cada cadeia simples, criando uma cadeia comple-
mentar e produzindo duas cadeias onde existia
apenas uma (veja a Figura 2.2).

Esse modo de replicagdo tem uma implica¢do
dramatica: embora cada cadeia da dupla hélice se
separe durante a mitose e construa uma nova ca-
deia, nenhuma das cadeias originais é destruida.
Em todas as divisoes celulares que ocorrem a partir
de uma célula-ovo fertilizada, as cadeias originais
dos cromossomos de cada um dos pais nunca sao

destruidas, apenas separadas e reformadas diversas vezes.
Algumas células do organismo adulto ainda podem con-
ter as moléculas de DNA originais herdadas dos pais, ndo

apenas copias, mas os mesmos atomos.

N

7

L

Esse raciocinio légico pode ser viabilizado tecnicamente de

formas diferentes. Na replicacdo conservativa, a cadeia dupla

total seria copiada e uma célula-filha herdaria a nova copia e a

Figura 2.2 - Replicacao do DNA:
As duas cadeias da dupla hélice
parental se separam, e cada uma
serve de molde para a sintese de
uma nova cadeia pelas regras do
pareamento das bases.
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A outra célula-filha herdaria a molécula origi-

semi-conservativa mmdl A\YZ:\Y/)\Y/,] nal. Outra forma possivel seria a replicacdo

dispersiva, na qual a molécula original seria
fragmentada em pequenas unidades antes de

ser copiada, com os segmentos da molécula
amdA\"\\"/\"/)]

original sendo divididos entre as células-fi-

; \Y\Y\Y/A] lhas. Seria também possivel a replicagao se-
conservativa >

miconservativa, quando uma das cadeias con-
tém a fita original e a cadeia complementar é
recém-sintetizada (veja a Figura 2.3).

Foram Matthew Meselson e Franklin Stahl
que utilizando uma metodologia inovadora,
conseguiram distinguir essas possibilidades.
A primeira etapa foi encontrar uma manei-
ra de distinguir as cadeias originais do DNA

= \Y7:\Y/)\Y/)} das cadeias novas construidas a partir dos

) precursores — o alimento que as células pre-

Figura 2.3 - Possiveis mecanismos de replicagdo do DNA cisam para crescer.

A Escherichia coli é uma
bactéria bacilar Gram-
negativa, que, juntamente
com o Staphylococcus aureus,
é a mais comum e uma

das mais antigas bactérias
simbiontes do Homem.

A alternativa escolhida foi alimentar as células
com um isdtopo pesado (radioativo) de um dos elementos essen-
ciais. Apds varias alternativas optaram pelo nitrogénio pesado, o
N. As células escolhidas para esse estudo foram de . A se-
gunda parte do experimento foi medir as diferengas de densidade
entre as moléculas de DNA das diferentes geragdes celulares. Isto
foi possivel utilizando centrifugacao em gradiente de densidade de
cloreto de césio (veja a Figura 2.4).

Figura 2.4 - Experimento de Meselson e Stahl demonstrando a replicagdo semiconservativa



Quando tudo estava pronto, o experimento foi relativamente
simples: primeiro uma colonia de E. coli foi cultivada em meio
contendo "*N. Apds varias geragdes, todas as moléculas de DNA
das bactérias vivas na colonia conteriam, entre outras coisas, ni-
trogénio pesado e, quando analisadas pela técnica da ultracentri-
fugacdo, apresentavam uma banda escura no fundo do tubo. A
seguir as coldnias de bactérias foram removidas do meio conten-
do nitrogénio pesado e alimentadas com o isétopo ordindrio,
UN. O resultado foi novamente uma banda escura, mas numa
posi¢do que corresponde a metade da densidade entre o DNA
marcado e o DNA normal. A dnica explica¢ao seria de que na
nova geracao de E. coli a molécula de DNA consiste de uma ca-
deia pesada herdada diretamente do ancestral e de uma cadeia
leve manufaturada com o nitrogénio leve. Na segunda geracao,
como previsto pela replicacao semiconservativa, foram observa-
das duas bandas nos tubos, correspondendo aos dois tipos de
DNA, um hibrido como o DNA da primeira geragao e outro for-
mado apenas com nitrogénio leve. E assim sucessivamente a cada

Organismo modelo
Escherichia coli

Essa bactéria é um organis-
mo modelo nao s6 para a
genética de procariontes
mas de certo modo para
toda a genética, por apre-
sentar muitas caracteristi-
cas adequadas para a pes-
quisa genética, uma das
quais é a sua facil obten-
¢do, pois vive no tubo di-
gestivo dos humanos e de
outros animais de sangue
quente. A E. coli tem um
Unico cromossomo circular
com 4,6 megabases de ta-
manho. Seus 4.000 genes
nao contém introns e cer-
ca de 35% sao de funcao

geracdo (veja a Figura 2.5). desconhecida.
-
PREDICOES DO MODELO SEMI-CONSERVATIVO
Parental 12 Geragao 22 Geragao
— RARF —— R
RRT_. RINRF—— YN
— = 14N /14 =
N/N —
DNAleve | N\
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15N/15N —
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Figura 2.5 - Consituicdo das moléculas do DNA ap6s a replicagdo semiconservativa




A visualizacdo dos cromossomos replicando foi possivel por
meio de uma técnica chamada autorradiografia. Esse método per-
mite localizar istopos radioativos em preparagdes citoldgicas ou
macromoléculas pela exposi¢cdo a uma emulsao fotografica sensivel
a radiacao de baixa energia. A autorradiografia é particularmen-
te util no estudo do metabolismo do DNA porque o DNA pode
ser marcado especificamente nas células em divisdo com timidina
’H, o deoxirribonucleotideo da timina. A timidina é incorporada
exclusivamente no DNA, ndo estando presente nos outros consti-
tuintes principais da célula.

Desta forma, no experimento realizado por Cairns (1963), as
células de E. coli foram cultivadas em meio contendo timidina *H
por diferentes periodos, a seguir as células foram cuidadosamen-
te lisadas de forma a nao quebrar os cromossomos e esses foram
coletados em membranas filtrantes. Essas membranas foram fi-
N xadas em laminas de vidro e cobertas com
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Autorradiografia

CICLO DE REPLICAGAO

e e oot

Autorradiografia

.

CROMOSSOMO APOS UM CICLO DE REPLICACAO

emulsao sensivel a particulas B (os elétrons

PJ\\ 7\ 2 de baixa ene,r'gia emitidc?s durante o decai-
< /) mento do tritio) e mantidas no escuro por
Q' 7/‘ um tempo suficiente para o decaimento ra-
Z, .\5 dioativo. As autorradiografias observadas
(‘L\Q/» o X\ quando a emulsao foi revelada mostraram
lnt\:;);tagéo que os cromossomos de E. coli sao

CROMOSSOMO DURANTE O SEGUNDO

estruturas circulares que existem na forma
0 intermedidria durante a replicagao. Essas

Forquilha de autorradiografias sugeriram que o desem-

replicacdo parelhamento das duas cadeias comple-

..\',e[?// il»’. mentares parentais e a replicacdo

é‘- 2 2 semiconservativa ocorrem simultanea-

’>} ( (‘! > mente ou estdo estreitamente associados
9 \! \ é (veja a Figura 2.6).

'h‘"\/\"l\ } A interpretacio de Cairns destas autorra-

Interpretacao

Figura 2.6 - Autorradiografia da replicacdo do DNA

diografias foi de que a replicagdo semicon-
servativa inicia em um sitio no cromossomo,



o qual foi denominado origem, e prossegue
seqilencialmente e unidirecionalmente ao
redor da estrutura circular. No entanto, evi-
déncias subsequentes demonstraram que sua
interpretacao estava incorreta em um ponto:
a replicacdo ocorre bidirecionalmente, nao
unidirecionalmente. Cada estrutura em for-
ma de Y é uma forquilha de replicacdo e as
duas forquilhas de replicacao se movem em
dire¢oes opostas ao longo do cromossomo

forquilhas de
replicagao

circular (veja a Figura 2.7).
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As evidéncias citoldgicas foram inconclusivas
em relagdo ao processo bioquimico relativo a esses eventos.

Muito do que foi aprendido sobre os mecanismos molecula-
res envolvidos nos processos biologicos foi através do fraciona-
mento de células em suas organelas, macromoléculas e outros
componentes e depois reconstituindo os sistemas em tubos de
ensaio, os assim chamados sistemas in vitro. Esses sistemas in vi-
tro podem ser dissecados bioquimicamente mais facilmente que
os sistemas “in vivo”.

A sintese in vitro do DNA foi obtida por Arthur Kornberg e
colaboradores em 1957. Kornberg, que recebeu o prémio Nobel
em 1959 por esse trabalho, isolou uma enzima de E. coli (chamada
DNA polimerase) que catalisa a adigdo covalente de nucleotideos
a cadeias preexistentes de DNA. Essa enzima requer 5’-trifosfatos
dos 4 deoxinucleotideos e ¢ ativa apenas na presenca de ions Mg**
e DNA preexistente. Esse DNA deve fornecer dois componentes
essenciais para o processo, um para a func¢do de iniciador (primer)
e outro para a fun¢do de molde (template) (veja a Figura 2.8).

1. DNA iniciador: A DNA polimerase nao pode iniciar a sintese
da cadeia de DNA de novo. Tem uma necessidade absoluta
de um 3’-hidroxil livre em uma cadeia preexistente. A DNA

Figura 2.7 - Replicagdo do
DNA bidirecional
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Figura 2.8 - (A) Reacdo catalisada pela DNA polimerase. (B) Modelo da DNA polimerase

polimerase catalisa a formacao da ligagao fosfodiéster entre a
extremidade 3’-OH do ultimo nucleotideo da cadeia do DNA
e o 5’-fosfato do deoxinucleotideo trifosfatado subsequente.
A diregao da sintese é sempre 5'>3’. A energia para essa rea-
¢do é proveniente da quebra do trifosfato.

2. DNA molde: A DNA polimerase nao possui especificidade de
sequéncia, isto é, a enzima requer uma cadeia de DNA molde
cuja sequéncia, por meio das regras do pareamento de bases,
dirige a sintese de uma sequéncia complementar de bases na
cadeia sintetizada. O pareamento incorreto causa diminui¢ao
da atividade catalitica da DNA polimerase, que também con-
segue distinguir os deoxinucleotideos e os ribonucleotideos
trifosfatados.

Essa enzima, hoje melhor caracterizada, possui diversos si-
tios funcionais, apresentando uma alta fidelidade na replicagao
do DNA e uma alta processividade (hoje em dia sdo conhecidas
DNA polimerases que atuam em velocidades de até 100.000 nu-
cleotideos por segundo).

Apds a descoberta de Kornberg, diversas DNA polimerases fo-
ram isoladas e caracterizadas a partir de diferentes organismos. A
func¢ao precisa de algumas dessas DNA polimerases ainda nao sao



claras. Todas as DNA polimerases até hoje identificadas atuam no
sentido 5>3’ A presenga de ions metalicos é imprescindivel para
a atividade da enzima.

2.4 O “Paradoxo do Ponto de Crescimento”
e a Sintese Descontinua de DNA

Os estudos de moléculas de DNA replicantes por meio das au-
torradiografias e da microscopia eletronica indicam que as duas
cadeias-filhas sintetizadas em cada forquilha de replicacdo se esten-
dem na mesma direcao, ao menos no nivel macromolecular. Vis-
to que as cadeias complementares da dupla hélice tém polaridades
opostas, isto significa que a sintese esta ocorrendo no sentido da
terminacdo 5 (ou 3’>5’) e da terminagdo 3’ (ou 5’>3’). No entanto,
todas as DNA polimerases conhecidas tém necessidade absoluta de
um 3’-hidroxil livre, o que possibilita apenas a sintese 53’

Esse paradoxo existiu por varios anos, enquanto os bioquimicos
procuravam por polimerases capazes de realizar a sintese no sen-
tido 3’>5” Nenhuma polimerase com essa capacidade foi até o mo-
mento encontrada. Ao contrario, fortes evidéncias foram se acu-
mulando indicando que toda sintese ocorre na diregao 5°>3’. A
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Figura 2.9 - Evolucéo da replicacdo



resolucdo desse paradoxo foi pela demonstragdo que a sintese de
uma das cadeias ¢ descontinua (veja a Figura 2.9).

Pela autorradiografia e pela microscopia eletronica demonstrou-se
que as cadeia nascentes do DNA sintetizadas em cada forquilha de
replicagdo sdo estendidas na mesma dire¢ao no nivel macromole-
cular. Entretanto, no nivel molecular, a sintese ocorre em dire¢oes
opostas. Ambas as cadeias sdo sintetizadas na direcao 5>3’ As ca-
deias que evoluem na direcio 3’>5 crescem pela sintese de pequenos
segmentos (sintetizados na dire¢do 5'>3’) e pela subsequente reunido
desses pequenos segmentos pela enzima DNA ligase. A evidéncia do
modo descontinuo de replicagdo do DNA foi obtida de estudos nos
quais intermediarios da sintese de DNA foram detectados por au-
torradiografia apds o cultivo das células durante periodos curtos em
meio contendo timidina *H (marcagdo de pulso). Quando células de
E. coli foram marcadas por pulsos de 15 segundos, por exemplo, toda
marcacio foi encontrada em pedagos pequenos, com 1.000 a 2.000
nucleotideos. Esses pequenos segmentos de DNA, frequentemente
denominados fragmentos de Okazaki, sio menores nos eucariotos,
100 a 200 nucleotideos. Quando sdo utilizados periodos de marca-
¢do de pulso mais longos, a marca¢io é observada majoritariamen-
te em moléculas grandes de DNA — provavelmente do tamanho de
moléculas contendo todo o DNA presente em cromossomos intac-
tos. Nos periodos curtos de marcagdo de pulso, a radioatividade pre-
sente nos pequenos “fragmentos” de DNA se tornam incorporados
nas moléculas do tamanho dos cromossomos durante o crescimento
subsequente das células em meio contendo timidina ndo radioativa.
Isto é importante porque indica que os fragmentos de Okazaki sdo
efetivamente intermedidrios na sintese de DNA e ndo um tipo de
subproduto metabdlico. Evidéncias inequivocas demonstram que a
sintese de DNA ¢ continua na cadeia polimerizada no sentido 53
(denominada cadeia “leading”) e descontinua na cadeia crescendo na
dire¢do 3’55 (denominada cadeia “lagging”).

Como dito anteriormente, todas as DNA polimerases conhe-
cidas tém uma necessidade absoluta de uma extremidade 3’-OH,



que atua como primer e uma cadeia molde para a sua atividade. As-
sim, nao existe nenhuma DNA polimerase conhecida que possa
iniciar a sintese de uma nova cadeia de DNA. Visto que a sintese
de cada fragmento de Okazaki requer um evento de iniciagdo, um
mecanismo eficiente de iniciagdo de cadeia é essencial para a replica-
¢do do DNA. A RNA polimerase, uma enzima complexa que catalisa
a sintese de moléculas de RNA a partir de moldes de DNA, ¢ capaz
de iniciar a sintese de novas cadeias de RNA em locais especificos do
DNA. Quando isso ocorre, é formado um hibrido RNA-DNA no qual
o RNA nascente ¢ ligado por pontes de hidrogénio ao DNA. Desde
que as DNA polimerases foram capazes de estender cadeias polinu-
cleotidicas contendo um iniciador de RNA (primer) com uma extre-
midade 3’-OH livre, cientistas em diversos laboratdrios comegaram a
testar a ideia de que a sintese de DNA ¢ iniciada por primers de RNA.
Atualmente existem evidéncias definitivas apoiando a proposta de que
a sintese de DNA ¢ iniciada por pequenos segmentos de RNA. Esses
primers de RNA sdo substituidos posteriormente por DNA, para isso
uma enzima com atividade de exonuclease, a RNAse H, degrada o
RNA que esta pareado com o DNA, exceto o ultimo nucleotideo que
esta ligado ao primeiro deoxinucleotideo, que é removido por outra
exonuclease. A seguir as lacunas sdo preenchidas pela DNA polimera-
se completando a fita do DNA. Os fragmentos resultantes sdo unidos
por uma ligacdo covalente pela DNA ligase (veja a Figura 2.10).

A sintese dos primers de RNA ¢ catalisada por enzimas denomina-
das primases, que apresentam atividades distintas das demais RNA
polimerases. Nos procariotos, os primers de RNA possuem 10-60
nucleotideos de tamanho. Em eucariotos sio menores, com aproxi-
madamente 10 nucleotideos. O uso de primers de RNA ¢ o mecanis-
mo mais comum utilizado para iniciar a sintese de DNA. No entanto,
alguns virus parecem utilizar mecanismos diferentes para o inicio da
sintese de DNA

Quando Watson e Crick formularam o modelo da estrutura em
dupla hélice do DNA, imediatamente reconheceram que a natureza



.

;)
5
r3’ 5 SN
A primase sintetiza pequenos 3 N\ Pri de RNA 3
oligonucleotideos de RNA (primer) 5 > fimer de
copiados do DNA;
3[
NN\ 3
s L I
A DNA polimerase Il alonga , DNA novo ' .
os primers de RNA com DNA novo; 5 fragmento de Okazaki
A DNA polimerase | remove / s 7)) 3
0 RNA da extremidade 5'dos , D\ §
fragmentos adjacentes 5
e preenche as falhas; \
/ N 5
A DNA ligase conecta os , Ligacdo
fragmentos adjacentes. —5
J

Figura 2.10 - Sintese da cadeia descontinua

complementar das duas cadeias possibilitava uma base simples e fi-
dedigna para a duplica¢do do material genético. A demonstragao por
Meselson e Stahl da replicagdo semiconservativa sedimentou o con-
ceito de que ocorre a separagdo das duas cadeias e a seguir cada uma é
utilizada como molde para a sintese das cadeias complementares. As-
sim, a dupla hélice original dirige a sintese de uma progénie de duas
duplas hélices idénticas. A purificagao por Korn-berg de uma enzima
com capacidade de sintetizar DNA in vitro, a DNA polimerase I, for-
neceu a evidéncia final da ligacao do que foi pensado ser um meca-
nismo elegantemente simples para a replicagdo do material genético
— mas esse nao foi o caso. Atualmente, os cientistas ainda tentam
compreender os detalhes do mecanismo de replicagdo do DNA.



A replicag¢io do DNA é muito complexa. E realizada por um
complexo multienzimatico denominado sistema de replica¢ao ou
replissomo. Nos eucariotos, os componentes da maquinaria de
replicacao ainda ndo estdo totalmente identificados. Mesmo nos
procariotos, a replica¢io do DNA necessita de diversas proteinas
diferentes, e os detalhes do funcionamento dessas proteinas ainda
estdo sendo esclarecidos.

Inicialmente, as cadeias da dupla hélice parental precisam se se-
parar de forma que cada uma sirva de molde para a sintese de uma
nova cadeia. A separa¢do das cadeias e 0 movimento da forqui-
lha de replicagao evoluem progressivamente com as cadeias sendo
temporariamente separadas adiante da forquilha de replicacao, en-
quanto esta se move ao longo do cromossomo. Trés proteinas di-
ferentes estdo envolvidas na separagdo das cadeias da dupla hélice:

3. proteinas separadoras de DNA ou helicases — diretamente en-
volvidas na catalise da separacao das duplas hélices;

4. proteinas ligantes de cadeias simples de DNA (SSBP - Single
Strand Binding Proteins) — se ligam fortemente as regides de
DNA de fita simples produzidas pela acao das helicases e aju-
dam a estabilizacdo necessaria para a polimeriza¢dao. As SSBP
se ligam ao DNA como tetrameros. O DNA complexado com
as SSBP se replica in vitro 100 vezes mais rapidamente que o
DNA nao complexado. Provavelmente, as cadeias simples nao
complexadas formam estruturas secunddrias que interferem
no movimento das DNA polimerases e de outros componentes
do complexo de replicagao ao longo da molécula;

5. DNA girases, que catalisam a formagdo de enrolamentos ne-
gativos no DNA, sdo essenciais para a replicagdo e supde-se
que desempenham um papel fundamental no processo de de-
senrolamento, mas seu funcionamento nao é conhecido. O
superenrolamento é decorrente do processo de separagdo das
fitas (veja a Figura 2.11).

As cadeias de DNA nascentes sdo iniciadas pelo uso de primers
de RNA. A sintese dos primers de RNA ¢ catalisada por uma classe
especial de enzimas denominadas primases. A atividade das pri-
mases requer a formag¢do de um complexo de primase e a0 menos



Figura 2.11 - (A) Complexo
atuando na forquilha de
replicacao (replissomo). (B) e
(C) imagem do replissomo em
microscopia eletronica e sua
interpretacao

outras seis proteinas, esse complexo é chamado primossomo. O
primossomo realiza a primeira reagdo iniciadora na cadeia lea-
ding (continua) e a seguir a iniciagdo repetitiva na sintese dos
fragmentos de Okazaki na cadeia lagging (interrompida).

A extensdo covalente das cadeias de DNA durante a replicacao
do cromossomo da E. coli ¢ realizada pela DNA polimerase III.
Subsequentemente a extensdo pela DNA polimerase III na for-
quilha de replicagdo, a DNA polimerase I catalisa a remocao dos
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primers de RNA pela agdo conjunta de agao das atividades de exo-
nuclease 3°>5’ e polimerase 5°>3; e a DNA ligase catalisa a ligagao
covalente dos fragmentos de cadeia simples resultantes.

Diversos dos componentes essenciais para a replicagio do DNA
em E. coli foram identificados geneticamente, isto ¢, por meio de
linhagens portadoras de mutagdes que impossibilitam a replica¢ao
do DNA em determinadas condi¢des. Espera-se que a fungdo exa-
ta de diversos produtos génicos envolvidos na replicagao do DNA
seja conhecida nos préximos anos. No entanto, as tentativas de iso-
lar replissomos funcionais intactos nao tém sido bem-sucedidas.

Os cromossomos eucarioticos, da mesma forma que os procari-
6ticos, replicam-se de maneira semiconservativa. Isto foi demons-
trado por Taylor, Woods e Hughes em 1975, por meio de autor-
radiografia de cromossomos de Vicia faba. Entretanto, na época
desse experimento ainda nao se sabia que cada cromossomo con-
tém uma tnica molécula de DNA. Experimentos subsequentes em
diversos eucariotos demonstraram em todos os casos replicagdo
semiconservativa.

Quando células eucaridticas sao marcadas por pulsos de timidi-
na *H e o DNA ¢ extraido e analisado por autorradiografia, sdo
observados arranjos em , sugerindo que macromoléculas
unicas de DNA contém diversas origens de replica¢ao. Quando o
pulso de marcagao é seguido por um periodo curto de crescimen-
to em meio ndo radioativo, esses arranjos contém regides centrais
de alta densidade de graos com caudas de densidade de graos de-
crescente em cada término. Esse resultado demonstra que a repli-
cagdo nos eucariotos é bidirecional da mesma maneira que nos
procariotos. As caudas com densidade de graos decrescente resul-
tam da dilui¢do gradual dos pools intracelulares de timidina *H

A palavra “tandem” significa
um atrds do outro.



pela timidina 'H, enquanto a forquilha de replicacdao se move
bidirecionalmente da origem central em direcdo ao término da
replicacdo. Um segmento do cromossomo cuja replicagdo esta
sob controle de uma origem e dois términos é denominado repli-
con (veja a Figura 2.12). Nos procariotos, o cromossomo inteiro
¢ um unico replicon.
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Figura 2.12 - Diversas origens de replicacdo nos cromossomos eucariéticos

A existéncia de diversas unidades de replica¢ao por cromosso-
mo eucaridtico, cada uma com sua prépria origem foi demonstrada
por microscopia eletronica (veja a Figura 2.13). Diversas evidén-
cias indicam que a replica¢do pode se iniciar em um niimero maior
de locais durante as divisoes celulares muito rapidas que ocorrem
no inicio da embriogénese em relagao aos estagios posteriores do
desenvolvimento. Um aspecto que esta claro é de que o DNA
recém-replicado é rapidamente empacotado em nucleossomos.
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Figura 2.13 - Autorradiografia evidenciando diversas origens de replicacdo

As multiplas origens de replicagdo sdo necessdrias para pos-
sibilitar a replicagdo completa das moléculas de DNA durante o
ciclo celular. Por exemplo, na Drosophila melanogaster, as molé-
culas dos maiores cromossomos contém aproximadamente 6,5 x
107 pares de nucleotideos. A velocidade de replicagdio do DNA a
25°C ¢é aproximadamente 2.600 pares de nucleotideos por minuto.
Uma unica forquilha de replicagao demoraria 17% dias para atra-
vessar uma molécula inteira. Com duas forquilhas de replicagao
movendo-se bidirecionalmente a partir de uma origem central, a
molécula poderia se replicar em apenas 8%: dias. Os cromossomos
de embrides de Drosofila se replicam a cada 3-4 minutos e o nu-
cleo se divide a cada 9-10 minutos durante as clivagens iniciais do
zigoto. Portanto, a replicagdo completa do DNA dos cromossomos
maiores em 3% minutos necessita de 7.000 forquilhas de replica-
¢ao distribuidas em intervalos iguais ao longo das moléculas.

O numero de origens de replicagdo ativas varia durante os di-
ferentes estagios do desenvolvimento. Na Drosdfila existem apro-
ximadamente 10 vezes mais origens ativas por nucleo durante as
clivagens iniciais do que nas células adultas. Ainda nao se sabe o
que determina, quantas e quais origens estao ativas em células di-
ferentes e em diferentes estagios do desenvolvimento.

A replicagdo do DNA ocorre em um momento especifico do ciclo
celular, denominada fase S (sintese de DNA), desencadeando uma
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Figura 2.14 - Reconhecimento da origem de replicagao

sequéncia de eventos que culminam
com a divisdo celular. A transicao para
a fase S é controlada por diversas vias de
sinalizagdo celular.

A formagdo da forquilha de replicagdo
requer a separagdo das fitas de DNA, ge-
rando um sitio de desenrolamento que se
move ao longo do DNA durante a extensao
e o inicio da nova cadeia. Os sitios especi-
ficos onde esse processo se inicia sdo de-
nominados origens de replicacdo, onde se
ligam proteinas especificas que produzem a
separac¢do das cadeias e o inicio do proces-
so (veja a Figura 2.14).

O fato de o sistema de replicacao do
DNA ocorrer diferencialmente nas duas
fitas acarreta um problema adicional para
os cromossomos lineares.

Nos cromossomos circulares, com ape-
nas uma origem de replicagdo, a finalizagao
do processo evolui bidirecionalmente até
que haja o encontro das duas forquilhas e a
religacdo das fitas; as moléculas resultantes
sao separadas pela agdo da topoisomerase.

Nos cromossomos lineares, cada fita

evolui independentemente. No entanto, esse sistema ndo pode fi-

nalizar a replica¢ao nas extremidades. Apos a retirada do primer de

RNA na fita descontinua, um pequeno trecho nao é replicado. Com

isso, a cada ciclo de replicagdo hd um encurtamento de uma das

duas moléculas-filhas de DNA. Isto acarreta a perda de informagao

dessas regides (veja a Figura 2.15).



PRIMEIRA ETAPA DA REPLICACAO
Remocéo do

primer de RNA

Replicacao 3
/ — 5
3
5

N

)—

Extremidade do
Cromossomo

)—

3N\
5

3
5

SEGUNDA ETAPA DA REPLICACAO

- D
N .
)

3
—> — 5’)

5

.

Um cromossomo é
menor que o outro

Figura 2.15 - Erosao dos teldomeros

Apesar dessa dificuldade, os cromossomos lineares sdo mais in-
teressantes evolutivamente, pois possibilitam a realizagdo de
crossing-over.

As regides terminais dos cromossomos sdo denominadas telo-
meros e s3o essenciais para a estabilidade dos cromossomos. Essas
regides contém uma sequéncia de DNA repetida diversas vezes em
tandem; essa sequéncia é bastante conservada evolutivamente. Em
humanos a sequéncia repetida é 5’-TTAGGG-3’.

Na replicagdo do DNA, a remog¢do do ultimo primer acarreta
encurtamento da sequéncia telomérica. Isto acarreta uma limita-
¢do quanto ao numero de divisdes celulares possiveis para uma
célula. Quando a perda dessa sequéncia é significativa, ocorre a
erosio dos telomeros, causando instabilidade cromossdémica na
célula. Esse fendmeno esta associado a

No entanto, algumas células possuem a capacidade de replicar
os teldbmeros, ndo ocorrendo perda destas sequéncias. Isto se deve
a uma enzima celular denominada telomerase. Essa enzima pos-
sui tanto componentes proteicos quanto RNA. Esse componente de
RNA serve de molde para a replicacao da sequéncia telomérica na
extremidade 3’ Essa DNA polimerase, extraordinariamente, utiliza o

Crossing-over

E um evento que ocorre
na meiose e acarreta troca
de partes entre cromos-
somos homologos, resul-
tando no aumento da va-
riabilidade genética pelo
embaralhamento dos ge-
nes maternos e paternos
NnoO Mesmo Cromossomo,
sendo 0s cromossomos
resultantes diferentes dos
originais.

Senescéncia é o processo
natural de envelhecimento
no nivel celular ou o conjunto
de fendbmenos associados a
esse processo.
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RNA como molde, caracteristica presente em uma classe de enzimas
denominada transcriptase reversa. Para separar o molde do produ-
to, ha um componente da enzima com atividade de RNA-DNA heli-
case (veja a Figura 2.16). O controle da atividade da telomerase se da
por proteinas que se ligam a regido de fita dupla do telomero.



A importancia da replicagdo para a manutencao da informagao
requer acuracidade e processividade das enzimas envolvidas.

A E. coli possui pelo menos cinco tipos de DNA polimerases: a
DNA polimerase I, que preenche espacos entre fragmentos de Oka-
zaki na cadeia descontinua (lagging), sendo a enzima principal para
preencher as lacunas (gaps) durante o reparo do DNA; a DNA poli-
merase III, que é a principal enzima na replicagdo de DNA, compos-
ta de diversas subunidades, com mais de 600kDa, sendo seu centro
constituido das subunidades a, €, e 0 . As duas subunidades  tém a
fun¢ao de impedir que o centro da polimerase se desligue do DNA
molde, deslizando com ele. As demais DNA polimerases atuam no
reparo do DNA.

Em eucariotos o sistema é mais complexo e as células possuem
multiplas DNA polimerases; uma célula normal apresenta mais de
15 polimerases diferentes. Em mamiferos as principais DNA poli-
merases sao a DNA polimerase a, que atua na sintese da cadeia des-
continua, a DNA polimerase [3, que atua no reparo do DNA, a DNA
polimerase y, que esta envolvida na replicagdio do DNA mitocon-
drial, a DNA polimerase 0, que ¢ responsavel pela sintese da cadeia
continua, e a DNA polimerase €, que participa do reparo do DNA.

A alta processividade ¢ obtida com o auxilio de outras proteinas
que atuam na forquilha de replicagdo, podendo atuar numa veloci-
dade de 1.000 nucleotideos por segundo.

A identificacdo dos sinais que regulam a replicagdo do DNA du-
rante o crescimento e a diferenciagdo de organismos multicelulares
como plantas superiores e animais proporcionard um grande avan-
¢o para a compreensao desse processo.

A replicagdo do DNA ¢ central para toda a Biologia. Esse pro-
cesso ocorre de forma semiconservativa. A DNA polimerase é a
principal enzima utilizada para a replicacdo e atua na dire¢ao 5°-3,



utilizando como substrato a molécula de DNA molde e os nucle-
otideos trifosfatados, possuindo alta processividade e acuracia. A
replicagdo ocorre bidirecionalmente e simultaneamente nas duas
fitas, em uma das fitas a replica¢do é descontinua. O sistema de
replicacao completo é complexo, com enzimas que realizam ativi-
dades distintas, como DNA helicases, primase, SSBP, DNA ligase e
topoisomerases. Os cromossomos de eucariotos possuem diversas
origens de replicagdo. As extremidades dos cromossomos apre-
sentam uma dificuldade intrinseca de replicacao, a cada ciclo de
replicagdo ha um encurtamento de uma das duas moléculas-filhas
de DNA. Em algumas células a enzima telomerase possibilita a re-
composicao desse encurtamento.

James D. Watson, Michael Levine, Alexander Gann, Richard Losick,
Tania A. Baker, Stephen P. Bell

Capitulo 8: Texto abrangente, compreendendo os detalhes mo-
leculares, com ilustragdes que facilitam a compreensao e exemplos
que possibilitam a contextualizagao.
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O Fluxo da Informacao

O material genético deve controlar o desenvolvimento
do fendtipo do organismo. A compreensdo desse processo
iniciou-se a partir de pressupostos tedricos, considerando-
-se a importancia das proteinas para os sistemas bioldgi-
cos, a relagdo entre a sequéncia de nucleotideos dos dcidos
nucleicos e a sequéncia de aminodcidos, e a universalida-
de do cédigo genético.

Este capitulo tem como objetivo sistematizar o conhe-
cimento das etapas distintas do fluxo da informagdo: a
sintese de RNA a partir do DNA, denominada transcri-
¢do, e a sintese da cadeia polipeptidica a partir do molde
de RNA, denominada traducdo. Também vamos caracte-
rizar a maquinaria celular envolvida nessas atividades e
estabelecer as diferengas entre procariotos e eucariotos, e
considerar a repercussdo destas diferengas.




m Genética Molecular



A elucidagdo do processo de sintese proteica pelas células é um
dos maiores desafios da Biologia, sendo indiscutivel a importancia
das proteinas para os sistemas biologicos. A relagdo entre a sequ-
éncia de nucleotideos dos acidos nucleicos e a sequéncia de ami-
noacidos das proteinas parece dbvia, mas a caracteriza¢dao do pro-
cesso funcional é um desafio persistente. A partir dos anos 1950 e
60 estabeleceu-se intensa colabora¢io entre bioquimicos e bidlo-
gos moleculares que resultou em descobertas importantes sobre o

processo de sintese proteica.

A hipotese da sequéncia e o Dogma
Central em 1957

Meus pensamentos (e de diversos colegas) sao ba-
seados em dois principios gerais, chamados de hi-
poétese da sequéncia e Dogma Central. A evidéncia
experimental para ambos é deficiente, mas acho
de grande ajuda para elucidar esses problemas
complexos. Sua natureza especulativa é enfatiza-
da pela denominagao. Um exercicio instrutivo se-
ria tentar construir uma teoria sem utiliza-los. Pela
hipdtese da sequéncia, assume-se que a especifici-
dade de um segmento de &cido nucleico seria ex-
pressa apenas pela sequéncia de bases, de forma
que sua sequéncia seria um codigo (simples) para
a sequéncia de aminoacidos de uma determina-
da proteina. Essa hipétese é amplamente aceita.
Sua virtude é que unifica diversos principios: a im-
portancia bioquimica das proteinas e a funcao do

gene, especialmente de seu 4cido nucleico; a line-
aridade das moléculas de proteina (consideradas
covalentemente); e a linearidade genética do gene
funcional. Diversos laboratérios, incluindo o nos-
so, trabalham para obter evidéncias experimen-
tais dessa hipdétese. O Dogma Central estabelece
que uma vez que a informacao tenha sido passada
para proteina nao ha mais retorno. A transferéncia
de informacdo do acido nucleico para acido nuclei-
co, ou de acido nucleico para proteina, seria possi-
vel, mas a transferéncia de informacéo de proteina
para proteina, ou de proteina para acido nucleico,
seria impossivel. A informacao significa a determi-
nacgao precisa da sequéncia, tanto na sequéncia de
bases quanto dos aminodcidos na proteina.

CRICK, F. H. C. On Protein Synthesis. Symp. Soc.
Exp. Biol. XIl: 138-163. quoted in: JUDSON, H. F. The
Eighth Day of Creation. Expanded Edition (1979,
1996) 1958.



Inicialmente a abordagem foi especulativa, quando foram co-
gitadas as possibilidades a partir do conhecimento disponivel. A
partir dai foram conduzidos experimentos laboratoriais que de-
monstraram experimentalmente os pressupostos teéricos, sendo
as lacunas preenchidas paulatinamente.

Apos a elucidagdo da estrutura molecular do DNA e a consta-
tacdo de que a informacao deveria estar codificada na sequéncia
de DNA, comecaram as especula¢des de qual seria a relagdo entre
a sequéncia de nucleotideos do DNA e a sequéncia de aminoaci-
dos nas proteinas, e o sistema operacional para a célula processar
essa informacéo.

Em 1954 George Gamow, um renomado fisico, sugeriu que as
proteinas deveriam ser sintetizadas diretamente no DNA, sendo os
aminoacidos alinhados na ordem correta por meio de cavidades com
formas diferentes, especificas para cada tipo de aminoécido, forma-
das pela sequéncia de DNA. Esse modelo mostrou-se limitado por
restringir as possiveis sequéncias de aminodacidos nas proteinas.
Também se mostrou paradoxal, uma vez que a dimensao molecular
dos nucleotideos é muito maior do que a dimensao dos aminoacidos.
Outro paradoxo é o fato de que nos eucariotos 0 DNA esta localizado
no nucleo, enquanto a sintese de proteinas ocorre no citoplasma.

Parecia plausivel que existisse uma molécula intermediaria. Os
estudos preliminares de Brachet (1944) e Caspersson (1947) suge-
riram que havia uma intima conexao entre RNA e sintese de pro-
teinas. Uma vez que as evidéncias experimentais demonstravam
que a sintese proteica era proporcional a quantidade de RNA (isto
estava de alguma forma equivocado, visto que o RNA observado
nao era o0 RNA mensageiro, mas o RNA ribossomico), sugere-se
que o RNA poderia ser esse intermediario. Citologicamente essa
proposta era possivel, porque o RNA esta presente tanto no nucleo
quanto no citoplasma. Além do mais, o RNA possui propriedades
compativeis com essa fungao:

1. polinucleotideo;
2. composicao de bases reflete a composicao de bases do DNA;
3. tamanho heterogéneo;

4. sintetizado e degradado rapidamente.



Essas consideragdes resultaram na hipétese conhecida como o
Dogma Central da Biologia, segundo o qual o fluxo da informagao
ocorreria no seguinte sentido:

DNA > RNA > Proteina

Assim, existem duas etapas distintas no fluxo da informacao: a
etapa da sintese de RNA a partir do DNA, denominada transcri-
¢do, e a sintese da cadeia polipeptidica a partir do molde de RNA,
denominada traducao.

A informagdo genética seria codificada na sequéncia linear
das bases no DNA. Esse também seria o caso para o outro aci-
do nucleico, o RNA. Existem quatro tipos de bases no RNA que
sao idénticas as encontradas no DNA, com apenas uma excegdo, o
uso da uracila no RNA em lugar da timidina (5-metil-uracila). O
RNA também pode ser o portador da informacgao genética, como
¢ o caso de alguns virus de RNA. Mas outra fun¢do é mais evidente
— a sequéncia de bases na maioria dos RNAs é determinada pela
sequéncia de bases do DNA. Assim, o RNA pode atuar como um
intermedidrio portador de informacéo. Particularmente, a manei-
ra pela qual a informagdo genética é expressa em proteinas é sem-
pre através de um RNA intermediario. A sequéncia de aminoaci-
dos nas proteinas ¢ determinada pela sequéncia de bases do RNA
mensageiro. As sequéncias dos outros RNAs componentes da ma-
quinaria de sintese proteica sdo também determinadas pelo DNA,
mas essa informacao ndo é traduzida diretamente em proteina.

O RNA ¢ uma molécula monocatenaria (de uma unica cadeia),
embora possa ter regides de dupla hélice decorrente do parea-
mento intramolecular, e em alguns virus é de fita dupla. Assim, as
analises de difracao dos raios X ndo puderam ser interpretadas
logicamente, ndo se verificando a mesma regularidade observada
no DNA. O RNA difere do DNA quanto a composi¢ao das bases,



sendo utilizada a uracila no lugar da timidina, e quanto a pento-
se, sendo utilizada a ribose. A cadeia mostra similaridade ao
DNA na unido dos nucleotideos, apresentando também a orien-
tacdo 5’ e 3’ a presenca de uma hidroxila na posi¢do 2’ torna a
molécula mais reativa, portanto mais instavel que o DNA. Na
maioria das moléculas de RNA celulares, as razoes de A/U e C/G
diferem de um, e também quando aquecido o RNA, nio se des-
natura em duas moléculas polinucleotidicas separadas. Assim,
concluiu-se que o RNA ndo tem uma estrutura regular. No en-
tanto, as curvas de desnaturagdo demonstraram a existéncia de
algum tipo de pareamento de bases no RNA, partes da molécula
poderiam formar ganchos antiparalelos. A presenca de regides
de dupla hélice foi confirmada por estudos de rotacao optica e
difracdo de raios X. A importancia dessas alcas nao foi conside-
rada até ser confirmado que, em alguns casos, o RNA tem estru-
turas secundaria e terciaria definidas e precisas, com importan-
tes consequéncias biologicas. Como esse pareamento de bases é
intramolecular, pode ser facilmente revertido. Embora o parea-
mento de bases seja revertida pela temperatura, a cadeia perma-
nece unida pelas liga¢oes fosfodiéster (veja a Figura 3.1).

Caracteristicas da molécula de RNA
- molécula linear/regides de dupla hélice;
- nucleotideos A, U, Ce G;
» pentose — ribose;
« localizado no nucleo e no citoplasma;

« quantidade varidvel — proporcional a sintese de proteinas

A partir da hip6tese do Dogma Central, os detalhes do fluxo da
informagao foram esclarecidos paulatinamente por meio de uma
gama de procedimentos experimentais.

Para isto, os sistemas de sintese proteica in vitro foram funda-
mentais. Inicialmente, em 1953, Paul Zamecnik e colaboradores
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demonstraram que o sitio onde ocorria a sintese de proteinas era
uma estrutura celular denominada ribossomo. A seguir Zamenick
e Hoagland (1958) demonstraram que os aminodacidos, antes de
serem incorporados a cadeia polipeptidica, ligavam-se a pequenas
moléculas de RNA, denominadas RNA transportadores (tRNA).

Inicialmente, pensava-se que todo RNA celular teria a fungdo
de molde. No entanto, a caracterizacao de diferentes formas de
RNA evidenciou uma complexidade adicional. Embora em termos
quantitativos sejam predominantes os RNAs encontrados nos ri-
bossomos (rRNA), a regularidade do tamanho e da composi¢ao do
rRNA seria incompativel com a complexidade esperada, também
sao moléculas altamente resistentes, dificeis de degradar. Outros
estudos mostravam que os moldes para a sintese de proteinas em
bactérias tinham vida curta. Também era estranho que as sequ-
éncias de bases dos RNA ribossomicos tivessem pouca correlagdo
com o DNA cromossomico.

A resolugao desse paradoxo ocorreu em 1961 com a descober-
ta de uma terceira forma de RNA, o RNA mensageiro (mRNA)
por Brenner, Jacob e Meselson. Este mostrou-se o verdadeiro
molde da sintese proteica, estabelecendo-se assim, os principios
do sistema funcional.

Os ribossomos atuam como fabricas moleculares de polipepti-
dios, que deslizam ao longo da molécula de mRNA, onde os ami-
noacidos sao alinhados adequadamente por meio do RNA trans-
portador para depois serem unidos por ligacdes peptidicas.

Desta forma, dever existir uma regra para traduzir a informa-
¢do da sequéncia de nucleotideos na sequéncia de aminoacidos.
As primeiras especulagdes tedricas sugeriam que nao era possivel
uma relacdo direta. Considerando-se combinagdes entre os nu-
cleotideos, seriam necessarias combina¢des com no minimo trés
nucleotideos para produzir a diversidade necessaria (4°= 64), mas
isto produzia uma diversidade excedente, possibilitando uma re-
dundancia. A natureza do cddigo em triplete foi confirmada expe-
rimentalmente por Brenner e Crick (1961).

Embora a dinamica da informacao fosse compreendida, o cédi-
go ainda ndo havia sido decifrado, sendo o triplete de nucleotideos
denominado cédon.
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A solugdo para essa questdo foi possivel com o uso de RNAs
mensageiros sintéticos para sintese proteica in vitro. O experimen-
to pioneiro realizado por Niremberg e Matthaei (1961) utilizou
um mRNA constituido apenas de uracila (poli U), o que resultou
em um peptideo composto de fenilalanina, sugerindo que o cédon
UUU codificava o aminodcido fenilalanina (veja a Figura 3.2). A
partir desse sistema, outros cddons foram sendo decifrados e as 64
possiveis combinagdes elucidadas.

Essa interpretagdo denominada cddigo genético mostrou-se li-
near, sem sobreposi¢des, dos 64 tripletes possiveis, 61 codificam
aminoacidos. Dos 20 aminoacidos, apenas dois sdo codificados por
apenas um cddon, metionina e triptofano, os demais sao codifica-
dos por mais de uma combinagdo (veja a Figura 3.3). Os cddons
que nao codificam aminoacidos foram identificados como c6dons
de terminacao. Essa interpretacao ¢ utilizada universalmente pelos
seres vivos. Curiosamente, as células utilizam apenas os aminodaci-
dos levogiros (veja a Figura 3.4) para a sintese de proteinas.
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Figura 3.3 - Cédigo genético
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O processo de sintese de RNA constitui a etapa inicial do fluxo da
informacao e é denominada transcri¢ao. A caracterizagao desse pro-
cesso é indispensavel para a compreensao do funcionamento celular.

Por meio do fracionamento celular e da autorradiografia apds a
incorporagao de precursores radioativos nas moléculas de RNA,
foi possivel averiguar a cinética da sintese de RNA em células e
tecidos, demonstrando que a maioria dos precursores sdo incor-
porados inicialmente no nucleo e a seguir o RNA recém-sintetiza-
do é transportado para o citoplasma, embora uma fragdo desse
RNA permaneca no nucleo. A localizagao da sintese do RNA no
nucleo forneceu a evidéncia experimental de que o DNA seria o
molde para a sintese de RNA (veja a Figura 3.5).

( ’
Nucleo

&

Apods o
pulso

Citoplasma

A O processo bioquimico da
sintese de RNA comegou a ser
esclarecido quando S. Weiss
e J. Hurwitz (1961) identifi-

Substituicdo com
precursores do RNA
nao radioativos

caram, em extratos celulares
de bactérias e de nucleos de
mamiferos, atividade enzi-
matica de sintese de RNA,
numa rea¢do dependente da

Apods a
substituicao

J presenca de DNA. Essa rea-

Figura 3.5 - Cinética da sintese de RNA

¢do enzimatica utiliza como
precursores nucleotideos trifosfatados (ATP, CTP, GTP e UTP),
liberando pirofostato inorganico concomitantemente a formagao
de ligagdes fosfodiéster entre os nucleotideos monofosfatados in-
corporados a cadeia de RNA. A enzima envolvida nesse processo,
denominada RNA polimerase, é especifica para ribonucleotideos
trifosfatados. No entanto, a natureza do RNA produzido é depen-
dente do DNA adicionado.

Os estudos histoldgicos e autorradiograficos sugerem que a du-
plicacdo do DNA e a sintese de RNA no nucleo ocorrem em pe-
riodos diferentes durante o ciclo de divisao celular. Em um deter-
minado momento, durante a fase S uma determinada sequéncia
atua como molde para a replicagdo da molécula de DNA, em outra



etapa, geralmente fora da fase S, a mesma sequéncia ¢ utilizada
como molde para a transcrigdo da molécula de RNA.

A compreensdo bioquimica do processo de sintese de RNA ainda
é precaria, apesar da logica inerente ao sistema de informagoes, al-
gumas peculiaridades do processo evidenciam sua complexidade.

3.4 RNA Polimerases

A proteina que na E. coli catalisa a sintese de RNA utilizando
DNA como molde é a RNA polimerase. Essa holoenzima é com-

posta de cinco polipeptidios ligados nao covalentemente: duas su-
bunidades a com peso molecular de 40.000 Daltons, uma subuni-
dade B com peso molecular de 150.000 Daltons, uma subunidade
B’ com peso molecular de 160.000 Daltons e uma subunidade o
com peso molecular de 90.000 Daltons (veja a Figura 3.6). A po-
limerase principal, com capacidade de sintetizar as ligagoes fos-

fodiéster, ndo contém a subunidade o (sigma) e sua composicao
¢ a2PP’ A subunidade o é necessaria para o inicio da transcricao, Enzima principal
enquanto outra proteina, denominada fator rho (p), é importante +

para o término da transcrigao.

Nas células eucarioticas trés tipos principais de RNA polimera-
ses sdo encontrados, cada um com grande complexidade de subu-

nidades. Essas polimerases podem ser distintas por sua localizacao

Fator sigma
celular e pela sensibilidade a uma toxina de fungos, a a-amanitina.
A RNA polimerase I é encontrada no nucléolo, ¢ resistente a a- l
-amanitina e transcreve os rRNA grandes. A RNA polimerase II

¢ encontrada no nucleoplasma, é sensivel a baixas concentragdes
de a-amanitina e é a principal enzima responsavel pela sintese do
RNA heterogéneo nuclear, que é posteriormente processado em
mRNA. A RNA polimerase III é também encontrada no nucleo-
plasma, é sensivel a altas concentracdes de a-amanitina e sintetiza
o tRNA e rRNA 5S. Também sdo encontradas RNA polimerases
nas mitocoéndrias e nos cloroplastos (veja a Tabela 3.1). Existem

Holoenzima
g J

outras duas enzimas que catalisam a sintese de polimeros de RNA,

mas nao utilizam DNA como molde. Figura 3.6 Estrutura da RNA
polimerase bacteriana



Procariotos

RNA polimerase

Eucariotos

Tipo Localizacao Sintese Concentra¢ao
RNA pol | Nucléolo rRNA 50-70%
RNA pol I Nucleoplasma mRNA, snRNA(U) 20-40%

RNA pequenos,
RNA pol IlI Nucleoplasma tRNA, RNA 55, 10%
snRNA U6

Alguns bacteridfagos (virus que infectam bactérias) com RNA
icosaédricos possuem genomas com uma unica cadeia de RNA
linear. Esse RNA ¢ sintetizado por uma enzima grande, a RNA
replicase, composta de proteinas virais e do hospedeiro. Curiosa-
mente, na E. coli as enzimas utilizadas pela replicase do bacteriofa-
go de RNA estao também envolvidas na sintese de proteinas.

O processo de transcri¢ao é um processo altamente seletivo que
produz repercussdes importantes em todas as atividades celulares.
Esse processo nao ocorre espontaneamente, mas é determinado
por uma légica ainda pouco compreendida. Alguns aspectos desse
funcionamento parecem ser programados mostrando convergén-
cias importantes com o padrdo de desenvolvimento. O desenvol-
vimento s6 é possivel por esse padrao diferenciado de transcri-
¢do. No entanto, ha também uma influéncia de fatores ambientais
nesse processo. E mais facil descrever esse processo em bactérias
porque ¢ mais simples que a transcricdo em eucariotos.

Tecnicamente, a transcri¢do é dividida em trés etapas:

1. inicio — ligacdo da RNA polimerase aos promotores e aos ini-
ciadores de cadeia, determina o inicio da transcri¢ao;



2. alongamento — RNA polimerase transcreve a fita de RNA
complementar ao DNA, liberacdo do fator o, polimerizagao
53 velocidade 30 nucleotideos/segundo, fita molde de DNA
355 e

3. término — sinal de terminacgdo, liberacdo das moléculas de RNA,
libera¢ao da RNA polimerase, molde de DNA conservado.

O inicio da sintese de RNA é um processo complexo que envol-
ve a0 menos trés estagios: reconhecimento, separagdo das cadeias
e catalise pela formacao das ligagdes fosfodiéster.

A sequéncia do DNA que sinaliza o inicio da transcrigdo ¢ de-
nominada . A RNA polimerase reconhece o promotor
como uma estrutura do DNA de fita dupla. Embora possa ocorrer
no DNA separacdo local das cadeias, ndo é suficiente para expor
o numero de bases necessarias para o sinal especifico de inicio da
sintese de RNA. Assim, a polimerase possivelmente acessa a se-
quéncia promotora por meio das al¢as da estrutura do DNA. A
subunidade o na E. coli tem uma fungdo decisiva nessa etapa do
reconhecimento, interagindo covalentemente com o DNA sobre
aproximadamente 12 pares de bases (veja a Figura 3.7).

Apos a polimerase encontrar a sequéncia correta, em virtude
da liga¢do ndo covalente das al¢as da estrutura do DNA entre as
bases e a enzima, as cadeias devem ser separadas para possibilitar
o pareamento dos precursores no molde. Esse processo envolve
a formacao de ligagdes idnicas entre os aminodacidos basicos da
enzima e os grupos fosfato acidicos do DNA. Utilizando a energia
liberada pela formacao das ligagdes idnicas, as cadeias sao manti-
das separadas. Estima-se que aproximadamente 7 pares de bases,
proximos ao local da interagdo do molde com o precursor, sdo se-
parados pela polimerase.

Uma sequéncia de consenso € o protdtipo da sequéncia de bases
que representa as bases encontradas mais frequentemente em cada
posicdo nas sequéncias individuais de diversos promotores.

Nos procariotos, sio reconhecidas duas regides localizadas, -10
e -35 nucleotideos antes do inicio da transcri¢ao (+1).

Sao combinacdes de curtos
elementos de sequéncia,
normalmente localizados
na regido imediatamente

a montante do gene,
frequentemente a 200 pb
do sitio de iniciacao da
transcricdo, e servem para
iniciar a transcri¢ao.
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(b) Fortes promotores de E. Coli

(c) Sequéncia de consenso para Regido -35 Regido -10

todos os promotores de E.coli 1517 bp

Transcricao

Promotor Sequéncia do gene codificante

5 +1 3

TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG®eCGTCATTTGATATGATGCeGCCCCGCTTCCCGATAAGGG
GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA®*TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
ATCGATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA®*GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA* *GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACCTCGCGACAGTGAGC
CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCT® *GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG® e AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG® *CGGGAAGGCGTATTATGC*ACACCCCGCGCCGCTGAGAA
TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGGTGATAATGG**TTGCATGTACTAAGGAGGT
TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA*CCACTGGCGGTGATACTGA**GCACATCAGCAGGACGCAC
GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA*AGTAAACACGGTACGATGT*ACCACATGAAACGACAGTGA
TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTeCTAACCTATAGGATACTTA*CAGCCATCGAGAGGGACACG
ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATACAAATCGCTAGGTAACACTAG
GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTeeTCGCGCTTGGTATAATCG*CTGGGGGTCAAAGATGAGTG

-35 -10 +1_____).
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Figura 3.7 — Sequéncias

promotoras de diferentes
genes bacterianos

Nos eucariotos, a posi¢cdo é um pouco diferente, mas a sequén-
cia de consenso também apresenta homologia. As sequéncias de
consenso ndo sao idénticas, mas possuem caracteristicas comuns,
com diferengas de poucas bases.

A posicao da polimerase no promotor ¢ tal que a primeira liga-
¢ao fosfodiéster é formada usualmente entre uma purina e o nu-
cleotideo subsequente, ambos ligados por pontes de hidrogénio
ao molde. A cadeia nascente tem desta maneira uma terminagao
5 trifosfato; nenhum primer é necessario. A medida que o alon-
gamento prossegue, a subunidade ¢ é dissociada e o restante da
sintese é realizado pela polimerase principal.

Nos eucariotos no lugar do fator sigma, a ligagdo da RNA poli-
merase a0 DNA é mediada por diferentes proteinas denominadas
fatores de transcri¢ao, sendo altamente seletivas e criticas para o
controle do funcionamento génico.

Enquanto os procariotos possuem um unico tipo de RNA po-
limerase, os eucariotos tém um repertdrio mais amplo, com RNA
polimerases diferenciadas para cada tipo de RNA celular, confor-
me ja mencionado.

A transcri¢ao depende da sequéncia promotora. Ha necessidade
de ativagdo do promotor por uma proteina, como o fator sigma nos
procariotos, para que ocorra a transcrigdo. Desta forma, a razao de



transcri¢do depende da quantidade de proteina ativadora disponi-
vel, quanto maior sua concentra¢do mais rapidamente encontrara e
se ligara ao promotor.

A razao de transcri¢do depende também da poténcia do promo-
tor. Se a sequéncia promotora se encaixa perfeitamente ao sitio de
ligagdo, o gene sera transcrito frequentemente. Por outro lado, se
a sequéncia promotora é similar ao sitio ideal de ligacao, mas nao
ha um encaixe perfeito, a sequéncia sera transcrita menos frequen-
temente, porque a ligacdo do ativador sera mais ténue. A sele¢ao
atua a favor da afinidade adequada — nem todos os promotores sao
sitios de ligagao ideais, porque nem todos os genes precisam ser
transcritos na razao maxima.

3.6.2 Alongamento

O alongamento da cadeia ocorre no grupo hidroxil livre 3’ A
informagao para a sintese ¢ fornecida pelo DNA molde e o alonga-
mento ¢ efetuado pela enzima RNA polimerase (veja a Figura 3.8).

A relagdo espacial entre a RNA polimerase e o DNA molde néo
¢ conhecida em detalhes. A holoenzima, quando ligada ao DNA,
pode proteger da digestdo com nucleases um segmento de aproxi-
madamente 65 pares de bases.

O mecanismo de agdo de diversos antibidticos se da por meio
do bloqueio na sintese de RNA. Alguns, como a actinomicina-D,
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Figura 3.8 - Alongamento da cadeia de RNA




Figura 3.9 - Término da
transcricao

bloqueiam a transcri¢ao, intercalando-se entre os pares de bases
sucessivos no DNA molde. Outros agentes que atuam desta ma-
neira sdo a aflatoxina-B e o brometo de etideo, que em baixas con-
centra¢des mostra especificidade para o DNA mitocondrial.

Para prosseguir com a sintese de RNA, a polimerase principal e
a cadeia nascente de RNA devem manter contato satisfatério com
a sequéncia de DNA. Quando um segmento de nucleotideos do
DNA com pouca afinidade (sequéncia de terminagdo) é encon-
trado, ha uma tendéncia para a dissociagdo da polimerase e do
RNA e o término da transcri¢do. Dois elementos tém uma fun¢ao
importante nesse processo. O primeiro é a estrutura secundaria
da cadeia nascente de RNA. A maioria das sequéncias de término
tem uma repeticao invertida que permite ao produto a formacao
de uma estrutura em gancho. Isto provavelmente atua como um
freio para a polimerase, causando uma diminui¢ao ou pausa no
seu progresso ao longo do DNA molde.

Outro elemento presente nas células bacterianas é a proteina
rho (p), sua fungao ¢ possibilitar o término quando a sequéncia de
terminac¢do nao ¢ suficiente. Assim, a termina¢ao rho-dependente
é verificada nos terminadores fracos (veja a Figura 3.9). A maneira
pela qual a proteina rho interage com a RNA polimerase central
ainda nao foi elucidada.

O processo de transcrigdo é assim um evento conservativo
que nao produz modifica¢des na molécula de DNA que serviu
de molde, sendo a molécula de RNA re-
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também denominada cadeia sense, enquanto a cadeia molde ¢é
denominada anti-sense (veja a Figura 3.10).

RNA- 5’3
DNA- 3’>5” FITA ANTI-SENSE (fita molde)
DNA- 5’3" FITA SENSE (possui sequéncia similar ao RNA)

Cadeia ndo molde

5" CTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGATCTGCGCTGC 37

Cadeia molde DNA
3" GACGGTAACAGTCTGTACATATGGGGCATGCAGAAGGGCTCGCTTTTGCTAGACGCGACG 5

mRNA
5 CUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUACGUCUUCCCGAGCGAAAACGAUCUGCGCUGC 3

.

Figura 3.10 - DNA transcrito e RNA resultante

Vale lembrar que apenas uma das fitas serviu de molde para a
sintese de RNA. A fita complementar também pode conter informa-
¢des, mas o conteido dessa informacéo é diferente, o que aumenta
o potencial de armazenamento da informagao pelo DNA. Os virus
exploram bastante essa potencialidade (veja a Figura 3.11).

Desta forma, a unidade do DNA funcional ou UNIDADE DE
TRANSCRICAO ¢ definida como um segmento de DNA (gene ou
genes) transcrito em uma tnica molécula de RNA pela RNA poli-
merase. Essa unidade é mais ampla que a sequéncia transcrita, os
promotores fazem parte dessa unidade. Outros elementos geno-
micos também podem influenciar a freqiiéncia com que cada uni-
dade de transcrigdo é ativada, como os potenciadores, os operado-
res e os silenciadores (veja a Figura 3.12).

Embora quimicamente o RNA seja similar, funcionalmente
sdo reconhecidos diversos tipos de RNA. Essa diversidade evi-
dencia a importancia dessas moléculas para o funcionamento da
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Figura 3.11- Ao longo da molécula de DNA os genes podem apresentar orientacdes opostas, a informacdo das duas fitas pode ser
transcrita separadamente.
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célula, desempenhando atividades estruturais e metabdlicas,
além do seu contetdo informacional. Assim, admite-se que os
sistemas bioldgicos se originaram a partir de moléculas de RNA,
evoluindo para um sistema de armazenamento de informacao
mais estavel, o DNA (veja a Figura 3.13).
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Big Bang do sistema células mamiferos
solar com DNA
\§

Figura 3.13 - Origem da vida a partir do RNA

O DNA pode ser considerado um tipo de molécula que na
maioria das vezes armazena a informacao e a torna acessivel para
a transcri¢do no RNA. Isso ndo ocorre com o RNA, que pode ser
dividido em diversas classes com base na sua fungdo e nas proprie-
dades fisicas. A evidéncia dessas diferentes categorias foi primeiro
obtida pela diferenca nas propriedades estruturais.

Todo RNA presente no citoplasma de células eucarioticas é sin-
tetizado no nucleo. No entanto, a maior parte do RNA produzido
nunca deixa o nucleo e, portanto, ndo participa diretamente da
sintese de proteinas. Embora a estrutura secundaria e terciaria das
moléculas de RNA seja importante para sua funcao, essas caracte-
risticas estruturais sdo determinadas pela sequéncia de nucleoti-
deos, ou seja, a estrutura primaria, como no caso as proteinas.

Alguns dos principais tipos de RNA sao:

1. RNA viral — material genético da maioria dos virus de plantas
e alguns virus de bactérias e animais, RETROVIRUS. Ocorrén-
cia de transcri¢do reversa RNA >DNA;

2. RNA mensageiro (nRNA) — estrutura heterogénea e muito
ativa metabolicamente, com reciclagem rapida. Especifica para
a sintese de uma determinada proteina;

3. RNA ribossdomico (rRNA) - tipo de RNA que se sedimenta pela
centrifugacdo de alta velocidade, parte da particula ribossomica.
Presente nos ribossomos, nas organelas celulares compostas de




RNA e nas proteinas onde ocorre a sintese de proteinas, e na in-
teracdao entre tRNA e mRNA;

4. RNA transportador (tRNA) — permanece no sobrenadante
apos sedimenta¢ao dos ribossomos, é relativamente pequeno,
com 70 a 90 nucleotideos, e estavel quimicamente; e

5. RNA de interferéncia — atua no controle de diversos RNAs.

Ao se analisarem os RNAs celulares e comparar sua homolo-
gia a0 DNA, verificou-se que o RNA ndo corresponde exatamente
ao DNA molde, evidenciando a ocorréncia de processamento do
transcrito primario. A amplitude e a extensdo desse processamen-
to sdo diferentes nos diversos tipos de RNA, sendo também dife-
renciadas em procariotos e eucariotos. O significado desse proces-
samento ainda nao é compreendido integralmente.

O RNA de fita simples é o material hereditario da maior parte
dos virus de vegetais e diversos virus de bactérias e animais. Dois
grupos de virus animais denominados reovirus apresentam RNA
de fita dupla. A replicagdo do RNA viral utiliza uma grande varie-
dade de mecanismos, os quais refletem as diversas maneiras de
utilizar o RNA diretamente como genoma, 0 mecanismo nao usu-
al de transcricao de RNA em DNA - com o auxilio de uma enzima
denominada transcriptase reversa — e a formagdo de uma cadeia
dupla de DNA. Essa observa¢do causou sensacao quando foi des-
coberta, modificando o Dogma Central da Biologia, com respeito
ao fluxo de informagao entre macromoléculas:

DNA ——> RNA ——> Proteinas

A seta do RNA para o DNA é interrompida porque o fluxo rever-
so da informagdo do RNA para o DNA ndo ocorre frequentemen-
te. A transcricdo reversa também ocorre em células eucarioticas
nao infectadas, mas a sua fun¢do normal ainda nao é conhecida.

Considera-se que o uso do RNA, nos virus de RNA, para
armazenamento da informacdo pode representar um estagio



evolutivamente primitivo de transferéncia de informagédo. Parece
plausivel supor que um sistema primitivo de sintese de proteinas
poderia envolver uma forma auto-replicante de RNA e que a dupla
hélice de DNA, com a vantagem da estabilidade, representaria um
estdgio posterior.

No final da década de 50, quando se evidenciou que os ribosso-
mos estavam envolvidos na sintese de proteinas, surgiu a questao
de como os ribossomos continham informacao, ou seja, se cada
tipo especifico de proteina seria sintetizada por um ribossomo es-
pecial com a informagdo necessaria para a sintese daquela pro-
teina. Experimentalmente, verificou-se que um minuto apds a
infeccdo por um bacteridfago, as células de E. coli interrompiam
a sintese das proteinas bacterianas e iniciavam a sintese das pro-
teinas necessarias para a replicacao viral. Parecia improvavel que
num periodo tdo curto pudessem ser sintetizados ribossomos su-
ficientes para possibilitar a sintese macica das proteinas envolvidas
na replicagdo viral.

Por essas e outras razdes, F. Jacob e J. Monod em 1961 propu-
seram que o DNA deveria atuar como molde para a sintese de um
RNA mensageiro especial que se liga ao ribossomo, possibilitando
assim a especificidade da sintese proteica. O experimento que con-
firmou esta hipoétese foi realizado no mesmo ano por S. Brenner, E
Jacob e M. Meselson, que demonstraram com o uso de precursores
radioativos que apds a infeccdo pelo fago ndo eram sintetizados
ribossomos novos. Ao contrario, era sintetizado um RNA de vida
curta que se unia aos ribossomos preexistentes.

Esse fenomeno também foi demonstrado em células de E. coli
ndo infectadas por meio da indugdo enzimatica, em que a bactéria
sintetiza rapidamente as enzimas necessarias para metabolizar a
lactose quando expostas a esse agucar em meio de cultura. Nova-
mente, foi a tradu¢do do mRNA recém-sintetizado nos ribosso-
mos preexistentes que deu origem as novas enzimas.

O mRNA no citoplasma é normalmente conectado aos ribos-
somos. Um dos problemas encontrados para purificar o mRNA



¢ a sua instabilidade. Atualmente existem evidéncias de que nas
células eucaridticas 0 mRNA ¢é mais estavel. Existem também di-
ferencas estruturais entre os mRNA de procariotos e eucariotos.

O mRNA de procariotos varia consideravelmente em tamanho
por diversas razdes. A primeira razdo é que as cadeias polipepti-
dicas variam em tamanho (5x10° — 5x10° D), assim, o tamanho
do RNA que as codifica deve variar na propor¢ao de 10 D de RNA
para cada Dalton de proteina. Segundo, o sequenciamento de di-
versos RNAs mensageiros demonstrou que ha um segmento ini-
ciador na extremidade 5’ da molécula (a traducao se processa no
sentido 5 para 3’) e esse iniciador varia em tamanho e sequéncia
nos diferentes tipos de mRNA. Terceiro, existem varios casos em
que uma molécula de mRNA codifica simultaneamente varias ca-
deias polipeptidicas — RNA policistronico. Normalmente, as pro-
teinas codificadas por uma tnica molécula de mRNA tém fung¢oes
metabdlicas relacionadas. Por exemplo, uma molécula de mRNA
de 4x10° Daltons de massa codifica dez enzimas envolvidas no
metabolismo da histidina.

Embora o mRNA das células eucarioticas tenha estabilidade
suficiente para possibilitar sua purificagao, ¢ ainda muito menos
estavel que os outros tipos de RNA. Entretanto, em células meta-
bolicamente inativas como ovocitos no fertilizados, ou em células
especializadas que realizam sintese proteica em razdes constantes
como células do figado e globulos vermelhos imaturos, as molécu-
las de mRNA podem ser estaveis por varios dias.

Assim como nas células procaridticas, o tamanho do mRNA
citoplasmadtico é bastante variavel. No entanto, é raro encontrar
um mRNA que codifique mais de uma proteina. Também ocorrem
iniciadores na extremidade 5’ e trailers na extremidade 3’ nao tra-
duzidos. Todos os mRNA citoplasmaticos contém na extremidade
3’ uma cadeia de aproximadamente 100-300 residuos de adenina,
a cauda poli A. A fun¢ao da cauda poli A, sintetizada no nucleo,
nao ¢é conhecida, embora a inibi¢do da adi¢do da cauda poli A pos-
sa impedir o transporte do mRNA do nucleo para o citoplasma. A
estabilidade de alguns mRNA quando injetados nas células é in-
fluenciada pelo tamanho da cauda poli A. Entre os mRNA que nao
possuem cauda poli A estdo aqueles que codificam as histonas.



Finalmente, na terminagdo 5° do mRNA de eucariotos a molé-
cula apresenta um nucleotideo guanina unido por uma ligagao
fosfodiéster ndo usual, com uma liga¢do 5-5. Grupos metil sdo
adicionados a essa guanina e frequentemente aos dois nucleotide-
os adjacentes. Essa modificagdo é denominada cap e sua fungido
ndo ¢ compreendida (veja a Figura 3.14).
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Nos organismos eucariotos,
uma por¢ao do DNA com a
mensagem para a sintese de
uma cadeia polipeptidica é,
geralmente, interrompida por
certas porgoes que ndo tém
funcdo codificante e, portanto,
ndo aparecem representadas
nas proteinas. Tais por¢oes
sem sentido séo referidas
como introns, enquanto as
regides com informacgdo
codificada sdo os éxons.

A estrutura dos mRNA nos cloroplastos assemelha-se aos
mRNA procaridticos: ndo estdo presentes o cap e a cauda poli
A. A cauda poli A é encontrada nos mRNA de mitocondrias,
mas, ao contrario dos mRNA citoplasmaticos, a estrutura 5’ cap
ndo esta presente.

O processamento do RNA ¢ um dos assuntos mais excitantes
da Biologia, uma vez que a deteccdo desse fenomeno foi total-
mente inesperada.

Na realidade, muito pouco a respeito do processamento do
mRNA era conhecido hé poucos anos.

Enquanto nos procariotos e nos bacteriéfagos de RNA o proces-
samento do RNA transcrito é relativamente simples, 0 mesmo nao
ocorre nos eucariotos.

Os transcritos primarios nos nucleos de eucariotos destinados a
tornarem-se mRNA maduros sio maiores e tém uma grande variabi-
lidade de tamanho. Esse RNA, inicialmente denominado RNA hete-
rogéneo nuclear, atormentou os bidlogos por anos, desde que possui
uma massa aproximadamente 10 vezes maior que o RNA maduro.

O resulta na remogao de sequéncias das extre-
midades e de sequéncias internas do RNA. Vamos analisar um
caso relativamente simples — o RNA mensageiro da cadeia  da
globina de camundongo, proteina que ¢ parte da hemoglobina. O
mRNA que codifica a cadeia { foi isolado dos reticulécitos como
um RNA 9S e a seguir hibridado com o DNA genomico, quando
foram observadas, por meio de microscopia eletronica, alcas de
cadeias simples ao lado de estruturas em fita dupla (veja a Figura
3.15). Essas alcas sao devido as sequéncias intercaladas (introns)
do DNA que néo estdo presentes no mRNA maduro.

Uma dessas algas com 646 pares de bases esta localizada entre
os cddons para os aminoacidos 30 e 31 do mRNA. Uma outra,
com 646 pares de bases, esta localizada entre os codons 104 e 105
(veja a Figura 3.16). Esses detalhes foram descobertos pela com-
paragdo da sequéncia do DNA da a globina com a sequéncia de
aminodacidos da proteina.
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Embora ndo previsto teoricamente, esse processo é bastante
generalizado.

Apesar de os precursores do RNA mensageiro terem sido os pri-
meiros em que as sequéncias intercaladas foram identificadas, essas
também sdo observadas nos genes dos rRNA e tRNA de eucariotos.

A questdo que foi levantada inicialmente ¢ se essas sequéncias
eram transcritas e depois removidas ou simplesmente ignoradas
pelas RNA polimerases. O progresso na compreensio desse pro-
cesso foi possivel por meio da analise das pequenas sequéncias in-
tercalares do gene de tRNA aceptor da tirosina de levedura.

Ha uma sequéncia intercalada de 14 pares de bases proxima ao
anticodon. A observac¢ao importante é que a sequéncia de 14 bases
estava presente no precursor, sendo, portanto, sintetizada duran-
te a transcri¢do. A analise dos precursores isolados mostrou que
as sequéncias sdo removidas e as extremidades ligadas covalente-
mente numa sequéncia de reagdes denominada splicing. As regi-
oes que permanecem no RNA maduro sao denominadas éxons,
enquanto as regides removidas sio denominadas introns.

A questao central do conceito de splicing é a maneira pela qual
o local é reconhecido e removido e a sequéncia de RNA religada.
No caso dos precursores do RNA mensageiro, a informagao para a
selecao do local de splicing provavelmente esta localizada na sequ-
éncia primaria dos locais de jun¢do. A analise da estrutura prima-
ria de diversos genes com sequéncias intercaladas levou a conclu-
sdo que existe uma sequéncia de consenso na jungao intron-éxon
(veja a Figura 3.17).
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As sequéncias intercalares sdo de alguma forma importantes
para as células; as sequéncias intercaladas foram encontradas em
outros genes da globina B (de coelho e humanos) exatamente nas
mesmas posi¢des do gene do camundongo. As sequéncias de ba-
ses dos introns de camundongos e coelho ndo sao similares, exce-
to nas extremidades, mas sua posi¢do nos genes ¢ idéntica. A ob-
servacgdo de sequéncias divergentes nos introns é consistente com
o acimulo de mutagdes durante a evolu¢do. Quando se observam
as caracteristicas estruturais — como a localizagao dos introns nos
genes —, que sdo conservadas pelas duas espécies durante a evolu-
¢do, parece provavel que a perda dessas caracteristicas pode sele-
cionar negativamente, especialmente se a distdncia evolutiva das
duas espécies é grande.

Por outro lado, o processo de edicdo pode proporcionar uma
diversidade adicional por meio da edi¢ao diferenciada de um mes-
mo gene, ou splicing alternativo, como verificado em alguns ge-
nes (veja a Figura 3.18).
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3.7.3 RNA Ribossomico

O rRNA ¢ o RNA celular majoritario, compreendendo 50-70%
do RNA celular, sendo um RNA que apresenta grande estabilidade.

Os ribossomos constituem a maquinaria de sintese proteica das
células. Sao formados por duas subunidades, diferentes em tama-
nho. Nos procariotos, a subunidade maior contém duas cadeias
de RNA, uma grande com 23S e outra menor com 58, e 34 molé-
culas de proteinas diferentes; a subunidade pequena contém uma
cadeia de RNA de 16S e 21 moléculas proteicas. Todas as cadeias
de RNA sao de cadeia simples (veja a Figura 3.19).
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Os ribossomos dos procariotos sio menores que os dos euca-
riotos. Os ribossomos das mitocondrias e dos cloroplastos asse-
melham-se aos de procariotos — outra evidéncia consistente com a
teoria endossimbiotica de origem das organelas eucaridticas.

A sequéncia da molécula de RNA 5S de E. coli foi determinada por
G. Brownlee e E Sanger em 1966. A partir disso, diversas moléculas
de RNA 58S de varias origens foram sequenciadas, e os dados compa-
rativos mostraram algumas caracteristicas comuns dessa molécula:

e nos procariotos ocorrem quatro regides helicoidais. Admite-
se que sdo universais porque formam pares de bases mesmo
quando a sequéncia precisa dessas regides nao é conservada;

« em todos procariotos estudados, na posi¢ao 43-47 a sequéncia é
CGAAC. Esses nucleotideos podem interagir com a sequéncia
complementar comum GT WCG na al¢a III do tRNA, podendo as-
sim representar um sitio de interacdo entre o ribossomo e o tRNA;

o todos os procariotos apresentam uma sequéncia altamente
conservada (posi¢oes 67-80) protegida da hidroélise enzimatica
in vitro por trés proteinas ribossdémicas 50S. Essa regiao possi-
velmente representa um sitio de interacao com outros compo-
nentes da subunidade 50S do ribossomo.

Da mesma forma, estudos comparativos da molécula de rRNA 16S
da subunidade pequena do ribossomo, provenientes de diferentes or-
ganismos também mostram diversas regides conservadas que possi-
velmente estdo relacionadas a alguns aspectos importantes da estrutu-
ra e da fun¢do dos ribossomos. Um exemplo interessante é uma parte
da sequéncia 3’ dessa molécula, conservada em todos os procariotos,
denominada sequéncia de Shine e Delgarno. As bases dessa regidao
podem se parear com uma sequéncia do mRNA viral conhecida como
iniciadora. Isto significa que a regido iniciadora pode ser reconhecida
pelos ribossomos durante as etapas inicias da sintese proteica. Esse
pareamento de bases ocorre em varios tipos diferentes de moléculas
mRNA, sugerindo que a extremidade 3’ da molécula 16S do rRNA
esta envolvida no processo de inicia¢ao da sintese de proteinas.

Quando se compara a sequéncia da molécula de rRNA 23S da
subunidade maior do ribossomo de E. coli com outros organismos,
ndo restam duvidas de que a sequéncia dessa molécula possa estar
relacionada a diversos aspectos da func¢éo do ribossomo.



Ainda se conhece muito pouco a respeito da estrutura secundaria
do rRNA (estrutura secundaria significa a formagao de alcas entre
nucleotideos préximos aos outros). Visto que os ribossomos sio par-
ticulas compactas, quase esféricas, é possivel que o RNA esteja signi-
ficativamente enovelado, isto é, que deve estar presente uma estrutura
terciaria, a qual seria consequéncia da compactagdo da estrutura de
alcas. Existem diversas evidéncias sugerindo uma estrutura terciaria
do rRNA. Essas evidéncias indicam que regides da molécula 16S dis-
tantes na estrutura primdria interagem com a mesma proteina no ri-
bossomo. No entanto, ainda é necessario um niumero maior de dados
experimentais para que seja possivel identificar a estrutura tridimen-
sional e as interagdes que estabilizam a estrutura terciaria do rRNA.

Na E. coli existem sete genes separados para os rRNA. Em cada
gene sdo encontradas sequéncias para os trés rRNA na ordem 168,
23S e 5S. Esse RNA transcrito tem 30S, aproximadamente 6.000
bases e uma quantidade consideravel de sequéncias exceden-
tes que sao removidas durante a maturagio. Esse processamento
ocorre em geral concomitantemente a sintese.

Também ocorrem modificagbes nos nucleotideos durante o
processamento do transcrito primdrio, as quais resultam na pre-
senca de bases modificadas no RNA maduro.

Nos eucariotos o rRNA também ¢ sintetizado a partir de mo-
léculas precursoras maiores. A molécula precursora de 45S é cli-
vada numa intermedidria com 41S, e a seguir sucessivamente nos
rRNA 28S, 18S e 5,8 S (veja a Figura 3.20). O rRNA 5,6 se origina
de um precursor diferente. A clivagem de maturagao ocorre
preferencialmente em sequéncias ndo metiladas. Nao se sabe se
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Figura 3.20 - Processamento do rRNA precursor de eucariotos



as sequéncias removidas durante o processamento no ntcleo
contém tRNA ou outros RNAs com significado funcional.

A necessidade de um grande nimero de ribossomos para a sintese
proteica significa que um nimero igualmente grande de moléculas
de rRNA devem ser sintetizadas. Se houver apenas uma copia da se-
quéncia de DNA especifica para o rRNA (chamada rDNA), mesmo
que diversas moléculas de RNA polimerase possam operar simulta-
neamente ao longo do molde, existem limites na velocidade em que
o rRNA pode ser produzido. Esses limites estdo abaixo do numero
necessario mesmo por células bacterianas, e a solu¢ao universal para
os problemas ¢ a multiplicacao do niimero de genes de rRNA.

A hibridagao do rRNA no genoma de E. coli fornece uma es-
timativa de sete copias das sequéncias complementares no DNA.

Em células animais a estimativa é de diversas centenas a alguns
milhares, e em algumas plantas pode chegar a mais de 10 mil c6-
pias dos genes de rRna (veja a tabela 3.2).

As copias extras estdo associadas em regides especiais de um ou
mais cromossomos, denominadas regides organizadoras do nuclé-
olo. Essas, por sua vez, estdo associadas durante a sintese de rRNA
dentro do nucléolo da célula (veja a Figura 3.21). Em cada organi-
zador nucleolar, grupos de genes para rRNA estdo arranjados em
unidades repetidas em tandem com regides nao transcritas de ta-
manho variavel entre eles, denominadas espacadores.

Espécie Genes 185/28S Genes 55 Genes tRNA
E. coli 7 7 60
S. cerevisiae 140 140 250
D. discoideum 180 180
D.melanogaster
(X) 250 165 850
(Y) 150
Humano 280 2.000 1.300

X.laevis 450 24.000 1.150
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Figura 3.21 - Estrutura do nucléolo



Nem todas as cdpias dos genes de rRNA estdo localizadas nos
cromossomos. Em alguns casos especializados ha amplifica¢ao do
nimero de genes — sintese de cdpias extracromossdmicas. Duran-
te a oogénese em anfibios a amplificagdo ocorre em quantidades
extremas. O ovo em desenvolvimento contém ribossomos em nu-
mero suficiente para toda a sintese proteica do periodo inicial de
desenvolvimento embrionario, nenhum ribossomo novo ¢ sinte-
tizado nesse periodo. Durante a matura¢ao do odécito de anfibio
ha sintese de rRNA a partir de um nimero de cépias de genes de
rRNA estimado em 10°.

O rRNA 58S dos eucariotos nio ¢ sintetizado no nucléolo.

Uma vez que ficou claro que o mRNA é o molde que forne-
ce a informacgdo para a sintese de proteinas, surgiu a questao de
como os nucleotideos no mRNA selecionam ou interagem espe-
cificamente com os aminoacidos adequados. E Crick, baseado em
argumentos teoricos, propds que seria improvavel que os nucleo-
tideos interagissem diretamente e de uma maneira especifica com
os aminoacidos. Assim, seria necessaria uma molécula adaptadora
relativamente pequena que poderia reconhecer o cédigo individu-
al de cada aminoacido. Também admitiu que o material ideal para
essa adaptacdo poderia ser um acido nucleico (presumivelmente
RNA), o qual utilizaria o pareamento de bases para essa especifi-
cidade. Essa hipdtese, agora confirmada, resolveu o problema da
natureza da interagdo entre o adaptador e o mensageiro.

Logo apos essa proposi¢ao, M. Hoagland purificou uma fragao
de RNA com as propriedades esperadas de molécula adaptadora.
Quando um homogenado celular é centrifugado em alta veloci-
dade (100.000g por 120 minutos), o RNA conjugado ¢ sedimen-
tado com os ribossomos e o sobrenadante contém RNA nao liga-
do, o qual costuma ser denominado RNA solavel. A maioria, e
possivelmente todo, do RNA nesse sobrenadante tem a fungdo de
transferéncia - combina-se especificamente com aminodacidos ou
peptideos e interage especificamente com o cédon do mRNA.
Podemos distinguir os tRna com base na sua afinidade pelos 20
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Figura 3.22 - Estrutura secunddria do tRNA

aminodcidos conectados, assim, o tRNA
para tirosina pode se conectar apenas a ti-
rosina. A estrutura secunddria do tRNA ¢
critica para a compreensdo de sua fungao
(veja a Figura 3.22).

Em 1965, R. Holley e colaboradores obti-
veram a sequéncia do tRNA da alanina em
fungos. Foi a primeira sequéncia completa
de um acido nucleico estabelecida.

Ja havia sido verificado que o tRNA pos-
sui bases ndo usuais. Essas bases diferem
das tradicionais A, C, G e U, possuindo um
ou mais grupos metil substituidos em di-
versas posi¢des na estrutura em anel (veja a
Figura 3.23). Existem aproximadamente 50
dessas bases bizarras.

No artigo original, Holley e colaborado-

res determinaram diversas possibilidades de pareamento intramo-

lecular, concluindo que uma estrutura em folha de trevo poderia

maximizar essas possibilidades. As analises da estrutura primaria

de outras moléculas de tRNA citoplasmaticos confirmaram essa
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Figura 3.23 - Bases nao usuais presentes na molécula de tRNA



proposicdo, e para cada sequéncia determinada subsequentemen-
te o padrao de folha de trevo demonstrou uma estrutura com o
maximo de possibilidades de pareamento de bases. Embora a se-
quéncia possa variar consideravelmente de uma molécula para ou-
tra, o pareamento que forma a estrutura nao varia.

Outra questdo que Holley e colaboradores consideraram quando
propuseram a estrutura em forma de folha de trevo foi a localizagdo
do anticodon. A extremidade CCA_,, 3’ da molécula jd havia sido
identificada como o sitio de conexdo com o aminodacido, e parecia
légico supor que o anticodon deveria estar localizado na extremidade
oposta da folha de trevo. Nesta época, ja eram conhecidos os quatro
tripletes do mRNA que codificam a alanina: GCU, GCC, GCA e GCG.
Portanto, o anticodon deveria ter a sequéncia complementar 3’-CGX-
5, e na sequéncia do tRNA da alanina foi identificada a sequéncia CGI
na extremidade oposta da regido de ligagdo ao aminodacido. Em vir-
tude de a inosina (I) ser andloga a guanina, seria esperada sua capa-
cidade de pareamento com C e, portanto, poderia ser previsto que o
cddigo no mRNA para esse tRNA da alanina seria GCC.

As moléculas de tRNA possuem (
diversas caracteristicas comuns: o
sitio de ligacdo ao aminoacido, que
¢ invariavel; um braco extra varia-
vel; e as alcas DHU e T wC com
sua composi¢do de bases altamen-
te conservadas. A relativa invaria- Alca TYC
bilidade dessas duas algas sugeriu
que teriam uma func¢do importan- /
te no empacotamento da molécula Alca DHU
numa estrutura tercidria precisa,
comum a todas as moléculas de
tRNA citoplasmaticas. A presen-
¢a de bases nao usuais no tRNA
levou a sugestdo de que poderiam
conferir ao RNA uma propriedade
similar as proteinas na formacao

Término CCA

Alca do anticédon

de uma estrutura tridimensional Anticodon

.

precisa (veja a Figura 3.24).

Figura 3.24 - Estrutura tridimensional do RNA



Estudos posteriores demonstraram a funcdo dessa estrutura
tridimensional:

1. a principal caracteristica da estrutura tridimensional do tRNA
é a sua forma em L, com a sequéncia aceptora de aminoacidos
localizada numa extremidade e o anticddon na outra;

2. as algas DHU e T WC sdo empacotadas interagindo fortemente
com cada outra e estabilizando a estrutura em forma de L;

3. a estrutura tercidria da molécula é estabilizada por pontes de
hidrogénio ndo usuais, ou seja, as pontes de hidrogénio ocor-
rem de uma maneira diferente da verificada no DNA. Na es-
trutura terciaria as pontes estruturais envolvem algumas das
bases conservadas e algumas das bases variaveis. Uma vez que
a maioria das bases conservadas é modificada, ficou confirma-
da a proposi¢do de que as modificagdes tém fungido no empa-
cotamento do tRNA na estrutura tridimensional;

4. aal¢a do anticddon é mantida por poucas pontes de hidrogénio
tercidrias, sugerindo que pode ocorrer movimento do antico-
don durante a sintese de proteinas.

Sintese de RNA-RNA polimerases: Processo de transcricao

1. Ligacao da RNA polimerase na sequéncia de DNA do inicio da transcri-
¢ao: promotor;

« Polimerases de procariotos reconhecem o promotor e ligam-se
diretamente;

« Polimerases de eucariotos dependem de fatores de transcri¢do.
2. Separacao (desnaturacdo) da dupla hélice de DNA pela helicase;

» Polimerases de procariotos tém atividade de helicase;

« Polimerases de eucariotos requerem fator de transcricdo especifico.
3. Sintese de RNA com NTPs;
4. Término.

+ Mecanismo distinto em procariotos e eucariotos.



No. de moléculas

Tipo de RNA diferentes Tamanho Distribuicao
tRNA 80-100 75-90 P-E
rRNA 5S 1-2 120 P-E
rRNA 5,85 1 155 E
rRNA 16S 1 1.600 P
rRNA 23S 1 3.200 P
rRNA 18S 1 1.900 E
rRNA 285 1 5.000 E
hnRNA milhares varios E
mRNA milhares varios P-E
ScCRNA dezenas 90-330 P-E
snRNA dezenas 58-220 E

Moléculas lineares néo circulares

A tradugdo é um dos processos mais conservados evolutiva-
mente e um dos eventos de maior custo energético para a célula. O
conteudo protéico da célula é extremamente dinamico, e as prote-
inas sdo continuamente sintetizadas e degradadas.

Nesse processo a informagao contida na sequéncia de nucleoti-
deos do mRNA ¢ traduzida numa sequéncia de aminoacidos.

A maquinaria celular para esse processo inclui o conjunto de
tRNA, os ribossomos, e 0 mRNA; também s3ao necessarios amino-
acidos e diversas proteinas especificas.

Enquanto os tRNA e os ribossomos sao reciclados pela célu-
la, podendo ser utilizados para a sintese de diferentes proteinas, o
mRNA ¢ especifico para cada proteina, sendo continuamente pro-
duzido e degradado. O mesmo mRNA pode ser traduzido diversas
vezes antes de ser degradado.

A tradugao tem os mesmos principios gerais em eucariotos e pro-
cariotos, no entanto, existem diferencas importantes. Nos procario-
tos ndo existe separagdo geografica entre transcri¢ao e tradugdo.



Existem também diferencas estruturais nos ribossomos. Nos euca-
riotos a separagdo geografica entre o nucleo e o citoplasma torna os
dois processos independentes.

Antes de serem incorporados as proteinas, os aminodcidos se li-
gam ao tRNA. A especificidade da ligacao do aminoacido ao tRNA
nao é obvia, mas a acuracidade da sintese proteica é dependente
dessa especificidade.

Na extremidade 3’ do tRNA ha uma sequéncia 5’-CCA-3} em que é
adicionado o aminodcido por meio de uma ligagao entre o grupo car-
boxila do aminodcido e a hidroxila 2’ ou 3’ da adenosina na posi¢ao 3’

Esse processo ocorre em duas etapas: inicialmente o aminoa-
cido é ativado por uma molécula de ATP de forma a criar uma
afinidade entre o aminoacido e o tRNA (veja a Figura 3.25). Nessa
reacao ocorre a hidrolise do ATP, sendo irreversivel.

Esses aminoacidos adenilados ligam-se ao tRNA apropriado
pela acdo da tRNA sintetase especifica (veja a Figura 3.25). Essas
enzimas possuem dois sitios de reconhecimento, um deles reco-
nhece 0 aminodcido e o outro o tRNA, desta forma sao necessarias
20 tRNA sintetases, sendo possivel que a mesma enzima reconhe-
¢a diferentes tRNA, uma vez que algumas vezes diversos tRNA se
ligam ao mesmo aminodcido. A estrutura tridimensional do tRNA
¢ importante nesse processo.

Os tRNA aminoacilados descarregam o aminodcido diretamen-
te no ribossomo durante a tradugao.

Da mesma forma que a transcri¢ao, a tradugdo ocorre em etapas
subsequentes:

A iniciagdo é a primeira etapa da traducéo, representada pela
ligacdo de uma molécula de RNA mensageiro a subunidade pe-
quena do ribossomo. Essa ligagdo é mediada por um componente
protéico denominado fator de inicia¢do 3 ou IF3. Ha uma ligacao
transitoria entre a subunidade 16S do RNA ribossomico e o RNA
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mensageiro. Essa complementaridade entre os dois RNAs é decor-
rente de uma sequéncia de consenso denominada sequéncia de
Shine-Dalgarno 5- AGGAGGU-3’ (veja a Figura 3.26). Nos eu
cariotos também existe uma sequéncia, denominada Kozak, que
inclui o primeiro cédon, mas a ligacdo do mRNA a subunidade
pequena do ribossomo se da pelo CAP-5’.

A seguir, nos procariotos, a subunidade pequena do ribossomo
(30S) migra pela fita de mRNA até encontrar o cédon de iniciagdo
(AUG). Nesse momento o fator de iniciagao IF2 ativado pelo GTP
conduz o primeiro tRNA, Fmet-tRNA, ao complexo de iniciagao
numa regido do ribossomo denominada sitio P (peptidil). Esse pri-
meiro tRNA possui o aminoacido N-formilmetionina, uma modi-
ficagao da metionina que bloqueia o grupo amino, desta forma a
ligagao peptidica s6 pode ocorrer na direcdo do grupo carboxil.

Uma vez que se estabelece a ligacdo entre o coddon de iniciagao
e o anticodon do tRNA, os fatores de iniciagao IF1 e IF3 sao libe-
rados e a subunidade grande do ribossomo é acoplada ao conjunto

(veja a Figura 3.27).
4 )
mRNA
tRNAMet RNAm e fmet-RNAt em
MET complexo com IF2-GTP ligados a
. subunidade pequena (30S) do
r RNA ribossomo.
! m
> s )
Hidroélise do GTP ligado ao IF2
possibilita a associacao da subunidade
grande (50S) com a subunidade 30S.
Sitio P Sitio A
O RNAt carregando a fMet inicial é posicionado
AUG no sitio P do ribossomo.
. J

Figura 3.27 - Iniciacao da traducao



m Genética Molecular

O ribossomo assim organizado possui regides especificas onde se
encaixam simultaneamente dois tRNA, denominadas sitio A (ami-
noacil) e sitio P (peptidil), e o sitio E (exit) (veja a Figura 3.28).

-
Sitio d
Sitio de 30s 50s fe:t:::' dz
decodificacéo ligacao
RNAmM
Centro de
, transferéncia ,
@) do peptidil (b)
70s
- - RNAt
Sitio de Ligacao
para o RNAt
| A Residuos de
WP aminoacidos
E
Y ) Canal
(" de saida
\§

Figura 3.28 - Sitios funcionais do ribossomo



Apds a montagem do ribossomo, inicia-se a etapa do alonga-
mento. Os tRNA ligados aos aminoacidos, com o auxilio do fator
de alongamento EF-Tu ativado pelo GTP, sao transportados ao
ribossomo, sendo posicionados no sitio A pela complementari-
dade codon/anticédon. Neste momento o fator de alongamento
¢ liberado, sendo regenerado com outra molécula de GTP (veja a
Figura 3.29). Neste momento, ocorre a ligagao peptidica entre os
dois aminoacidos (veja a Figura 3.30). A enzima que catalisa essa
reacdo, denominada peptidil transferase é possivelmente uma
combinac¢ao de diversas proteinas ribossdmicas.

Inicia-se assim a cadeia polipeptidica, apds a ligagdo dos ami-
nodcidos, ocorre a movimentag¢do do ribossomo no sentido 5’3",
Essa movimentagdo ¢ conduzida pelo fator de alongamento EF-G
(ativado pelo GTP), liberando o tRNA (cada ciclo requer a hidro-
lise de um GTP). Nessa movimentacdo ocorre a transferéncia do
peptidil-tRNA para o sitio P e a translocagao do ribossomo no
mRNA em direcao ao codon seguinte (veja a Figura 3.31).

O alongamento evolui numa velocidade de cerca de 20aa/se-
gundo em bactérias (a 37°C), enquanto numa célula humana o
processo ¢ mais lento, cerca de 2aa/seg.

O alongamento prossegue até que ocorra o posicionamento do
codon de terminagao (UAA, UAG ou UGA) no sitio A. Nao exis-
tem tRNA complementares a esses codons, que sdo reconhecidos
pelos fatores de liberagao. Os fatores de liberagao entram no sitio
A, alterando a atividade da peptidil transferase (adi¢do de H,O
em vez de aminodcido), produzindo a clivagem do peptideo do
ultimo tRNA (veja a Figura 3.32). Sdo conhecidos dois fatores de
liberagao, RF1, que reconhece os codons UAA e UAG, e RF2, que
reconhece os codons UAA e UGA.

O ultimo evento é a dissociacao do ribossomo (consumo de
uma molécula de GTP). As subunidades do ribossomo continuam
integras, ficando disponiveis para nova tradugdo, completando-se
assim o ciclo ribossémico.
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Figura 3.32 - Término da traducdo

Verifica-se que o mesmo mRNA pode ser traduzido simultanea-

mente por diversos ribossomos sendo visualizados como estruturas

denominadas polissomos, que evoluem progressivamente ao longo

da molécula de RNA (veja a Figura 3.33), permitindo que varias ca-

deias polipeptidicas sejam sintetizadas a partir do mesmo mRNA.

Desta forma, pode-se constatar que o processo de traducio

apresenta um custo energético para a célula proporcional ao nu-

mero de aminodcidos, representado pelas moléculas trifosfata-

das, como sumariado na Tabela 3.4. Assim, parece natural que a

célula busque alternativas para racionalizar o tipo e a quantidade
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Figura 3.33 - Microfotografia eletronica de uma fita de mRNA sendo traduzida simultaneamente por diversos ribossomos

de proteinas sintetizadas. Os mecanismos utilizados para esse
fim atuam nas diferentes etapas do processo da informagao, sen-
do o controle da transcri¢do o processo mais bem caracterizado.

Apds a tradugdo, inicia-se o processamento do peptideo. Apenasa
traducdo é compreendida pela informa¢do do RNA mensageiro, ainda
ndo estio esclarecidos os eventos subsequentes que ocorrem no pro-
cessamento do peptideo, os quais influenciam a sua funcionalidade.

Ligacao aminoacido 1 ATP
IF2 1 GTP
EF-TU 1 GTP/aminoacido
EF-G ativado pelo GTP 1 GTP/aminoacido (movimentacdo do ribossomo)
Dissocia¢ao do ribossomo 1GTP

Para cada aminoacido, 1 ATP + 2 GTP



A traducdo da informacdo é virtualmente similar em todos os
seres vivos, de forma que a informagdo produzida em um organis-
mo pode ser processada por outro organismo e interpretada fiel-
mente. No entanto, ja foram identificadas algumas diferengas na
interpretagdo dos codons, como podemos conferir na Tabela 3.5.

Codigo Mitocondrial
Codigo
“Universal”
UGA Stop @) STOP
AUA lle lle
CUA Leu Leu Leu @hD) Leu

AGA
s Arg Arg Arg

Coédon Mamiferos Droséfila Fungos Plantas

Cddigos destacados indicam diferenca com relagdo ao cédigo “Universal”

Como o codigo genético possui 64 cddons, seria previsivel que
houvesse 61 tipos de tRNA contendo o anticddon correspondente a
cada codon. No entanto, o repertdrio de tRNA, em geral, é mais li-
mitado. Nas bactérias, esse conjunto compreende 30 a 40 tRNA com
diferentes anticdons, enquanto animais e plantas contam com cer-
ca de 50 tipos de tRNA. O menor conjunto conhecido ¢ encontrado
nas mitocdndrias, que possuem apenas 22 tipos de tRNA. Essa dimi-
nui¢do nado compromete a precisao da tradugao, pois existem apenas
20 aminodcidos. Nos c6dons sindnimos o mesmo tRNA pode ser
utilizado, isto é possivel porque o pareamento entre o cddon e o anti-
cddon apresenta uma curvatura, duas bases se pareiam normalmen-
te e a terceira fica oscilante; ainda a presenga de bases modificadas
no anticddon do tRNA possibilita outras opcoes de pareamento.

Existem diferencas significativas na tradugdo em procariotos e
eucariotos (veja a Tabela 3.6). Enquanto nos procariotos nao ha se-
paragdo geografica entre a transcri¢do e a tradu¢io, nos eucariotos a
transcri¢ao ocorre no nucleo e a tradugao, no citoplasma. Nos pro-
cariotos as moléculas de mRNA codificam mais de uma proteina



(RNA policistronico), enquanto nos eucariotos a maior parte de
mRNA codifica uma tinica proteina (veja a Figura 3.34). Também os
ribossomos apresentam diferengas estruturais entre procariotos e
eucariotos. No entanto, as organelas citoplasmaticas, as mitocon-
drias e os cloroplastos, que possuem seu proprio genoma, produzem
também seus proprios ribossomos, similares aos procaridticos, coe-
xistindo assim na mesma célula ambos os sistemas operacionais.

PROCARIOTOS
nao ha separacdo fisica entre transcricao e traducao
Inicio da tradugao antes do termino da transcricao
mRNA policistronico - pode conter até 20 proteinas
vida média de 0,7 minutos

moléculas instaveis

EUCARIOTOS
Transcricao ocorre no nucleo e tradugao no citoplasma
moléculas mais estaveis (cauda poli A)
células especializadas - RNA especifico abundante

vida média de 1-24h

/
RNAm procariético

5

AUG l

RNAm eucariotico

proteina a

AUG l

AUG l

proteina 3 proteinay

5 5
O «—EECE

I

AUG
| |

5'cap
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Sequéncias codificantes

N

. Sitio de ligagdo ao ribossomo

B sequéncias néo codificantes

B Codons de terminagao

Figura 3.34 - Diferencas entre procariotos e eucariotos




Foram reconhecidas diversas substancias que atuam como ini-
bidoras da sintese de proteinas, interferindo seletivamente na
traducdo ou na transcri¢do. Uma vez que os sistemas celulares sao
ligeiramente diferentes, essas substancias atuam diferencialmente
em eucariotos e procariotos.
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CHO H
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Estreptomicina

OH CHOH ©
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Figura 3.35 - Férmula de compostos que atuam como inibidores de
sintese de proteinas




Essas substincias atuam em etapas especificas do processamen-
to da informacédo. As substancias que atuam nos procariotos sao
utilizadas como antibiéticos no controle de infec¢cdes bacterianas
(veja a Figura 3.35). Por exemplo:

« tetraciclina — ligacdo do tRNA ativado ao ribossomo;

« estreptomicina — bloqueio da iniciagdo e do alongamento;
« cloranfenicol — bloqueia peptidil transferase; e

o rifamicina - ligacdo da RNA polimerase (inibe mRNA).

Outras substancias atuam tanto em procariotos quanto em
eucariotos como a puromicina, que interrompe cadeia polipep-
tidica, e a actinomicina D, que bloqueia o movimento da RNA
polimerase. E ainda existem substéncias seletivas para eucario-
tos, como a anisomicina, que induz o bloqueio da peptidil trans-
ferase, a camanitina, que bloqueia a sintese do mRNA pela liga-
¢do com a RNA polimerase I, e a ciclohexamida, que bloqueia a
translocacao dos ribossomos.

As mitocondrias das células eucaridticas possuem o seu pro-
prio DNA e ribossomos, possuindo um sistema de sintese de
proteinas independente, similar aos sistemas procarioticos,
sendo também influenciadas pelos inibidores de sintese de pro-
teina bacterianos.

O fluxo da informagdo compreende duas etapas distintas, a
transcri¢ao, em que as moléculas de DNA sao sintetizadas a partir
do molde de DNA, e a tradug¢ao, em que ocorre o alinhamento dos
aminoacidos a partir da sequéncia de nucleotideos do RNA. En-
quanto nos procariotos esses processos ocorrem simultaneamen-
te, no mesmo ambiente, nos eucariotos ha uma separacao espacial
e temporal desses processos.

A transcri¢do é conduzida pela enzima RNA polimerase, utili-
zando como molde uma das fitas do DNA e ribonucleotideos tri-
fosfatados e ocorrendo no sentido 5’-3’. O inicio da transcricao



ocorre em uma sequéncia de consenso denominada promotor,
que ¢ o sitio de ligacdo da RNA polimerase. O inicio da transcri-
¢do necessita de componentes adicionais da RNA polimerase, em
procariotos ¢ utilizada uma subunidade da enzima denominada
subunidade sigma. Nos eucariotos ha uma diversidade de fatores
que atuam nesse processo que sdo denominados genericamente
fatores de transcricao.

Sao reconhecidos trés tipos principais de moléculas de RNA
envolvidos na sintese de proteinas: o RNA mensageiro (mRNA),
que possui uma sequéncia de nucleotideos caracteristica que es-
pecifica a sequéncia de aminoacidos no polipeptidio; os RNAs
ribossdmicos (rRNA), que sdo parte estrutural e funcional dos
ribossomos, organelas onde ocorre a sintese de proteinas; e os
RNAs transportadores (tRNA), moléculas especializadas no
transporte de aminoacidos para o ribossomo. O mRNA e tRNA
possuem regides complementares que possibilitam a orientagao
correta dos aminoacidos no ribossomo. Sao utilizadas sequéncias
de trés nucleotideos para codificar cada aminoacido, sendo pos-
sivel a partir dos quatro nucleotideos 64 combinagdes diferentes.
Essas trincas sdo denominadas cddons; como sdo utilizados ape-
nas 20 aminoacidos para a construgao dos polipeptidios, ha re-
dundancia nos cdédons, sendo observados aminoacidos que sao
codificados por diversos cddons. Ha um cddon especifico para o
inicio, que codifica a metionina, e trés codons que nao codificam
nenhum aminodcido e sinalizam o término da traducéao. A inter-
pretacdo dos codons é universal nos sistemas bioldgicos, o que
permite que a informagdo de um organismo possa ser interpre-
tada acuradamente por outro organismo; essa correspondéncia é
denominada cédigo genético. As trincas especificas do tRNA sdo
denominadas anticédons, o conjunto de RNAs transportadores
¢ varidvel, o menor sistema conhecido é o sistema mitocondrial,
que tem 22 tipos de tRNA. Os cddons de terminagao nao pos-
suem tRNA correspondente.

Existem diferencas entre os ribossomos e os RNAs ribossomi-
cos de eucariotos e procariotos, em geral os genes sdo redundantes
e o produto da transcrigdo inicial pode conter diversas moléculas
que sdo processadas apds a transcri¢do, muitas vezes intercaladas



com moléculas de tRNA. Os rRNA e tRNA podem possuir regi-
oes de pareamento intramolecular, que conferem um significado
estrutural adicional a essas moléculas, sendo também encontradas
bases nao usuais, originadas por modificagdes pds-transcrigao.

Nos procariotos ¢ comum uma mesma molécula de mRNA
codificar diferentes polipeptidios. Nos eucariotos o produto da
transcricao € significativamente maior do que o produto final.
Esse transcrito inicial é processado, recebendo modificag¢des
nas extremidades 5° (CAP) e 3’ (cauda poli A), mas o processo
mais dramatico ¢ o splicing, que remove regides intersticiais da
molécula, sendo as regides removidas denominadas introns e
as regides que estdo presentes no mRNA maduro denomina-
das éxons. Existem diversos exemplos de splicing alternativo,
de forma que uma mesma sequéncia do DNA pode codificar
polipeptidios diferentes.

A tradugao ocorre no ribossomo, em que os trés tipos de RNA
(mRNA, rRNA e tRNA) atuam para construir a molécula polipep-
tidica de acordo com a sequéncia de bases do mRNA. Esse proces-
so envolve grande consumo de energia para ativa¢ao dos aminoa-
cidos e deslocamento dos ribossomos.

Diversas substancias podem interferir nas diferentes etapas do
fluxo da informagao. Uma vez que os sistemas procaridticos e eu-
caridticos sdo estruturalmente diferentes, sua a¢do € seletiva.

Geoffrey M. Cooper, Robert E. Hausman

Os capitulos 6 e 7 fazem uma abordagem adequada do contetdo
numa linguagem acessivel e ricamente ilustrada.
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Neste capitulo vamos abordar a plasticidade do genoma
e 0s processos que contribuem para o aumento da variabili-
dade genética e diversidade, buscando compreender os efei-
tos bioldgicos das alteragées na sequéncia de DNA. Também
iremos esclarecer o efeito dos agentes mutagénicos no DNA e
reconhecer a importdancia dos mecanismos celulares de reco-
nhecimento e reparo das lesoes do DNA.

Para finalizar, vamos abordar a contribui¢do da recombi-
nagdo e da transposigdo para a diversidade genética.






O material genético deve possibilitar plasticidade ao genoma,
permitindo a variabilidade genética e, portanto, a capacidade de
adaptacdo ao ambiente. Uma vez que as caracteristicas da mo-
lécula do DNA e seu processo de replica¢do contribuem para a
continuidade da informacao, outros mecanismos atuam para ge-
rar a indispensavel variabilidade.

Quimicamente, o DNA é uma molécula reativa, sendo alvo
de alteragdes espontaneas e induzidas por agentes fisicos, qui-
micos e bioldgicos que produzem alteragdes na molécula do
DNA. Os sistemas celulares de reparo do DNA atuam para cor-
rigir essas alteragoes, preservando a integridade do genoma. As
lesdes nao corrigidas podem resultar em alteragdes permanen-
tes na sequéncia do DNA.

Os mecanismos de recombina¢do possibilitam o reagrupa-
mento da informagao, gerando novas combinagdes de sequéncias
codificantes e individualidade aos organismos. Recentemente fo-
ram caracterizados mecanismos adicionais de variabilidade ge-
nética como a transposi¢do e a retrotransposicao, evidenciando a
amplitude dos recursos celulares disponiveis para gerar variabili-
dade genética. Também foi esclarecido o processo que resulta na
transformacao, fendmeno que permitiu demonstrar que o DNA
¢ o material hereditario.



O termo “mutagdo” é largamente utilizado em Biologia, com-
preendendo as alteragdes no material genético e o processo que
causa essas alteragdes e designando ainda as alteragdes na sequén-
cia de nucleotideos.

As mutag¢des podem ocorrer espontaneamente, decorrentes de
erros no processo de replicagdo do DNA ou decorrentes de lesdes
nas moléculas que constituem o DNA, induzidas por substancias
produzidas pelo metabolismo celular. Essas lesdes podem ocorrer
também por meio da exposi¢do das células a agentes que lesam o
DNA, os quais sao denominados agentes mutagénicos.

Uma gama de agentes mutagénicos ja foi iden- Agentes mutagénicos

tificada, o estilo de vida moderno acarreta maior . e .
« fisicos: radiacdo ionizante e raios UVC, capazes

exposicao a esses agentes. de destruir as ligacdes quimicas ente os nucleoti-
deos, e UVB, cujo espectro é absorvido pelo DNA.
Os danos desses agentes sao grandemente am-
plificados em presenca de agua e oxigénio;

As mutag¢des apresentam uma gama de efeitos
biolégicos, sendo uma fonte importante de varia-

bilidade genética, produzindo o substrato para a L N )
- quimicos: inimeras substancias ditas cancerige-

adaptacao a novos ambientes. mesmo substituindo nucleotideos normais por

. . . 1.1 , moléculas analogas;
Enquanto para a espécie a variabilidade é fun- o ) ' B
- biolégicos: acao de virus e bactérias, que inje-

damental, para o organismo pode ser deletéria ou ) :
P 8 P tam parte de seu DNA na célula hospedeira, oca-

adaptativa, produzindo fendtipos diferentes do sionalmente, integrando-a a cadeia de DNA do
original. Os individuos com esses fendtipos sao hospedeiro. Também podem ocorrer mutagées
denominados mutantes. por falhas de ordem genética.

O termo “mutagdo” engloba diferentes tipos de al-
teracdo no material genético. As euploidias e as aneuploidias represen-
tam alteragdes no nimero de cromossomos, enquanto nas poliploidias
(euploidias) ha alteragdes na quantidade de conjuntos cromossomicos,
nas aneuploidias ha altera¢gao no numero de cépias de um determinado
cromossomo, estando associadas a alteragdes fenotipicas caracteristi-
cas. Esses fenomenos foram descobertos em vegetais por meio de ana-
lise microscopica. Nos vegetais, as alteracdes na ploidia estao associadas
ao aumento no potencial nutritivo, a maior parte dos cereais e das frutas
utilizados como alimentos sdo poliploides. Algumas orquideas



Poliploidia

A poliploidia é muito comum em plantas, mas
rara em animais. De fato, um aumento no ndme-
ro de conjuntos cromossdmicos foi um fator im-
portante na origem de algumas espécies de novas
plantas. Tradicionalmente os poliploides sao clas-
sificados em autopoliploides, originados pela du-
plicacdo de um mesmo genoma, e alopoliploides,
originados pela duplicacdo de genomas diferen-
tes, normalmente apds um evento de hibridagao.
Em torno de 40% das espécies cultivadas sdao po-
liploides (SIMMONDS, 1980), como alfafa (Medi-
cago sativa), algodao (Gossypium hirsutum), ba-
tata (Solanum tuberosum), batata-doce (Ipomo-
ea batatas), café (Coffea arabica), cana-de-acu-
car (Saccharum officinarum), fumo (Nicotiana
tabacum), morango (Fragraria ananassa), trigo
(Triticum aestivum), dentre outras.

poliploides apresentam maior valor comercial, en-
quanto as aneuploidias foram associadas a exacerba-
¢ao de uma caracteristica pontual.

Podem ocorrer também alteracdes na estrutu-
ra dos cromossomos resultantes de rearranjos do
DNA, acarretados por quebras de cadeia dupla,
as quais podem ocorrer em um ou mais cromos-
somos, resultando em inversdes, dele¢des, dupli-
cagdes e translocagdes. Esses eventos podem
comprometer genes localizados nas regides das
fraturas e também influenciar o funcionamento
dos genes das regides envolvidas. Esses rearranjos
estdo associados a evolucao (veja a Figura 4.1).

Em humanos a primeira aneuploidia reco-
nhecida foi a Sindrome de Down, seguida do
reconhecimento de diversas outras alteracoes
cromossdmicas. As alteracdes cromossdmicas

sao a forma mais prevalente de doenga genética na populacio,

estando associadas a malformagdes congénitas, retardo mental e

do desenvolvimento neuropsicomotor, abortos recorrentes e al-

teracdes no desenvolvimento sexual. Nas neoplasias observa-se a

presenca dessas alteragdes, sendo que a caracterizagdo das altera-

¢Oes cromossOmicas vem se consolidando como uma ferramenta

adicional para a classificacdo dos tumores.

\.
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Figura 4.1 - Comparacéo entre os cromossomos humanos (H) e de chipanzé (C)



Alteragdes mais discretas do DNA, que ndo
podem ser visualizadas microscopicamen-
te, acarretam alteracdes de genes individu-
ais. Essas altera¢oes incluem as mudangas de
um unico nucleotideo, mas também podem
compreender uma sequéncia maior. As alte-
ragdes de nucleotideos uma vez ocorridas sdo
transmitidas para as células-filhas, e no caso
de ocorrerem em células germinativas, para as
geracOes subsequentes.

A detecgdo de uma drosofila mutante, com
olhos brancos, é um exemplo recorrente de

organismo mutante (veja a Figura 4.2). Os :
mutantes também exercem uma influéncia Figura 4.2 - Drosofilas com mutagdo para cor de olho
poderosa na fic¢do, associada a atributos ex-

traordindrios de mocinhos e vildes, tendo uma grande repercus-

sao no imaginario popular.

Um dos exemplos mais conhecidos de fenétipo mutante em hu-
manos ¢ o albinismo. Essa condi¢do é ocasionada pela corrupg¢ao
da informac¢ao de uma das enzimas da via biossintética da mela-
nina. O albinismo nao é um fenOmeno exclusivamente humano,
sendo verificado em diversas outras espécies.

Uma grande diversidade de condi¢des hereditarias humanas
ja foi descrita e ¢ compilada continuamente num banco de da-
dos com acesso livre (OMIM - Online Mendelian Inheritance
in Man). A identificagdo dos genes associados a algumas dessas
condigdes oferece a oportunidade de compreender diversas nu-
ances do funcionamento celular e do fluxo da informagéo. Por
outro lado, ainda ndo existe tratamento disponivel para a maio-
ria dessas condigdes, acarretando aos portadores muitas vezes
constrangimentos e intimidagdes, e apreensao nas familias quan-
to a possibilidade de recorréncia nos parentes. Nao existem poli-
ticas publicas que busquem atenuar o impacto dessas condi¢oes
e disponibilizar a aten¢do adequada a esses individuos. A maior
parte dessas condi¢des é rara na populagdo e na maioria das ve-
zes inexpressiva em termos estatisticos. Na maior parte das ve-
zes, essas condi¢oes sdo decorrentes de mutagdes herdadas, que



No site <http://monographs.
iarc.fr/ENG/Classification/
ClassificationsGroupOrder.
pdf>, estd disponivel um
documento que relaciona

as substdncias reconhecidas
como mutdgenos.

segregam na familia pelas gera¢des. Eventualmente podem ocor-
rer novas mutagdes em células germinativas.

Por outro lado, as mutagdes em células somaticas nao produzem
um efeito sistémico, mas apresentam maior impacto em termos de
saude publica, pois estdo associadas a malformacdes congénitas e a
doengcas neoplasicas, ambas influenciadas pela exposi¢do ambiental.

O feto em desenvolvimento é especialmente sensivel aos efeitos
dos agentes mutagénicos, de forma que durante a gestagdo deve
ser redobrada a vigilancia quanto a exposi¢do. Em geral, quanto
mais precoce a exposi¢do maior o impacto no desenvolvimento
embrionario. Diversas malformagdes sdo atribuidas a exposi¢ao
intra-uterina a agentes mutagénicos.

A relagdo entre mutagénese e carcinogénese é antiga, no entan-
to, tornou-se mais evidente ao demonstrar-se que a incidéncia de
cancer de pulmao estava associada ao tabagismo, sendo a associa-
¢ao de tumores com exposi¢ao ocupacional ou ambiental crescen-
te. E necessario um esforco de informacio e conscientizacio da
populagdo sobre a natureza desses agentes e os cuidados neces-
sarios para o seu manuseio e descarte. A polui¢do ambiental com

tem repercussdo em todos os seres vivos do
local, esse efeito é duradouro e acumulativo.

Em termos moleculares, o efeito das mutagdes em genes indivi-
duais é melhor compreendido do que os rearranjos e as alteragdes
cromossOmicas, uma vez que os detalhes do funcionamento pano-
ramico do genoma ainda sdo pouco esclarecidos.

Desta forma, as alteragcdes em nucleotideos individuais sdo clas-
sificadas em transi¢es, quando envolvem a substituicdo de uma
purina por outra purina, e de uma pirimidina por outra pirimidi-
na, ou transversdes, quando a troca é de uma purina por uma piri-
midina, ou vice-versa. Também podem ocorrer dele¢des e adigoes
de nucleotideos.

O impacto dessas alteragoes ¢ variavel e classificado de acordo
com o efeito na informagdo (veja a Figura 4.3). As mutagdes si-
lenciosas consistem em trocas de nucleotideo, que resultam num
cddon sindnimo, a proteina resultante possui a mesma sequéncia
de aminoacidos codificada pela sequéncia original. Nas mutagdes
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Mutacdo sem
sentido

F

Mutacao da
janela de leitura

.

-
A [aGc|Aaxc]cr|cecc]cecc]ca|cce ] A | 116 | ot
Sequéncia
normal ¢ ¢ ¢ ¢
Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina
B [Ac]Axc] car[cac]cccg|cc]ccg| 1A | 171G | CaT |
Mutacao
silenciosa ¢ ¢ ¢ ¢
Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina
C [AG[AAC] caT]cac [ ccG]J ACA] ccG [ TTA | T1G | CaGT |
Mutacao de
sentido trocado v M v v .
conservativa  Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
\/ \4 \ \4 \
Asparagina Arginina Treonina Leucina Arginina
D [AG]AAc] ceT]cac|ccc]cca]ccg [ 1A | TG | Cat |
Mutacdo de
sentido trocado . ¢ ¢ ¢ ¢ _
nio conservativa  Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
Asparagina Arginina Prolina Leucina Arginina

| ATG | AAC| cGT | CGC | ccG

| 7TAA | ccG | TTA | TTG | CGT |

v v v

Metionina Arginina Prolina
Asparagina Arginina STOP
| ATG | AAC| caT [ cac | ccg | 1cG | Acc | G1T | ATT | GCG |
Metionina Arginina Prolina Treonina Isoleucina
Asparagina Arginina Serina Valina Alanina

~

J

Figura 4.3 - Classificacdo das mutac¢des de nucleotideos individuais pelo efeito na traducao



sindnimas ou neutras ocorre a substituicdo por aminoacidos fun-
cionalmente similares, as propriedades da proteina sao preservadas.

Na mutacdo de sentido alterado, o aminodcido é substituido
por outro funcionalmente diferente, alterando as propriedades
e a funcionalidade da proteina. A mutacdo sem sentido resulta
na substitui¢do de um cédon codificante por um cédon de termi-
nagdo, acarretando o término prematuro da tradugao, e a sintese
de uma proteina truncada.

As insergdes e as dele¢des tém um impacto mais amplo; quando
o numero de nucleotideos nao é multiplo de 3, ocorre a alteragao
em todos os nucleotideos subsequentes, deslocando a janela de lei-
tura a partir do ponto em que ocorreu a dele¢do ou a inser¢ao.

Os processos que acarretam as mutagdes também podem produ-
zir reversao das mutagoes, restabelecendo assim a sequéncia original.

Outro tipo de alteragdo pontual consiste na expansdo de sequ-
éncias de nucleotideos, em que uma determinada sequéncia de
nucleotideos pode expandir seu nimero de copias. A expansao de
sequéncia de trinucleotideos esta associada a algumas doengas he-
reditdrias humanas (veja a Figura 4.4).

50-200 cépias

\_200-1300 copias

4 EXPANSAO DO TRIPLETE DO GGG )
L L L L L R AR A T LA TR
6-54 copias Normal
O LT L O L R T A A
50-200 coépias NTM

L L L1t a1 O L T 1 A T T

[P b 1 PO DAD

Filha
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Individuo afetad0/

Figura 4.4 - Expansao de uma trinca CGG no gene FMR-1 observada na Sindrome do X Fragil



O impacto das alteragdes ainda depende da e A
regido do DNA que foi modificada, a mutagio VNTR Tamanho da repeticao
.. . . 17-40 bases
nas sequéncias codificantes tem um impacto
diferenciado das muta¢des que ocorrem em in-
. ..ACAGGGTGTGGGG...
trons. Por outro lado, as muta¢des nos promoto-
res podem exercer um impacto surpreendente.
do a fi N lacional d 12
Quando a frequéncia populacional de uma o— T frrr +—
muta¢do é muito elevada (= 0,01) recebe a de-
nominacao de polimorfismo. 17
_ _ @ [ [T [T T I T T ITITTTT T }—
As regides ndo codificantes apresentam L )
maior variabilidade que as regides codifican- Figura 4.5 - Nimero varidvel de repeticdes em tandem (VNTR)

tes. Entre as regides nao codificantes destaca-

-se 0 DNA de sequéncias repetitivas. Essas sequéncias podem es-
tar dispersas no genoma, como as sequéncias denominadas LINES
e SINES, e as sequéncias com repeti¢des em tandem (VNTR) (veja
a Figura 4.5). A denominagao dessas sequéncias reflete o tamanho
da sequéncia repetitiva. O DNA satélite compreende sequéncias
longas de DNA altamente repetitivas (>104 copias), de 100 a 2.000
pares de bases, que constituem uma fragao importante do genoma
dos eucariontes superiores, variando de 25% em algumas espécies
até 50% em outras. Os minissatélites sdo representados por sequ-
éncia de DNA moderadamente repetitiva de 10 a 100 pares de ba-
ses. Os microssatélites (STR ou short tandem repeats) compreen-
dem sequéncias de DNA moderadamente repetitivas de 2 a 9 pb,
altamente polimorficas (veja a Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Microssatélites ou pequenas repeticoes em tandem (STR)

A frequéncia de mutac¢do é influenciada por diversos fatores,
diferindo em eucariotos e procariotos; em bactérias é da ordem
de 1 muta¢ao/108 nucleotideos, enquanto em humanos é de



Mutacoes génicas - regides codificantes
» mutacao silenciosa: cédigo degenerado;
» mutacao com sentido alterado: altera aminoécido;
» mutacgao neutra: troca de aminoacidos sem alteragao da fun¢ao do polipeptidio;

» mutacao de janela de leitura: delecdo ou insercao de nucleotideos em nimero diferente de 3.

1 mutagdo/109 nucleotideos. A acurdcia da maquinaria de repli-
cagdo do DNA e a eficiéncia do sistema de reparo contribuem de-
cisivamente, no entanto, a exposi¢do a agentes mutagénicos pode
modificar essa frequéncia. Considerando-se genes individuais, a
frequéncia de mutagdes esta associada ao seu tamanho.

Os agentes mutagénicos atuam diferenciadamente no DNA
produzindo lesdes e alterando sua estrutura, de forma que alte-
ram a capacidade de replicagdo e transcricao. As alteragdes que

Nomenclatura para descricao das mutacoes

(Antonarakis et al., 1998)

nas a sequéncia de cDNA é conhecida, especificar o

numero do intron por IVSn ou pelo nimero da posi-
Codigo de uma letra: A, alanina; G, cisteina; D, acido ¢80 no éxon mais proxima.

aspartico; E, acido glutamico; F, fenilalanina; G, glici-
na; H, histidina; I, isoleucina; K, lisina; M, metionina;

1. Substituicao de aminoacidos:

e 1162G>A — substitui guanina na posi¢ao 1162

N, asparagina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; pela adenina.
S, serina; T, treonina; V, valina; W, triptofano; Y, tiro- e 621+1G>T ou IVS4+1G>T — substitui G por
sina; X fim. T na primeira base do intron 4; éxon 4 termina
0 cédigo de trés letras também é aceito. noint621.
« R117H ou Arg117His — substitui arginina
117 pela histidina (o c6don iniciador metionina 3. Dele¢oes e insercoes:
Seae ) Use del para dele¢des e ins para inser¢coes. Como
o G542X or Gly542Stop — glicina 542 substitu- nos itens anteriores, nas mudancas no DNA, primei-
ida pelo cédon de terminagao. ro vem a posicao do nucleotideo ou do intervalo, e

nas mudangas em aminoacidos, o simbolo do ami-
noacido vém primeiro.

- F508del — delecao fenilalanina 508.

+  6232-6236del ou 6232-6236delATAAG —
delecdo 5 nucleotideos (os quais podem ser es-
pecificados) comecando com nt 6232.

2. Substituicao de nucleotideo:

0 A do cédon de iniciacdo ATG é +1; a base imedia-
tamente precedente é -1. Nao ha zero. Nimero do
nucleotideo sequido pela alteragao. Se necessario,
usar g ou c para designar sequéncias genémicas e
de cDNA. Para sequéncias intrénicas, quando ape- +  409-410insC — insercao C entre nt 409 e 410.



deformam a molécula de DNA sao inadmissiveis para a célula,
existindo uma maquinaria especializada no reparo dessas lesoes.

Os erros também podem ser decorrentes da incorporagdo de ba-
ses tautoméricas durante a replicacao do DNA (veja a Figura 4.7).

Apos o término da replicacdo do DNA, ¢é realizada uma che-
cagem, rastreando-se os nucleotideos malpareados; esse processo

-
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Q@ Q © O &OH
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3 Q EOH da DNA polimerases remove a base
cadeia N .
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incorporada pela DNA polimerase
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Q. Q © O O EOH
DNA polimerases retoma a
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nucleotideos a extremidade 3’
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Mudanca tautomérica rapida de C* d%
ara C destréi seu pareamento com A )
P P QQ O O O &OH
Extremidade 3 'ndo pareada bloqueia o
alongamento da cadeia pela DNA polimerase
. J

Figura 4.7 - Incorporagdo de base tautomérica e seu respectivo reparo
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Figura 4.8 - Reconhecimento e reparo do malpareamento (mismatch repair)

( ) ¢ denominado reparo de malpareamento
(mismatch repair) (veja a Figura 4.8). No

H H
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Deaminagdo 7 entanto, como esse processo consegue dife-
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o . renciar a cadeia correta e a cadeia alterada,
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B Deaminagdo || /l\ ainda modificar as bases, acarretando mu-
0 N~ o dangas nas propriedades de pareamento,

quando utilizadas como molde para replica-

S 5-Metilcitosina Timina

Figura 4.9 - Lesdes nas bases que acarretam mudancas nas
propriedades de pareamento

¢do resultam em moléculas com sequéncia
diferente da original (veja a Figura 4.9). Esse
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Figura 4.10 - Bases tautoméricas e seu pareamento

efeito também é observado quando na replica¢ao sdo incorporadas
as bases tautoméricas ou andalogas das bases (veja a Figura 4.10).

A disponibilidade dessas moléculas influencia a frequéncia
dessas lesoes. O efeito da incorporagao de bases tautoméricas se
reflete na replicagdo do DNA subsequente (veja a Figura 4.11).

As quebras nas ligagdes glicosidicas resultam em sitios abasicos
(sem base) que deformam a molécula (veja a Figura 4.12).

As quebras nas ligagdes fosfodiéster resultam em quebras na
cadeia de DNA que podem ser de fita simples ou fita dupla; essas
lesdes sao criticas para o funcionamento do DNA, bloqueando a
DNA e a RNA polimerases. Essas lesdes estdo associadas ao en-
velhecimento e ao cancer.

A radiagdo ultravioleta produz a formag¢do de dimeros en-
tre pirimidinas adjacentes. Algumas moléculas se intercalam
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na molécula de DNA, alterando o seu funcionamento 4

(veja a Figura 4.13).

Parte dessas alteracdes resulta da acdo de radi-
cais livres gerados pelo metabolismo celular normal
e influenciados pela exposi¢do a agentes mutagénicos
como a radiagdo ionizante (veja a Figura 4.14A, B e C).

Figura 4.13 - Dimeros de pirimidina formados pela acdo da luz UV
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Figura 4.14A - Produtos de dano de DNA formados apds o ataque de radicais de oxigénio.

dR = desoxirribose
= sitios potenciais de modificacao de bases



Alquilagao
y H3C— CH2
(N J==~H=N r 0 CHs
EMS \ > S
/N\%—(N—H——— 5 \g/—<N———H N GC — AT
N—
Il
/N—H———O N CH—0— ISI—CH3 H——-O
H 0 H
9 Guanina Citosina 06-Etilguanina Timina )
Figura 4.14B - Alquilacdo causada pelo etil-metano-sulfonato (EMS)
4 )
H< _CH,CH,CI
\
~CH,
He CHy
N, -
H3IC CIH3 N
H,N NH
2 2 /N N_ OCH,
HsC CHs
cl
Proflavina Acridina laranja ICR-191
Bases
nitrogenadas
Molécula
intercalada
Brometo de etideo
- J
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Cada agente mutagénico atua de uma maneira especifica no
DNA, consistindo na assinatura do agente mutagénico, sendo di-
ferenciados os alvos na mesma molécula de DNA (veja a Figura
4.15). A somatoria dessas lesoes pode ser critica, de forma que a
célula conta com um arsenal de recursos para o reparo dessas le-
soes (veja a Tabela 4.1). Quando a quantidade de lesdes é superior
a capacidade de reparo, a célula dispara um mecanismo de morte
celular programada (apoptose), que impede a transmissdo das le-
sOes para as células-filhas.

4 N\
EMS uv AFB1
@) GC — AT GC — AT GC — AT
30 30 30 38,
20 20 20
10 10 10
0 ) GC—TA 0 GC —TA 0 GC—TA
20 20 20
10 10 10
v
©
)
S 0 0 0
L () AT —TA AT —TA AT —TA
o
S 20 20 20
[}
he]
o
S 10 10 10
IS
S
) 0 0
(d) AT —CG AT — (G AT —CG
20 20 20
10 10 10
0 (o GC —> (G 0 GC — (G 0 GC —>CG
20 20 20
10 10 10
0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300
Posicao ambar Posicao ambar Posicao ambar
J

\
Figura 4.15 - Tipo e posicao das mutac¢des induzidas por diferentes agentes mutagénicos no mesmo gene.
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c Substrato relatado  Atividade
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Figura 4.16 - Sistema SOS. A DNA polimerase lll para em uma lesao, gerando regi6es
unifilamentares que atraem as proteinas Ssb e RecA, que formam filamentos. A presenca dos
filamentos RecA ajudam a ativar a célula para a producao de UmuD, que é clivada por RecA
para produzir UmuD’e UmuC. A UmucC é recrutada para formar um complexo com UmuD
permitindo que a polimeriza¢do pela DNA polimerase continue além da lesao bloqueadora
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Outra opgao é o sistema SOS, em que sdo recrutadas proteinas que
se ligam a molécula de DNA lesada, possibilitando a sintese transle-
sdo, que, no entanto, apresenta pouca acurdcia (veja a Figura 4.16).

O reparo por fotorreativagdo é especifico para os dimeros de
pirimidina, as ligagdes entre as pirimidinas adjacentes sao que-
bradas por uma enzima especifica, a fotoliase, a atividade dessa
enzima ¢ dependente da luz branca. Essa enzima ¢ amplamente
conservada, estando presente em procariotos e eucariotos (veja a
Figura 4.17). E curioso que os mamiferos placentérios nio pro-
duzem essa enzima, ndo efetuando esse tipo de reparo de DNA.

4 Timina )
Esqueleto do DNA
Fotollase Fotodimero
luz branca @

Figura 4.17 - Reparo do fotodimero induzido por UV

As células humanas nao realizam reparo por fotorreativagao,
os dimeros de pirimidina sdo reparados por outro processo de-
nominado reparo de excisao de nucleotideos. Este processo foi o
primeiro mecanismo de reparo de DNA reconhecido. Em 1957,
Philip Hanawalt, estudando os efeitos da radiagdo ionizante, veri-
ficou que, apds serem submetidas a radiacao, as células em cultura
sintetizam pequenas quantidades de DNA, que foi denominada
sintese de DNA ndo programada (UDS - Unsheduled DNA Syn-
thesis), ou seja, que ocorre fora da fase S. Nessa ocasido propos
que poderia ocorrer um processo de reparo de DNA, revelando
um tipo de atividade ainda insuspeitavel. Posteriormente, foram
identificadas diversas enzimas que atuam nesse processo, as quais
também sdo conservadas evolutivamente. O reconhecimento da
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Figura 4.18 - Reparo de excisao de nucleotideo para remocao de dimero de timidina

lesdo ¢é feito por proteinas especificas que sinalizam a regido do
DNA lesada, uma endonuclease produz uma clivagem no trecho
da fita de DNA com a lesdo, a seguir uma DNA helicase separa o
fragmento de DNA com a lesao, expondo a cadeia complementar, é
entdo recrutada uma DNA polimerase especifica que sintetiza um
pequeno trecho da molécula de DNA, sendo o processo finalizado
pela DNA ligase (veja a Figura 4.18).

Em humanos foi identificada uma condi¢io de heranga mendelia-
na associada com a inativagdo desse processo de reparo do DNA, o
Xeroderma pigmentosum. Essa condigdo apresenta heterogeneidade
genética, e os genes associados codificam proteinas indispensaveis
para o reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (veja a Figura 4.19).

Figura 4.19 - Paciente com
Xeroderma pigmentosum
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Figura 4.20 - Reparo de DNA acoplado a transcricao

Verifica-se que a eficiéncia do reparo é maior nas regides transcri-
tas, evidenciando que o bloqueio da RNA polimerase dispara o me-
canismo de reparo de DNA (Figura 4.20). Em humanos esta presente
um sistema adicional que é o reparo gendémico global, o qual ocorre
em regides transcritas e ndo transcritas (veja a Figura 4.21).

Outro processo de reparo ¢ o reparo por excisao de bases, uma
enzima denominada DNA glicosilase produz uma clivagem na li-
gacao glicosidica, removendo a base lesada, a seguir é recrutada
uma AP endonuclease que produz uma quebra na ligacdo fosfo-
diéster, removendo o nucleotideo. A seguir uma DNA polimerase
recompde a fita, processo finalizado pela DNA ligase (veja a Figura
4.22). Esse processo é utilizado para a remocéo de bases alteradas.
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Figura 4.23 - Sintese translesdo

Em situa¢des em que hd gran-
de quantidade de lesoes, tornan-
do inviavel o reparo individual
de cada uma, ha a possibilidade
de sintese de DNA translesdo
(bypass), esse processo convoca
uma DNA polimerase especial, e
embora seja possivel a sintese do
DNA, a acurdcia ¢ comprome-
tida, sendo uma situacdo-limite
(veja a Figura 4.23).

O reparo  pos-replicagdo
envolve a recombinacio com o
cromossomo homologo e sao uti-
lizadas quebras de cadeia do
DNA. Esse processo tem certa si-
milaridade com o processo de re-
combinac¢ao que ocorre na meio-

se (veja as Figuras 4.24 e 4.25).
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Figura 4.24 - Reparo de quebra de cadeia
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Figura 4.25 - Reparo por recombinacdo

Outra alternativa celular, quando estdo presentes lesdes acima
da capacidade de reparo do DNA, é a morte celular ou a apopto-
se, nesse processo o0 DNA ¢ fragmentado nos nucleossomos (~200
pb), inviabilizando a continuidade celular. A proteina p53 desem-
penha um papel fundamental neste processo.

E curioso que parte dos genes identificados a susceptibilidade
hereditaria ao céncer atua no processo de reparo de DNA, de-
monstrando que a diminui¢ao da capacidade de reparo de DNA
possibilita 0 acamulo de lesdes criticas na célula, o que produz a
transformacdo neoplasica.

Embora a continuidade da informacao disponha de uma in-
fraestrutura celular refinada, a variabilidade da informacao é o
condutor da evolugao, possibilitando adaptagdo. Quanto maior a
variabilidade maior a viabilidade da espécie.




A recombinagdo é um fendmeno celular normal. Entre molécu-
las que apresentam homologia, a recombina¢iao homologa ocor-
re durante a meiose entre cromossomos homologos.

Também ¢é reconhecida a recombinagdo sitio especifica que
ocorre entre fitas de DNA que tenham alguma regido de homolo-
gia e estd associada a integracdo de genomas virais no hospedeiro
e na transposi¢ao de segmentos de DNA no genoma.

Esses eventos contribuem para o aumento da variabilidade ge-
nética e desempenham um papel fundamental na evolugao.

Essa forma de recombinacdo ocorre no inicio da meiose, sendo
evidenciada citologicamente como quiasmas, no inicio da proéfase I.

E um evento gerador de diversidade dos gametas e permite que
mutagdes favoraveis ou desfavoraveis sejam separadas e testadas
como unidades individuais em novas combinagdes.

Nao ha informacao detalhada acerca dos eventos moleculares
envolvidos na recombinac¢ao em células de eucariotos superiores

No inicio da meiose, os cromossomos estao duplicados, sendo
constituidos de duas fitas duplas de DNA, com quatro fitas duplas
nos cromossomos homologos e duas fitas envolvidas no evento.
Esse processo acarreta troca fisica do DNA, ocorrendo quebra e
reunido nas moléculas (veja a Figura 4.26).

Além dos intricados eventos moleculares que possibilitam a
reunido de moléculas de origem diferente, outros detalhes ainda
nao sdo esclarecidos. A frequéncia é diferente no sexo feminino e
no masculino, em algumas espécies ocorre apenas na meiose fe-
minina. Também ¢ influenciada pela estrutura do cromossomo,
ocorrendo em menor frequéncia nas regides de heterocromatina.

Os estudos de recombinagao possibilitaram a elabora¢ao dos pri-
meiros mapas cromossdmicos, onde quanto maijor a proximidade
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Figura 4.26 - Recombina¢do homéloga




dos genes, menor a possibilidade de serem separados por um evento
de recombinagdo. Essa metodologia ainda ¢ utilizada para mapea-
mento de QTLs (Quantitive Trait Locus) no genoma.

A recombinagao sitio especifica promove a integra¢ao de geno-
mas virais no cromossomo bacteriano, esse fenomeno envolve se-
quéncias especificas do DNA viral e do DNA bacteriano, com uma
regidao de homologia. As enzimas envolvidas atuam somente sobre
o par especifico de alvo. Esse evento também possibilita a integra-
¢ao do plasmidio ao cromossomo bacteriano.

Os experimentos realizados com milho na década de 1930 leva-
ram Barbara McClintock a propor que deveria haver genes salta-
dores, explicacdo que seria plausivel para o desvio das proporc¢oes
mendelianas verificadas em alguns cruzamentos (veja a Figura 4.27).

Atualmente, constatou-se ndo apenas a pertinéncia dessa supo-
si¢do, mas também a sua abrangéncia.

Esse processo permite que uma sequéncia de DNA seja inserida
em outra, sem a dependéncia de homologia entre elas, ocorre que-
bra e reunido das fitas de DNA envolvidas.

Os elementos de transposi¢ao ou transposons sdo sequéncias
discretas do genoma que tém capacidade de mobilizagdo, a qual
pode se efetivar através de DNA ou de RNA.

As regides mobilizadas sdo denominadas sequéncias de inser-
¢do (IS), sdo constituintes normais dos cromossomos. Sao delimi-
tadas por repeti¢des terminais invertidas que contém uma regiao
codificante para a enzima transposase relacionada aos eventos
bioquimicos da transposi¢ao.

A sequéncia é transposta para um sitio-alvo no DNA hospedei-
ro, também caracterizado por uma sequéncia de DNA especifica
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que é duplicada no sitio da inser¢ao. A frequéncia de transposi¢ao
¢ da ordem de aproximadamente 10-3-10-4/elemento/geragao. A
ocorréncia de transposi¢ao é mais bem documentada em vegetais.

Os elementos controladores foram identificados no milho, pois
quando inseridos proximos a genes que produzem efeitos visiveis
sobre o fenotipo, uma vez que afetam a atividade dos genes adja-
centes ao local de inser¢do. O evento da transposi¢do pode causar
a inativa¢do do gene-alvo, um evento subsequente pode excisar o
segmento transposto e o gene-alvo voltar a constitui¢do original.
Esse evento esta associado a variegacao.

Do ponto de vista estrutural, somente as extremidades sao ne-
cessarias para que um transposon sirva de substrato para a trans-
posi¢do, podendo utilizar o gene da transposase de outro ele-
mento presente na célula para efetivar a transposi¢cdo. Os
elementos autonomos sdo capazes de excisdo e transposicao, ge-
rando alelos instaveis. Os elementos nao autonomos sdo mais es-
taveis, ndo sofrem transposicao independentemente e dependem
de um membro autonomo da mesma familia. Esses elementos
perderam as sequéncias internas, mas possuem as repeti¢oes in-
vertidas nas extremidades (veja a Figura 4.28).
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transposicao
\_ por Ac )

Figura 4.28 - Elementos de transposicao



Também existem transposons que contém genes adicionais,
denominados transposons compostos. Esse tipo de transposi¢ao
estd associado ao aparecimento de resisténcia a antibioticos em
bactérias (veja a Figura 4.29).

-
53 1
gene da transposase
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Tn3 K - |
| | |
ene da transposase
tetR J y
Tn10 E | N |
| | || || ||
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2 kb
Transferéncia do segmento de resisténcia
\§

Figura 4.29 - Elementos de transposicdo compostos com genes de resisténcia a antibidticos

O mecanismo de transposi¢do envolve a proteina transposase,
sendo conhecidos transposons que se mobilizam por um mecanis-
mo de corte e colagem (veja a Figura 4.30) e elementos com trans-
posicao conservativa, quando uma copia do transposon é inserida
em outro segmento do DNA (veja a Figura 4.31).
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Figura 4.31 - Transposi¢ao conservativa no mesmo cromossomo



Os retrovirus sdo virus de RNA de fita simples que se replicam
por intermediario de DNA de fita dupla. Esse DNA de fita dupla
¢ inserido no genoma do hospedeiro, sendo entdo denominado
pro-virus num evento semelhante a transposicao (veja a Figura
4.32). A integragdo é uma etapa normal do ciclo vital e necessdria
para a transcrigdo. Apds a integragao, o pro-virus pode permane-
cer no genoma da célula
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As sequéncias retrovirais contém trés ou quatro genes na se-
guinte ordem:

e gag — MA (matriz), CA (capsideo principal), NC (capsideo
nuclear);

« pol — PR (protease), RT (transcriptase reversa), IN (integrase);
« env — SU (proteina de superficie), TM (transmembrana).

A extremidade do cromossomo viral é constituida por regides
terminais invertidas, similares as sequéncias dos transposons, e a
insercao ocorre em regides especificas que também sdo duplicadas.

R us gag pol env u3 R

Os retrotransposons sao transposons que se mobilizam via
RNA, também dependentes da transcriptase reversa que pro-
duz a conversdo do RNA em DNA. A principal diferenca entre
retrovirus e retrotransposons ¢ de que os retrovirus tém capa-
cidade de infectar outras células. A integracdo do retrovirus é
bem documentada em procariotos, estando associada ao feno-
meno da lisogenia. Os retrotransposons s6 podem se mobilizar
na mesma célula (veja a Figura 4.34).

As diversas formas de transposicao (veja a Tabela 4.2) contri-
buem expressivamente para a variabilidade genética, sendo en-
contrados na maioria dos genomas vestigios de transposi¢ao, tam-
bém denominados DNA f6sseis.
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Figura 4.34 - Genes no DNA retroviral e retrotransposons virais




Descricao de Classe e Estrutura Gene Modo de Movimentag¢ao Exemplos

DNA - Somente transposons EIemepto P
(Drosoéfila)
Movem-se como DNA .
. . . Ac-Ds (milho)
Codificam transposases seguindo a via de .
S . I Tn3 e IS1 (E.coli)
Curtas repeticdes invertidas nas replicagdo em cada fita
. Tam3 (boca de
extremidades 5
ledo)
Retrovirus - como
retrotransposons
. . Movem-se através de Copia (Drosofila)
Codificam transcriptase . .
um RNA intermediario Ty1 (Fungo)
reversa e se assemelham .
I produzido por um THE - 1(Humano)
Longas repeti¢oes terminais (LTRs) promotor LTR Bs1 (milho)
em sequencias repetidas nas
extremidades
Retrotransposons nao-retrovirais
Movem-se através de um Elemento F
Codificam transcriptase RNA intermediario que (Drosofila)
Poly A em 3" encerra o transcrito de reversa geralmente é produzido L1 (Humano)
RNA; a terminacao 5’ é geralmente por um promotor proximo Cin4 (milho)

truncada

Esses elementos apresentam sequencias de 1.000 a 12.000 pares de nucleotideos; cada familia contém muitos
membros, com poucos deles exemplificados no quadro. Ainda com relagao a transposons, existem determinados virus
capazes de se mover através de cromossomos celulares, sendo relatados nas duas primeiras classes de transposons

A compreensdo do fendmeno da transformagao verificado por
Grifhith ndo envolve elementos de transposi¢ao, mas apenas a fita de
DNA doadora, isto ocorre por um processo ativo com consumo de
energia e depende de células competentes (fator de competéncia).

Inicialmente ocorre uma ligagao reversivel do DNA de dupla fita
aos sitios receptores da membrana plasmatica, com ligacdo ir- rever-
sivel do DNA doador, ocorrendo conversaio do DNA doador para
DNA fita simples. A degradagdo de uma fita do DNA gera energia
para impulsionar a outra fita do DNA pela membrana. No interior
da célula ocorre a integra¢ao de todo ou parte do DNA fita simples
no cromossomo recipiente. Para esse processo é necessaria a homo-
logia de aproximadamente 500 nucleotideos entre as fitas, ocorren-
do ainser¢ao de até 20.000 nucleotideos (1/200 do DNA gendmico).



A plasticidade da molécula de DNA possibilita a variabilidade gené-
tica e a diversidade, que sdo fundamentais para o processo evolutivo.

O termo “mutagao” refere-se tanto ao processo que gera altera-
¢Oes na sequéncia do DNA, como as suas consequéncias fenotipicas.

As alteragdes podem envolver conjuntos cromossdmicos (eu-
ploidias), cromossomos individuais (aneuploidias) ou alteragoes
nas sequéncias de nucleotideos do DNA. As altera¢des cromosso-
micas tém impacto no funcionamento génico, assim como altera-
¢Oes nas sequéncias reguladoras.

As alteragdes nas sequéncias codificantes podem acarretar mu-
dancgas na sequéncia de aminodacidos dos peptideos, enquanto as
alteragdes nas sequéncias sem atividade genética contribuem para
a diversidade genética. E utilizada uma nomenclatura especifica
para designar as mutagoes.

Quando as mutagdes ocorrem em células germinativas, tém
repercussao nas geragdes subsequentes. A diversidade gera-
da por essas alteragdes ¢ fonte de variabilidade genética, sendo
indispensavel para a evolu¢do dos seres vivos, possibilitando a
adaptacdo a novos ambientes.

As alteragdes nas células somaticas se limitam ao individuo, es-
tando associadas ao cancer e a doengas degenerativas.

As muta¢des podem ser decorrentes de processos celulares nor-
mais, como uma imprecisao na replica¢do, ou podem ser induzidas
por uma gama de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. A exposicdo a
esses agentes pode acarretar um aumento na frequéncia de mutagoes.

A maior parte dos agentes mutagénicos produz lesdes caracte-
risticas na molécula de DNA. Essas lesoes sao inadmissiveis, pois
comprometem o funcionamento do DNA; as células dispoem de
um elaborado aparato para a deteccdo e a corre¢ao dessas lesdes.
Os principais processos de reparo do DNA sao a fotorreativagao, o
reparo por excisdo de bases, o reparo por excisao de nucleotideos
e o reparo por recombinac¢do. Esses processos ocorrem pela acdo
orquestrada de diversas proteinas que sdo conservadas evolutiva-
mente. Algumas condi¢des hereditarias raras envolvem a inativagdo



desses processos por corrupgio da informac¢ao do DNA, que co-
difica essas proteinas, acarretando hipermutabilidade das células.
Quando o nivel das lesdes celulares esta acima da capacidade do
reparo, a célula aciona o processo de apoptose, que produz a frag-
menta¢do do DNA nos nucleossomos e a morte celular.

Um processo celular que contribui significativamente para a va-
riabilidade genética é a recombinagdo do DNA, a recombina¢ao
homoéloga ocorre durante a meiose envolvendo a quebra e a reu-
nido das moléculas de DNA dos cromossomos homoélogos. Alguns
tipos de lesdao de DNA, especialmente as quebras de cadeia dupla,
sao reparados por um processo analogo.

A recombinagao sitio especifica envolve segmentos de DNA com
pequenas regides de homologia. Esse processo é utilizado paraa in-
tegracdo de genomas virais ao cromossomo bacteriano e também
para a transposicao. Esse fendmeno, postulado inicialmente por
Barbara McClintock, envolve a mobilizacao intracelular de sequ-
éncias, os transposons, ou genes saltadores, utilizando uma variada
gama de alternativas. A transposi¢do estd associada a efeitos fenoti-
picos diversos, desvios das propor¢des mendelianas e aparecimen-
to de resisténcia a multiplos antibiéticos em bactérias. Estima-se
que esses eventos sejam propulsores importantes da variabilidade
genética e associados ao aumento do contetido do DNA.

James D. Watson, Michael Levine, Alexander Gann, Richard Losick,
Tania A. Baker, Stephen P. Bell

Capitulos 9, 10 e 11: Apresenta uma visdo aprofundada e rica em
detalhes, refletindo um conhecimento dinamico numa linguagem
acessivel, com ilustragdes que complementam o texto e facilitam
a compreensao.
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Este livro busca resumir os principais contetdos desta vasta
disciplina que é a Genética Molecular. Contempla a carac-
terizacdo do DNA como material hereditdrio, a elucidag¢do
da sua estrutura molecular e a compreenséo de sua fun¢do
bioldgica a partir de suas caracteristicas estruturais.
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