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Apresentacao

Prezado(a) Cursista, bem vindo a disciplina de Biologia Molecular que compoe o quarto
periodo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas PARFOR-EAD-ICB-UFG.
O progresso no conhecimento em nivel de material genético propiciou a juncao das
disciplinas de Bioquimica e Genética, gerando a Biologia Molecular, a qual é o estudo
em nivel molecular da estrutura e fungao do material genético, bem como a compreen-
530 dos produtos génicos. A Biologia Molecular estuda a associagao entre DNA, RNA e
proteinas gerando conhecimento em nivel de sistemas celulares procariéticos e eucario-
ticos. Abrange diversas dreas com aplicagoes das técnicas moleculares no diagnéstico de
doenga genéticas e infecciosas, estudos de evolugao, medicina forense, dentre outras. O
contetido que iremos utilizar neste roteiro ird introduzir o assunto no ambito da Biologia
Molecular, nao substituindo os livros texto apresentados no contetdo programitico da
disciplina. O material que utilizaremos ¢ um roteiro para que, de forma didatica, possa-
mos compreender a Biologia Molecular aplicada a formagao de professores.

1. A natureza molecular e a organizag¢ao do
material genético
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1.1 A natureza molecular E

g
A inter-relacio entre as moléculas de informacio, o 4cido desoxirribonucléico 8
(DNA) e o é4cido ribonucléico (RNA) promovem a expressio génica, a qual na B
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maior parte estd envolvida com a sintese de polipeptideos. Assim, as proteinas sao
o principal produto funcional da matriz de DNA, desempenhando virias fungoes
celulares como enzimas, receptores, proteinas de reserva ou transporte, fatores de
transcricdo, moléculas sinalizadoras, horménios, etc.

O DNA é uma dupla hélice bifilamentar que encontra-se nas células eucarioticas
compactado nos cromossomos no nucleo celular, nas mitocondrias e também nos
cloroplastos das células vegetais. O agticar no DNA ¢ a desoxirribose, um agucar de
5 carbonos. Os residuos de agticar ligam-se uns aos outros por ligagoes fosfodiéster.
A molécula de DNA é composta por um polimero longo linear formado por
acucar, grupamento fosfato e bases nitrogenadas. Assim, a unidade basica da
molécula de DNA ¢ composta por nucleotideo (desoxirribose, fosfato e base nitro-
genada). E um nucleosideo ¢ formado por desoxirribose e base nitrogenada.

As bases nitrogenadas ligam-se covalentemente ao dtomo do carbono 1 de cada
residuo de agucar e possuem anéis heterociclicos de dtomos de carbono e nitrogé-
nio, os quais sao hidrofébicos e ficam orientados para o interior da dupla hélice.
Asbases sao classificadas em ptricas (Adenina e Guanina), que possuem dois anéis
heterociclicos ou piriml’dicas (Citosina e Timina), as quais possuem apenas um anel
heterociclico (Figura 1.).
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Figura 1. Estrutura do DNA: dupla hélice antiparalela bifilamentar

Aligagao entre as bases nitrogenadas ocorrem por pontes de hidrogénio, onde uma
base prica sempre liga-se a uma base pirimidica. Nesta ligacio Adenina (A) pareia-se
com Timina (T) através de duas pontes de hidrogénio e Guanina (G) pareia-se com



Citosina (C) através de trés pontes de hidrogénio, sendo esta mais forte do que AT. A
formagao dessas ligagoes promove efeitos hidrofébicos no interior da dupla hélice e
hidrofilicos na regido das curvaturas da dupla hélice, promovendo assim o pareamento
coordenado entre as bases, as quais proporcionam a estabilidade em funcao da configu-
raco espacial e eletronica (Figura 1.1). O empilhamento das bases ocorre em fun¢ao
das forcas de Van der Walls entre os anéis aromaticos de bases adjacentes.

A Regra de Chargaff demonstra que a relagio molar entre A/T seja igual a 1,0, 0

mesmo ocorrendo com relacio C/G, embora as concentragcoes molares entre A/ T

e C/G variem em funcio da sequéncia de nucleotideos. Essa propriedade garante a

replicagio da molécula de DNA de forma precisa, como também na transmissao das

informacoes genéticas

Aestrutura do DNA é uma dupla hélice antiparalela, sendo que cada uma das fitas
de DNA ¢é nomeada de acordo com a posi¢ao do grupamento fosfato no carbono
da pentose (desoxirribose). Assim, o grupamento fosfato presente no carbono 5
do nucleotideo forma a fita S’ (sense -5->3’) e o grupamento hidroxila presente no
carbono 3 do nucleotideo forma a fita 3’ (anti-sense - 3->3) [Figuras 1.1.e 1.2.). As
ligagoes glicosidicas no DNA, entre as desoxirriboses e as bases nitrogenadas, nao

estao diretamente opostas na dupla hélice, e assim geram duas curvaturas desiguais

em seu contorno, uma maior e outra menor (Figura 2.).
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Figura 2. A estrutura do DNA & uma hélice antiparalela
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Os fendémenos fisicos que ocorrem no DNA sao fundamentais para os processos de
replicagdo, transcri¢ao e recombinacao. Leia sobre renaturago e desnaturagao, bem

como temperatura de melting.

A composicao da molécula de RNA ¢ semelhante a0 DNA, com a diferenga no
residuo de agucar, a ribose, que em vez de timina, temos a base nitrogenada uracila
(U). Existem semelhancas entre DNA e RNA quanto a estrutura, ambos sao polime-
ros lineares de subunidades ligadas entre si por pontes fosfodiéster 5->3’ Entretanto,
namolécula de RNA, a Timina (T) é substituida por U, as outras trés bases A, C e G
também estao presentes. O RNA normalmente ¢ de fita simples, embora os parea-
mentos entre as bases nitrogenadas possa ocorrer, formando estruturas secundarias.
Diferentemente do DNA, os tipos de RNA possuem fungoes especificas nas células,
sendo classificados de acordo com a localizacio e fungao celular (RNA mensageiro,
RNA transportador e RNA ribossomal). Outra diferenca entre DNA e RNA, é que
o RNA ¢ mais reativo que o DNA devido a presenca da hidroxila livre no carbono
2 daribose.

Leia sobre a descoberta da estrutura do DNA em 1950 e como os experimentos

de Rosalind Franklin foram importantes para a elucidagao desta molécula.

1.2 A anatomia do genoma nos organismos celulares
(organizac¢ao génica)

Os organismos celulares procaridticos e eucaridticos apresentam diferenca na
organizagao de seus genomas. O genoma de ambos os organismos possuem a
fungao bésica de servir como um repositério da informagao codificada. O ge-
noma de procariotos sao relativamente mais simples que genomas eucarioticos.
O genoma de um organismo procarioto apresenta um cromossomo circular que
consiste de uma molécula de DNA de fita dupla covalentemente fechada.

O genoma dos procariotos apresentam caracteristicas peculiares. Praticamente
todo o genoma possui funcao regulatéria ou codificante (genes estruturais) paraasin-
tese de proteinas com pequeno espago entre os genes. Os genes estao agrupados em
unidades transcricionais policistronicas, ou seja os genes estao localizados adjacentes
(Operon), na regiao onde um gene terming, outro inicia. Assim, todos os genes $ao
expressos como uma unica unidade.



Esse tipo de organizagao génica é comum nos procariotos. Como exemplo po-
demos citar o Operon lactose (Opemn Zac), o qual contém trés genes estruturais, Z,
Y e A que codificam as enzimas f-galactosidase, lactose-permease e tiogalactosideo-
-transacetilase envolvidas na conversio do dissacarideo lactose nas suas unidades de
monossacarideo - ghcose e galactose. E importante ressaltar que estes organismos
possuem também unidades genéticas assessorias extra cromossomais, como os plas-
mideos, bacteriéfagos e elementos genéticos transponiveis.

@) genoma da maioria dos eucariotos sio maiores e mais complexos do que os
genomas de procariotos. No entanto, o tamanho do genoma nao est relacionado a
complexidade genética. Estes genomas que tem basicamente em comum o fato de se
encontrarem envolvidos por uma membrana nuclear, apresentam uma consideravel
variagdo individual de organismo para organismo. Apesar disso, apresentam alguns
aspectos comuns na organizagao génica. O genoma apresenta genes com sequéncias
codificantes (éxons) que sio separados por sequéncias nao-codificadores (introns).
O gene inteiro ¢ transcrito para produzir uma longa molécula de RNA mensageiro
(RNAm) e os fntrons sdo entao removidos por um mecanismo denominado splicing
de forma que somente 0s €xons sao incluidos no RNAm para a sintese de protefnas.

Os introns sio responsdveis por uma fragao substancial no tamanho do genoma
dos eucariotos superiores, nos eucariotos complexos, 0s introns sao responséveis por
cerca de dez vezes mais DNA do que os éxons. Embora a maioria dos introns nao
tenha fungao conhecida, sugere-se que alguns codificam RNAs funcionais. Existem
evidéncias de que os introns podem ter auxiliado a acelerar a evolugao, facilitando
a recombinagdo entre regides codificadoras de proteinas de diferentes genes - um
processo conhecido como “embaralhamento de éxons’, mas nao hd relagao entre a
reunido inicial das sequencias codificadoras de proteinas antes da divergéncia evoluti-
va entre as células procarioticas e eucarioticas.

Pesquise sobre a expressio de RNAs nao codificadores intronicos no cancer.

Muitos genes eucaridticos estao presentes em copias multiplas, denominadas
familia génicas. Alguns membros dessas familias funcionam em diferentes tecidos
ou em diferentes estigios do desenvolvimento. Outros membros das familias génicas
(pseudogenes) foram inativados por mutagdes e nao mais representam genes fun-
cionais. Sabe-se que aproximadamente 40% do DNA de mamiferos ¢ composto de
sequéncias de DNA altamente repetitivo, algumas das quais estao presentes em 105 a
106 copias por genoma.

O DNA repetitivo ndo ¢ codificante e ¢ composto por sequéncias curtas e simi-
lares, que encontram-se em tandem (agrupadas) ou dispersas pelo genoma. Aquelas
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em tandem compoem DNA satélite, microssatélite e minissatélite. Aquelas sequéncias
espalhadas pelo DNA genomico sao classificadas como elementos dispersos curtos
(SINE) do inglés, short interspersed elements ou elementos dispersos longos (LINE) do
inglés, Long interspersed elements.

Os genomas da maioria dos eucariotos sao muito mais complexos do que 08 dos
procariotos, como 0 DNA das células eucarioticas também apresentam-se de forma
diferente do DNA nas células procarioticas. Nos eucariotos, 0 genoma ¢ composto
por multiplos cromossomos, cada um contendo molécula de DNA linear compacta-
da. Embora o numero e o tamanho dos cromossomos sejam muito varidveis entre as
diferentes espécies, sua estrutura basica é a mesma para todos os eucariotos.

O DNA das células eucaridticas estd firmemente ligado a pequenas proteinas basi-
cas (histonas) que empacotam o DNA de modo ordenado no nicleo celular (Figura
3.). Essa propriedade de compactagio do DNA via histonas torna-se importante em
funcao do contedido de DNA do eucariotos. O tamanho total do DNA estendido em
uma célula humana, é de quase 2 metros, mas esse DNA deve encaixar-se em um nu-
cleo com um didmetro de S a 10um. Nos procariotos o mecanismo de compactacao
do DNA é distinto dos eucariotos, mas ainda nao é bem compreendido.

Fibra de cromatina

Nucleossomos

Histonas

DNA

Figura 3. Empacotamento do DNA nos cromossomos exige hierarquias mdltiplas de histonas

Vimos que nas células eucaridticas, o DNA encontra-se associado a uma série de
protefnas nucleares especificas (histonas) que formam um complexo denominado
cromatina (Figura 1.3.). As histonas contém uma grande propor¢io de aminogcidos
bisicos (arginina e lisina), os quais facilitam a ligagao a molécula de DNA que é carregada
negativamente. Existem cinco tipos de histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4. A cromatina
além das histonas, possui proteinas nao histonicas envolvidas na compactagao do DNA



A unidade estrutural basica da cromatina ¢ denominada nucleossomo (Figura
4.),na qual 0 DNA estd enrolado em torno de histonas, formando uma particula cen-
tral que ¢ selada pela histona H1 que contém de 150 a 250 pares de bases associado
aum octamero de proteinas que ¢ constituido por duas cépias das histonas centrais:
H2A, H2B, H3 e H4 (Figura S.). O empacotamento do DNA em nucleossomos
produz uma fibra de cromatina de aproximadamente 10 nm de didmetro. A cromatina
¢ condensada novamente, por enrolamento e uma fibra de 30 nm, contendo seis
nucleossomos por volta.

Nucleossomos

Figura 4 . Estrutura dos nucleossomos

Dupla
hélice DNA

Histonas

Figura 5. Histonas associadas a dupla hélice

Acesse: http://wwwyoutube.com/watch?v=gbSIBhFwQ4s para a visualizar a ani-

magao da compactagio do material genético

O grau de condensagao da cromatina varia durante o ciclo celular. Em células em
interfase a cromatina é denominada eucromatina, e estd relativamente descondensada
edistribuidaportodo ontcleo. Emcontraste, cercade 10% da cromatinainterfasicaé de-
nominadaheterocromatina, formaaltamente condensadaque ésemelhanteacromatina
das célulasem mitose. A heterocromatinando é transcritae contémsequénciasde DNA
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altamente repetitivas, tais como as sequéncias presentes nos centrdmeros e teldmeros
dos cromossomos.

A medida que a célula entra em mitose, seus cromossomos tornam-se extrema-
mente condensados para que possam ser distribuidos para as células filhas. Acredita-
se que as alcas das fibras de cromatina dobram-se sobre si mesmas para formar o
cromossomo metafdsico compacto das células mitdticas, nas quais o DNA esta
compactado quase 10.000 vezes. Na cromatina condensada nao hd sintese de RNA,
assim, a transcricao cessa durante a mitose.

Os cromossomos sé podem ser visualizados nas células em divisao. A introdugao
de técnicas de bandeamento permitiu a identificagao individual de cada cromossomo.
O estudo e identificacio dos cromossomos humanos foi uniformizado, em uma
conferéncia em Denver (EUA) em 1960, estabelecendo uma classificacao adotada
mundialmente. Como resultado desta convengao, os cromossomos humanos sao hoje
classificados e ordenados em sete grupos, de acordo com seu tamanho e morfologia.
Os grupos sao designados por letras de A a G e os cromossomos, numerados de 1 a 22
(os autossomos) por ordem decrescente de tamanho, e os cromossomos sexuais de-
signados por X e Y. Todos os cromossomos sao distinguidos individualmente através
deum padrao de bandas claras e escuras, além de seu tamanho e dalocalizagao do cen-
tromero. Podem ser recortados manualmente a partir de fotomicrografias ou — com
o uso de cimeras digitais — selecionados através de programas de edicao de imagens,
sendo entao agrupados aos pares para formar o que chamamos de cariétipo. Os tipos
bandeamentos podem revelar bandas e sub-bandas em posicoes especificas no cro-
mossomo. A Figura 6. demonstra um exemplo para nomenclatura dos cromossomos.

—22
o 24 Cromossomo:1
L q Brago: Curto
—31 Regido:2
= — 322 Banda:2
—4; 5 Sub-banda:2
——42.
! —43

Figura 6. Conferéncia de Denver para nomenclatura dos cromossomos



2. A replicagdao do DNA
2.1 A replicacdo do DNA associada ao ciclo celular

O ciclo de divisio da maioria das células consiste em quatro processos coordenados:
crescimento celular, replicagio do DNA, distribui¢ao dos cromossomos duplicados
as células-filhas e divisao celular. Nas bactérias, o crescimento celular e a replicacao do
DNA se dao durante a maior parte do ciclo celular, e os cromossomos duplicados sao
distribuidos as células-filhas associados a membrana plasmética.

Entretanto, nos eucariotos, o ciclo celular ¢ mais complexo e consiste em quatro
fases distintas. Embora o crescimento celular seja normalmente um processo conti-
nuo, o DNA ¢ sintetizado somente durante uma fase do ciclo celular, e os cromos-
somos duplicados sao entao distribuidos aos nuicleos-filhos por uma série complexa
de eventos que precedem a divisao celular. O processo entre estes estigios do ciclo
celular ¢ controlado por um sistema regulador conservado, que nao s6 coordena os
diferentes eventos que controlam a proliferagao celular.

Areplicagio do DNA ¢ mediada por enzimas que copiam a molécula com
fidelidade. As pesquisas envolvendo a replicagio de DNA bacteriano e de suas en-
zimas auxiliaram a estabelecer inumeras propriedades bdsicas que se mostraram apli-
cdveis a sintese de DNA em outros organismos. Existem evidéncias apontando para o
papel de uma proteina agindo como molécula iniciadora do processo de replicagio e
também da existéncia de uma ligagao fisica entre 0 DNA e a membrana celular. Essa
ligacao foi demonstrada com a regido do DNA que contém a origem da replicacao
do cromossomo de E. coli (OriC) e extratos de membranas celulares bacterianas.

Origens de replicagao ji foram isoladas de organismos procariotos e de alguns
eucariotos, apresentando a caracteristica comum de serem ricas em sequéncias AT.
O DNA de células procaridticas, plasmideos e virus possuem somente uma origem de
rephcage'lo, enquanto que vdrias origens sao encontradas nos organismos eucarioticos.
O mecanismo da replicagio do DNA em eucariotos ainda nao é bem esclarecido.

2.2 O mecanismo da replicacdo mediado por enzimas

Durante o processo de sintese do DNA, as duas fitas de DNA parental de cada
cromossomo sio desenroladas, e cada uma das fitas dirige a sintese de uma fita
complementar a si. Ou seja, cada fita do DNA serve como molde para a sintese de
uma nova fita, produzindo duas moléculas novas do DNA, cada uma formada por
uma fita nova e uma fita antiga. Assim, denominamos, que a replicagdo do DNA é
semiconservativa (Figura 7.).

A partir da origem, a replicagao prossegue ao longo da fita de DNA em uma ou em
ambas as dire¢des, sequencialmente até o término. Na unidirecional, uma forquilha da
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replicagao parte da origem e segue replicando 0 DNA em uma s6 diregao. Na bidire-
cional, duas forquilhas de replicagao deixam a origem em diregdes opostas.

<4— Fita mae

Figura 7. O mecanismo da replicacdo é baseado no pareamento da dupla hélice

O experimento de Meselson-Stahl demonstrou que a replicagio do DNA é semiconserva-
tiva. No experimento, células de E. coli cultivadas na presenca de 15N, foram incubadas em
14N e foi observado que 0 DNA fita dupla ap6s uma geragao continha uma fita com isoto-
po pesado (15N) e a outra com o isotopo leve (14N).Na segunda geracio, a progénie era
constituida de DNA hibrido (14N/15N) ou de moléculas com a duas fitas contendo 14N.

O processo da replicacao do DNA ¢ baseado no pareamento da dupla hélice,
onde o inicio se dd em OriC. O primeiro evento que ocorre ¢ a ligagao de uma pro-
teina iniciadora no DNA de Ori, levando o desenrolamento parcial do DNA molde.
O DNA continua sendo desenrolado pela acao da helicase (rompimento de pontes
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas) e proteinas SSB (protefnas de ligagio
a0 DNA de fita simples), atuam continuamente no desenrolamento da dupla fita
e de exposicao da fita molde, sendo os primers de RNA sintetizados pela primase.
As duas forquilhas de replicaao formadas na origem movem-se em dire¢oes opostas
a0 longo da molécula circular de DNA em procariotos.



A medida que as fitas do DNA parental sao desenroladas, as regioes do DNA a
frente da forquilha da replicacao sao forcadas a rotar. Esse processo levaria a molécula
ficar torcida sobre si mesma e eventualmente bloqueando a replicacao. Neste sentido,
a topoisomerases, enzimas que catalisam a quebra e a reuniao reversivel das fitas do
DNA conferem a estabilidade da fita parental aberta durante o processo de sintese
de DNA.

Iniciado na origem da replicagao, o processo de sintese de DNA resulta na for-
quilha da replicacao em que um duplex de DNA parental se bifurca em duas fitas.
A formagao das novas fitas de DNA deve-se a atividade da DNA polimerase que adi-
ciona nucleotideos para a formacao da fita filha de acordo com a fita molde. A DNA
polimerase I (pol ) de E. coli foi descrita no trabalho de Arthur Kornberg em 1955.
Com o advento das pesquisas outras DNA polimerases foram descobertas em E. coli.

Todas as DNA polimerases compartilham duas propriedades fundamentais com
implicagoes na replicacao do DNA. Ha cinco classes descritas de DNA polimerase
em mamiferos, inclusive uma que atua na replicagao do genoma mitocondrial. Como
descrito anteriormente, nos eucariotos a replicagio do DNA é bidirecional, formando
forquilhas da replicagao a partir dos multiplos pontos de iniciago. O inicio da replica-
¢ao na fase S do ciclo celular, dd-se em momentos diferentes nas diversas origens, mas
eventualmente, forquilhas da replicacao podem fundir-se.

A polimerase requer uma fita tnica, nao pareada para atuar como molde e um
iniciador, que é um segmento de fita complementar a0 molde com uma extremidade
3" OH livre possibilitando o crescimento da cadeia somente no sentido 5->3’ no
qual os nucleotideos sio adicionados pela enzima. Cada nucleotideo que chega é
selecionado pelo pareamento de bases com o nucleotideo apropriado da fita molde.
O produto da reagio tem uma nova extremidade 3’ livre, 0 que permite a adigao de
outro nucleotideo.

A reagao da atividade da polimerase envolve a transferéncia de nucleotideo tri-
fosfato (ANTP) na extremidade 3” com hidroxila livre, promovendo o alongamento
da cadeia (Figura 7.). Ocorre a formagao da ligacao fosfodiéster entre os residuos de
agucar, ligagoes glicosidicas entre as desoxirriboses e as bases nitrogenadas e ligagoes
do tipo pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.

As reagoes catalisadas pela DNA polimerase incluem a adi¢ao do substrato de
dNMBP fornecido pelo ANTP. Como as fitas do DNA sao antiparalelas e o crescimento
da cadeia de DNA se da sempre na diregao 5->3’isso gera uma assimetria no processo
de replicacao de DNA. Assim, em ambas as fitas, a sintese de DNA ocorre no sentido
§->3’ (Figura 8.). A fita sense (lider) € sintetizada de maneira ininterrupta na dire¢do
do movimento da forquilha da replicagio, com a necessidade de apenas um iniciador
(primer). No entanto, a fita antisense (descontinua) é sintetizada em pequenos peda-
¢os, onde sao gerados vdrios fragmentos, denominados fragmentos de Okazaki, e o
crescimento da cadeia ocorre no sentido $-> 3’ contrariamente em relacao a direcao
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geral da forquilha da replicagao. Na fita antisense é necessdrio a sintese de mais de um
primer, assim, a cada novo primer sintetizado, o sentido do deslocamento da primase
torna-se oposto ao da forquilha da replicacao, formando um alga.

¢ Adicaode
P

0= | -0 nucleotideos
?
0=pP-0 o
Fita DNA sendo ? 0=P-0
sintetizada 0= FI’;O Q
(iniciador) 5,, 3 0 0=P-0O
’ OH OH 6,

Fita molde

Desoxirribose

Figura 8. Alongamento da cadeia de DNA

it it i i i Ndigéo

Figura 9. A sintese de DNA ocorre no sentido 5-> 3" com adicdo de desoxinucleotideos trifosfatados

(dATP,dGTP,dCTPedTTP)

Para formar uma fita continua a partir de uma fita de sintese descontinua, os
primers de RNA devem ser removidos dos fragmentos de Okazaki e substituidos
por nucleotideos que serio complementares a fita molde. Em E. coli, os primers sao
removidos pela agao combinada da RNase H, uma enzima que degrada RNA dos
hibridos RNA-DNA, e da atividade de exonucleases 5->3" da DNA polimerase I, a
qual remove os ribonucleotideos das extremidades 5" e preenche com nucleotideos a
falha entre os fragmentos de Okazaki, tais fragmentos sao unidos pela DNA ligase que
garante o crescimento da cadeia.



AFigura 9. resume a atividade das enzimas (replissomos) envolvidas no processo
da replicagao do DNA. E importante ressaltar que em procariotos ha também tipos
diferentes de DNA polimerases atuando no processo da replicacao.

Acao da Dna

polimerase na
Fita lider fita lider

3
fita anti-lider
molde

Fita lider

Proteinas que se DNA parenteral
ligam a fita simples

Fragmento

= Primossomos
Acao da Dna Okasaki
polimerase na
fita anti-lider

Figura 10 A assimetria da sintese das fitas (5->3"e 3'->5") de DNA e enzimas envolvidas no processo da

replicacdo do DNA

Na replicagio do DNA de E. coli, as duas forquilhas de replicacao durante o movi-
mento bidirecional, encontram-se na regiao terminal TER localizada a 180° a partir de
OriC. O término da replicacao em genomas circulares em geral nao apresenta proble-
mas, pois as forquilhas de replicagio devem se encontrar em algum ponto do DNA, no
caso de replicagao bidirecional, ou unidirecional, retornam a origem da replicacao.

Acesse: http://wwwyoutube.com/watch?v=teV62zrm2P0 para ver a animago en-
volvendo a atuacdo dos replissomos no processo da replicagio

3. Transcricdao e Processamento de RNA

3.1 Sintese de RNA

Os mecanismos bésicos pelos quais a transcricao ¢ regulada foram igualmente
elucidados em experimentos pioneiros feitos com E. coli, na qual a expressao génica
permite que a célula responda as variagdes no ambiente, tal como as mudangas na
disponibilidade de nutrientes. Portanto, a compreensao da transcri¢io em E. coli
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forneceu o embasamento para estudos dos mecanismos mais complexos que regulam
a expressao génica em células eucarioticas.

Atranscrigao é o processo pelo qual uma molécula de RNA é sintetizada a partir
da informagao contida na molécula de DNA fita dupla. Apenas uma das fitas de DNA
é utilizada como molde durante a sintese de RNA, que segue as regras de pareamento
que a replicagao, exceto pelo pareamento de uracila (U) com adenina (A). Assim, a
molécula de RNA sintetizada ¢ complementar a fita de DNA que lhe deu origem e
¢ idéntica a outra, sendo as timinas substituidas por uracila. A principal enzima res-
ponsavel pela sintese de RNA ¢ a RNA polimerase, que catalisa a polimerizacao de
ribonucleotideos 3’ trifosfatados (NTPs), direcionados pelo molde de DNA.

A RNA polimerase tem multiplas atividades: reconhecem e ligam-se a sequén-
cias especificas de DNA; desnaturam o DNA expondo a sequéncia de nucleotideos
a ser copiada; mantém as fitas de DNA separadas na regiao da sintese; mantém
estavel o hibrido DNA:RNA; renaturam o DNA na regiao imediatamente posterior
de sintese e sozinhas ou com auxilio de proteinas especificas, terminam a sintese do
RNA. A sintese de RNA ¢ similar a0 de DNA, e assim, como a DNA polimerase, a
RNA polimerase catalisa o crescimento de cadeia de RNA sempre na diregio 5->3’
(Figura 11).

o
> //0/
A& Adicao na extremidade 3'para o crescimento da cadeia
3~ (AT A A A A - 5
RNA > N @ ¥ © B U ©

Fita DNA molde5’

RO ] o SIS AL o Bl CTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGATCTGCGCTGC -3
ST R 1o [ - Ml GACGGTAACAGTCTGTACATATGGGGCATGCAGAAGGGCTCGCTTTTGCTAGACGCGACG ool
5

] DNA

CUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUACGUCUUCCCGAGCGAAAACGAUCUGCGCUGC [l mRNA

Figura 11. Mecanismo de transcrico do RNA

Contrariamente & DNA polimerase, a RNA polimerase nao requer a presenca
de um primer pré-formado para iniciar a sintese do RNA. A RNA polimerase de E.
coli € uma enzima complexa composta de multiplas cadeias polipeptidicas. A enzima
completa (core enzima) consiste em quatro diferentes tipos de subunidades: a, B,
B’ e 0. A subunidade o (sigma) est4 ligada fracamente e pode ser separada das outras
subunidades gerando um nucleo que consiste em duas subunidades a, uma { e uma
B. O subunidade o estd envolvida com o reconhecimento das sequéncias de DNA que
indicard a partir de qual desoxirribonucleotideo a sintese de RNA devera ser iniciada.



A sequéncia de DNA na qual a RNA polimerase liga-se para iniciar a transcrigao
de um gene ¢ chamada promotor, o qual sinaliza exatamente onde a sintese do RNA
deve ser iniciada. Na auséncia da subunidade o, a RNA polimerase liga-se inespecifi-
camente e com baixa afinidade a0 DNA. O papel da subunidade o é o de direcionar
a polimerase aos promotores pela ligacao as sequéncias de regido -35 e -10, levando a
iniciacao de transcricio no comeco do gene.

Assintese de RNA prossegue até que a polimerase encontre um sinal de término,
onde o RNA ¢ liberado da polimerase e a enzima se dissocia do molde de DNA.
O tipo mais simples e comum de sinal de terminagao em E. coli consiste em umaregiao
repetida e invertida, simétrica, rica em GC, seguida de estrutura estével semelhante a
um “grampo” (hairpin) de cabelo, por complementaridade de bases. A formagao de tal
estrutura auto complementar no RNA capaz de formar uma associagio com o molde
de DNA e termina a transcricao.

O processo de transcrigao em eucariotos ¢ bem complexo e ainda ndo estd total-
mente elucidado. Embora a sintese de RNA em procariotos e eucariotos seja muito
semelhante, o processo como um todo apresenta diferengas. Em eucariotos hd cinco
tipos diferentes de RNA polimerases descritas que estiao envolvidas na sintese de
RNAs especificos.

As RNAs polimerases eucarioticas sempre necessitam de proteinas auxiliares, os
fatores de transcrigao. Os promotores sio inicialmente reconhecidos por fatores de
transcrigao que, ligados a0 DNA, interagem com outros fatores, formando um com-
plexo ao qual as RNA polimerases se associam.

As sequéncias promotoras de muitos genes transcritos pela RNA polimerase do
tipo II sao identificadas pela proteina de ligagio a TATA, a qual recruta fatores de
transcricao adicionais e a RNA polimerase para o promotor. Os promotores eucari-
Oticos sao em geral sequéncias que estao proximo ao sitio de inicio da transcrigao e
possuem sequéncias consenso TATA (T/A)A(A/T), denominadas TATA box. Os
enhancers, sequéncias regulatorias, contém, tipicamente, sitios de ligacao para protei-
nas mliltiplas que atuam conjuntamente para regular a expressao génica.

Acesse: http:/ /wwwyoutube.com/watch?v=Wsof H466lgk para visualizar o proces-
so de sintese de RNA

3.2 Processamento do RNA

Amoléculade RNAmrecémsintetizada no processo de transcricao ¢ chamada de trans-
crito primdrio. O processamento do transcrito primdrio ocorre tanto em procariotos,
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como em eucariotos, bem como nos diferentes tipos de RNAs encontrados nas células.
A maioria dos transcritos primdrios de RNAm de eucariotos apresenta uma particula-
ridade, 0 RNAm que ¢ sintetizado no nucleo deve, primeiro ser transportado para o
citoplasma antes que possa ser usado como molde para sintese proteica. Esse RNAm
precurssor sofre vdrias alteragoes bioquimicas antes de serem exportados do nucleo.
Desta forma, o processamento do pré-RNAm inclui a modificacao de ambas as extre-
midades da molécula, bem como a remocao de introns de seu interior.

Uma modificagio na extremidade 5" do pré-RNAm se deve aadi¢io de umresiduo
de 7-metilguanosina ligado ao residuo 5’ terminal do RNAm por meio de umaligagao
3,5 trifosfato. Essa estrutura ¢ denominada de CAP, a qual ¢ decorrente da metilagao
na posicao 7 da guanina, catalisada pela enzima guanina-7-metil-transferase, resultan-
do no nucleotideo 7-metilguanosina (Figura 12. A). O CAP ¢ adicionado antes de a
sintese do transcrito primario estar completa.

Cap Cauda poli-A
A s : ' s

5-UTR Sequéncia Codificante " 3.UTR

O II I
o
HO  OH o o@ o
| N
—p—O NN
GMP o=p—0 </ |
O—CH, N N/ NH
o o)
0=p—0

Figura 12. Processamento do RNA: A) o transcrito primario de organismo eucariéticos possuem uma
7-metilguanosina adicionada a extremidade 5 por meio de uma ligago 5-5 trifosfato; B) Na extremidade 3,
o transcrito primario recebe um conjunto de 80 a 250 residuos de A, compondo a cauda poli(A).

Os RNAms de eucariotos possuem uma sequéncia de 80 a 250 residuos de A na
sua extremidade 3) a qual ¢ denominada cauda poli (A) [Figura 12. B]. Essa cauda
serve como sitio de ligagio para uma ou mais proteinas associadas provavelmente
ajudam a proteger o RNAm da destruicao enzimitica. Depois que o RNAm polia-
denilado chega ao citoplasma, a cauda poli (A) vai diminuindo com o decorrer do
tempo e funcao da atividade de nucleases presentes no citoplasma. A poliadenilagao
precede a excisao de introns.



A caudapoli (A) ¢ adicionada em um processo de multiplos passos. O transcrito ¢
alongado além do sitio onde a cauda poli (A) serd adicionada, sendo entio clivado no
sitio de adi¢do dapoli (A) por uma endonuclease componente de um grande comple-
xo enzimdtico da RNA polimerase I1. A poliadenilato-polimerase sintetiza uma cauda
poli (A) de 80 a 250 nucleotideos de comprimento, comecando no sitio de clivagem.

Tanto os introns quanto os éxons sao transcritos do DNA para o RNA. Os introns
no transcrito primdrio sdo entao removidos por splicing, sendo os éxons reunidos para
formar um RNA maduro e funcional. A retirada de um intron do transcrito primdrio
ocorre apés duas reagdes de transesterificagio (transferéncia da ligacao fosfodiéster)
para unir os éxons, liberando o ntron na forma de lago (Figura 13).

1 31 32 105 106 147
Gene N —
globina t t
Sitio de sintese Sitio cauda Poli (A)
de RNA
Transcrito 5 @ e — ——————— = 3
primario
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v
M Exon (@ B S (A)
. Intron Cauda poli (A)
UTR v
@® m'Gppp [ (A)n
A/ Excisao de intron e
ligagao do éxon
RNAmM v
3 Globina ® (A)n
1 147

Figura 13. Mecanismo de splicing para remoc&o dos introns

No splicing, os Pré-RNAm nucleares acontece em grandes complexos chamados
spliceossomos, compostos de protefnas e RNAs nucleares pequenos (RNAsn). Estes
tltimos identificam sequéncias junto aos sitios de splicing dos Pré-RNAm e catalisam
areacao de splicing. Alguns RNAs mitocondriais, de cloroplastos e bacterianos sofrem
auto-splicing, processo no qual a reagao de splicing é catalisada por sequéncias de
introns.
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Os éxons podem ser unidos em vdrias combinagoes como resultado do splicing al-
ternativo, o qual fornece um mecanismo importante para o controle tecido-especifico
da expressao génica em eucariotos complexos.

Acesse: http://www.youtube.com/watch?v=FVuAwBGw_pQ_ para visua-
lisar a anima¢do do mecanismo de splicing pela retirada do introns da molécula de
RNA mediado por spliceossomos. Leia também sobre splicing alternativo.

Pesquise e leia sobre o processamento de outros RNAs, como o RNA ribossomal e

RNA transportador de procariotos e eucariotos para complementagio do conteudo.

4. Cédigo Genético e Sintese Proteica

4.1 O Cédigo Genético

As protefnas sao consideradas os produtos finais da maioria das vias de informagao.
Baseado em um processo altamente conservado ao longo da evolugao, as prote-
inas sao sintetizadas nos moldes de RNAm. Cada aminodcido que ird compor a
protefna ¢ especificado por trés bases (um cédon) no RNAm, de acordo com um
codigo genético.

Um cédon éum triplete de nucleotideos que codifica um aminodcido especifico.
A tradugio dos cédons geraa sintese de protefnas e ocorre de forma que os tripletes

U C A G
UU U~ Fenilalanina UCU~ U AU~ Tirosina UGUA cisteina U
UuCd (Fen) UCC | serina UACH (Tin uGcH (@9 @
[N UUA Leucina UCA | en UAA  Codiodefinalizagio | UGA  Codao de finalizagao A
UUGH (teu ucG- UAG Codaodefinalizacdo | UGG Triptofano (Trp) G
cuu CCU"q C A U _Histidina cGuU U
C CUC | Leucina CCC | prolina CACH (His) CGC | Arginina C
SRl CUA | (e CCA | PO | CAAT Glutamina CGA | (9 Alw
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Figura 14. Cédigo de trinca de bases que codificam aminoacidos no RNAm



de nucleotideos sejam lidos de maneira sucessiva e sem sobreposicao na informagao
contida no RNAm. As quatro letras do codigo de DNA (A, T, C e G) em grupos de
trés, podem gerar 43=64 combinagoes diferentes, o que é insuficiente para codificar
os 20 aminodcidos descritos na Figura 14, sendo que um aminoécido é codificado
por mais de um codon, exceto metionina e triptofano. Desta forma, o codigo genético
¢ considerado degenerado. Os codons que apresentam o mesmo aminodcido sao
considerados sindnimos.

Os codons sao a chave para a tradugao da informagao genética, direcionando a
sintese de proteinas especificas. O quadro de leitura é estabelecido quando uma molé-
cula de RNAm ¢ iniciada e é mantido & medida que a maquinaria de sintese vailendo
a mensagem sequencialmente, de um triplete para outro. Virios codons apresentam
fungdes especiais.

O codon de iniciagao AUG ¢ o sinal mais comum para o inicio de um polipepti-
deo em todas as células, além de codificar residuos de metionina (Met) nas posicdes
internas dos polipeptideos. Os cédons de terminacao (UAA, UAG, e UGA) sao de-
nominados stop codons ou cddons sem sentido, geralmente sinalizam o fim da sintese
do polipeptideo e nao codificam qualquer aminodcido conhecido.

O codigo genético é considerado universal. Com excegao de pequenas variagoes
nas mitocondrias, em algumas bactérias e alguns eucariotos unicelulares. Os codons
dos aminodcidos sao idénticos em todas as espécies descritas. Portanto, parece que
todas as formas de vida possuem ancestral comum na escala evolutiva, cujo codigo
genético foi preservado ao longo da evolugao bioldgica.

4.2 A maquinaria para sintese de proteinas

Cada aminodcido ¢ codificado na sequéncia de DNA como um c6don, contendo uma
sequéncia de trés nucleotideos. Devem existir, portanto, moléculas adaptadoras que
transfiram a informagao contida no genoma a sequéncia de aminodcidos, nas proteinas.
Os adaptadores sao moléculas de RNAs transportadores (RNAt), que sio sequén-
cias pequenas de nucleotideos, sendo que hd um RNAt para cada aminodcido.

Os aminoacil-RNAts (RNAt) servem entiao como adaptadores que alinham ami-
nodcidos no molde de RNAm. A primeira base do cédon no RNAm (lido na direcao
5->3') pareia-se coma terceira base do anticédon. Ou seja, os anticédons sao orientados
no sentido 3->5’ (Figura 15). As aminoacil-RNAt-sintetase catalisam a ligacao entre o
RNAt aos aminodcidos que entao, ligam-se aos cédons no RNAm pelo pareamento de
bases complementares no anticédon. Primeiramente, nesta reagao, o aminoécido é unido
a0 AMP, formando uma aminoacil AMP intermedidria. Posteriormente, o aminodcido
ativado ¢ transferido para a 3" terminal do RNAt. A alta fidelidade do reconhecimento
de aminodcidos resulta em parte de uma revisao de leitura, pela qual as aminoacil AMP
incorretas sao hidrolisadas em vez de ser ligadas a0 RNAt no segundo passo da reagio.
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Figura 15. Pareamento entre c6don e anticédon pelo aminoacil-RNA-t

Virias moléculas de RNAt foram isoladas a partir de organismos procaridticos e eu-
caridticos, apresentando uma estrutura secunddria semelhante a folha de trevo. Leia
sobre a estrutura do RNAt.

Os ribossomos sao os sitios de sintese proteica, tanto em células procarioticas
quanto em eucarioticas. Apresentam uma estrutura compacta de ribonucleoprotel’»
nas, consistindo de duas subunidades. Cada subunidade ¢ formada por proteinas as-
sociadas a molécula de RNA ribossdomico (RNAr). Normalmente as células contém
muitos ribossomos. Assim, como os RNAts, 0s RNArs formam estruturas secundarias
caracteristicas pelo pareamento de bases complementares.

Estruturas gerais dos ribossomos procariéticos e eucarioticos sao similares, embora

diferem em alguns detalhes. Pesquise sobre estas diferencas.

Os ribossomos contém sitios especificos que tornam-se capazes de se ligar ao
RNAm, aos RNAt e a outros fatores protéicos especificos, todos necessérios a sintese
proteica. Cada subunidade dos ribossomos possui vérios sitios ativos, sendo os sitios
A e P os relacionados a sintese de protenas. O Sitio A (de aminoacil) ¢ o sitio
de entrada do aminoacil-RNAt que transporta o aminodcido. O peptidil-RNAt
que transporta a cadeia de polipeptideos crescente se liga ao Sitio P (de peptidil).
Cada novo aminoécido ¢ adicionado pela transferéncia da cadeia em crescimento ao
novo aminoacil-RNAt, formando uma nova ligagio peptidica. O RNAt que cedeu
seus aminodcidos ¢ entio liberado do sitio A, e o ribossomo se move um cédon de



distincia a0 longo do RNAm, transferindo o novo peptidil-RNAt ao sitio P e deixan-
do ossitio Alivre para o préximo aminoacil-RNAt (Figura 16).
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Figura 16. Adicao de aminoacidos pelo aminoacil-RNA-t de acordo com a sequencia de cédons para
formagdo do peptideo

O ribossomo se movimenta, e 0 RNAt vazio é posicionado no sitio E antes de
ser descartado. O sitio E (de saida, do inglés Exit) contém um RNAt (ele nio leva
mais um aminodcido) que estd pronto para ser liberado pelo ribossomo. Esse ciclo
de reagoes ¢ repetido cada vez que um aminoécido ¢ adicionado a cadeia polinucle-
otidica, fazendo com que um aminoécido seja adicionado e sua extremidade amino
rumo a sua extremidade carboxila até 0 momento em que um cddon de término
seja encontrado.

4.3 A traducao

Embora os mecanismos da sintese proteica em células procaridticas e eucaridticas
sejam similares, também existem diferencas, particularmente nos sinais que determi-
nam as posi¢oes nas quais a sintese de uma cadeia polipeptidica é iniciada com base
em um molde de RNA. A tradugao comega em sitios especificos de iniciagao. Tanto
os RNAs mensageiros procaridticos quanto os eucaridticos contém regides nao-
-traduzidas (UTRs) nas suas extremidades 5’ e 3. Os RNAs mensageiros eucarioticos
usualmente codificam somente uma tinica cadeia polipeptidica, mas muitos RNAms
procari6ticos codificam multiplos polipeptideos que sao sintetizados independente-
mente a partir de sitios de iniciaio distintos. Os detalhes da expressao génica entre
procariotos e eucariotos serd discutido posteriormente.
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A tradugao ¢é geralmente dividida em trés estdgios: iniciagao, alongamento e
término. Tanto em procariotos como em eucariotos, 0 primeiro passo do estdgio
de iniciagao ¢ a ligagao de um iniciador especifico de RNAt metionil e do RNAm
a subunidade ribossomal pequena. A subunidade grande entao, liga o complexo,
formando um ribossomo funcional, no qual o alongamento da cadeia polipeptidica
prossegue até o ribossomo encontrar um cédon de término no RNAm. Uma varieda-
de de fatores nao ribossomais é necessdria para a iniciagao, alongamento e terminagao
da traducao.

Acesse:http://wwwyoutube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA&feature=fvwrel para vi-

sualizar as animacoes do mecanismos de sintese de proteinas

Quanto a regulagao da tradugao, RNAms especificos sofrem acao de proteinas
repressoras. A atividade geral da tradugao pode ser regulada também pela modificagao
de fatores de iniciacao, particularmente IF2. A propria poliadenilagiao também foi con-
siderada um dos mecanismos importante da tradugao durante o desenvolvimento ini-
cial. Uma variedade de RNAm é estocada na forma nao traduzida de odcitos; a tradu-
¢ao desses RNAm ¢ ativada pela fertilizagao ou estdgios tardios do desenvolvimento.

5. Controle da expressao génica
5.1 Controle da expressdo génica em procariotos

Essencialmente, a expressio génica ¢ dividida em transcrigdo, processamento e
tradugao, e pode ser controlada em qualquer um dos estigios. As bactérias possuem
necessidade de regular a expressao de seus genes. Quando hd mudanga ambiental,
a célula bacteriana possui condi¢oes de se adaptar a nova situagao, por mudanga na
atividade metabdlica. Essa atividade pode ser regulada pelo controle da sintese de
enzimas e outras moléculas.

As enzimas que participam do metabolismo de agticar sao necessérias para decompor
fontes diferentes de carbono para produzir energia. Existem muitos tipos diferentes de
compostos que as bactérias utilizam como fonte de carbono, incluindo agticares como a
lactose, glicose, galactose e xilose. Uma enzima diferente é necesséria para permitir que cada
um destes acticares seja metabolizado. Neste sentido, para cada substrato ¢ necessario uma
enzima. Se caso uma célula bacteriana fosse sintetizar a0 mesmo tempo todas as enzimas de
que possivelmente necessitaria, isto iria [he custar muito mais energia para expressar os ge-
nes necessdrios a0 metabolismo do que obteria no metabolismo destas fontes de carbono.



Portanto, a célula bacteriana criou mecanismos moleculares para regular a trans-
crigao de seus genes que codificam enzimas de acordo com as mudangas ambientais e
suas necessidades fisiologicas. Os fatores determinantes que controlam a quantidade
em que cada proteina € sintetizada e mantida em uma célula bacteriana sdo concen-
tragoes as de RNAm correspondentes a suas proteinas. Ou seja, a expressao génica ¢
controlada em nivel de transcrigao, tradugao e pos-tradugao.

As proteinas podem ser divididas em duas grandes classes quanto a sua forma
de expressao: as que sao expressadas constitutivamente e aquelas cuja a expressio ¢ ativada,
seletivamente induzidas, de acordo com as necessidades da célula, as quais sao controladas
por mudangas ambientais e genéticas.

Os procariotos possuem genes que codificam enzimas em uma mesma rota
metabdlica e estao dispostos linearmente no cromossomo bacteriano e sao contro-
lados coordenadamente. Esses genes estao agrupados em unidades transcricionais
policistronicas (Operon). Assim, um operon é considerado uma unidade de expres-
sdo génica incluindo genes estruturais e elementos que controlam sua expressao.
Operons sio comuns em bactérias, mas nao sao encontrados em eucariotos, onde
os genes sao transcritos e regulados individualmente.

Um operon é composto por uma regiao promotora, pelo operador e os genes estrutu-
rais. Um operon é transcrito em um tinico RNAm policistronico, o que significa que codifica
mais de uma cadeia polipeptidica com todos os genes transcritos, ou quando nenhum deles
é transcrito, resulta em um sistema de controle de energia na célula bacteriana.

A atividade de uma proteina regulatéria controla a expressao génica ligando-se ao
operador préximo ao promotor dos genes que serao regulados. As proteinas regula-
torias normalmente ligam-se a sequéncias regulatérias de DNA proximas de onde a
RNA polimerase se liga e entao ativam ou reprimem a transcrigao do gene. A partir
do momento em que a proteina repressora se desliga do operador, hd o inicio da trans-
crigao dos genes. Os indutores ligam-se ao repressor e modificam sua conformagao,
diminuindo sua afinidade pelo operador.

As caracteristicas da regulagéo natranscrigao em procariotos pode servistanaregu-
lacao da expressao das enzimas necessdrias para o metabolismo de lactose em bactéria
E. coli, o operon lac. O sistema existente passou por um longo processo evolutivo, o
qual foi selecionado para operar de uma maneira 6tima para a eficiéncia de energia da
célula bacteriana. Presumivelmente, por causa de consideragoes de eficiéncia energé-
tica, duas condi¢oes ambientais tém de ser satisfeitas para que as enzimas metabolicas
de lactose sejam expressas.

Uma condicao ¢ que a lactose tem de estar presente no meio ambiente. Esta
condigao faz sentido, porque seria ineficiente para a célula para produzir as enzimas
metabdlicas para lactose em circunstincias em que ndo hd nenhum substrato para
metabolizar. A outra condi¢o é que a glicose nao pode estar presente no ambiente da
célula. Porque o metabolismo da glicose produz mais energia utilizivel para a célula
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do que o faz 0 metabolismo de lactose. A repressao da transcri¢ao dos genes para o
metabolismo da lactose na presenca de glicose é um exemplo de repressao catabolica.

5.1.1 Operon lac

O Operonlactose ( Operon lac) contém trés genes estruturais, Z, Y e A. O metabo-
lismo de lactose em procariotos requer duas enzimas: uma permease para transportar
alactose na célula e B-galactosidase para clivar a molécula de lactose para produzir gli-
cose e galactose. B-galactosidase e Permease sao codificadas pelos genes, Z e Y, respec-
tivamente. Um terceiro gene, o gene A, codifica uma enzima adicional, denominada
transacetilase, que hidrolisa os p-galactosideos que nao foram hidrolisados, estes entao
sdo acetilados pela transacetilase, e uma vez acetilados podem se difundir através da
membrana celular e entao serem eliminados pela célula. Assim, a transacetilases estao
envolvidas com a acetilagio dos compostos nao degradados pela p-galactosidase.
Todos os trés genes sao transcritos em uma tinica molécula de RNAm.

Um quarto gene, o I, que codifica uma proteina repressora, responsavel pelo
bloqueio da expressao dos trés genes Z, Y e A. Esse gene estd mapeado proximo
aos genes policistronicos. A proteina expressa pelo gene I, denominada repressora
se liga a regiao do operador impedindo que a RNA polimerase ligado ao promotor
transcreva os genes estruturais adjacentes. Quando a lactose estd presente, ela se liga
ao repressor e modifica sua conformagao de modo que o repressor nio se liga mais
ao operador, de modo que o repressor perde a afinidade ao operador. Assim, a RNA
pohmerase € capaz de transcrever os trés genes estruturais (Z, Ye A) ocorrendo
a expressio das trés enzimas (Figura 17). Os derivados da lactose que inativam o
repressor e levam a expressao dos genes lac sio denominados de indutores.
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Figura 17. Operon lac - modelo de regulagdo génica em procariotos.



Quando o repressor se liga ao operador, o repressor impede o inicio da transcri-
¢ao pela RNA polimerase. Tal repressao da transcrigao dos genes policistronicos no
operon lac, se deve a baixa concentragio de lactose no meio. Assim, o repressor se
liga a0 operador impedindo a expressao dos genes Z, Y e A. Normalmente, a RNA
polimerase liga-se a regides especificas, no promotor, de modo que possa ocorrer
a transcri¢ao dos genes policistronicos no operon lac quando na presenca de
lactose (Figura 17).

H4 um sistema adicional de controle superposto ao sistema repressor-operador
em operon lac, repressor catabolico. Se tanto a lactose quanto a glicose estiverem
presentes, a sintese de P-galactosidase nao ¢ induzida até que a glicose tenha sido
usada. Quando a glicose estd presente em altas concentracdes, a concentragaio AMPc
¢ baixa, induzindo a repressao catabélica. A medida que a concentragao de glicose
diminui, a concentracao de AMP aumenta, o que se faz necessério para a ativagao
do operon lac.

Outros operons foram descritos em E. coli, como o operon triptofano, operon
arabinose e operon maltose. Leia mais sobre estes operons para melhor compre-
ensdo da expressio génica em procariotos. Acesse: http://wwwyoutube.com/

watch?v=oBwtxdI1zvk para visualizar a animacao do operon lac.

6. Controle da expressao génica em eucariotos
6.1 Controle da expressdo génica em eucariotos

Nos organismos procariéticos, a expressao génica depende fundamentalmente de
condicdes nutricionais e ambientais. Embora a transcricdo atue através dos mesmos
mecanismos em todas as células, ela ¢ mais complexa nos organismos eucarioticos.
Diferentemente dos procariotos, a expressao genica em eucariotos envolve multi-
plas RNA polimerases diferentes que transcrevem classes distintas de genes. Tais
RNA polimerases necessitam de proteinas adicionais para, de maneira especifica,
iniciara transcricao.

A expressao de genes eucarioticos ¢ controlada primariamente em termos de
iniciagao da transcricao, embora em alguns casos, a transcricao possa ser atenuada e
regulada em etapas posteriores. Assim, como nos procariotos, a transcri¢io em células
eucaridticas ¢ controlada por proteinas que se ligam especificamente a sequéncias
regulatérias e modulam a atividade da RNA polimerase. A expressao génica nos vrios
tipos celulares diferenciados dos organismos multicelulares ¢ desempenhada prima-
riamente pelas agoes combinadas de multiplas proteinas transcricionais regulatorias
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diferentes. Além disso, o empacotamento do DNA na cromatina e sua modificagao
por metilagao acrescenta um nivel ainda maior de complexidade no controle da
expressao genica em eucariotos.

O DNA de todas as células eucarioticas estd firmemente ligado a histonas, forman-
do a cromatina. A transcri¢io de um gene eucaridtico é fortemente reprimida quando
0 DNA estd condensado dentro da cromatina. Os genes ativamente transcritos sao
encontrados em cromatina descondensada correspondendo as fibras de cromatina
estendidas. Contudo, a descondensagao da cromatina nio ¢ suficiente para tornar o
DNA um molde acessivel para a transcrigao.

Neste sentido, o remodelamento da cromatina permite a ativagao transcricional
de genes que é mediado pela movimentagio dos nucleossomas e por acetilagio/
metilagio de histonas. A modificagio das histonas por acetilagio aumenta o acesso
do DNA nucleossomal aos fatores de transcricao, e essas modificacdes na cromati-
na estao intimamente ligada a regulacao transcricional. As enzimas que catalisam a
acetilagdo das histonas estao associadas com ativadores transcricionais, enquanto as
histonas desacetilases estao associadas com repressores da transcri¢ao. A metilagao
nas extremidades do promotor estd associada & auséncia de transcrigio. Este ¢ um dos
diversos eventos de regulacao que influenciam a atividade de um promotor.

A maioria dos genes ¢ controlada em nivel de transcri¢ao. A ativagao de genes
especificos em células eucaridticas superiores tem importante papel durante o desen-
volvimento embriondrio e a diferenciagao tissular. Em geral, o ligar e desligar de gru-
pos de genes ndo é reversivel, ao contrério da situagao em bactérias, onde a atividade
génica é continuamente modulada em resposta a condigaes fisioldgicas. Entretanto,
existem excegoes nos eucariotos. Por exemplo, as leveduras respondem a mudangas
de condi¢oes ambientais.

Fatores acessorios sao necessdrios para a iniciagao da transcricao com o reconhe-
cimento da regiao promotora. Trés classes de RNA polimerase atuam na transcri¢ao
de eucariotos e possuem estruturas semelhantes. A RNA polimerase I transcreve
RNAT; a RNA polimerase II transcreve RNAm e a RNA polimerase III transcreve
RNALt e outros pequenos RNAs. Nenhuma das trés enzimas reconhece seus promo-
tores diretamente, é necessario a atuagao de fatores detranscrigao. Por exemplo, o fator
TBP (do inglés, TATA binding protein) é necessrio para a iniciagdo por todas as trés
enzimas de polimerizagao.

A ligagao bem sucedida da RNA polimerase no seu promotor e a consequente
iniciacio da transcricao, requer a agao de outras protefnas, de trés tipos. A primeira
classe compreende os fatores de transcrigao basais requeridos para os promotores da
RNA polimerase II. A segunda inclui os transativadores de ligagao a0 DNA; que se
ligam aos intensificadores ou UAS (sequéncias ativadoras “acima”) e facilitam a trans-
crigao. A terceira inclui os co-ativadores, que agem indiretamente, nao pela ligagao ao
DNA, e sao requeridas para comunicagio entre os transativadores de ligagao a0 DNA,



e o complexo de transcricao basal. Além disso, proteinas repressoras podem interferir
nesta comunicagao.

A RNA polimerase II (RNA pol IT) para obter miximas taxas de transcrigo ne-
cessita de promotores, elementos proximais a promotores e enhancers (acentuadores).
Cada um desses elementos estao associados ao controle positivo. Os promotores e
elementos proximais a promotores funcionam proximos ao ponto de inicia¢ao, en-
quanto que os acentuadores estao a distincia deste ponto.

O TBP reconhece a regiao iniciadora no DNA, que inclui o sitio da transcrigao
TATA box. Suas subunidades sao denominadas TAFs (do inglés, Associated factors =
fatores associados a TBP). Depois da ligagao de TBD fatores de transcricao e a RNA
polimerase associam-se a regiao promotora, formando um complexo basal entre a
RNA polII e os fatores gerais de transcrigao. Esse complexo de iniciagao é montado
sobre os promotores para a RNA pol II por uma sequéncia ordenada de associagio
entre os fatores de transcricdo.

Assim, amaioria das transcricoes requer a presenga de co-ativadores que formarao
um elo entre os transativadores e a polimerase. O co-ativador mais bem caracterizado
é o TFIID (do inglés, Transcription Factor I D), que inclui o TBP e as TAFs, que po-
dem interagir com os transativadores, facilitando a transcrigao. Um outro co-ativador
importante é o mediador encontrado na levedura que se liga a0 CTD (do inglés,
C-Terminal Domain) da RNA polimerase I1.

A ligagao de fatores a sequéncias especificas ¢ seguida por interagoes do tipo
protel’na—protel’na com componentes gerais do complexo de transcricao. Os fatores
de transcri¢io geralmente possuem uma constru¢io modular, na qual dominios
independentes responsaveis pela ligagio no DNA e ativagao da transcrigio. A fungao
principal do dominio de ligagao no DNA talvez seja a de “prender” o dominio ativador
nas proximidades do complexo de iniciagao.

Os motivos de dominios de ligagao a0 DNA dos fatores eucaridticos de transcri-
cao pertence a vdrias familias estruturais. Os transativadores possuem um dominio
estrutural para hgagéo especiﬁca no DNA e um ou mais dominios adicionais para
ativacdo transcricional e para interagao com co-ativadores. A interagcao entre prote-
inas reguladoras ¢ mediada por dominio contendo motivos ziperes de leucina ou
hélice-alca-hélice.

Tanto ziperes de leucina como as proteinas hélice-alga-hélice possuem papéis
importantes na regulagio da expressao génica tecido-especifica, sendo a formagao de
dimeros entre diferentes membros dessas familias ¢ um aspecto critico do controle de
suas fung()es. Os receptores de hormonios esterdides interagem co transativadores trans-
cricionais. A estrutura deste tipo de receptor apresenta uma regiao N-terminal varidvel,
e uma regido central conservada, constituida de dois dedos de zinco, que possibilitam a
liga¢ao a0 DNA. No tecido alvo os transativadores difundem-se através da membrana e
ligam-se ao receptor especifico no nucleo. O complexo liga-se a sequéncia elemento de
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resposta hormonal e alteram a expressao génica. A ligagao altera a conformagao do re-
ceptor de forma que ele torna-se capaz de interagir com fatores de transcrigao adicionais,
aumentando ou diminuindo a expressao de genes adjacentes.

Embora a expressio génica de eucariotos seja predominantemente regulada em
nivel de transcri¢ao, em determinados estigios do desenvolvimento ou em situagoes
especiais a regulagio pode acontecer em nivel de tradugao. O desenvolvimento de
um organismo multicelular apresenta o desafio regulatério mais complexo. O destino
das células no inicio ¢ determinado pelo estabelecimento de gradientes de proteinas,
anterior posterior e dorso ventral, que atuam como transativadores ou repressores,
regulando genes requeridos para o desenvolvimento de estrutura apropriada para
uma parte especifica do organismo. Assim, conjunto de genes regulatérios atuam em
sucessdo temporal e espacial, transferindo certas dreas de uma célula ovo em estrutu-
ras prediziveis no organismo adulto.

7. Mutacoes e reparo
7.1 Mutacgoes

Desde o inicio do projeto genoma humano e mais recentemente, da protedmica, tem ha-
vido grande fluxo de informagdes a cerca dos genes e seus produtos. Consequentemente,
existe hoje, um melhor entendimento da Histéria Natural da Doenga, no que se refere ao
conjunto de inter-relacoes que envolvem o susceptl’vel, a etiologia e 0 ambiente, confe-
rindo o bindmio satide-doenca.

O nosso genoma ¢ constituido de 3 bilhoes de nucleotideos, dos quais cerca de 2%
codificam proteinas. Grande porcentagem do material genético restante corresponde a
regioes repetidas do DNA incluindo sequéncias derivadas de elementos de transposicao.

O DNA nio é uma molécula estética. Frequentemente suas bases estao expostas a
agentes fisicos (radiagao ionizante ou por luz ultravioleta), quimicos ou biolégicos, ou
por erros de copia do material genético durante a divisao celular que provocam modi-
ficacao na sua estrutura ou composi¢ao quimica. Tais alteragoes sao denominadas de
mutagoes. Uma mutagdo é definida como qualquer alteraao na sequéncia de bases ou
arranjo do material genético, o dcido desoxirribonucléico (DNA). Costuma-se distin-
guir trés categorias de mutacoes:

1) aquelas que afetam o ntiimero dos cromossomos;

2) aquelas que afetam a estrutura dos cromossomos;

3) aquelas que alteram genes individuais.

As duas primeiras categorias de mutagoes sao objetos de estudo da citogenética, e a
tltima identificavel por técnica de biologia molecular. As mutagdes sao ditas deletérias



ou patogénicas, quando causam doencas. Em alguns casos, a presenga apenas de um
alelo mutado (heterozigose) ¢ suficiente e, em outros, h4 a necessidade de que os dois
alelos de determinado gene estejam alterados (homozigose), para que ocorra a ma-
nifestacao clinica. No entanto, a maioria das alteragoes presentes no genoma de uma
pessoa nao causa um efeito dristico sobre suas caracteristicas fenotl'picas, sendo assim
consideradas neutras.

Ha trés mecanismos bdsicos pelos quais uma mutagao génica pode desencadear
alteracoes fenotipicas:

Perda de fungao: resulta em um produto com fungao reduzida ou sem fungao,
seja de forma quantitativa (deficiéncia na producio), seja qualitativa (o produto géni-
co gerado em quantidades normais, nao ¢ capaz de desencadear o efeito esperado).
Mutagoes desse tipo frequentemente causam doencas recessivas, pois niveis inferiores
a 50% sdo suficientes para a grande parte dos produtos génicos (principalmente en-
zimas). As manifestagoes fenotipicas sensiveis a dosagem génica sio o resultado de
mutagdes que ocorrem nos genes que codificam ou receptores ou mais raramente en-
zimas, cujas fungoes sao limitadoras de taxa, por exemplo hipercolesterolemia familial.

Ganho de funcio: resulta em um produto com atividade exacerbada ou com nova
fungdo. Geralmente, causa fenétipos dominantes, por que a presenca do alelo normal
nao evita o comportamento anormal do alelo mutado. As mutagoes que alteram a
especificidade do tecido de expressao de um gene também podem ser consideradas
como sendo mutagdes de ganho de fungao. Os exemplos incluem os rearranjos cromos-
somicos que resultam na combinagio de sequéncias de dois genes diferentes vistas em
tumores especificos, como a leucemia mieldide cronica e linfoma de Burkitt. Onde a
nova fungao do gene quimérico promove o processo neopldsico. As mutagoes de ganho
530 herdadas dominantemente, e os raros casos de mutagoes de ganho que ocorrem no
estado homozigoto sao em geral associados a um fendtipo muito grave, que geralmente
¢ um distarbio letal pré natalmente, por exemplo acondroplasia homozigética.

Efeito dominante — negativo: o produto alterado, prejudica a funcao do produ-
to codificado pelo alelo normal, apresentando portanto, heranga dominante. Assim,
¢ uma mutacao na qual um gene mutante no estado heterozigoto resulta na perda
da atividade da proteina ou funcionamento, como consequéncia do produto génico
mutante interferindo na fun¢ao do produto génico normal do alelo correspondente.
As mutacoes dominantes negativas sao particularmente comuns nas protefnas que
s3o dimeros ou multimeros, por exemplo proteinas tais como os coldgenos, as quais
podem resultar em osteogénese imperfeita.

Do ponto de vista da genética molecular, poderiamos chamar de mutagao toda
alteracao do codigo genético que tiver por consequéncia final uma doenga. Uma se-
quencia de DNA estd sujeita a, praticamente, todos os tipos de mutacoes imagindveis.
Podendo haver uma perda de codon(s) inteiro(s)- delecao sem desvio de quadro de
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leitura; ou delecoes que interrompam as sequéncias tripletes de um codon — delegao
com desvio do quadro de leitura da polimerase; mutagao que leve ao ganho do mate-
rial genético extra (inser¢ao); troca de uma tnica base nitrogenada por outra, fazendo
com que o triplete codifique para outro aminodcido- mutagao de ponto; troca de
base(s) nitrogenada(s) para outra(s), fazendo com que o triplete codifique para um
cddigo de inicio ou parada da transcrigao.

Tanto o tipo de mutagao como alocalizagao desta dentro de um éxon de um gene,
e que tipo de alteragao polipeptidica essa mutagao vai causar, poderao gerar variabi-
lidade de expressio de uma determinada doenga. Uma mesma mutagao que desvie
o quadro de leitura da polimerase terd, possivelmente, um efeito fenotipico muito
diferente se ocorrer no primeiro cédon de um gene de 3.000 codon, ou se ocorrer no
tltimo. Mutagoes podem ocorrer em vdrios momentos do ciclo bioldgico, atingindo
etapas da replicagao, transcri¢ao ou tradugao. Podem atingir todas as células, quando
sao herdadas, ou parte das células do corpo quando adquiridas durante a vida.

Na auséncia de qualquer evidéncia de um efeito mutagénico, uma mutagao de
ocorréncia natural é considerada como sendo espontanea. A amplitude de uma mu-
tacao pode variar de uma mudanca em um tinico par de bases (mutagao de ponto) a
uma alteragio de uma grande regido de um cromossomo (anomalia cromossomica).
As mutagoes podem ocorrer em qualquer ponto no DNA total de um organismo.

Em humanos, aproximadamente 95% do DNA nio codifica produtos génicos.
Como resultado, muitas mutagoes nao apresentam efeito fenotipico, pois elas estao
localizadas em regides do genoma que ndo tem impacto em fungoes celulares. Em
contraste, uma mutagao dentro de um éxon de um gene estrutural pode alterar o fun-
cionamento do produto génico e causar uma grande alteragao fenotipica. Finalmente,
acompreensao da base biologica de um disttrbio genético depende da caracterizagao
do gene responsével pela condigao e determinagao das consequéncias das mutagoes
deste gene.

Quando as mutagdes génicas ocorrem em células que ndo originam gametas, elas
s3o chamadas de mutagdes somiticas, e nao tem chance de serem passadas de um
genitor para sua prole. Por outro lado, as mutagoes no DNA das células da linhagem
germinativa (mutagdes de linhagem germinativa) podem ser transmitidas pelos ga-
metas para a geragao seguinte.

Uma terminologia simples descreve os tipos de substituicoes de nucleotideos
que podem ocorrer em nivel de DNA como mutagdes de genes estruturais. As bases
guanina e adenina tem as mesmas estruturas quimicas fundamentais, enquadra-se na
classe de compostos chamados purinas. Similarmente, as bases citosina e timina sao
quimicamente relacionadas uma a outra e a outros compostos, chamados pirimidinas.
Qualquer substituicio de uma purina por outra purina diferente (G< > A) ou de pi-
rimidina por outra pirimidina diferente (T < > C) em uma molécula de DNA é uma
mutagio de transi¢io. Uma mutacao de transversao ¢ qualquer substituicao de uma



purina por pirimidina ou vice versa (G <>T;A<>T;G<>C;A<>C). Astransicoes
ocorrem mais frequentemente que as transversoes.

Uma substitui¢ao dentro da regiao codificante de um gene estrutural pode mu-
dar um c6don de mRNA e leva a inser¢ao de um aminodcido diferente na proteina.
Pode surgir alguma confusio quando sao descritos estes tipos de mutagoes, pois as
mudangas de nucleotideos nas sequéncias de DNA e RNA devem ser consideradas.
As consequéncias de mutagio de um cédon do DNA dependem de qual par de bases
¢ mudado, da natureza da substituigao, da especificidade do novo codon e dalocaliza-
¢ao. Em geral, as mutagoes de codons do DNA sao classificadas como:

1) Silenciosas: ocorre quando hd uma mudanga em um cédon do DNA, mas
o aminodcido que ¢ inserido na proteina ndo ¢ alterado. Para muitos aminodcidos,
existem vérios codons. Em virios destes casos, a diferenga entre codons para um tinico
aminodcido estd na terceira posicao, onde U, G, CouA podem estar presentes sem
alterar a especificidade do cddon. Assim, uma mutago silenciosa nao tem impacto no
funcionamento da proteina.

2) Neutras: representa uma mudanca de nucleotideo em nivel de DNA que altera
um cédon, de modo que outro aminodcido € incorporado na proteina sem aparente
perda de fungo. Este tipo de mudanga ¢ tolerada se a substitui¢io ocorrer em uma
parte da protefna que nao é importante para seu funcionamento, ou se o0 aminodcido
alternativo tiver propriedades fisico — quimicas similares ao original.

3) Sentido trocado: ¢ quando uma substituicio de par de bases que produz um
cédon que especifica outro aminoécido. A gravidade deste tipo de mutagao depende
da natureza do aminodcido substituido, e se 0 aminodcido original tem papel essencial
na fungdo da protefna. Assim, uma mutagio neutra pode ser considerada de sentido
trocado sem consequéncias Obvias.

4) Sem sentido: ocorre quando a substituigio de um nucleotideo muda um
cédon que especifica um aminodcido para um cédon finalizador. A presenga de um
cddon finalizador dentro de um mRNA causa a produgao de uma proteinaincompleta
(truncada). Se a mutagao sem sentido for perto do N-terminal, é provével que seja sin-
tetizado um fragmento proteico funcional. Entretanto, se for perto da ponta C, pode
ser produzida uma cadeia polipeptidica incompleta tendo uma atividade limitada.

5) Mudanga de matriz de leitura: quando um par de base ¢ ou inserido ou de-
letado de uma regiao codificante do gene estrutural, a sequéncia de cédons apds uma
destas mutagoes pode ser alterada, de modo que os novos cédons sao traduzidos em
uma sequéncia de aminodcidos complemente nova, sem nenhuma semelhanga com
a proteina original. Esse tipo de mutagao tem efeito devastador no funcionamento de
uma proteina, pode ser retida uma capacidade limitada.

6) Sitios de recomposicio mutados: a remogio dos introns do transcrito
primdrio de RNA depende de nucleotideos especificos nos limites de uma extre-
midade de um éxon e o comeco do outro intron (sitio de corte 57) e o final de um
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intron e comego do éxon seguinte (sitio de corte 3°). A maquinaria de recomposigao
une os nucleotideos de um sitio de corte em §’ ao sitio de corte 3" seguinte. Se os
sitios de nucleotideos ou os nucleotideos vizinhos de um sitio de corte no DNA sao
alterados por mutagao, entdo, apds a transcri¢ao, ocorre uma recomposi¢ao anormal.
Especificamente, se um sitio de corte em 3’ estd mutado, a maquinaria de corte pulara
este sitio e complementaré o corte no sitio 3’ seguinte apropriado. Neste caso, um éxon
flanqueado por dois introns ¢ removido de um transcrito primédrio de RNA, o mRNA
processado tem um éxon faltando. Esta forma aberrante de recomposigao é chamada
de saltar de éxom. Similarmente, se o sitio de corte em 5" ¢ modificado, a maquinaria
de corte ird ignorar este sitio no transcrito primdrio de RNA, e um intron seréd incluido
como parte do mRNA processado. Em ambos os casos, também € possivel um evento
alternativo de corte. Entretanto, quando ocorre uma mutagao no sitio de corte em 3" ou
3, independente do evento de recomposi¢ao, nenhuma das moléculas processadas de
mRNA tem a sequéncia correta de nucleotideos para a tradugao da proteina auténtica.

De todas as mutagoes nos genes causadores de doengas. As mutagoes de sentido
trocado /sem sentido sdo 3 a 6 vezes mais frequentes que as delecoes e os defeitos de
recomposicao respectivamente. A tabela 7.1. sumariza os tipos de mutagoes e suas
respectivas frequéncias

Tabela 7.1.Frequéncia das classes de mutacdes
Frequéncias de mutacdes em genes causadores de doencas

Tipo de mutagdo Frequéncia(%)
Delecao 218
Insercdo/duplicacao 68
Rearranjos complexos 1,8
Recomposicao 9,8
Reguladora 0,8
Sentido trocado/sem sentido 58,9
Sequéncias repetidas 0,1

7.2 Reparo do DNA

As células dos organismos vivos possuem diversas enzimas envolvidas no mecanismo
de reparo do DNA, impedindo erros de copias, quebras e alteragoes que ocorrem
na estrutura desta molécula responsével pela informagao genética. Assim, durante a

evolugao foram selecionadas diversas estratégias para minimizar os efeitos deletérios
das lesoes em nivel de DNA.



As lesoes em nivel de DNA podem bloquear a replicagio ou transcrigio poden-
do levar a um alta taxa de mutagoes. Assim, para manter a integridade do genoma,
as células desenvolveram mecanismos para reparar essas lesoes. Esses mecanismos
podem ser divididos em duas classes: reversio direta da reagao quimica responsavel
pelo dano e remogao das bases alteradas seguida por substitui¢io com DNA recém -
sintetizado. Onde a reparagio do DNA falha, mecanismos adicionais desenvolvem-se
para possibilitar que as células lide como o dano provocado. A Figura 7.1 demonstra o
mal pareamento entre as bases nitrogenadas.

Acédo da Dna
H polimerase na
/ fita anti-lider

Desoxirribose

Desoxirribose

Desoxirribose

Figura 18. Mal pareamento de bases

7.2.1 Reversio dalesio no DNA

Areversao dalesao do DNA ¢ o mecanismos mais simples pelo qual p DNA lesa-
do deve ser reparado. Somente alguns poucos tipos de lesdes no DNA sao reparados
desta maneira, particularmente os dimeros de timina que resultam da exposicao da
luz ultravioleta (UV) e residuos de guanina alquilados que foram modificados pela
adigao de grupos metil ou etil na posicao O° do anel purinico.

Aluz UV induz a formagao de dimeros de pirimidina , nos quais duas pirimidinas
adjacentes (como duas timinas) sio unidas por um anel ciclobutano. Esta formagio
distorce a estrutura da cadeia de DNA e bloqueia a transcrigdo ou a replicagio para
além dolocal dalesao. Os dimeros de timina podem ser reparados por fotorreativacao,
processo no qual a energia da luz visivel ¢ usada para quebrar as ligagoes que formam
o anel ciclobutano.
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Outro exemplo de reversao dalesao, envolve danos a0 DNA por reagao de agentes
alquilantes. Um tipo particular de lesao ¢ a metilagao de O° da guanina, resultando
em O%metilguanina, formando o pareamento entre timina e citosina. A enzima O%
metilguaninatransferase remove o grupo metil nao inativo da guanina e o transfere
para uma cisteina interna da protefna.

7.2.2 Reparo por excisao

Embora eficiente, a reversao direta das lesoes ¢ limitada, devido a sua especificida-
de enzima / substrato. Assim, os organismos desenvolveram mecanismos de reparo
mais gerais, que removem bases lesadas do genoma e as substituem por sequéncias
de nucleotideos. O DNA lesado ¢ identificado e removido como bases livres ou
como nucleotideos. A falha resultante ¢, entio, preenchida através da sintese de uma
nova fita de DNA, usando a fita complementar intacta como molde. A uracila pode
ser incorporada no DNA ocasionalmente no lugar durante a replicagio. A excisao
da uracila ¢ catalisada pela DNA glicosilase, a qual deixa o agtcar a desoxirribose no
DNA sem a base. A falha gerada é preenchida pela DNA polimerase e selada pela
ligase, promovendo a incorporacao da base correta.

7.2.3 Reparo pos-replicagao

Areplicagio de DNA lesado pode resultar na sintese de fitas filhas contendo falhas
na regiao oposta a lesao na fita molde parental. Tais falhas no RNA recém sintetizado
podem ser preenchidas pela recombinacao com uma fita parenteral intacta ou pela
reparacao sujeita a erros, usando a fita parenteral como molde.

7.2.4 Reparo por recombinagao

O reparo por recombinacio homologa é utilizado para reparar quebras duplas
presentes logo apds a replicagio do DNA, e para a sua atuagao é necessiria uma
segunda copia intacta disponivel. Portanto, as células empregarao esta via de repa-
ro em fase especificas do ciclo celular. O correto posicionamento das cromdtides
irmas por coenzimas provavelmente facilita a identificacio da sequéncia homo-
loga. Apds a identificacio da sequéncia, a copia dupla fita é utilizada para selar as
extremidades quebradas.

7.2.5 Reparo SOS

O produto do gene recA pode estar envolvido em rotas de reparagao, uma capaci-
dade importante é aindugao a resposta SOS. Os elementos reguladores sio a proteina



RecA e o repressor LexA. LexA inibe a expressao dos genes SOS, e sua remogao do
DNA ¢ necessaria para resposta. O repressor LexA ¢ inativado pela sua autoclivagem,
que requer a proteina RecA. A proteina RecA ¢ o elo entre a lesio no DNA e a indu-
¢30 SOS. Lesdes no DNA levam a vérios sinais na fita simples (durante a replicagio)
e RecA liga-se a fita simples. A ligagao ativa RecA levando a clivagem do LexA e a
inducio SOS.

8. Topicos em genética molecular
8.1 A aplicabilidade das técnicas moleculares

As principais “ferramentas” utilizadas para andlise de material genomico no ambito do
diagnostico sao as técnicas baseadas reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés,
Polymerase Chain Reaction), southern blot e o uso de enzimas de restricio. Com o
aumento do nimero de estudo de genomas, as sequéncias de genes foram exploradas
para o desenvolvimento de testes diagno’sticos baseados nas sequéncias génicas na
técnica da PCR. Técnica molecular proposta por Kary Mullis no final da década de
1980, sendo atribuido o Prémio Nobel de Quimica em 1993. Esta técnica ampliou
as possibilidades da andlise de DNA e fez com que a biologia molecular encontrasse
novas aplicagoes.

A metodologia requer, primeiramente, o conhecimento, pelo menos parcial, do
DNA alvo para o desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) que
irao hibridizar-se especificamente com a sequéncia alvo. A técnica permite a amplifi-
cagao de DNA in vitro pela variacao de temperatura “assemelhando-se” a replicagao do
DNA, onde a polimerizacao das novas fitas de DNA inicia-se a partir de cada um dos
iniciadores que se ligam complementaria mente a fita molde e através da enzima DNA
polimerase que utiliza os quatro dNTPs (Adenina, Timina, Guanina e Citosina) ocor-
re a amplificagio do DNA alvo em cada ciclo.

Na atualidade, temos algumas variantes da PCR, a que se destaca ¢ o sistema
PCR em tempo real, promovendo um significante avango tecnologico no diagnos-
tico molecular. O sistema da PCR em tempo real ¢ baseado no uso de corantes ou
sondas fluorescentes que permitem o monitoramento do produto amplificado como,
por exemplo, 0 SYBR-Green 1, que se ligam as fitas duplas de DNA geradas durante a
amplificagio. Um outro método é o uso de uma sonda dirigida especificamente a uma
regiao interna da sequéncia que se deseja amplificar, o sistema TagMan. A medida que
vai ocorrendo a amplificagao, a sonda vai sendo hidrolisada e hé a liberagio de um
fluorocromo que absorve energia e ap6s hidrolise emite luz. A andlise da emissao de
luz ¢ feita por um detector de sinal luminoso e um amplificador de sinal, que tragam
um gréfico com a absorgao obtida apés cada ciclo da PCR. O ciclo em que o limite
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de negatividade ¢é ultrapassado e estd diretamente relacionado a quantidade de DNA
amplificado. As amplificagdes sao coletadas aos logo dos ciclos da PCR (desnaturagdo,
anelamento e extensio) ao invés da quantidade de alvo acumulado apds um nimero
fixo de ciclos.

APCR em tempo real possibilita a eliminagio da etapa laboriosa pds-amplificacao
(preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necessaria para visualizagio
do produto amplificado. As vantagens da PCR em tempo real em relagio a PCR
convencional sao inimeras e incluem: velocidade, reprodutibilidade e capacidade de
quantificagdo. Essa tecnologia, que ¢ altamente sensivel, ja estd sendo desenvolvida
para fazer o acompanhamento de inumeras doengas.

Com o genoma humano descrito, as sequéncias depositadas facilitaram os
sistemas de identificacao da variagio do DNA e de sua correlagio subsequente &
saide humana. A forma mais comum de variagao genética no genoma humano é uma
mudanga de um par de base nitrogenada, o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP,
do inglés, single-nucleotide polymorphism). Neste contexto, a identificacao de SNPs por
métodos moleculares ¢ utilizada como método de diagnéstico para determinar uma
doenca ou a demonstrar a susceptibilidade individual a uma determinada patologia.

Adicionalmente, a detec¢ao de SNPs apresenta grande relevancia no diagnostico
clinico e as técnicas descritas também podem ser utilizadas. Podemos descrever um
grande avango na medicina na drea de transplantes, em fungao da avaliagao molecular
do locus de Antigenos Leucocitdrios humanos (HLA), facilitando a verificacao de
compatibilidade entre doador e receptor em transplantes de 6rgaos, principalmente
nos transplante de medula dssea. Bem como, os diversos polimorfismos associados
com doengas cardiovasculares e desordem de coagulacao sanguinea.

Mundialmente, as doengas tromboticas constituem um problema de saude de
origem multifatorial e multigénica. As tromboses sao caracterizadas pela formagao
aguda de trombos em veias e artérias. Dentre as doengas cardiovasculares, a trombose
venosa destaca-se pela associagao entre fatores de risco adquiridos, como imobiliza-
¢ao prolongada, cirurgias, fraturas, gestagéo e etc. e fatores genéticos, mutagoes nos
genes da proteina C, Proteina S e antitrombina.

A resisténcia hereditdria a protefna C ativa (RPCA) tem sido identificada como
principal causa da maioria dos casos de trombose venosa, 95% dos casos de RPCA
estao associados a mutagao pontual G1691A no éxon 10 do gene do fator V da coa-
gulagao, o fator V Leiden (FVL). Esse polimorfismo nio-sinonfmico causa a perda da
clivagem do fator V, gerando um quadro de hipercoagulopatia e, consequentemente
aumentando o risco de trombose venosa. Em individuos homozigotos FVL, o risco
de trombose venosa é 50 a 100 vezes maior que em pacientes homozigotos normais,
enquanto em pacientes heterozigotos o risco é de 5 a 10 vezes. Baseado na necessidade
de avaliagao e acompanhamento de pacientes com casos de trombose venosa e pre-
vengao de seus respectivos familiares, o diagndstico clinico pode ser feito utilizando a



discriminacdo alélica do fator V da coagulacio (G1691A) por PCR em tempo real e /
ou PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism).

A fibrose cistica (FC) é um disturbio autossémico recessivo e é conhecida como
mucoviscidose. Apresenta fenétipo diversificado, com diferentes sistemas organicos
sendo afetados em graus variados. A grande maioria dos portadores de (FC) sofre de
insuficiéncia pancredtica devido a ductos entupidos das glindulas secretoras do pan-
creas. Esse bloqueio impede a secregao de enzimas digestivas no duodeno. Além, dos
ductos pancredticos, as passagens dos pulmées do figado, das vias reprodutivas mascu-
linas e do intestino geralmente estao bloqueadas. Também, ocorre o dano pulmonar
resultante do acimulo de muco e infeccdes bacterianas das vias aéreas, causando a
principal causa de sofrimento continuo e até morte, por volta dos 30 anos de idade.

Abase genética da doenga foi estabelecida quando um gene clonado, depois cha-
mado de gene regulador transmembranar de condutancia na fibrose cistica (CFTR),
foi encontrado com a mesma mutagao em vdrias pessoas com FC. Esta mutagao é
uma delegio de trés pares de base do codon da fenilalanina (FS08del; AFS08) que
codifica 0 aminoécido na posi¢ao 508 da proteina CFTR. A proteina CFTR é um
canal multifuncional e multidominio de fons cloreto das células epiteliais, que nao s6
regula a concentragio intracelular de fons cloreto, conduzindo-os para fora da célula,
mas regula outros canais de proteinas transportadoras. A falta de uma correlagao
significativa entre os gen6tipos CFTR e os fenétipos de FC sugere que outros genes
(genes modificadores) e / ou fatores ambientais determinem o resultado fenotfpico.

Estudos populacionais, com grande nimero de fibrocisticos, comprovam a
relagio genétipo-fendtipo principalmente para as manifestagoes pancredticas, mas
muito pouco para as pulmonares. Portanto, as caracteristicas genéticas da relacao
genodtipo-fendtipo nas manifestagoes pulmonares permanecem pouco esclarecidas.
Sabe-se que mesmo individuos homozigotos para a mutagao de maior prevaléncia
(AFS08) apresentam grande variabilidade no comprometimento e na evolucao da
doenca pulmonar. Embora influéncias ambientais possam interferir nas manifesta-
¢oes clinicas pulmonares, tem sido descrita a possibilidade de suma variagao genética
adicional, como a presenca de genes modificadores, contribuindo para a expressio
clinica final em cada paciente. Alguns estudos tém relatado que polimorfismos em
genes que nao o CFTR podem modificar a gravidade da doenga pulmonar na FC.

Genes modificadores fora do gene CFTR podem influenciar a gravidade do
fenotipo dos fibrocisticos através de vdrios mecanismos:

1) podem modular o fenétipo alternando a conducao de cloro; podem regular o
splicing e a expressao do gene CFTR;

2) podem modular a susceptibilidade a infeccio por bactérias e a resposta in-
flamatéria nos pulmaoes. Além disso, o quadro pulmonar dos fibrocisticos pode ser
modificado por genes associados com clearance mucociliar e com os danos e reparos
do tecido epitelial.

LAR

IOLOGIA MOLECU

B

47



ICAS

CIENCIAS BIOLOG

IATURA EM

LICENC

48

O conceito de multiplos modificadores genéticos na doenga mendeliana, como
na FC, ¢ diferente do conceito de multiplos variantes genéticos na doenga nao-men-
deliana, como na asma. Nas doencas genéticas complexas, como na asma, variantes
genéticas multiplas interagem entre si e com o ambiente, causando a doenga. Ao con-
trério, a FC, por ser uma doenca mendeliana, ¢ causada por mutagoes no gene CFTR,
e hd variagdes genéticas nao ligadas ao gene CFTR que podem ser desfavoraveis ou
benéficas e que modificam a gravidade do fenétipo em conjunto com fatores am-
bientais. De fato, polimorfismos genéticos, com ou sem efeitos em sujeitos saudéveis,
podem ser modificadores na FC.

A identificacio da consequéncia da agio de genes modificadores permitird um
melhor entendimento dos aspectos fisiopatoldgicos, da correlagao genétipo-fendtipo
e maximizard o tratamento da FC. Estudos descrevem a associagao entre os polimor-
fismos do éxon 1 (cédons 52,54 € 57) e aregido promotora (haplétipos HY, LY e LX)
do gene MBL2, o polimorfismo T869C no gene TGF-1 e o polimorfismo C-159T
no gene CD14 com a gravidade do quadro pulmonar de pacientes com FC. As andli-
ses podem ser feitas por PCR-RFLP e em tempo real.

O estudo de variagoes individuais na capacidade de metabolizagio de xeno-
bidticos ja identificou inimeros polimorfismos genéticos, sendo a maioria destes
de relevancia clinica. Os polimorfismos metabolicos que tém sido associados de
forma mais consistente a0 aumento do risco de cincer incluem as enzimas da
superfamilia citocromo P450 (CYP450), as glutationa S-transferase (GST) e as N-
acetiltransferase (NAT).

A maioria dos agentes carcinogénicos requer ativagao metabolica antes de se
ligarem as biomoléculas (DNA, RNA e protefnas) e as variagoes nos processos de
ativagao e detoxificagio de compostos quimicos desempenham papel crucial na
tumorigénese ambiental. Assim, vérios polimorfismos de genes responsaveis pela
codificagio de enzimas envolvidas na biotransformacao de carcindgenos também
se relacionam com o desenvolvimento do cancer. Entre os fatores envolvidos com
a carcinogénese tém-se caracteristicas genéticas relacionadas com o género, idade e
sindromes de susceptibilidade familiar ao cincer.

Considerada a principal enzima detoxificante da fase II, a GST desempenha
um papel fisiologico na iniciagio da detoxificagao de potenciais agentes alquilantes,
incluindo xenobiéticos téxicos e produtos reativos de processos intracelulares, como
aperoxidagio delipidios. As GSTs formam uma familia multigénica subdivididas com
base em seu ponto isoelétrico e na sequéncia de aminodcidos: a, y, 7w e 0. Cada uma
contendo produtos de diferentes locus génico. Recentes estudos demonstram que os
gendtipos nulos de GSTMI e GSTI'I (polimorfico), separadamente ou combinados,
sdo fatores genéticos de alto risco para o desenvolvimento de tumores. O gendtipo
GSTMI nulojé foiassociado ao desenvolvimento de diversos tipos de cinceres, como
o de pulmao; bexiga; mama e de cabeca e pescogo. O cancer de pulmio é o mais



frequentemente associado a auséncia do gene GSTMI, por este gene se relacionar
com a detoxificagio de certos epoxidos dos HPAs (Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos) encontrados na fumaga do cigarro e em outros produtos de combusto.

Virios relatos na literatura sugerem que fatores inerentes ao proprio individuo,
incluindo os polimorfismos genéticos podem conferir diferencas individuais na
ocorréncia do cancer, como também a outras doengas complexas, como insuficiéncia
renal cronica, diabetes e doencas cardfacas.

Nos ultimos anos, os “testes de DNA” ganharam o conhecimento do publico
leigo. Diversos casos criminais foram solucionados diante do DNA fingerprinting,
Um caso que teve grande repercussao mundial e que determinou a popularizacao
dos testes moleculares foi o caso O. J. Simpson nos EUA. Do ponto de vista social,
a determinacao da identidade genética pelo DNA constitui um dos produtos mais
revoluciondrios da moderna biologia molecular. Em menos de 20 anos ela tornou-se
uma ferramenta indispensavel em investigagao criminal.

A determinagao da identidade genética pelo DNA é uma técnica muito superior
atodas as técnicas preexistentes de medicina forense, inclusive as classicas impressoes
digitais. O DNA pode ser encontrado em todos os fluidos e tecidos bioldgicos huma-
nos. Além disso, os estudos dos polimorfismos de DNA nos permite construir um
perfil genético absolutamente individuo-especifico. Ao contrério das proteinas, quan-
tidades infimas de DNA podem ser amplificadas bilhoes de vezes através da PCR.

Finalmente, caracteristicas moldadas ao longo da histéria evolutiva dos seres vivos
adaptaram o DNA para ser uma molécula informacional com baixissima reatividade
quimica e grande resisténcia a degradagio. Esta robustez da molécula de DNA, con-
juntamente com o fato de que ele contém informagéo necessaria fazem com que o
DNA seja ideal como uma fonte de identificago resistente a passagem do tempo e as
agressoes ambientais frequentemente encontrada em cenas de crime.

Assim, a determinagio de identidade genética pelo DNA pode ser usada para
demonstrar a culpabilidade dos criminosos, exonerar os inocentes, identificar corpos
e restos humanos em desastres aéreos e campos de batalha, determinar paternidade
com confiabilidade praticamente absoluta, elucidar trocas de bebés em bergarios e
detectar substituigoes e erros de rotulagao em laboratérios de patologia clinica.

A evolugao da determinagao de identidade genética até se tornar hoje, dentro do
complexo ambiente do sistema criminal da justi¢a, um procedimento robusto, sen-
sivel, muito informativo e altamente objetivo. E importante ressaltarmos o histdrico
das técnicas utilizadas e analisarmos a evolucao dos métodos durante os tiltimos anos
e discutir os problemas potenciais que podem advir como consequéncia da ripida
aplicagao da tecnologia do DNA recombinante na sociedade humana.
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