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APRESENTACAO

A Genética Molecular é uma ciéncia relativamente recente, com pouco mais
de 60 anos, impulsionada com a publicacdo de Watson e Crick (1953) sobre a estrutura
da dupla hélice do DNA e do aprimoramento de técnicas que permitiram acessar a
variabilidade genética, primeiramente a partir do produto génico, na década de 60 do
século passado. A Genética Molecular esta constantemente em inovagao. Atualmente, com
as novas tecnologias de sequenciamento de DNA, sequenciamento de Ultima geracdo (Next
Generation Sequencing) é possivel conhecer o genoma inteiro de um organismo em poucas
horas e estas informacdes trazem luz ao entendimento da variacao dentro do genoma,
entre genomas e entre linhagens.

Este e-book traz alguns topicos sobre Genética Molecular que estdao organizados
de maneiraa compreender a evolugao da disciplina. Primeiramente, sao abordados os temas
referentesascaracteristicase propriedadesdosacidos nucleicos: o dcido desoxirribonucleico,
DNA (nuclear e organelar, no caso dos organismos eucariotos), e o acido ribonucleico,
RNA. Os temas seguintes referem-se a mutacdo génica, principal fonte de variabilidade,
os mecanismos de reparo do DNA que impedem a fixacdo da mutacao e as consequéncias
das falhas no sistema. Nos tépicos finais sao abordados alguns exemplos de regulacdo da
atividade génica em procariotos e eucariotos e a possibilidade de modificacao transgénica
de eucariotos: sua importancia no estudo da funcdo génica, na agricultura e a polémica
em torno dos alimentos geneticamente modificados. O objetivo principal deste material
é fornecer bases para o entendimento da origem da variabilidade genética, importante
agente da evolucao e, a priori, responsavel pela diversidade bioldgica. Ao final de quase

todos os capitulos é sugerido assistir um video do YouTube sobre o tema abordado.
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1 ACIDOS NUCLEICOS
1.1 INTRODUGAO

Os acidos nucleicos sdao macromoléculas bioldgicas de alto peso molecular cujos
mondmeros que se repetem em sua constituicdao sao os nucleotideos, unidos por meio
de ligacdes covalentes fosfodiéster. Todos os organismos apresentam dois tipos de acidos
nucleicos: acido ribonucleico (RNA, sigla proveniente do inglés Ribose Nucleic Acid) e
desoxirribonucleico (DNA, Desoxyribose Nucleic Acid). Alguns virus contém apenas RNA,

enquanto que outros apresentam DNA.

1.2 FUNGAD

Existe uma correlacdao de funcao entre os dois tipos de acidos nucleicos, pois o DNA
é fonte de armazenamento da informacdo genética, que pode ser copiada, ou transcrita,
nos diferentes tipos de RNA, RNA mensageiro (RNAm), RNA transportador (RNAt) e RNA
ribossémico (RNAr). A este processo é dado o nome de transcricao, ou sintese de RNA,
gue sera abordado no capitulo 6. A sequéncia de trincas de nucleotideos do RNAm, por
sua vez, € o cédigo, ou cddon genético, para as sequéncias de aminoacidos de uma cadeia
polipeptidica, ou seja, o cddigo genético determina a estrutura primaria da proteina. Este
processo é denominado traducao, ou sintese proteica, e sera detalhado no capitulo 7. Os
outros tipos de RNAs, RNAt e RNAr, também participam do processo de traducdo, sendo o
RNAr constituinte de cerca de 50% da massa do ribossomo, organela onde ocorre a sintese
proteica, enquanto o RNAt transporta o aminoacido correspondente ao cddigo genético

do RNAm para o aparato em que estd ocorrendo a traducdo (ver capitulo 7). Enquanto o
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modelo para a sintese de RNA é a molécula de DNA, o préprio DNA serve de molde para a
sintese de uma nova molécula de DNA, processo chamado de sintese de DNA, duplicacao,
ou replicacdao do DNA (capitulo 3). Esta série de fendbmenos refere-se ao Dogma central
da Biologia Molecular, resumido na Figura 1.1. Este dogma foi atualizado para eucariotos
de maneira a reconhecer que a traducao de um RNAm resulta ndo apenas em uma unica
proteina, mas também em suas isoformas. Este evento é possivel devido, principalmente,

as etapas pos-transcricao de processamento do RNAm de eucariotos (capitulo 6).

Figura 1 - Dogma Central da Biologia Molecular
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A molécula de DNA é molde para uma nova molécula (replicacdo), as regides
génicas do DNA s3ao modelos para a sintese de RNA, enquanto o RNAm carrega o cédigo

genético para a sintese proteica.

1.3 LOCALIZAGAD

Nos organismos procariotos, os acidos nucleicos estdao no citoplasma, o
cromossomo bacteriano pode estar na forma de nucleoide e, ainda pequenos segmentos

de DNA, podem se apresentar como plasmideos circulares. Nas células eucaridticas, a maior
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parte do DNA encontra-se no nucleo e uma pequena por¢ao esta presente nas mitocondrias
e cloroplastos (no caso de células vegetais) (capitulo 2), enquanto as moléculas de RNA sao
encontradas tanto no nucleo, onde sao sintetizadas, quanto no citoplasma, onde ocorre a

sintese proteica.

1.4 CONSTITUIGAD

Como mencionado anteriormente, os acidos nucleicos sao formados por
monomeros de nucleotideos, constituidos por um aglcar com cinco carbonos (pentose),
bases nitrogenadas (purinas e pirimidinas) e acido fosférico. A combinacdo de uma base
com uma pentose, sem o fosfato, constitui um nucleosideo. Por exemplo, a adenina é uma
base purica, a adenosina (adenina + fosfato) é o nucleosideo correspondente, ao passo
gue a adenosina monofosfato (AMP), difosfato (ADP) e trifosfato (ATP) sdo nucleotideos.
Essas definicdes sao importantes também para ressaltar que os nucleotideos apresentam
outras funcdes na célula, como moléculas energéticas, além da composicao dos acidos
nucleicos. Os nucleotideos estao unidos na molécula de DNA por ligacdes covalentes, fortes,
conhecidas como pontes fosfodiéster. A uniao de um nucleotideo ao outro na molécula de
acido nucleico é estabelecida pelo carbono 3’ da pentose de um nucleotideo ao carbono
5’ da pentose do nucleotideo adjacente. Assim, o eixo de uma molécula de acido nucleico
é formado por fosfatos e pentoses alternados, e, perpendicularmente a esta estrutura, as
bases nitrogenadas estao ligadas a pentose por meio de ligacdes N-glicosidicas (Figura 1.2).
A carga negativa do acido fosfdrico é que confere a propriedade acida dos acidos nucleicos,
permitindo que o DNA interaja com proteinas basicas, das quais muitas atuam na regulagao

da atividade génica (capitulos 8 e 9).
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Figura 2 - Constituicdo dos acidos nucleicos
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2’ esta ligado a um grupo hidroxila (-OH), enquanto no DNA, este mesmo carbono apresenta
uma ligacao apenas com hidrogénio (-H) na mesma posicao. A diferenca na pentose é que
denomina os acidos nucleicos como desoxirribonucleico — DNA (sem uma molécula de
oxigénio no carbono 2’ da pentose) e ribonucleico — RNA (com uma hidroxila no carbono 2’
da pentose). As bases nitrogenadas sao de dois tipos: purinas, constituidas por dois anéis
heterociclicos fusionados; e as pirimidinas, constituidas por um unico anel heterociclico. As

bases puricas sdo as mesmas para o RNA e o DNA, Adenina (A) e Guanina (G), no entanto
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existe diferenca na constituicao das bases pirimidicas entre essas moléculas. Ambos, DNA e

RNA, possuem a pirimidina Citosina (C), mas Timina (T) é exclusiva do DNA, e Uracila (U) do

RNA. Devido a esta diferenca nas bases pirimidicas, é possivel usar timina radioativa como

marcador especifico do DNA e uridina radioativa como marcador de RNA.

Quadro 1: Diferencas entre os acidos nucleicos DNA e RNA quanto a constituicao dos nucleotideos
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1.5 ESTRUTURA

Entre os anos de 1949 e 1953, o
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o numero de citosinas e guaninas também era o mesmo (C = G). Desta forma, estabeleceu-
se a regra de Chargaff de que o numero total de purinas é igual ao de pirimidinas (ou seja,
A+ G =C+T). Contudo, a relacdo AT/CG é muito varidvel entre as espécies (Tabela 1.2).

Quadro 2: Comparacdo da relagdo entre os pares de bases nitrogenadas AT/CG em humanos e
procariotos (Escherichia coli).

Humanos Procariotos

Os valores indicam que os humanos apresentam mais pares AT do que CG, e esta
relacdo é inversa em procariotos.

Apds a descoberta da regra de Chargaff, e também de dados de pesquisa com
difracdo de raio X (Wilkins e Randall, 1953), Watson e Crick (1953) propdem um modelo
gue explica ndao apenas a regularidade dos pares de bases na estrutura do DNA, como
também é fundamental para o entendimento de sua duplicacao nas células (capitulo 3).
O DNA é constituido, portanto, de duas cadeias polinucleotidicas helicoidais, com giro
para direita (na maioria dos casos), que sao complementares e antiparalelas, ou seja, na
posicao de uma cadeia com a base A, na mesma posi¢cao da outra cadeia havera um T;
enquanto em uma das extremidades de uma cadeia o carbono livre é 3/, na outra cadeia o
carbono livre é 5, e a extremidade oposta seguird a relacdo inversa (5’ na primeira cadeia
e 3’ na outra). Cadeias antiparalelas do DNA significa que as pontes 3’-5’fosfodiéster
seguem direcdes opostas. As bases nitrogenadas se encontram perpendicular a esta
estrutura, havendo ligacdes entre as bases complementares das duas cadeias, como

interacdes hidrofdbicas e pontes de hidrogénio. Entre os pares AT sdao estabelecidas
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duas pontes de hidrogénio e trés entre os pares CG (Figura 3 A). Essas interacdes entre as
bases nitrogenadas das cadeias do DNA sao ligacdes fracas, e sdo desestabilizadas com o
calor. Dessa forma, a temperatura de desnaturacdo no DNA depende da relagdo AT/CG.
A temperatura para desnaturar o DNA humano, por exemplo, é inferior a temperatura
de desnaturacdao do DNA de Escherichia coli (Quadro 2), pois a bactéria tem maior
proporgao de pares CG em relagao a AT, o que representa um numero maior de pontes
de hidrogénio estabelecidas entre as bases nitrogenadas e, assim, maior estabilidade do
DNA, comparado ao de humanos.

O giro para a direita da molécula de DNA caracteriza a forma B, caracteristica
de situacdes celulares com humidade mais elevada. Assim, o DNA B, é o tipo encontrado
mais frequentemente nas células. Outras formas sao o DNA Z, com giro para esquerda, e
DNA A que é uma forma experimental e menos hidratada da molécula e, por isso, menos
condensada. O DNA Z ocorre em situacoes celulares de alta concentracao de ions positivos,
como sodio, os quais podem cobrir os grupos fosfatos carregados negativamente.

O RNA é constituido por uma unica cadeia polinucleotidica, contudo ndao é uma
estrutura linear simples. Esta molécula dobra sobre si mesma, formando alcas, e estabelece
pontes de hidrogénio entre pares de bases complementares, AU e CG e, muitas vezes,
determinam ligacao com outras bases como, por exemplo, G pode parear com C e também
com U. O RNA apresenta formas distintas das bases nitrogenadas comuns, como a inosina,
gue pareia com qualquer uma das outras bases (Figura 3 B).

Neste ponto sobre a estrutura dos acidos nucleicos, pode-se destacar mais uma
diferenca entre o DNA e o RNA, o RNA ndo segue a regra de Chargaff por ser constituido
por uma unica cadeia polinucleotidica, a excecdao de alguns virus que podem assumir a

estrutura de RNA fita dupla.
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Figura 3: Estrutura dos acidos nucleicos
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RNA, constituido por uma uUnica cadeia polinucleotidica que dobra sobre si mesma.

Nas dobras das cadeias ha pareamento de bases complementares e, também,
pareamentos nao convencionais entre bases, como exemplo, em destaque, ha o
pareamento entre uma adenina (A) e uma pseudouracila.

<< anterior proximo >>
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1.6 ORIGEM

Qual das moléculas de acido nucleico seria ancestral? A hipdtese do mundo de
RNA sugere que o RNA é a molécula primordial, que deu origem ao DNA. Essa hipotese
baseia-se no fato do RNA apresentar tanto a fung¢ao informacional, carregando o cddigo
genético para a sintese proteica, quanto a enzimatica. As células atuais demonstram afuncao
enzimatica do RNA, a enzima peptidil transferase, que estabelece as ligacdes peptidicas
entre os aminoacidos na sintese proteica (capitulo 7), € uma molécula de RNA; assim,
como uma ribozima esta envolvida no processamento do RNAm de eucariotos (capitulo 6).
Segundo esta hipdtese, mais tarde, no processo evolutivo, a funcao de informacao genética
é exclusiva da molécula de DNA que apresenta a capacidade de se autoduplicar (capitulo 3),

enquanto o RNA é originado de um modelo de DNA (capitulo 6).

Sugestao de animacao:

2 DNA EXTRANUCLEAR
2.1INTRODUGAO

Nos eucariotos, cerca de 99% do material genético é encontrado no nucleo,
enquanto 1% esta no citoplasma no interior das mitocondrias (DNAmt), nas células animais,
e nas mitocondrias e cloroplastos (DNAcp), no caso das células vegetais. Os genes do DNA
organelar codificam fungdes especificas das organelas, a producao de ATP por fosforilacao

oxidativa nas mitocondrias e producao de ATP por fotossintese, no caso do DNAcp.
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https://www.youtube.com/watch?v=gyMjeaQ9i1w

A morfologia da mitocondria e do cloroplasto apresenta, em comum, a presenca
de duas membranas, uma externa e a outra interna, mais invaginada. A invaginacao da
membrana interna da mitocondria aumenta a superficie de contato e é onde esta localizada
a cadeia transportadora de elétrons. Além disto, esta membrana delimita a matriz
mitocondrial, em que estdo presentes DNAmt e ribossomos. Nos cloroplastos, a membrana
interna delimita o estroma, no qual é encontrado o DNAcp, ribossomos e os tilacdides, local

da reacao de luz da fotossintese.

2.2 ORIGEM

A hipdtese da endossimbiose é a teoria que acredita que as mitocéndrias e
cloroplastos sdao organelas derivadas da interagao entre um organismo procarioto ancestral
aerobio e um organismo eucarioto unicelular anaerdbio (Figura 4). O procarioto é englobado
pelo eucarioto, e esta € a razao das mitocondrias e cloroplastos apresentarem duas
membranas. O evento de endossimbiose dos cloroplastos ocorre mais tardiamente que o
da mitocondria e acontece independentemente, por, ao menos, trés vezes, visto a grande
variedade de pigmentos fotossintéticos encontrados em algas e plantas. As mitocéndrias,
por sua vez, sao provavelmente derivadas de um tipo de bactéria fotossintetizante que
perde esta capacidade de realizar fotossintese, restando apenas a cadeia respiratodria.

O que surge como uma simbiose opcional, nas formas de vida atuais esta é
obrigatdria. Muitos dos genes organelares passam para o genoma nuclear, de modo que
as mitocondrias e cloroplastos ndao sdo capazes de produzir todas as proteinas necessarias
para executar suas atividades. Algumas proteinas, ou subunidades das proteinas/enzimas
mitocondriais e cloroplastidiais sdao sintetizadas no nucleo e transportadas para as

organelas, onde desempenhardao suas fun¢des. Existem poucas excecdes de organismos
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2.3 COMPARAGAO DOS CROMOSSOMOS ORGANELARES E NUCLEARES

O quadro 2 apresenta as principais diferengas entre os cromossomos mitocondriais
e nucleares, tendo como exemplo o genoma humano. Como mencionado no inicio deste
capitulo, o genoma nuclear € muito maior que o organelar. Em geral, um gene encontrado no
cromossomo organelar ndo esta presente no genoma nuclear, ou esta no genoma nuclear
como um pseudogene (um gene que, devido ao acimulo de mutagdes, ndo é funcional,
apesar de apresentar alta similaridade de sequéncia com o gene funcional). Além do ndmero
de genes ser muito distinto entre o genoma organelar e o nuclear, outro fator que contribui
para a diferenca no tamanho entre estes genomas é que a maioria dos genes mitocondriais
nao possui introns (sequéncias dos genes que sdao removidas no processamento do RNAmM
— capitulo 6), ao contrario dos genes nucleares. Uma relacao inversa é verificada nos genes
mitocondriais de levedura que apresentam grande numero de introns, enquanto a presenca
de introns no genoma nuclear de levedura é rara.

Amaioriadoscromossomosorganelares é circular,enquanto que 0s cromossomaos
nucleares sao lineares. Ainda, apenas os cromossomos nucleares sofrem um processo de
condensacdo continuo que se inicia na profase e atinge grau maximo na metafase da
divisao celular.

Uma célula haploide apresenta uma copia de cada um dos cromossomos da espécie,
ja as mitocondrias e cloroplastos tém um nuimero varidvel de moléculas de DNA/organela.
Ainda, o numero de mitocondrias e cloroplastos varia, dependendo do tipo celular, o que
acentua, ainda mais, a diferengca no numero de cépias cromossdémicas entre as organelas e
os nucleos. Os ovdcitos e células musculares esqueléticas de humanos apresentam milhares
de mitocbndrias e cada uma delas contém dezenas de moléculas de DNA. Segmentos de

cromossomos homadlogos nucleares recombina-se durante a préfase | da divisao meidtica.
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No entanto, nao ha recombinacado entre as moléculas de DNA organelar. Existe um eficiente
sistema de reparo de erros durante e apods a replicacdo do DNA nuclear. Este mecanismo
inexiste ou € muito ineficiente nas moléculas de DNA organelar.

A disciplina de Genética Geral aborda a segregacao e os diferentes tipos de
heranca e interacao entre alelos e genes dos cromossomos nucleares. Para o genoma
organelar, contudo, a heranga é basicamente materna no caso de organismos de reproducao
sexuada. Isto acontece porque as células gaméticas femininas apresentam um numero de
mitocondrias e/ou cloroplastos muito superior as células gaméticas masculinas, tornando

irrisdria a contribuicao paterna de DNA organelar para o zigoto.

Quadro 2 - Comparacao do genoma humano nuclear e mitocondrial.

Nuclear Mitocondrial
Tamanho 3 milhdes de Kb e 100 mil genes 17 Kb e 37 genes
Estrutura Forma — linear Forma — circularSem
Condensagdo cromossomica condensacgdo
Numero de Cépias 1/célula haploide Muitas copias/célula
Recombinag¢do/Reparo Sim/Sim N3do ha recombinacdo/Sem

reparo ou ineficiente

Heranca Diferentes tipos (vistos na Materna
disciplina de Genética Geral)
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Como inicialmente abordado na disciplina de Biologia Celular, a sequéncia
de trincas de nucleotideos do RNAm, cddon ou cddigo genético, determina a estrutura
primaria das proteinas e, na maioria dos casos, esses cddons sao 0s mesmos para todos
0s organismos (capitulo 7). Algumas das excecOes a universalidade do cédigo genético se

aplicam as mitocondrias (Quadro 3).

Quadro 3 - Diferencas no significado do cddon entre os RNAms mitocondriais e nucleares.

Coédons RNAmM mitocondrial RNAmM nuclear

AGA Cddon de parada Arginina
AUA Metionina Isoleucina
UGA Triptofano Cédon de parada

2.4 EXPRESSAOD DAS MUTAGOES DO DNA ORGANELAR

Como visto no item 2.3, Comparagao dos cromossomos organelares e nucleares,
existem milhares de moléculas de DNA organelar em uma Unica célula. Assim, uma questao
interessante a responder é como uma mutacdao que surge em uma uUnica molécula de
DNA, dentre varias, tem sua frequéncia aumentada a tal ponto de apresentar um efeito
fenotipico, ou seja, de se manifestar na célula. Para melhor compreensao das hipdteses
gue explicam tal aumento de frequéncia da mutacao, vale ressaltar que o DNA organelar
tem replicacdo independente da divisao celular, ou seja, ha duplicacao do DNA organelar
mesmo em células terminalmente diferenciadas. S3o trés as hipdteses, ndao totalmente

excludentes, para explicar a expressao fenotipica de mutacdes no DNA organelar:
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1) mutacgoes supressivas — as mutacdes que ocorrem em uma molécula de DNA
organelar também tém o efeito de duplicar a origem de replicacdo desta
molécula. Com maior numero de origens de replicacao este DNA, com a

mutacao, tem uma taxa de replicacao superior as moléculas ndo mutadas;

2) deriva aleatdria — nesta hipdtese a taxa de replicacao das diferentes moléculas
de DNA organelar é aleatéria e tao variavel que, em alguns casos, apenas o DNA

mutado se replica, enquanto o tipo selvagem é completamente eliminado;

3) mutacoes que reconhecem deficiéncia energética — alguns tipos de mutagdes
resultam, também, em um efeito de reconhecer potencial deficiéncia
energética, de modo a se replicarem em maior frequéncia que as moléculas
do tipo selvagem. Passado um certo limiar de frequéncia da molécula com

mutacao, a mitocondria apresenta o efeito da mutacao.

As hipoteses descritas explicam como a frequéncia de uma mutacado que surge em
uma unica molécula de DNA organelar aumenta e expressa um efeito fenotipico na organela.
Contudo, ainda permanece a questdao de como uma organela, entre muitas, dependendo
do tipo celular, com moléculas de DNA mutado, tem a frequéncia aumentada na célula para
gue esta apresente o efeito fenotipico da mutacao. A segregacao citoplasmatica, divisao do
citoplasma ao final da divisao celular, determina a expressao da mutag¢ao no DNA organelar
em uma célula filha. Por exemplo, se o tipo mutante aumenta em frequéncia (de acordo
com as hipéteses acima) em uma parte do heteroplasmon (um citoplasma com organelas
contendo DNA com mutacao e outra porc¢ao do citoplasma com organelas com DNA do tipo
selvagem), é provavel que esta area gerara células filhas constituidas apenas com organelas

do tipo mutante ou com uma maior proporc¢ao de organelas com moléculas de DNA mutado.
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Um exemplo da expressao de mutacao no DNA de cloroplasto por segregacao
citoplasmatica é o das plantas variegadas. Essas plantas apresentam manchas de tecido
verdes e brancas (partes com DNAcp mutado, sem pigmento fotossintético, incapazes,
portanto, de realizar fotossintese), com ramos de folhas apenas verdes e outros apenas
brancos. Estes ramos variegados produzem trés tipos de ovdcitos: somente com cloroplastos
mutados (brancos), somente com cloroplastos do tipo selvagem (verdes), e com os dois
tipos de cloroplastos. Apds a fecundagao dos ovdcitos com ambos tipos de cloroplastos,
nas divisdes zigdticas subsequentes os cloroplastos brancos e verdes podem se segregar
em algumas linhagens celulares, que devido a natureza clonal de divisao celular, também

produzira fendtipos variegados.

Figura 5 - Fendtipo de planta variegada Alpinia zerumbet ‘Variegata’.
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As porcdes mais claras e brancas das folhas sao resultado de uma mutag¢ao no
DNAcp, que impossibilita a sintese de clorofila
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2.5 COMPARAGAO DAS TAXAS DE MUTAGAO ENTRE 0 DNA ORGANELAR E 0 NUCLEAR

Uma mutagao, alteragao em um ou poucos nucleotideos do DNA, pode se fixar, ser
transmitida para as proximas geracoes, quando os mecanismos de reparo do DNA falham
(capitulo 4). As taxas de mutacao no DNA organelar de mamiferos sao cerca de 10 vezes
superiores as do DNA nuclear. Uma razao obvia para isso esta no fato do, DNA organelar nao
possuir mecanismo de reparo, ou este ser muito ineficiente, como apresentado no quadro
2. Além desta evidéncia, outras duas hipdteses nao exclusivas, explicam as altas taxas de
mutacao do DNA organelar: o metabolismo das organelas gera grandes quantidades de
radicais oxigénio, que resultam em danos oxidativos no DNA e, portanto, aumentam a taxa
de mutacado (capitulo 4) e a DNA polimerase responsavel pela sintese do DNA organelar
apresenta baixa fidelidade, aumentando os erros gerados durante a replicacdo e sem um

sistema de reparo, ou reparo ineficiente, o resultado é o aumento da taxa de mutacao.

3 REPLICAGAO DO DNA

3.1INTRODUGAD

A replicagao, ou duplicacao, ou sintese do DNA ocorre no periodo S (de sintese)
da intérfase periodo que antecede a divisao celular. Desta forma, quando a célula entrar
em divisdao, seu material genético (assim como todos os outros componentes celulares)
ja estara duplicado e as células filhas receberao moléculas idénticas de DNA. O processo
de replicacao do DNA é determinado por trés caracteristicas principais: semiconservativo;
bidirecional e semidescontinuo. Nos tépicos seguintes sdo caracterizadas cada uma destas

propriedades dareplicagcao do DNA, assim como apontadas as funcdes das principais enzimas

21 /81




envolvidas no processo. O esquema da Figura 6 resume as propriedades e as enzimas que
realizam a replicacao do DNA. O processo de replicacao do DNA é muito complexo, suas
etapas sao desvendadas em maiores detalhes em procariotos, pois sdao organismos mais
simples. Deste modo, a descricdo das fases da replicacao descrita a seguir é baseada em
pesquisas realizadas em procariotos. As diferencas no processo, observadas em eucariotos,

sao destacadas ao longo do texto.

3.2 REPLICAGAO SEMICONSERVATIVA

Cada uma das duas cadeias polinucleotidicas do DNA (fita) serve de molde para a
sintese de uma nova cadeia polinucleotidica. Assim, ao final da replicacao, cada molécula de
DNA esta constituida por uma fita nova (recém-sintetizada) e pela fita que serviu de molde
(fita parental). Na nova molécula, uma fita é conservada, a molde, e a outra é a recém-
sintetizada, por isso a replicacao do DNA é dita semiconservativa. Vale ressaltar que devido
a complementariedade de bases entre as cadeias polinucleotidicas do DNA (capitulo 1), a

fita nova de uma molécula de DNA é idéntica a fita molde da outra molécula e vice-versa.

3.3 REPLICAGAO BIDIRECIONAL

O processo de sintese de uma nova molécula de DNA nao seinicia nas extremidades
dos cromossomos de eucariotos nem em pontos aleatérios. Existem regides especificas do
DNA onde comeca a replicacao. O cromossomo circular de procariotos apresenta uma unica
origem de replicacao, chamada de OriC, com cerca de 245 pares de bases, que, no momento
da replicacao, é reconhecida pela enzima DnaA. Esta enzima desestabiliza a ligacdao entre

as bases nitrogenadas das duas fitas, gerando o que é chamado de bolha de replicagao. A
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partir da bolha de replicacao, a sintese de DNA ocorre nos dois sentidos de cada fita, em
direcao a extremidade 3’ e em direcao a extremidade 5'da fita (capitulo 1), caracterizando
a replicacao bidirecional. Em eucariotos existem multiplos pontos de origem de replicacao,
gue geram varias bolhas de replicacdo, que se expandem, conforme segue a replicacao, até
gue todas se encontram e a sintese de DNA é terminada.

A continuidade da abertura da dupla hélice, para o prosseguimento da duplicacao,
é realizada pela enzima helicase. Assim, a bolha de replicacao inicial produzida pela DnaA, é
convertidaem uma forquilha de replicacao, que se estende na molécula de DNA paraambos
os lados. Essa enzima desenovela a dupla hélice quebrando as pontes de hidrogénio entre
as bases complementares nas duas cadeias, o que resulta uma certa tensao, uma torgao na
molécula de DNA a frente da acao da helicase. A enzima que evita esta tor¢ao, permitindo
gue a dupla fita continue sendo aberta, € chamada de DNA girase, ou topoisomerase.
Como as bases das duas cadeias polinucleotidicas sao complementares, logo apresentam
atracao uma pela outra. Desse modo, a funcdao da helicase seria desfeita, apds esta se
deslocar adiante no DNA, nao fosse a acao das proteinas de fita simples (a sigla SSP em
inglés para Single Strand Proteins). Essas proteinas se ligam as duas fitas do DNA e nao
permitem o restabelecimento das pontes de hidrogénio e outras interacdes entre as bases

das duas fitas moldes.

3.4 REPLICAGAO SEMIDESCONTINUA

A enzima responsavel pela sintese da nova cadeia polinucleotidica na replicacao
do DNA é a DNA polimerase. Esta enzima é chamada de holoenzima por ser constituida por
varias subunidades, sendo que trés, a (alfa), € (épsilon) e 8 (teta), fazem parte de seu cerne

catalitico. Em procariotos existem trés tipos de DNA polimerase:

23/81




e DNA polimerase I, que tem funcdo exonucledsica (degradar DNA) tanto
no sentido 3’-5’, como 5’-3’, e também a funcao de polimerizacdao (unidao de

nucleotideos) apenas no sentido 5’-3’;

e DNA polimerase I, que atua no reparo do DNA caso haja a insercao errbnea de
uma base durante a replicacao (outras exemplos de erros no DNA s3do discutidos

no capitulo 4 deste e-book);

e DNA polimerase Ill é a enzima que sintetiza a nova cadeia polinucleotidica.
Esta enzima requer nucleotideos na forma trifosfato (ATP, TTP, CTP e GTP),
pois a quebra das duas ultimas ligacdes do fosfato fornece energia para a
ligacao fosfodiéster entre os nucleotideos, de modo que na constituicao do

DNA esta presente apenas uma molécula de fésforo (capitulo 1).

Em eucariotos, foram descobertas ao menos cinco tipos de DNA polimerase, 3 e
O (delta), apresentam atividade semelhante a

DNA polimerase | de procariotos; 3 (beta) tem fungao no reparo e preenchimento
de brechas do DNA; vy (gama) realiza a sintese do DNA mitocondrial; e € também esta
envolvida no reparo do DNA.

A DNA polimerase tem uma propriedade muito importante que determina a
caracteristica semidescontinua da replicacao do DNA, sintetiza a cadeia polinucleotidica
apenas no sentido 5-3’, portanto, como as cadeias sao complementares e antiparalelas
(capitulo 1), faz a leitura da fita molde no sentido 3’-5". Outra propriedade importante da

DNA polimerase é que esta necessita de uma extremidade 3’ livre para iniciar a sintese
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do DNA. Essa extremidade é fornecida por iniciadores, chamados de primers, que sao
moléculas de RNA sintetizadas pela RNA polimerase na replicacdao continua, e pela RNA

primase (DNAG) na replicacao descontinua. A RNA primase esta ligada a helicase.

Desta maneira, quando o sentido da abertura da dupla hélice é o mesmo sentido
de leitura da DNA polimerase, entao a replicagdao é continua, sem interrupgdes, a RNA
polimerase sintetiza um primer, complementar a sequéncia de DNA imediatamente antes
da acdo da DNA polimerase e a replicacao prossegue até o encontro da prdoxima forquilha
de replicagao. Contudo, se a abertura da forquilha de replicagao segue o sentido inverso
(5’-3’), a replicacao é descontinua. A helicase abre um trecho da molécula de DNA, a
RNA primase produz o primer e a DNA polimerase sintetiza DNA a partir do primer no
sentido inverso ao da helicase. Assim, sucessivamente, a helicase abre um pouco mais a
dupla hélice, a RNA primase sintetiza outro primer, a DNA polimerase sintetiza DNA até o

primer produzido anteriormente.

O primer de RNA sintetizado pela RNA primase mais o segmento de DNA
produzido pela DNA polimerase constitui o fragmento de Okazaki, em homenagem ao
pesquisador Reiji Okazaki que os descobriu. A replicacdao descontinua é, entdao, composta
por diversos fragmentos de Okazaki, enquanto na replicacdao continua existe apenas um
primer de RNA, produzido pela RNA polimerase e a fita recém-sintetizada. Devido a
bidirecionalidade da replicacdo, uma mesma cadeia polinucleotidica molde apresenta
replicacao continua, no sentido de abertura 3’-5’, e descontinua, a abertura da cadeia no
outro sentido. A fita sintetizada no sentido de leitura da DNA polimerase é chamado de
fita lider (leading, em inglés), enquanto a fita sintetizada no sentido oposto, descontinua,

é chamada de retardataria (lagging, em inglés).
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Os primers nao fazem parte da nova molécula, pois os nucleotideos nao sao os de
DNA, e sim de RNA (reveja as diferencas entre as moléculas de acido nucleico no capitulo
1). Em procariotos, as enzimas DNA polimerase | e MF1 removem os primers da fita recém-
sintetizada, enquanto a DNA ligase estabelece as ligacdes fosfodiéster entre os fragmentos
apds a remocao do primers.

As extremidades dos cromossomos, regides teloméricas, sdao uma dificuldade a
replicacdao do DNA. No sentido de replicacdao continua, a sintese se inicia no primer produzido
pela RNA polimerase e se estende até o final da fita. No entanto, no sentido de replicacao
descontinua, na extremidade o primer da RNA primase nao funciona, permanecendo um
trecho nao polimerizado, o que resulta em um cromossomo encurtado. A regido telomérica
apresenta repeticdes em tandem (adjacentes) de sequéncias simples de DNA, TTGGGG, por
exemplo, no protozoadrio ciliado Tetrahymena, e TTAGGG em humanos. Essas repeticoes
nao fazem parte de regido codificadora do gene (capitulo 6), mas sao importantes para a
adequada replicacao desta regiao.

A enzima telomerase carrega uma pequena molécula de RNA, complementar a
sequéncia repetida em tandem dos teldmeros, que serve de molde para a polimerizacao
desta unidade de repeticao e é adicionada a extremidade 3’ da fita parental. A extensao
da molécula parental, assim, ndao resulta em encurtamento do cromossomo quando a
RNA primase ndo for mais apta a acrescentar primers para o término da replicacao das
extremidadescromossdmicas. Algumas pesquisas demonstram que existe um encurtamento
progressivo dos teldbmeros ao longo do ciclo de vida de uma célula, até a sua morte. Estas
observacdes leram a proposicao da teoria telomérica do envelhecimento, que relaciona o
encurtamento da regiao telomérica, e consequente morte celular, com a perda da atividade

da telomerase ao longo do tempo.
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Figura 6 - Esquema da replicacao do DNA
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https://www.youtube.com/watch?v=T3RK7w0nfOc

4 MUTAGAO E REPARO DO DNA

4.1INTRODUGAD

As modificacOes hereditarias que ocorrem de um estado para outro no DNA
sao chamadas de mutacdo. A mutacao envolve um pequeno numero de pares de bases
(mutacao génica), segmentos cromossomicos (mutacdes estruturais) e até mesmo envolve
cromossomos inteiros (mutagdes cromossdmicas numéricas do tipo aneuploidia) ou
0 conjunto cromossémico como um todo (mutagcdes cromossdmicas numeéricas do tipo
euploidia). Este capitulo tem como foco as mutagdes génicas, em um pequeno numero de
paresde basesno DNA.Aocorrénciadetaiserrosno DNA é umatendénciainerente as células,
por isso o sistema de reparo dos erros é muito importante para garantir o funcionamento
adequadodascélulas.Oreparodo DNAdas células germinativas éimportante namanutencao
das espécies, enquanto o reparo das células somaticas o é para a manutencao do individuo,
pois em ultima circunstancia, erros nao reparados no DNA das células somaticas resultam
em cancer. Desta maneira, ao longo do processo evolutivo, surgem mecanismos muito
eficientes de reparo do DNA. Ainda assim, alguns erros persistem e sao repassados para as
células filhas ou para a préxima geracao, no caso de células germinativas, consistindo na
taxa de mutacao dos segmentos do DNA. A taxa de mutacao, entao, refere-se ao numero
de mudancas fixadas (que ndao foram corrigidas) em um determinado sitio da molécula
de DNA em relacao a uma unidade de tempo, que pode ser tanto periodo de replicacao
celular como tempo de geracao, ou ainda tempo de divergéncia de um ancestral. Em outras
palavras, a taxa de mutacao é o resultado de um balanco entre a frequéncia de ocorréncia

de uma mutacao e as falhas no mecanismo de reparo do DNA.
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Quando, por exemplo, se compara determinada sequéncia génica entre um par
de espécie para estabelecer o ponto mutante, é preciso haver uma referéncia, no caso uma
espécie mais ancestral. Nas mutacdes que resultam em alguma anomalia, o padrao é o
tipo selvagem, que é a forma encontrada na natureza, ou estoques padrao de laboratorio.
Qualguer mudanca do alelo do tipo selvagem é considerada uma mutacao.

As mutag¢des génicas ocorrem espontaneamente ou sao induzidas por agentes
denominados de mutagenos. As mutacdes espontaneas sao de ocorréncia natural em todas
as células, enquanto as mutacgdes induzidas ocorrem na presenca e em razao do agente

mutagénico e sdo muito mais frequentes que as mutacdes espontaneas.

4.2 MUTAGAO ESPONTANEA

Mutacdes deste tipo surgem por diferentes causas, como erros na replicacao do
DNA, por lesdes espontaneas nas bases nitrogenadas e, ainda, por elementos transponiveis.
Os elementos transponiveis sdao segmentos de DNA capazes de se transpor de uma regiao a
outra do genoma. Devido a importancia desses elementos na evolucdao dos genomas e das

espécies, esta causa de mutacao espontanea é tratada, individualmente, no préximo capitulo.

4.2.1 ERROS NA REPLICACAO

Uma das causas de erros gerados durante o processo de replicacdo sao os
tautdmeros. Cada uma das bases do DNA apresenta uma variedade de formas, chamadas
tautdmeros, que sao isbmeros que diferem na ligacao e posicao de seus atomos. As formas
ceto das bases nitrogenadas sdao as formas regulares do DNA, enquanto as formas imino
e enol sao mais raras. O erro acontece porque as formas alternativas das bases do DNA
fazem pareamentos de bases ilegitimos. Por exemplo, o pareamento correto da guanina

(G) é com a citosina (C), no entanto, a forma enol de G pode se parear erroneamente com

29/81




a timina (T). Este pareamento incorreto GT resulta em transicdo, que é a mutacao de uma
base purica para outra ou de pirimidina para pirimidina, da seguinte maneira: se na fita
molde estd presente G enol, a DNA polimerase acrescenta, erroneamente, T na fita nova
mas, mesmo assim, ocorre o pareamento entre as bases. Quando esta molécula nova de
DNA que apresenta um par GT da origem a uma outra molécula de DNA, no local de T ceto,
neste novo ciclo de replicacao, a DNA polimerase acrescenta uma adenina (A). Assim, do par
original GC ja esta perpetuado o erro na molécula de DNA do segundo ciclo de replicacao
como par AT, ou seja, houve a mudanca da purina (G) em uma fita para outra purina (A) e a
alteracao de C para T (pirimidina para pirimidina) na fita complementar.

Estes erros que resultam em mau pareamento da molécula de DNA podem ser
reparados durante a replicacao pela propria atividade exonucledsica (quebra nucleotideo)
3’-5’" da DNA polimerase. Como visto no capitulo anterior, as DNA polimerases | e Ill de
Escherichia coli tém como uma de suas propriedades, reconhecer e remover uma base de
pareamento erroneo na molécula que esta sendo sintetizada.

Um outro mecanismo que corrige os erros de mau pareamento na molécula de
DNA é chamado de reparo geral por excisao, em que nao apenas a base mal pareada é
removida da molécula de DNA, mas um pequeno fragmento, que circunda a base errada

em questdo. Esse mecanismo envolve trés etapas:

1) excisdao de segmento de DNA, de 12 a 13 nucleotideos em procariotos e de 27

a 29 nucleotideos de comprimento em eucariotos;

2) ressintese: utilizando como molde a outra cadeia de DNA, a DNA polimerase
preenche a brecha promovida na etapa anterior na molécula em que o erro foi

detectado;
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3) ligacdo, o DNA ligase une, estabelecendo a ligacao fosfodiéster, os nucleotideos

das extremidades do fragmento corrigido.

4.2.2 LESOES ESPONTANEAS

A depurinacao, perda de purinas dos nucleotideos é a lesdao espontanea mais
comum nas células. Este erro é causado quando ocorre uma quebra da ligacao N-glicosidea
(capitulo 1) entre a base nitrogenada e o acgucar do nucleotideo e a consequente perda de
uma adenina ou guanina no DNA (as bases puricas, capitulo 1). Quando uma base diferente
da original é adicionada no sitio apurinico (AP), é gerada uma mutacdo. No entanto existem
mecanismos eficientes de reparo deste tipo de erro. Um deles é a via de reparo por AP
endonucleases, que sao enzimas glicosilases. Essas AP endonucleases se ligam aos sitios
apurinicos deixados ap6s a depurinacao espontanea, clivando as liga¢cdes fosfodiéster nestes
locais e recrutando o reparo geral por excisao, mencionado acima: atividade de excisao
de nucleotideos pela atividade exonucleasica da DNA polimerase, ressintese, também por
outro tipo de DNA polimerase e ligacao do fragmento corrigido ao restante da molécula de

DNA pela DNA ligase.

Outra lesao espontanea frequente nas células é a desaminacao, a perda de grupos
amina (-NH2) nas bases nitrogenadas. Todas as bases sofrem desaminag¢ao, com excecao
da timina que n3ao tem grupamento amina para perder. Quase toda desaminagao possivel
no DNA produz uma base artificial que é reconhecida por uma glicosilase especifica, que
remove a base desaminada. A acao desta glicosilase especifica gera sitios APs, desta vez,
podendo ser apurinicos ou apirimidinicos, desencadeando o sistema de reparo por AP

endonucleases e, em seguida, o reparo geral por excisao.
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Um problema deste sistema de reparo de bases desaminadas é a metilacao
(insercao de grupamento metil —CH3) de citosinas no DNA de vertebrados como um
mecanismo de regulacdo da expressao de genes (capitulo 9). A falha ocorre porque
uma citosina metilada e desaminada nao origina uma base artificial no DNA, pois esta
se converte em timina, base regular do DNA, enquanto uma citosina, sem metilacao,
desaminada é convertida em uracila, prontamente reconhecida pelo sistema de reparo
como uma base estranha ao DNA. Assim, a citosina metilada e desaminada que se
torna uma timina esta pareada na cadeia complementar com uma guanina, formando
um mau pareamento de bases. Existe um DNA glicosilase especifico que reconhece este
pareamento erréneo TG, remove e repara o T para C. No entanto, a acao da glicosilase
passa a ser muito ineficiente, pois os segmentos de DNA com nucleotideos citosinas
metilados sao chamados de pontos quentes (hot spot) de mutacdo. Sao pontos com alta
frequéncia de mutacao devido, principalmente, a falha no reparo das citosinas metiladas
desaminadas convertidas em timinas.

Também ocorrem lesdes espontaneas no DNA por oxidacao das bases nitrogenadas
em virtude de radicais livres de oxigénio (02), perdxido de hidrogénio (H202), e hidroxila
(-OH), produzidos no metabolismo aerdbio celular normal. As bases nitrogenadas sofrem
oxidacao ainda na forma de nucleotideo trifosfato, antes de serem incorporadas a molécula
de DNA nareplicagao. As les6es mais frequentes decorrem da oxidagao da timina, formando
a timidina glicol, e da guanina, resultando em 8-Oxo-7-hidrodesoxiguanosina (8-oxodG),
também chamada de lesdao GO. A timidina glicol na fita parental, servindo de molde para
uma cadeia de DNA que esta sendo sintetizada, bloqueia a continuidade da replicacao, pois
nao ha base complementar a esta timina oxidada.

As lesdes GO ndo reparadas, por sua vez, resultam em transversao (a substituicao

de uma purina por uma pirimidina e/ou vice-versa). Este tipo de mutag¢do ocorre porque
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a 8-oxodG estabelece pareamento com adenina e, se 0 molde para reparo desta guanina
oxidada for a adenina, ap6s a remocao da base com lesdo, sera acrescentada a molécula de
DNA uma timina, convertendo G (purina) em T (pirimidina). As lesdes GO sdo reparadas por
DNA glicosilases especificas que reconhecem o mau pareamento GA, removem a guanina
oxidada e acionam, assim, o reparo geral por excisao. Ainda um outro mecanismo que
envolve o produto dos genes mut M e mut Y realiza a remocgao direta de lesdes GO. O
produto do gene mut M reconhece e remove da molécula de DNA a 8-oxodG. Se este
sistema falha, o produto do gene mut Y remove a adenina do mau pareamento da guanina
oxidada e insere a base citosina do pareamento correto. A acao de mut Y tem dois efeitos,
primeiro impede a transversao de G para T em um proéximo ciclo de replicacao do DNA
e, ainda, possibilita que o produto do gene mut M tenha mais uma oportunidade para
remocao direta da 8-oxodG.

Os compostos toxicos produzidos no metabolismo celular podem ser inativados
antes de causarem danos oxidativos no DNA ou nas bases nitrogenadas de nucleotideos
trifosfato livres que poderiam ser incorporados em cadeia de DNA em sintese. Esse reparo é
chamado de reparo por detoxificagcao. Um mecanismo do reparo por detoxificagcdao envolve
a atividade de duas enzimas, primeiramente a superdxido dismutase converte os radicais
superoxido em peroéxido de hidrogénio (H202), e depois a catalase converte este composto
em agua. O reparo por detoxificacdo também atua na conversdao de um nucleotideo
8-o0xodG trifosfato livre na sua forma monofosfato, por meio da acao do produto do gene
mut T (Figura 7). Como os nucleotideos sao requeridos na forma trifosfato para a sintese de
DNA (capitulo 3), o nucleotideo com lesao oxidativa, agora na forma monofosfato, ndo sera
inserido em uma molécula de DNA em formacao, visto que a DNA polimerase necessita da
guebra das duas ultimas ligacdes do fosfato para produzir energia para a ligacao fosfodiéster

com o nucleotideo da molécula de DNA crescente.
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Figura 7: Mecanismos de a¢ao do sistema de reparo por detoxificacdo que opera antes que o dano
oxidativo atinja a molécula de DNA

Superdxido dismutase Catalase
A. Radicais superéxidos = H0. —> H.,0

Produto do gene mut T
B. Oxidacdo de GTP —>8 oxodG S dGMP

A. Os radicais superoxido resultantes do metabolismo celular sdao eliminados pela
acao de enzimas.

B. Desoxinucleotideos trifosfato 8-oxodG livres (dGTP) sdo convertidos em
monofasto (AIDMP) e, assim, a DNA polimerase é incapaz de inserir este nucleotideo
oxidado a molécula de DNA em formacao.

4.3 MUTAGAO INDUZIDA

A acdo de agentes mutagénicos no DNA resulta na substituicdao, mau pareamento

e/ou dano as bases do DNA.

4.3.1 SUBSTITUICAO DE BASE DO DNA

A 5-bromouracila (5-BU) é geralmente um mutageno experimental, contudo

também é usada no tratamento de neoplasias (crescimento anormal de tecidos). Este agente
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mutagénico é um analogo da base timina (T), ou seja, quando este composto esta presente
nas células, a DNA polimerase insere 5-BU ao invés de T, em uma molécula de DNA em
formacao. O erro gerado por este analogo de base é que a forma ionizada de 5-BU estabelece
pareamento errobneo com guanina (G), o que resulta, em um outro ciclo de replicacao do
DNA, em transicao T para C, pois G na molécula molde determina uma citosina neste local
na nova molécula. Durante a replicacao, a fixacao desta transicao é evitada pela atividade de
exonuclease da DNA polimerase, capaz de reconhecer o mau pareamento 5-BU/G, remover
a base errada e acrescentar a correta, a adenina. Em caso de inoperancia deste sistema
durante a replicacao, o reparo geral por excisao reconhece o mau pareamento, remove um

segmento envolvendo a lesdo e ressintetiza um novo pedago corrigido.

4.3.2 MAU PAREAMENTO ESPECIFICO

A nitroguanidina (NG) e o etilmetanossulfonato (EMS) ndo sao analogos de bases,
mas também causam danos por mau pareamento, por modificarem as bases nitrogenadas
no DNA ou os nucleotideos a serem inseridos nas moléculas de DNA em replicacdo. NG é
muito utilizada como propelente para municao, em airbags e fertilizantes, enquanto EMS é
um componente de medicamentos antirretrovirais. Ambos compostos sao utilizados como
mutagenos experimentais em pesquisas.

Estes agentes sao mutagénicos por transferirem grupamentos acil (CH3-CH2) as
bases nitrogenadas, e as bases assim modificadas realizam pareamentos incorretos que
resultam em transicdes, as mais frequentes de pares GC para AT. As principais bases afetadas
por NG e EMS sao a guanina, que acilada é convertida em O-6-Etilguanina, e a timina, que
sob efeito destes mutagenos resulta em O-4-Etiltimina. O-6-Etilguanina pareia com a timina,
ao invés da citosina regular, resultando na transicao GC para AT, a O-4-Etiltimina, por sua

vez, estabelece pareamento incorreto com a guanina, originando transicoes TA para GC.
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Os grupamentos acis das bases nitrogenadas podem ser removidos diretamente da
molécula de DNA ou de nucleotideos livres pela acdao de enzimas aciltransferases, as quais
transferem o agrupamento acil para um aminoacido cisteina da prépria enzima. Outras formas
de reparo das lesdes envolvem a atividade de exonuclease da DNA polimerase, que identifica

o pareamento incorreto gerado pela modificacao das bases e o reparo geral por excisao.

4.3.3 BASE DANIFICADA

Alguns agentes mutagénicos danificam as bases nitrogenadas resultando em
transicoes, transversdes e/ou impedindo a replicacdo do DNA que ndo reconhece uma base
complementar a ser inserida no local da lesdao. Desta forma, a replicacao ndao continua até
que o erro seja reparado. Lesdes desta natureza, entao, exigem um reparo emergencial para
gue a replicacao passe o erro e continue a polimerizacao de DNA ap6s a parte danificada.
Em bactérias, existe um mecanismo de reparo para lesdes que impedem a continuidade da
replicacao do DNA chamado de sistema SOS. O reparo SOS consiste em inserir quaisquer
bases aleatoriamente na fita que esta sendo sintetizada para que a replicacao continue. Esse
sistema permite que a célula nao seja eliminada, no entanto, as custas de um certo nivel
de mutagénese. Em eucariotos, as lesdes que impedem a replicacdo do DNA s3do reparadas
de forma mais eficiente pelo reparo de recombinacao pds-replicacdo. Ao atingir a porcao
do DNA com a lesao, a DNA polimerase deixa uma brecha no local e continua a replicacao
a partir deste ponto. Apds a replicacdo, esta brecha na fita recém-sintetizada é preenchida
com o corte do segmento da outra fita parental, que é idéntico a fita nova com a brecha.
O segmento de DNA cortado da outra fita parental, por sua vez, é sintetizado pela DNA
polimerase, que utiliza como molde a fita recém-sintetizada a partir desta parental.

O agente mutagénico mais comum neste tipo de lesdo é a luz ultravioleta (UV),

encontrada naturalmente na radiagao solar e artificialmente em lampadas. A luz UV ocasiona a
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fusao dos anéis heterociclicos de pirimidinas adjacentes na molécula de DNA, formando o que
é chamado de fotodimeros, sendo o0 mais comum o fotodimero de timina. Estas lesGes geram
pareamentos incorretos de bases que, quando nao reparados, resultam frequentemente em
transicoes C para T, mas também em transversdes. Em alguns eucariotos, como a mosca da
fruta Drosophila, os fotodimeros sao reparados diretamente pela acao da enzima fotoliase. No
entanto, a atividade desta enzima é restrita a presenca de luz, o que sugere que 0s mecanismos
de reparo, descritos acima, sejam mais eficientes que a acao da enzima.

Aradiagdo ionizante dos raios X e y (gama) de aparelhos hospitalares, por exemplo,
também danificam as bases do DNA e outros componentes celulares. Este tipo de mutageno
gera diferentes radicais oxigénio livres os quais, como discutido anteriormente, causam
danos oxidativos no DNA e em nucleotideos livres, além de causar a quebra das ligacdes
N-glicosidicas, gerando sitios AP (apurinicos e apirimidimicos), e quebras no DNA. Para as
quebras em segmentos do DNA ndo existe reparo. No entanto, os danos oxidativos sao
reparados pelo sistema de reparo por detoxificacao, pela remocao direta de lesdes com a
acao dos produtos dos genes mut T e mut Y, descritos acima. Outros mecanismos de reparo
para danos oxidativos e danos que resultam em sitios AP incluem os sistemas por excisao
de bases por glicosilases e o reparo geral por excisao.

A aflatoxina B é outro exemplo de mutageno que danifica as bases do DNA. Essa
substancia é um carcindgeno produzido por fungos que crescem em graos, cujo efeito no
DNA das células é gerar sitios apurinicos ou bases oxidadas. Um dos mecanismos de reparo
destas lesOes envolve o sistema SOS, que insere, preferencialmente, uma adenina nos
sitios apurinicos. Deste modo, se o sitio apurinico gerado contém uma guanina, este reparo
resulta em transversdes GC para TA. Os outros mecanismos de reparo dos danos gerados

pela aflatoxina B sdo os mesmos ja descritos para sitios apurinicos e oxidacao de bases:
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reparo por detoxificacdao, remocao direta de lesdes GO pelos produtos dos genes mut T e

mut Y, e reparo por excisdo de bases por glicosilases/reparo geral por excisdo.
Oquadro4,abaixo, resumeosdanosgeradosamoléculade DNA, suasconsequéncias

e 0s possiveis mecanismos envolvidos no reparo dos erros. Os danos espontaneos causados

por elementos transponiveis serao discutidos no préximo capitulo.

Quadro 4 - Principais danos espontaneos e induzidos na molécula de DNA, sistemas de reparo das
lesOes e consequéncias de falhas no sistema de reparo.

Consequéncias Mecanismo de Reparo

Erros na replicacao

Ex.: mudanca tautomérica  Pareamento erréneo — e Atividade de exonuclease
transicao da DNA pol (AEDNApol);
e Reparo Geral por Excisao
(RGE)

Lesao espontanea

Ex.: Depurinagao Sitios AP — apurinicos e Reparo por Excisao de
Bases por Glicosilase
(REBG);
e RGE

Ex.: Desaminagao Transi¢ao e REBG;
e RGE

Ex.: Oxidacao de bases Blogueio da replicacdao; ¢ Sistema de Reparo por
Transversao Detoxificacao (SRD);

e REBG;

RGE;

e Remocao Direta de Lesdes

GO (RDLGO)

Espontaneos
[ ]
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Consequéncias Mecanismo de Reparo

Substituicao de bases no DNA

Ex.: 5-BU Pareamento erroneo e AEDNApol;
e RGE

Mau pareamento especifico

Ex.: NG e EMS Pareamento errobneo— ® Remocao direta de lesdes
transicao por Aciltransferase;
e AEDNApol;
e RGE

Base danificada

Ex.: Radiacao UV Transi¢cdo/Transversao e Fotoliase;
® Reparo de recombinagao
pos-replicacao;
e Sistema SOS

Ex.: Radiagao ionizante Dano oxidativo; e SRD;
Depurinagao; e REBG;
Quebra — sem reparo e RGE;
e RDLGO
Ex.: Aflatoxina B1 Dano oxidativo; e SRD;
Depurinagao; e REBG;
Transversao e RGE;
e RDLGO;

e Sjstema SOS

Induzidos
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Sugestao de animagao:

5 TRANSPOSON

5.1INTRODUGAD

Os experimentos com milho realizados por Barbara MacClintock, na década
de 1930, levaram a descoberta de que o genoma é instavel. A ideia de um genoma em
constante movimentacao, no entanto, ficou desacreditada até as décadas de 60 e 70,
guando o trabalho de Barbara é reconhecido e ela é, entdao, agraciada com o prémio
Nobel em 1983. Em seus experimentos, Barbara MacClintock encontra um elemento
genético de dissociacao, que nomeou de Ds, que causava quebra cromossOmica no
local em que se encontrava. A acao deste elemento Ds depende da presenca de um
outro gene, nao ligado, Ac (Ativador). MacClintock supde que, na presenca de Ds e Ac,
ha quebra cromossdmica no gene C, que permite a expressao da cor arroxeada das
sementes do milho, impedindo sua acao e gerando células sem pigmentacao, clara.
Durante o desenvolvimento da semente, o tamanho das manchas depende de quando
a quebra no gene C ocorre, ou seja, quanto mais no inicio do desenvolvimento, maior
a area sem pigmentacao, devido a natureza clonal da divisao celular. Os experimentos

realizados por Barbara MacClintock envolvem o seguinte cruzamento e progénie:
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Figura 8 - Experimento de Barbara MacClintock

P)CS CDs/CDs; Ac/Ac” x Qch7ch+; Ac/Ac’

G) CDs; Ac cDs; Ac’
(Ds; Ac*

F1 esperada (Ds; Ac (Ds; Ac*
cDs*; A" | CDs/cDs": Ac/Ac* | CDs/cDs": Ac’/Ac’

50% B | =50% P

No entanto, 1 semente: C Ds/cDs Ac/Ac” %%

Cruzamentos entre variedades de milho. P = cruzamento parental; G = gametas;

Alelo C = permite a expressao da cor arroxeada da semente; Ds+ e Ac+ = indicam

auséncia dos elementos de dissociacao (Ds) e ativador (Ac).

Como pode ser observado nos resultados dos experimentos descritos na Figura
8, uma semente, entre milhares, apresenta fundo claro, com manchas roxas. O fendtipo
desta semente nao é explicado por quebra cromossémica, pois se o fundo nao apresenta
pigmentacdao significa que a quebra cromossbmica ocorre nos estagios iniciais de
desenvolvimento da semente e uma quebra nao é reestabelecida para explicar as manchas

roxas. Estas manchas indicam que o gene C volta a se expressar. Assim, Barbara MacClintock
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sugere que os elementos nao ligados Ac e Ds ndo causam a quebra cromossdmica, mas se
movimentam no genoma, inserindo-se em regides génicas, perturbam o funcionamento
do gene e depois transpdem-se para outra regido, permitindo o funcionamento do
gene novamente. A estes elementos foram dados os nomes de transposons, elementos
transponiveis ou elementos genéticos moveis. No caso do experimento de MacClintock, Ac
e Ds sdo transposons, mas apenas Ac apresenta a enzima transposase que permite que o
elemento seja removido de uma regiao e transposto para outra. O fendtipo da semente com
fundo claro e manchas roxas é causado pela transposicao de Ds no gene C nas primeiras
divisdes celulares da formacao da semente, o que impossibilita a expressao (cor) deste
gene. Mais tarde, no desenvolvimento desta, em algumas células, o transposon deixa o
gene C e, entao, as células e as células filhas, passam a expressar a coloracao, originando
as manchas roxas. Um exemplo semelhante de mosaicismo de coloracdo por transposon é

observado na flor conhecida popularmente como Boca-de-leao.

5.2 TRANSPOSON EM PROCARIOTOS

Apds a descoberta de Barbara MacClintock, é determinado que os transposons
estao amplamente distribuidos no genoma de uma diversidade de organismos, sendo muito
importantes na transferéncia horizontal (aquela que nao é por descendéncia) de genes de
resisténcia a antibioticos em bactérias, por exemplo. Existe trés classes de transposons em

procariotos, que se movimentam pela a¢cao da enzima transposase:

e elementos IS (do inglés Insertion Sequences), que significa sequéncias de
insercao — apresentam sequéncias terminais invertidas que sao adjacentes a

transposase;

42/81




e transposons compostos (Tn) — sdo originados quando dois elementos IS se
inserem muito préximos. Entre os elementos IS ha genes de resisténcia a
antibidticos. Assim, quando os transposons se movimentam, carregam o gene
da resisténcia consigo. O processo de conjugacdo bacteriano, transferéncia de
gene de uma célula doadora para uma receptora, encarrega-se da transferéncia
horizontal da resisténcia entre procariotos da mesma espécie e até mesmo de

espécie diferente;

e elementos ThA — caracterizados por apresentar repeticdes invertidas terminais
de 38 a 40 pares de bases, maiores que as dos outros tipos de transposons. Estas
repeticoes invertidas sao adjacentes a trés genes, tnpA (gene da transposase),
tnpR (gene da resolvase — importante na transposicdo do elemento), e bla

(gene de resisténcia a ampicilina).

O mecanismo de transposicao em procariotos é de dois tipos: replicativo (uma
copia do elemento é gerada na transposicao) e conservativo (ndo é produzida uma cépia
do elemento transponivel). Na transposicdo replicativa, uma cdpia é deixada no sitio
original e outra é gerada e transposta para outro plasmideo. Ocorre, entdo, a fusao dos
dois plasmideos e pareamento entre as duas copias. A enzima resolvase, produzida pelo

gene tnpR, separa novamente os dois plasmideos, cada um com uma cdpia do transposon.

5.3 TRANSPOSON EM EUCARIOTOS

Os transposons sao ainda mais disseminados no genoma de eucariotos do que de

procariotos. Estima-se que de 25 a 40% do genoma de mamiferos e metade do genoma
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do milho é resultado de processos de transposicao ao longo da histdria evolutiva, e que
cerca de metade das mutacdes espontaneas na mosca da fruta Drosophila é resultado de
transposicoes. A capacidade destes elementos de se copiar e se transpor, inclusive de forma
horizontal, confere rapida vantagem adaptativa em condi¢cdes adversas, demonstrando
a importancia destas sequéncias na evolucdao dos genomas. No entanto, a presenga de
muitos transposons inibe a transposicao de outros, de tal forma que, atualmente, a maioria
dos transposons perderam a capacidade de se movimentar, permitindo que os organismos
sobrevivam sem uma taxa de mutagénese extremamente danosa aos organismos.

Os transposons de eucariotos podem ser classificados em transposons e
retrotransposons. Estes, por sua vez, sao de dois tipos: elementos semelhantes a
retrovirus, retrotransposons virais, e retroposons. A diferenca entre os transposons e os
retrotransposons é que os retrotransposons se transpdem por meio de uma molécula
intermediaria de RNA, como os retrovirus e os transposons por meio da transposase. Ja a
diferenca entre os retrotransposons virais e os retroposons € estrutural, os retrotransposons
virais apresentam regides LTR (do inglés Long Terminal Region, que significa regidao longa
terminal), enquanto os retroposons nao apresentam estas regioes.

Exemplos de transposons ja descritos sao os elementos Ac e Ds do milho. Um
outro exemplo de transposon bem estudado é o elemento P de Drosophila. Este transposon
apenas é capaz de se movimentar em células germinativas. Em células somaticas, as quais
estes elementos geram sérios danos, nao é sintetizada a transposase, impossibilitando a
movimentacao do elemento. Quando, e somente neste caso, um ovdcito sem elemento
P (citoplasma M) é fecundado por um espermatozoide com elemento P (citoplasma P),
os hibridos gerados sao estéreis e com altas taxas de mutagdes, processo chamado de

disgenesia hibrida. A disgenesia hibrida é causada devido a ativacao do elemento P do
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espermatozoide pelo citoplasma M. Uma vez ativados, estes elementos induzem mutacdes
e quebra cromossdmica. Os elementos P sao recentes nas populacdes de Drosophila, pois
estoques de laboratorio de moscas coletadas antes da década de 50 do século passado nao
apresentam este transposon. O elemento P provavelmente se propaga entre as espécies de
Drosophila por meio de um virus natural.

Como exemplo de retrotransposon viral cita-se o elemento Ty (do inglés
Transposon yeast, transposon de levedura) em levedura e o elemento L1, localizado no
cromossomo 2 humano, que pode ser inserido, por replicacao reversa, no gene do fator VIlI,
no cromossomo X. A transposicao do elemento L1 nesta regiao do cromossomo X resulta
em hemofilia, a incapacidade ou coagulacao sanguinea ineficaz. Exemplos de retroposons
sao encontrados em Drosphila. S3o os retroposons associados ao telémero, HetA e TART (do
inglés Telomerase Associated Retrotransposon, que significa retrotransposon associado ao
telomero). Como visto no capitulo 3, existe perda da atividade da enzima telomerase, que
faz areplicacao da regiao telomérica ao longo do tempo, o que provoca o encurtamento dos
telomeros e consequente morte celular. Contudo, este processo é mais raro em Drosophila,
pois os dois retroposons se inserem na extremidade dos cromossomos, aumentando muito
esta regidao. Assim, mesmo que haja falha na atividade da telomerase, novos transposons

sao preferencialmente inseridos nesta regiao, mantendo a estrutura dos cromossomos.

Sugestdo de animacao:
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6 TRANSCRIGAD

6.1INTRODUGAD

A transcricao, ou sintese de RNA, é passagem da informacao genética dos
genes do DNA para uma molécula de RNA. Apenas as regides génicas sao transcritas
em RNA, as demais regides do DNA s3ao conhecidas como DNA ndo codificante. Apos
a transcricao, se a molécula de RNA transcrita for do tipo mensageiro, ou seja, uma
molécula de RNAm, ela sera traduzida no produto final do gene que é uma proteina.
A este processo é dado o nome de sintese proteica, ou traducao, que é abordado
no proximo capitulo, fechando o denominado Dogma central da Biologia Molecular
(capitulo 1). Todas as moléculas de RNA sao sintetizadas pelo processo de transcricao,
porém apenas o RNAm carrega o codigo genético para a traducdao em proteina. Assim,
nem todo produto génico é uma proteina, pode ser apenas uma molécula de RNA.

Relembrando os tipos de RNA descritos no capitulo 1:

e RNAm (RNA mensageiro), apresenta o cédon ou cdodigo genético para a

sequéncia de aminoacidos de uma proteina;

e RNAt (RNA transportador), carrega o anticédon de um aminoacido e transporta
0 aminoacido requerido ao ribossomo, organela em que ocorre a sintese

proteica;

e RNAr (RNA ribossdmico), constitui cerca de 50% da massa do ribossomo.
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Os tipos de RNA exclusivos de eucariotos sao:

e snRNA (do inglés small nuclear RNA, que significa pequeno RNA nuclear), tem
funcao no processamento do RNA (ao final deste capitulo), sendo considerado

uma ribozima (RNA com atividade enzimatica);

e scRNA (do inglés small cytoplasmic RNA, que significa pequeno RNA

citoplasmatico), responsavel por direcionar o trafego das proteinas celulares.

6.2 ESTRUTURA DO GENE

Antes de comecar a descrever o processo de transcricao € preciso entender a
estruturadogene. Comomencionadonaintroducaodeste capitulo,umgene é umasequéncia
do DNA gque carrega a informacao para a sintese, uma molécula de RNA. Apenas uma das
fitas do DNA daregido génica é transcrita em RNA, a outra fita é apenas complementar e nao
participa da transcricao. A regiao promotora do gene, aguela em que a enzima responsavel
pela transcricao, a RNA polimerase, reconhece e se liga ao gene, esta sempre no sentido 3’
da fita. Assim, o deslocamento da RNA polimerase na molécula de DNA se da no sentido 3’-
5, sintetizando, portanto, uma molécula de RNA que é complementar ao gene no sentido
5’-3’. Vale recordar que uma das pirimidinas do RNA é a uracila (U), ao invés da timina (T) do
DNA, de modo que a purina adenina (A) do RNA faz pareamento com U, no lugar de T. Se
um gene esta em uma fita do DNA, o proximo gene pode estar tanto na mesma fita, como

na fita complementar.
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A regido promotora do gene (extremidade 3’) estd localizada a cerca de 35 pares
de bases da proxima regiao, a regiao codificadora, que é transcrita na molécula de RNA.
Na regiao promotora dos genes, ligam-se diferentes proteinas que regulam, positivamente
ou negativamente a expressao dos genes (capitulos 8 e 9), além dos fatores que auxiliam
o processo de transcri¢ao, os fatores de transcricao e a propria RNA polimerase, enzima
fundamental para a transcri¢cdao. Na regiao promotora, a cerca de 10 pares de bases da regiao
codificadora, esta localizada a sequéncia conhecida como TATA box, que é reconhecida
como sitio de ligacao da RNA polimerase, caracterizada pela sequéncia TATAATG em
procariotos e TATAAAT em eucariotos. Apds a regidao promotora, esta a regido codificadora
dos genes. Cada regiao codificadora é transcrita em uma Unica molécula de RNA, contudo,
em caso de RNAm, esta molécula tem um RNAm multigénico, ou seja, que é traduzido em
duas ou mais proteinas diferentes. Em seguida a regiao codificadora, na extremidade 5/, a
regiao finalizadora do gene contém o sinal para cessar a transcricao, que é dado por uma
sequéncia de seis a oito timinas adjacentes, conhecida como regiao poli T.

Como mencionado, a enzima que transcreve a regidao codificadora do gene em
uma molécula de RNA complementar € a RNA polimerase. Existe apenas um tipo desta

enzima em procariotos e trés tipos em eucariotos:

e RNA poll (RNA polimerase |), responsavel pela sintese de RNAr 18S, 28S e 5,8S;

e RNA polll (RNA polimerase ll), sintetiza RNAmM;

e RNA pollll (RNA polimerase Ill), codifica RNAt, snRNA, scRNA, e RNAr 5S.
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A RNA polimerase procariotica é constituida por uma subunidade 3 (beta), uma
B’ (beta prima), duas a (alfa) e uma o (sigma). A unido do fator sigma as outras subunidades

desencadeia a fase de iniciagao nos sitios promotores, descrita a seguir.

6.3 FASES DA TRANSCRIGAO

A transcricdo, didaticamente, é dividida em trés fases: a iniciacao, a elongacao
ou alongamento, e a finalizacdo ou terminalizacao (Figura 9). Esta separacdo é apenas
didatica, visto que o processo de transcrigao € dinamico.

Na fase deiniciagao, a RNA polimerase reconhece a regiao promotora do gene, liga-
se ao TATA box, auxiliada por fatores de transcricao como TBF e TFIIH, ha o despareamento
da cadeia de DNA em que a RNA polimerase esta ligada, em procariotos ocorre a sintese de
uma sequéncia curta de oligonucleotideos com 2 a 9 pares de bases, que é entao liberado.
Outros fatores de transcricao impulsionam a RNA polimerase para a regidao codificadora do
gene, configurando o inicio da fase de elongacao da transcricao. Na regiao codificadora, a
RNA polimerase transcreve o DNA em uma molécula complementar de RNA até chegar a
sequéncia de poli T, na regiao finalizadora do gene, iniciando a fase de terminalizacao da
transcricdao. Em procariotos o término da transcricao é dado por um hexametro proteico,
chamado de fator rho, que se desloca no RNA nascente até a regiao denominada hair pin
(do inglés, que significa grampo de cabelo), sinalizando para a liberacdao do RNA recém
sintetizado. O hair pin no RNA nascente é caracterizado por um trecho rico em GC, que
permite que o RNA dobre sobre si mesmo e estabeleca pareamento entre essas bases,
assumindo uma estrutura semelhante a um grampo de cabelo. Em resumo, ao final do
processo de transcricao ocorre a liberacdao do RNA transcrito, a RNA polimerase se desliga

da regiao finalizadora do gene e o DNA assume sua conformagao original de dupla hélice.
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Figura 9 - Fases da transcrigao

RNA transcrito

V’\ Regido finalizadora

Regido promotora Regiao codificadora

6.4 PROCESSAMENTO DO RNAM DE EUCARIOTOS

Em procariotos, o RNAm é simultaneamente traduzido enquanto ainda esta
sendo transcrito. J4 em eucariotos, o RNAm precisa ser processado (também o RNAt e
RNAr) ainda no nucleo, onde foi sintetizado, antes de ser traduzido, no citoplasma. Uma
das etapas do processamento do RNAm é a adicao de uma guanosina metilada no carbono
7 (7MG) a extremidade 5’ do RNA transcrito, determinando a extremidade cap, importante
no reconhecimento do RNAm pelo ribossomo para o inicio da traduc¢ao (capitulo 7). Na
extremidade 3’ do RNAm, é adicionada uma cauda de poli A, cerca de 150 a 200 adeninas

adjacentes. Na maioria dos casos, o tamanho da cauda de poli A inserida nesta etapa do
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processamento, chamada de poliadenilacdao, determina a estabilidade o RNAm sendo,
portanto, um mecanismo de controle pds-transcricional da expressao do gene (capitulo 9).
Quanto maior a cauda, maior a estabilidade do RNAm, portanto, maior expressao do gene.
Mas ha excecdo para esta regra.

O transcrito recém-sintetizado € composto por regides de intros, segmentos
do RNA que ndo fazem parte do transcrito maduro, e éxons, porcdes que determinam a
sequéncia de aminoacidos das proteinas no processo de traducao, alternados. A etapa de
recomposicdao do processamento do RNA, ou splicing (em inglés), consiste na remoc¢ao dos
introns e a unidao do éxons. Esta etapa do processamento envolve uma estrutura chamadade
spliceossomo, que contém snRNAs, para esta remocao do introns, e é também importante
na regulacao da expressao génica. Alguns sitios para recomposi¢cao podem ser bloqueados
no RNAm, resultando em moléculas ativas e inativas de RNAm, dependendo da maneira
como a recomposicao ocorre (capitulo 9). Esta alternatividade da recomposicao também
resulta em diferentes tipos de RNAs, provenientes de um mesmo gene, que sao traduzidos
em isoformas proteicas. A descoberta da recomposicao altera, assim, o conceito um gene,
uma proteina, pois a recomposicao alternativa da origem a diferentes formas proteicas
provenientes de um mesmo RNAm de um unico gene.

A ultima etapa do processamento do RNA é a edicao, em que novos nucleotideos
sao inseridos, removidos, ou ainda modificados do RNAm transcrito. Existe intensa edicao
dos RNAm de genes mitocondriais do protozoario parasita Trypanossoma brucei, com a
insercao de varias uracilas (U) em diferentes regides do RNAm transcrito. Um exemplo de
edicao do RNAmMm em humanos é do RNAm da apolipoproteina-B, envolvida no transporte
de lipideos na corrente sanguinea. Existem duas formas desta proteina, uma mais longa,
produzida pelas células do figado, chamada de B-100, e uma mais curta, produzida pelas

células do intestino, chamada B-48. Ambas as formas sao produtos do mesmo gene, no
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entanto, a forma mais curta, B-48, é resultado da edicao do RNAm da apoliproteina-B. A
edicao realizada neste caso é uma modificacao de base, com a desaminac¢ao de uma citosina
(C), que acaba sendo convertida em uracila (U), como visto no capitulo 4. Esta conversao
de C para U, altera o cddon CAA (do aminodcido glutamina) para UAA, que é um cddon de
finalizacao da traducao (capitulo 7), resultando em uma proteina intestinal mais curta e

com propriedades bioquimicas ligeiramente diferentes da forma hepatica mais longa.

Sugestdo de animacao:

7 TRADUGAO

7.1INTRODUGAD

Este capitulo finaliza o Dogma central da Biologia Molecular (capitulo 1) com
a descricao do processo de traducao, ou sintese proteica. Apresenta-se como o coddn
genéticono RNAm, caracterizado pelas trincas de nucleotideos, é lido, traduzido na estrutura
primaria de uma proteina, ou seja, na sequéncia de aminoacidos desta. Isto significa que os
aminoacidos sao codificados pelos nucleotideos organizados em trincas do RNAm.

Existem 20 aminoacidos na natureza, no entanto, com o cddigo genético organizado
em trincas de nucleotideos, sao possiveis 64 arranjos diferentes (4 nucleotideos combinados
3a3=(4)3=64),0queilustra uma das caracteristicas do cddigo genético: ele é degenerado.

O cédon degenerado significa que um mesmo aminoacido é codificado por diferentes trincas
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de nucleotideos. Além disso, existem trincas que nao codificam qualquer aminodacido, mas
sao sinais de parada da traducao (Imagem1), sao elas: UAA (denominado de cédon ocre),
UAG (cddon ambar), e UGA (cédon opala). O cddon do aminoacido metionina (Met), AUG,
também é o cédon que sinaliza a iniciacao da traducao (Imagem 1). Em alguns casos, o

codon GUG, e mais raramente UUG, também representam cddons de iniciagao da traducao.

Imagem 1 — O codigo genético.
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Os cédons de parada da traducao, UAA, UAG e UGA, estao representados com Stop

na tabela (do inglés, que significa pare). E visualizado o carater degenerado do cédon,

o aminoacido serina (Ser), por exemplo, é codificado por seis trincas diferentes (UCU,

UCC, UCA, UCG, AGU e AGC).

Veja os codigos de abreviacao dos aminoacidos:

Apesar do cédigo genético ser degenerado ele ndo é ambiguo. Esta caracteristica
do cédon significa que um determinado cédon determina um Unico aminoacido e nenhum
outro. Por exemplo, como foi destacado na Imagem 1, o aminoacido Serina (Ser) apresenta
seis diferentes cédons (cddon degenerado), no entanto cada um dos seis cédons nao
determina qualquer outro aminoacido além de Serina.

A terceira caracteristica do codigo genético é que ele é universal, as mesmas
trincas codificam os mesmos aminoacidos em todos os organismos. Este carater permite
o desenvolvimento das técnicas do DNA recombinante e transgenia (capitulo 10), pois o
gene de uma bactéria, por exemplo, mesmo inserido em uma planta, produz a proteina
bacteriana por meio da maquinaria de traducao da planta. Porém, para quase todas as
regras ha excec¢Oes, para alguns protozoarios ciliados e RNAmM de mitocondrias (Quadro

5, ja destacada no capitulo 2).
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Técnica do DNA recombinante:

Quadro 5: Excecoes a universalidade do cédigo genético em protozoarios ciliados e RNAmM mitocondriais.

AGA e AGG

Maioria dos

: Arginina Isoleucina Cddon de parada
organismos

Protozoarios Cédon de
ciliados e RNAm Metionina Triptofano
mitocondrial parada

O RNAt também participa do processo de tradugao, com estrutura em forma
de trevo (Figura 3B, capitulo 1) este RNA é responsavel pelo transporte ao ribossomo
do aminoacido correspondente ao cddon do RNAm, apresentando na regidao de alca o
anticédon, que é complementar e se pareia com o cédon no RNAm.

O RNAr, por sua vez, participa como um componente estrutural da traducao,
compondo 50% da massa dos ribossomos, a organela onde ocorre a sintese proteica.
A outra metade da massa ribossomal é formada por proteinas. Os ribossomos sao
constituidos por duas subunidades, uma maior e outra menor, que apresentam indices
de centrifugacao em gradiente de sucrose diferentes (S) nos procariotos e eucariotos

(Quadro 6).
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Quadro 6: Constituicao e indice de centrifugacdo em gradiente de sucrose (S) das subunidades
ribossomais em procariotos e eucariotos

Procarioto Eucarioto

Subunidade Subunidade Subunidade Subunidade
menor maior menor maior

Constituicao 21 proteinas + 31 proteinas + 33 proteinas + 50 proteinas

RNAr 16S RNAr 5S e 23S RNAr 18S + RNAr 5S,
5,8S e 28S
30 50 40 60
Subunidades 70S 80S

unidas

As subunidades unidas apresentam um menor valor S do que a soma das duas

subunidades separadas.

Quando nao estao participando da sintese proteica, as subunidades ribossomais
encontram-se separadas, apenas se unem ao final da fase de iniciacdo da traducao. As

subunidades apresentam trés sitios ativos:

e sitio E (do inglés Exit, que significa saida), que é o local em que o RNAt

descarregado, sem o aminoacido correspondente ao seu anticodon, é liberado;
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e sitio P (de Peptideo), que é o local em que a enzima peptil transferase realiza a

ligacao peptidica entre os aminoacidos da proteina em formacao;

e sjtio A (de Amino-acil), para onde sdo trazidos pelos RNAts carregados com os

aminoacidos correspondentes ao cédon do RNAm.

O primeiro aminoacido a ser inserido € o correspondente ao cddon de iniciagao da
traducao, AUG, referente a Metionina. Esta primeira Metionina é uma forma diferenciada
das demais, chamada de N-formilmetionina, que é transportada para o sitio P do ribossomo,

ao contrdrio dos demais aminoacidos, que sao levados ao sitio A do ribossomo.

7.2 FASES DA TRADUGAD

Assim como o processo de transcricao (capitulo 6), a traducao, didaticamente,
também é dividida em trés fases: iniciacao, elongacao e terminalizacdao. Em todas as etapas
ha alto gasto energético e, por isso, requer o intermédio de moléculas energéticas e de
fatores de iniciacao (IF, do inglés Iniciation Factor), de elongacao (EF, do inglés Elongation
Factor) e liberacao (RF, do inglés Release Factor), respectivamente.

A fase de iniciacao é a mais distinta entre procariotos e eucariotos e as diferencas
sao destacadas a seguir. Ja as demais etapas sdao semelhantes entre todos os organismo.
Em procariotos, com o auxilio dos fatores de inicia¢ao, a subunidade menor do ribossomo
reconhece o RNAm a ser traduzido por meio do pareamento do RNAr 16S (Quadro
6) com uma sequéncia do RNAm, na extremidade 5, que é complementar ao RNAr da
subunidade menor. Essa sequéncia recebe o nome de Shine-Dalgarno em homenagem aos
cientistas que a descobriram. O ribossomo desloca-se no RNAm no sentido 5’-3’ até que

no sitio P da subunidade menor tenha o cddon AUG de iniciacdao. O RNAt carregado com
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N-formilmetionina, que apresenta a sequéncia UAC na regiao do anticddon, entra no sitio
E do ribossomo, hd o pareamento do cédon AUG no RNAm com o anticédon UAC do RNAt
carregado com N-formilmetionina e, entao, a subunidade maior do ribossomo se junta ao
complexo, finalizando a fase de iniciacao da traducao em procariotos.

Na fase de iniciacdo da traducao de eucariotos, o RNAt carregado com
N-formilmetionina entra no sitio P da subunidade menor do ribossomo, formando o que
€ chamado de complexo de iniciacao 43S, que nao tem o RNAmM. O complexo de iniciacao
43S (subunidade menor + RNAt carregado) reconhece o RNAm por meio da extremidade
cap, acrescentada a extremidade 5 do RNAmM no processamento do RNAm (capitulo 6). O
ribossomo entao se desloca no RNAm no sentido 5’-3’ até que o sitio P esteja preenchido
com o codon AUG de iniciacao da traducao e ocorra o pareamento do codon do RNAmM com
o anticddon do RNAt carregado. A subunidade maior se junta ao sistema, concretizando a
fase de iniciacao da traducao em eucariotos. Todas estas atividades sao mediadas por uma
maior variedade de fatores de iniciacao do que em procariotos.

Os fatores de elongacao medem as etapas da elongacao da traducao:

e parte 1: um RNAt, carregado com o aminoacido correspondente ao cddon do
sitio A do ribossomo entra neste local, chama-se, aqui, para fins didaticos, este

aminoacido de aal;

e parte 2: hd o pareamento entre cédon e anticddon e é estabelecida a ligacao
peptidica, catalisada pela peptidil transferase, entre a N-formilmetionina, que

esta no sitio P (ainda na fase de iniciacao), e aal do sitio A;

e parte 3: o ribossomo se desloca mais uma trinca em direcao a extremidade 3’
do RNAm.
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Com o deslocamento do ribossomo, o RNAt descarregado da N-formilmetionina
estd agora no sitio E do ribossomo, o sitio P esta ocupado agora com o RNAt carregado
com aal (que estava no sitio A) ligado a N-formilmetionina e o sitio A agora apresenta mais
um cddon de aminoacido. Assim, as partes 1, 2 e 3 se repetem: um RNAt carregado com
0 proximo aminoacido correspondente ao cdédon do sitio A, aall, entra no sitio A; ocorre o
pareamento do cddon do RNAm com o anticédon do RNAt de aall, a peptidil transferase
catalisa a ligacao peptidica entre aal, no sitio P, e aall no sitio A; o ribossomo desloca-se
mais uma trinca em dire¢ao a extremidade 3’ do RNAm. Com este segundo deslocamento,
o RNAt descarregado da N-formilmetionina que estava no sitio E do ribossomo, agora esta

fora do ribossomo; o RNAt do aal que estava no sitio P agora esta no sitio E; o RNAt de aall

OsitioAdoribossomo esta ocupado com o RNAt carregado com o aminoacido
leucina (Leu), ocorre a ligacao peptidica entre Leu (sitio A) e Met (sitio P).




O ribossomo desloca-se uma trinca: RNAt de Met descarregado no sitio E,
RNAt carregado de Leu ligado a Met no sitio P, e sitio A com RNAt carregado
com o aminoacido lisina (Lys). O ribossomo desloca-se mais uma trinca: RNAt
descarregado de Met fora do sitio E, sitio E ocupado pelo RNAt descarregado de

Leu, sitio P com RNAt carregado de Lys ligado a Leu que, por sua vez, esta ligado a
Met, sitio A com o cédon de parada da traducgao, finalizando a fase de elongacao
e iniciando a terminalizacdo da sintese proteica.

Na finalizagao da traducdo, fatores de finalizagao reconhecem os cdédons de
parada da traducao no sitio A do ribossomo, o peptideo é liberado do sitio P, assim como
os RNAts descarregados (um no sitio P e o outro no sitio E), e as subunidades menor e maior

do ribossomo se dissociam.

Sugestdo de animacao:

8 REGULAGAO DA EXPRESSAO GENICA EM PROCARIOTOS

8.1INTRODUGAD

A regulacdo da expressao génica é muito importante para os organismos, pois

se todos os genes fossem expressos ao mesmo tempo, em condi¢cdes nao requeridas, a
atividade celular seria impraticavel, devido ao tamanho do gasto energético desnecessario.
Durante o curso evolutivo, diferentes mecanismos de regulacao da atividade génica sao

desenvolvidos. Os organismos procariotos, especialmente, requerem mecanismos rapidos
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de controle da expressao génica pois estao sujeitos a repentinas alteracdes em seu ambiente,
enquanto os eucariotos superiores tém os efeitos de alteracdes subitas controladas pelo
sistema circulatério. Desta forma, os principais mecanismos que controlam a atividade
génica em procariotos sao em decorréncia de alteracdes a mudangas ambientais, enquanto
em eucariotos o controle prevalecente envolve circuitos pré-programados, em que a
ativacdo/repressdao de um gene ativa/reprime a ativacdo de outros, em uma cascata de
regulacdo da expressao génica.

A maioria dos genes de procariotos sdao regulados no nivel de transcrigao.
Existem proteinas ativadoras da atividade génica, que acionam a transcricao (capitulo 6) e
repressoras, as que reprimem a transcricao. As proteinas repressoras apresentam um sitio
de ligacao ao DNA e um sitio alostérico, ao qual se ligam moléculas efetoras. A seguir sao

descritos dois exemplos classicos de regulacdo da expressao de genes em procariotos.

8.2 REGULAGAOD DA SINTESE DE TRIPTOFANO

O aminodcido Triptofano (Trp) é componente das proteinas de procariotos.
No entanto, quando os organismos estao em ambiente rico neste aminoacido, como o
intestino de um hospedeiro que acaba de se alimentar, a sintese do aminoacido nao é
necessaria. Cinco produtos génicos sao necessarios para a sintese de Trp e os genes estao
arranjados continuamente com apenas uma regiao promotora antes deles, evidenciado que
suas expressoes sao controladas conjuntamente. Na regiao promotora, depois do sitio de
ligacao da RNA polimerase para a transcricao, sitio P, tem uma regidao, chamada de sitio O
(Operador), em que se liga a proteina repressora da sintese de Trp. Quando o repressor esta
ligado no sitio O, a RNA polimerase nao consegue se ligar a regido promotora do gene, nao

havendo a transcricao e, muito menos, a traducao deste grande RNAm multigénico, ou seja,
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a proteina repressora impede a expressao do gene. Com Trp no meio, a proteina repressora
tem alta afinidade ao DNA, pois o proprio Trp atua como uma molécula efetora que se liga
ao sitio alostérico da proteina repressora, aumentando sua afinidade ao DNA, impedindo a
transcricao, como descrito anteriormente. Contudo, na auséncia de Trp no meio, a proteina
repressora ndao tem a molécula efetora e perde a afinidade ao DNA, permitindo que a RNA
polimerase realize a transcricdo do RNAm que é traduzido nas proteinas responsaveis pela
sintese de Trp. Assim, apenas quando o microrganismo nao consegue obter o aminodcido

Trp do meio é que sua sintese é requerida.

8.3 OPERON-LAC

As bactérias obtém energia por meio de diferentes fontes de agucar. O sistema operon-
lac, que degrada o agucar lactose apenas € ativo, expresso, quando ha lactose no meio, e nao
ha glicose. Se ha glicose e lactose simultaneamente, a bactéria metaboliza a glicose ao invés da
lactose, pois a degradacao da glicose fornece mais energia a célula bacteriana que a lactose.
Por isso, para a expressao do operon-lac nao basta haver lactose, também nao pode ter glicose.

A estrutura do gene do operon-lac é bem semelhante aquela dos genes de sintese
de Trp, com uma unica regiao promotora que controla a sintese de trés genes, Z, Y e A, que
sao transcritos em um uUnico RNAm multigénico. Apesar dos trés genes serem regulados
conjuntamente, apenas dois, os genes Z e Y, estao envolvidos no metabolismo da lactose.
O gene Z tem como produto a [3-galactosidase, que é a enzima que quebra a lactose; o
gene Y, tem como produto uma permease que transporta a lactose para o interior celular,
aumentando a entrada desta molécula energética na célula; ja o produto do gene A é uma
transacetilase sem qualquer relacao com o metabolismo da lactose. A regido promotora

do operon-lac também apresenta o sitio P, de ligacdo da RNA polimerase e o sitio O, de
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Lactose \/ Glicose X

sitio O

sitio P

7 lactose

proteina repressora

ligacao da proteina repressora do operon-lac. Assim, o sistema operon-lac é constituido na
sequéncia pelas regides P, O, Z, Y e A.

A proteina repressora do operon-lac tem como molécula efetora, que se liga ao seu
sitio alostérico, a lactose. No entanto, neste caso, diferentemente da sintese do Trp, quando

a molécula efetora (lactose) esta ligada a proteina repressora, esta perde sua afinidade de

Lactose X

geneY
|

tradugédo
sitio P

WAAPAN RNAD

p-galactosidase . Transacetilase

Permease

A lactose € uma molécula efetora da proteina repressora do operon-lac que faz com
que esta perca a afinidade ao DNA, permitindo a ligacao da RNA polimerase no sitio
P do DNA, ativando a expressao do operon-lac. Sem a molécula efetora, ou seja, na
auséncia de lactose, a proteina repressora no operon-lac liga-se no sitio O do operon-lac,
impedindo que a RNA polimerase faca a transcricdo do sistema.

sem transcricdo e sem tradugdo




A expressao do operon-lactambém é impedida, como anteriormente mencionado,
pela presenca da glicose. A glicose impede a producdao de cAMP (Adenosina monofosfato),
AMP ciclico, por inibir a atividade da enzima adenilato ciclase, que converte ATP em AMP. O
cAMP é um importante cofator da proteina CAP, que, por sua vez, se liga ao sitio P do operon-
lac, sinalizando a RNA polimerase o local de ligacao no DNA. Desta maneira, sem cAMP,
devido a alta concentracao de glicose no meio, a RNA polimerase perde a afinidade ao DNA,
limitando a expressao do operon-lac. Esta inibicao do operon-lac por altas concentracdes

de glicose é chamada de repressao catabdlica.

Sugestdo de animacao:

9 REGULAGAO DA EXPRESSAQ GENICA EM EUCARIOTOS

9.1INTRODUGAD

Ja foi enfatizado no capitulo anterior a importancia dos mecanismos de regulacao
da expressao génica para que a célula sintetize somente as proteinas necessarias aquele
momento particular da célula e para adaptar-se, rapidamente, a uma mudanca, nesta
situacdo. Em eucariotos, a regulacdao da expressao génica vai muito além, ela também é
responsavel pela diversidade de tipos celulares e tecidos especializados nos organismos.
Considerando que todas células de um organismo tém o mesmo genoma, o que faz com
gue elas sejam tao distintas em morfologia e funcdao? Boa parte da resposta a questao esta

na evolucdo de um intricado e complexo mecanismo de regulacdao da expressao génica em
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eucariotos que permite que alguns genes sao expressos em determinados tipos celulares
e inibidos em outros. Esse sistema funciona como um circuito pré-programado de uma
cascata de ativacado e repressao da atividade génica.

Os mecanismos de regulacdao da expressao génica em eucariotos sao muito mais
complexos do que em procariotos, a comecar pela quantidade de fatores de transcricao
envolvidos no inicio do processo de transcricao e na quantidade de moléculas acentuadoras
e silenciadoras da atividade génica, que podem estar a varios kilobases de distancia dos
genes que estao regulando. Outra diferenca marcante entre a regulacdo da expressao
génica em procariotos e eucariotos refere-se a atividade das proteinas repressoras. Em
procariotos, as proteinas repressoras ligam-se ou ndao ao DNA em virtude da presenga ou
auséncia de uma molécula efetora ligada ao sitio alostérico. Em eucariotos, as proteinas
ativadoras e repressoras competem por um local de ligacdo ao DNA; proteinas ativadoras
e repressoras ligam-se, simultaneamente, ao DNA. No entanto, a proteina repressora inibe
a acao da ativadora; ou ainda a proteina repressora liga-se ao DNA nos estagios iniciais de
unido dos fatores de transcricao, impedindo que todos sejam ligados.

O mais importante mecanismo de regulacdao da expressao dos genes de procariotos
€ no nivel de transcricdao. Os genes de eucariotos apresentam varios casos de controle da
atividade génica, tanto no nivel de transcricao, como pds-transcricional ou de traducao. A seguir

sao descritos alguns exemplos destes niveis de regulacdo da expressao dos genes eucarioticos.

9.2 REGULAGAO TRANSCRICIONAL DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTOS

A propria estrutura da cromatina dos cromossomos € um mecanismo de
regulacdo da expressao dos genes. Pesquisas demonstram que a maquinaria da transcricao

consegue transpor o primeiro grau de compactacdo dos cromossomos, os nucleossomos.
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Como visto na disciplina de Genética Geral, os nucleossomos sdao constituidos por um
octamero de proteinas histonas circundadas por quase duas voltas de DNA, sendo esta
estrutura estabilizada externamente pela histona H1. No entanto, uma maior condensacao
cromossOmica impede a transcricao de genes, assim muitas regides génicas sofrem um
processo de heterocramtinizagao, cromatina altamente condensada, como um mecanismo
para desativar estes genes. O cromossomo X das fémeas de mamiferos é um exemplo deste
tipoderegulacdao.Duranteodesenvolvimento,umdoscromossomosXéheterocromatinizado,
impossibilitando praticamente quase todos os genes de serem expressos. Em cada célula
€ aleatoria a escolha do cromossomo X que sera heterocromatinizado, se o X de origem
paterna, ou o X de origem materna. O cromossomo X heterocromatinizado é visualizado
em microscopia 6ptica como os chamados corpusculos de Barr, nos nucleos das células,
proximo ao envoltdrio nuclear. O processo de condensacao e inativacao do X comeca em
um sitio de nucleacdao, com a metilagao de citosinas e se espalha a partir deste ponto, como

uma cristalizacao, por quase todo o cromossomo.

9.3 REGULAGAD POS-TRANSCRICIONAL DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTOS

O principal mecanismo de controle pds-transcricional da atividade génica é a
recomposicao alternativa, ou splicing alternativo, em inglés. Este mecanismo é previamente
apresentado no capitulo 6 deste e-book, como uma das etapas do processamento do RNA
de eucariotos. A recomposicao € a remocao dos introns, regides nao transcritas e uniao dos
éxons, regioes transcritas, do RNA recém-sintetizado, dispostos, alternadamente, no RNA
imaturo. Em alguns casos de regulacao génica, existe uma certa ambiguidade nas regides
intrénicas a serem removidas na formacao do RNA maduro. Esta ambiguidade é aleatdria

ou regulada, tanto positivamente, quanto negativamente. Como ja colocado no capitulo 6,
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a descoberta da recomposicao alternativa altera o conceito de gene, pois o produto de um
RNAmM nao necessariamente é apenas uma proteina, mas também suas isoformas, geradas
na recomposicao alternativa de um mesmo RNAm.

O mecanismo de determinacao do sexo em Drosophila exemplifica a regulacao
génica por recomposicao alternativa. Como visto em Genética Geral, a determinacao do
sexo na mosca da fruta se da por meio da proporcao de cromossomos X em relacao ao

numero de conjuntos autossomicos (A). Assim:

e se X/Aforigual a 0,5, ha o desenvolvimento de machos;

se X/A =1,0, o resultado é uma fémea;

se X/A <0,5, sdo originados individuos chamados de metamachos;

se X/A > 1,0, caracteriza o desenvolvimento de metafémeas;

se 0,5 < X/A < 1,0, o resultado sdo individuos intersexo.

Trés genes estao envolvidos na determinacao do sexo em Drosophila, SxI — Sex
lethal (do inglés, que significa sexo letal), tra - transformer, e dsx—doublesex (do inglés, duplo
sexo). Na via de determinag¢do dos machos (X/A = 0,5), os sitios de recomposi¢do resultam
em RNAm sx/ e tra ndao funcionais e os sitios de recomposicao no RNAm de dsx originam
um RNAm, cujos cédons finais sao de cerca de 150 aminoacidos macho especificos e a
proteina DSX tem como funcgao reprimir os genes de diferenciacao das fémeas, permitindo
o desenvolvimento de machos. Na via de determinacdo de fémeas (X/A = 1,0), todos os
RNAm (sx/, tra e dsx) sdao funcionais. Os sitios de recomposicdo do RNAm sx/ de machos sao

bloqueados pela propria proteina SXL funcional, que tem uma tradugao transitoria ativada.
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Esta recomposicao diferente do RNAm sx/ de fémeas gera a proteina SXL funcional, cuja
atividade é atuar como um bloqueador do sitio de recomposicdo do RNAm tra de macho.
A recomposicao alternativa do RNAm tra na via de determinacdao de fémeas, permite a
traducdo da proteina TRA. A proteina TRA, juntamente com outra proteina, denominada
TRA2, por sua vez, blogueia o sitio de recomposicao caracteristico do RNAm dsx de macho.
Assim, na via de determinacao de fémeas, a proteina DSX é composta por cerca de 30
aminoacidos fémea-especificos na extremidade carboxila, que tém a funcao de reprimir os
genes de diferenciacdao de machos, permitindo o desenvolvimento de fémeas.

Uma outra etapa do processamento do RNA de eucarioto, que é também um
mecanismo de regulacdo da atividade génica, é a alteracao do local de insercao da cauda de
poli A na extremidade 3’ do RNAm, da poliadenilacao (capitulo 6). A sintese de anticorpos a
serem secretados, ou que fazem parte da membrana dos linfocitos B, depende do local de
insercao da cauda de poli A na extremidade 3’ do RNAm. Existem dois cédons de término
da tradu¢dao no RNAm de anticorpos, um mais na metade da molécula e outro mais préximo
da extremidade 3 do RNAm. Na recomposicao do RNAm dos anticorpos que fazem parte
da membrana plasmatica dos linfécitos, o primeiro cédon de finalizacdao é também uma
sequéncia intronica, sendo removido do RNAm maduro. Além disso, a clivagem deste
RNAm para insercao da cauda de poli A se da mais proxima da extremidade 3’ do que
no RNAm de anticorpos a serem secretados. O resultado é que o RNAm de anticorpos a
fazerem parte das membranas dos linfécitos produzem anticorpos de cadeias polipeptidicas
maiores que os anticorpos secretados e com a extremidade carboxila hidrofdbica, que se
posiciona na bicamada lipidica da membrana plasmatica. Os anticorpos a serem secretados
sao menores, pois o primeiro cddon de finalizacdo nao é removido neste RNAmM. Além
disso, a clivagem do RNAm para insercao da cauda de poli A ocorre logo apds o primeiro

cddon de finalizacdo da tradugao. Assim, o segundo cédon de finalizacao é removido do
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RNAmM maduro dos anticorpos a serem secretados. Os anticorpos a serem secretados dos
linfocitos sao caraterizados por apresentarem aminodcidos carboxi-terminais hidrofilicos.
O transporte do RNAm processado do nucleo para o citoplasma, em que ocorre
a sintese proteica, depende, principalmente, da adequada adicdo da extremidade cap na
extremidade 5" do RNAm, da adicao da cauda de poli A na extremidade 3¢, e da remocao
dos componentes do splicing (capitulo 6). Desta maneira, também o transporte do RNAm
processado é alterado de modo a regular a expressao génica, pois os RNAm retidos no
nucleo ndo sao traduzidos. Cerca de 50% dos RNAm transcritos sao degradados ainda no
nucleo, alguns sao moléculas funcionais em um outro tipo celular. Muitas vezes o sucesso

dos RNAm no citoplasma é bloqueado e, por isso, os RNAs sao degradados.

9.4 REGULAGAO NO NIVEL DE TRADUGAO DA EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTOS

Em alguns casos, mesmo o RNAm maduro transportado do nucleo para o
citoplasma nao é traduzido, dependendo do tipo e condi¢des celulares. A localizagcdo do
RNAmM no citoplasma é muito importante para a ocorréncia da tradugao. Por exemplo,
existem RNAmM que sao traduzidos por polirribossomos livres no citoplasma, enquanto
outros sao destinados a traducao por ribossomos presos a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso. Assim, a adequada sinalizacdao do destino da sintese proteica
esta sob o controle celular e qguando ela ndo acontece, a atividade génica é interrompida.

Os RNAm traduzidos e secretados do reticulo endoplasmatico rugoso tém
a sintese iniciada em ribossomos livres. Assim que uma determinada sequéncia de
aminoacidos amino-terminais emerge do ribossomo, chamada sequéncia sinal, esta é
reconhecida pela proteina PRS (Particula Reconhecedora do Sinal) e a sintese proteica

é interrompida. Todo o sistema (ribossomo, RNAm, peptideo crescente, e PRS) sdo
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levados a membrana do reticulo e quando a PRS se liga a um receptor na membrana
desta organela, a sintese proteica continua e o peptideo sintetizado é introduzido na luz
do reticulo por meio de um poro na membrana.

A aconitase é uma proteina que regula a atividade de genes diferentes, a
ferritina e a transferrina, de maneiras distintas durante o processo de traducao, por
meio de bloqueio do inicio da traducdo, no primeiro caso (ferritina) e de alteracao
da estabilidade do RNAm, o segundo caso (transferrina). A aconitase tem afinidade
de ligacao ao RNAmM na auséncia de ions ferro na célula, tanto na extremidade 5'do
RNAm, quanto na 3’. Na presenca de ferro na célula, este se liga a aconitase, fazendo
com que ela perca a afinidade ao RNAm. A ferritina é responsavel pelo armazenamento
de ferro na célula, desta forma, esta proteina é necessaria somente quando existe
ferro intracelular para ser armazenado. Entao, na presenca de ferro a aconitase nao
estd ligada a extremidade 5'do RNAm da ferritina (extremidade cap), permitindo que
o ribossomo se ligue nesta regido e realize a traducgao desta proteina. Na auséncia de
ferro, a aconitase se liga a extremidade cap e impede que o ribossomo traduza o RNAm,
na situacao em que a atividade da ferritina ndo é necessaria (Figura 9.1).

A transferrina é uma proteina transmembrana que acentua a entrada de ferro
na célula, esta atividade é requerida quando nao ha ferro no meio intracelular. Assim,
na auséncia de ferro a aconitase se liga a extremidade 3’ do RNAm da transferrina, na
regido da cauda de poli A, que em geral aumenta a estabilidade do RNAm (Capitulo 6).
Na auséncia de ferro, a aconitase faz uma “protecao” da cauda do RNAm da transferrina,
impedindo sua degradacao, permitindo sua traducao e consequentemente aumenta a
captacao de ions ferro no meio extracelular para o meio intracelular. Na presenca de

ferro dentro da célula, a atividade da transferrina ndao é necessaria. A ligacao de ions
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ferro a aconitase faz com que esta perca a afinidade ao RNAm e se desligue da cauda de
poli A na extremidade 3’ do RNAm da transferrina. O RNAm perde, entao, a estabilidade

gue era fornecida pela aconitase, sendo mais rapidamente degradado e diminuindo,

portanto, a producdo de transferrina (Figura 12).

Figura 12 - Atividade da aconitase na regulacao da expressao dos genes da ferritina e transferrina na
auséncia e presenca de ferro

Ferro X
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RNAm estavel | traducdo RNAmM ndo estavel
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RNAm e inibindo sua tradugao.

Atraducdao dos RNAm de eucariotos também é controlada pelo tamanho da cauda
de poli A na extremidade 3. Os RNAm de eucariotos tém uma meia vida, estabilidade,
superior aos RNAm de procariotos. Em grande, a estabilidade do RNAm, seu tempo

de sobrevivéncia no citoplasma depende do tamanho da cauda de poli A inserida no
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processamento do RNAm (capitulo 6). Uma cauda de, no minimo, 30 adeninas é requerida
para um RNAm estavel. Assim, o periodo de duracao e traducao do RNAm depende tanto
do acréscimo quanto da remocao seletiva de adeninas da regidao. Ovdécitos em maturacao
contém grande quantidade de RNAm no citoplasma que nao sao traduzidos até, ou quando
estes forem fertilizados. Os RNAm armazenados dos ovdcitos imaturos apresentam caudas
de poli A com cerca de 10 a 30 adeninas, a maturacdo e/ou fertilizacdo requer a sintese
das proteinas dos RNAmM armazenados. Assim, a cauda de poli A dos RNAm é aumentada,

desencadeando sua traducao.

10 TRANSGENICOS

10.1INTRODUGAD

Transgénicos eucariotos sao definidos como organismos em que é inserido DNA
exogeno, de outra espécie. No entanto, alguns transgénicos sdao gerados com a incorporacao
de DNA da mesma espécie, como em casos em que a atividade de um gene defeituoso é
substituida pela insercao de um funcional. Existem diferentes métodos para a insergao de

um DNA exdgeno em uma célula eucaridtica:

e por transformac¢do, em que processos quimicos e/ou fisicos tornam as células
eucariotas competentes a receber DNA exdgeno. Estes processos criam aberturas

na parede celular/membrana plasmatica que permitem a entrada do DNA na célula;

* porinjecao, com uma micro-inje¢cao contendo o DNA em solugao. O DNA exdgeno

é inserido, geralmente, em células zigdticas e embrionarias;
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e por infecgao viral. Um virus atenuado (sem a capacidade de causar doenca), que
geralmente infecta a espécie, € modificado com segmento de DNA de interesse. No
processo normal de inser¢cdao do genoma viral na célula eucariota hospedeira, o virus

atenuado e modificado também infecta o genoma hospedeiro com o DNA exdgeno;

e bombardeamento, é utilizado um disparador de projéteis, geralmente esferas
de tungsténio, revestido com DNA exdgeno nas células eucaridticas. Dessa
maneira, o DNA de interesse consegue transpor a parede celular/membrana

plasmatica e penetra na célula eucaridtica;

* CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats,
que significa repeticdes palindrbmicas curtas agrupadas e regularmente

interespacadas) CAS 9, esta é uma tecnologia muito recente de transgenia por

meio de enzimas bacterianas (CAS 9) de defesa contra o ataque de bacteriéfagos
(virus que infectam bactérias). A enzima CAS 9 cliva sequéncias palindromas (a
sequéncia é a mesma, nao importando o sentido de leitura, por exemplo AATTAA)
curtas e repetidas do DNA viral, destruindo-o. Estas enzimas sao usadas, por
exemplo, para clivar um gene nao funcional e substitui-lo por um alelo funcional,
para apagar genes, como também para inserir segmentos de DNA exdgeno com

diferentes atividades vantajosas ao organismo transgénico receptor.

Para melhor ilustragcdao acompanhe o video:
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https://www.youtube.com/watch?v=FNqGjHdV2kE

Uma das vantagens desta nova tecnologia para transgenia em relacao as demais
€ conhecer os sitios especificos de inser¢cao do DNA exdgeno. Nos outros processos de
transgenia nao é possivel conhecer, ao certo, a regidao do genoma hospedeiro em que o
DNA exdgeno é inserido, podendo, inclusive, a transgenia resultar em mutagénese.

Independentemente da técnica aplicada para a incorporagao do DNA exdgeno,
este DNA deve ser unido a algum vetor modificado, por meio da tecnologia do DNA

recombinante.

Video: Técnica do DNA Recombinante.

Os organismos transgénicos, ou geneticamente modificados sao elaborados com
diferentes objetivos na pesquisa basica e aplicada, existindo muita polémica quando se
considera a producado de alimentos transgénicos. O receio dos criticos a producao destes
alimentos é que o DNA exdgeno possa causar alergias nos consumidores. No entanto,
nenhuma pesquisa, até o momento, efetivamente demonstrou esta relagao. O fato é que
a escalada na producao de alimentos sé é possivel por meio da tecnologia dos transgénicos,
com a construcao de plantas resistentes a diferentes doencas e pragas que muito limitam
a producao. Contudo, outras questdes surgem, como se esses organismos modificados
podem contaminar os tipos selvagem, causando um desequilibrio ecolégico. Os produtores
de transgénicos garantem que as plantas sao estéreis, o que gera outra controvérsia, pois
para serem competitivos os pequenos agricultores devem sempre comprar as sementes
transgénicas patenteadas pelas grandes empresas. Outra questao é se a producdo de plantas

resistentes a herbicidas ndao expde os consumidores a altas concentracdes de produtos
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https://www.youtube.com/watch?v=PmM6jQ2wl5A

toxicos, visto que o produtor ndo economiza na aplicagao dos herbicidas, pois ndo ha receio
em matar a planta de interesse juntamente com as consideradas daninhas a producao.
Debate envolvendo os organismos transgénicos a parte, a seguir sao descritas

aplicacdes muito importantes desta tecnologia.

10.2 TRANSGENIA EM PLANTAS

Antes da tecnologia CRISPR CAS 9, o vetor mais amplamente utilizado para
a producao de plantas transgénicas era a bactéria encontrada no solo Agrobacterium
tumefaciens. Este procarioto, normalmente, infecta as plantas causando uma enfermidade
chamada de doenca da galha, que consiste em proliferacdao acentuada de células (tumor)
na base da planta. Na tecnologia transgénica, esta bactéria é atenuada, sua capacidade
de causar a doenca é desligada. No entanto, a habilidade de infectar a planta permanece
intacta. O plasmideo Ti do A. tumefaciens apresenta tanto os genes para a producao do
tumor, como os genes capazes de transferir a regido produtora do tumor, o T-DNA, no
genoma vegetal. O plasmideo Ti é modificado de modo que resta apenas uma peqguena
porcao do T-DNA, o que elimina os genes do tumor, ligado ao gene de interesse. Assim,
quando esta bactéria alterada infecta as células vegetais, ha transferéncia para o genoma
da planta hospedeira do DNA exdgeno e nao dos genes responsaveis pelo desenvolvimento
da doenca da galha.

Uma das aplicacbes da transgenia na pesquisa basica € a de genes reporteres.
Existem genes nos organismos que, por apresentarem baixa expressao, sao de dificil
localizacao espacial (em que lugar do organismo o gene se expressa?) e temporal (existe
uma fase especifica do desenvolvimento em que o gene se expressa?). Assim, a regiao

promotora que antecede o gene de interesse é ligada a regiao codificadora de um gene
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de facil visualizacdo da expressao, o gene reporter, de modo que quando sao promovidas
as condicdes para a expressao do gene em estudo, este sera anunciado, reportado, com a
expressao do gene reporter.

Com este objetivo foi produzido um tabaco transgénico com gene da luciferase
produzida pelos vagalumes, utilizando como vetor o A. tumefaciens modificado. A luciferase
é responsavel pelo brilho no escuro dos vagalumes. A enzima catalisa a reacao entre a
luciferina e o ATP, produzindo luz. Quando o tabaco transgénico é borrifado com uma
solucao de luciferina, ele emite luz. Assim, o gene da luciferase, visualizado com o brilho no
escuro, apresenta o mesmo padrao de expressao do gene em estudo.

Outras plantas transgénicas produzidas com a mesma técnica foram a soja
resistente ao pesticida glifosato, que gerou algumas das controvérsias discutidas na
introducao deste capitulo, e o milho resistente a broca do milho europeu. Neste ultimo
exemplo, a resisténcia do milho transgénico é especifica para a larva de inseto que o ataca,
nao tendo efeito em outros insetos, nem em pessoas ou outros mamiferos. A regiao do
T-DNA do plasmideo Ti de A. tumefaciens é ligada a regides génicas que codificam toxinas
produzidas pela bactéria Bacillus thuregensis, chamadas toxinas Bt. Estas endotoxinas
causam furos no tubo digestivo das larvas de insetos. O milho transgénico é capaz, entao,

de se defender de sua principal praga.

10.3 TRANSGENIA EM ANIMAIS

Alguns animais transgénicos foram gerados com a funcao de produzir grande
guantidade de farmacos, por exemplo a producao do ativador do plasminogénio, usado para
dissolver coagulos sanguineos, no leite de ovelhas. Para atingir este objetivo, um plasmideo

foi construido com o promotor do gene da B-lacto-globulina, expresso apenas no tecido
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mamario, ligado a regiao codificadora do ativador do plasminogénio. Este DNA foi injetado
em pro-nucleo de um zigoto de ovelha que foi entdao implantado em uma mae adotiva. Esta
prole transgénica expressa o gene de interesse apenas no tecido mamario, todas as vezes
que a expressao do gene da [-lacto-globulina é ativada, também é estimulada a produgao
do ativador do plasminogénio. Desta forma, é possivel purificar grandes quantidades de um
produto génico de interesse do leite.

Um outro emprego da transgenia, em animais, € na terapia génica. Existem
camundongos que tém um gene mutante recessivo little (lit), que resulta em animais andes,
curados por transgenia. Apesar destes mutantes apresentarem o gene do horménio do
crescimento, ele ndo é expresso. Em zigotos foram injetados homozigotos recessivos lit/lit DNA
construido com a regido codificadora do hormonio do crescimento ligada a regiao promotora
de um gene de metalotioneina de camundongo. A funcdao dos genes da metalotioneina é
detoxificacao celular contra metais pesados. Toda vez que os camundongos transgénicos sao
expostos a metais pesados ao longo do desenvolvimento, além dos genes da metalotioneina
regulares do genoma dos camundongos serem expressos, também é estimulada a producao
do DNA exdgeno, ligado a segmentos génicos ativos do hormoénio do crescimento. Os
camundongos transgénicos lit/lit atingiram tamanho semelhante aos camundongos selvagens
lit+, com o DNA exdgeno funcionando como um alelo dominante. Essa terapia génica nao
fornece uma cura real da mutacao, pois o local de insercao do DNA exdgeno nao é no mesmo
locus do alelo mutante, mas esta tecnologia é promissora em mascarar o defeito.

A mesma técnica da regidao codificadora do horménio do crescimento ligada a
regiao promotora de genes da metalotioneina foram empregadas em salmao para fins
comerciais. Os peixes transgénicos apresentaram peso cerca de 11 vezes superior aos

peixes nao transgénicos.
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Nas terapias génicas, descritas nos exemplos dos camundongos e salmdes, o DNA
exogeno foi inserido em células zigdticas. Um outro tipo de terapia de células da linhagem
germinativa que pode ser empregada em humanos é transferir o DNA exdgeno no estagio
de blastocisto. No entanto, pelo que foi divulgado, esta técnica de terapia ainda nao foi
aplicada em humanos. A terapia de células germinativas pode alterar tanto algumas células
somaticas em que a transferéncia ocorre, como também as células germinativas, podendo
fazer com que algumas células gaméticas produzidas pelo individuo transgénico apresentem
o efeito do DNA exdgeno.

Exemplos de terapia génica em humanos fornecidos sao de terapia génica
somatica, que ameniza o efeito de uma doenca que afeta células somaticas especificas.
Nesta técnica, uma amostra de células defeituosas do individuo é retirada, sao introduzidas
copias do gene funcional clonado e estas células, agora transgénicas, sao reintroduzidas
no individuo afetado. Um exemplo de vetor de transferéncia do gene funcional na célula
somatica defeituosa é a utilizacdo de um retrovirus, atenuado, com o gene de interesse
em seu genoma. A infeccao normal do retrovirus na célula afetada leva a transferéncia
do gene de interesse para o genoma da célula hospedeira. A limitacao desta técnica, na
terapia génica, é que o retrovirus infecta apenas células em constante divisao celular, como
as células sanguineas, além de poder causar uma outra mutacao, dependendo do local
do genoma em que o DNA exdgeno é inserido. Esta terapia foi usada, com sucesso, no
tratamento da doencga conhecidacomo doencga dabolha, em que osindividuos sao mutantes
para a enzima sanguinea adenosina desaminase (ADA), causando uma imunodeficiéncia
severa nesses pacientes.

Um vetor mais adequado para a terapia génica somatica em humanos é o
adenovirus. Este virus ataca as células do epitélio respiratério e nao insere o material

genético no genoma do hospedeiro, mas permanece como um cromossomo extra em todas

78/81




as células infectadas, ndo causando mutacao no genoma hospedeiro como os retrovirus. A
outravantagem deste vetor, emrelacao ao retrovirus, é que ele infecta células diferenciadas,
podendo, em tese, ser usado como vetor para a terapia da maioria dos tecidos humanos.
Adenovirus atenuados e portadores do alelo selvagem da fibrose cistica sao sendo usados
para abrandar os efeitos deletérios no sistema respiratérios de pacientes com esta doenca.
O tratamento da fibrose cistica, por este método, ainda tem a vantagem de nao ser invasivo,
pois os individuos afetados utilizam um spray nasal para inserir o adenovirus modificado

em seu sistema respiratorio.

Sugestdo de animacao:

CONSIDERAGOES FINAIS

A Genética Molecular esta em constante evolucao, novas descobertas e
tecnologias que permitem o acesso e manipulagao do material genético surgem a cada
instante. Por isto, além da necessidade de se manter atualizado, é de extrema relevancia
conhecer a metodologia por tras desta ciéncia e, assim, avaliar os reais impactos das
técnicas na sociedade, os limites éticos da alteracdo do genoma dos organismos e
distinguir a ciéncia das falacias e mitos. Quando um cientista faz uma planta brilhar no
escuro, ou uma orelha humana se desenvolver no dorso de um camundongo, o objetivo
das pesquisas ndao é construir aberracdes, brincar de Deus, mas sim, nestes exemplos,

entender os fatores e condi¢cdes que podem ou nao interferir na expressao de genes. O
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conhecimento destas metodologias e objetivos diferencia o bidlogo licenciado do publico
leigo, manipuldvel por informacodes falsas de ideologias que nada tém a contribuir com
o desenvolvimento da ciéncia. Por outro lado, também torna possivel questionar as
verdadeiras intencdes de determinadas pesquisas que ferem a ética cientifica, visam
apenas lucro, e colocam o delicado equilibrio do meio ambiente em risco.

Este e-book pretendeu contribuir para a apresentacdo de alguns tdpicos
importantes da Genética Molecular, fornecendo subsidios para o entendimento e analise

critica das controvérsias que envolvem esta ciéncia.
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