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Como ocorre
a replicacdo do DNA

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Apresentar as importantes descobertas relacionadas ao
mecanismo de duplicacdo do material genético, chamado
replicacao.

e Compreender a importancia que esse mecanismo exerce
sobre a perpetuacao da vida de todos os seres.

Pré-requisitos

Conhecimentos adquiridos nas aulas sobre
estrutura do DNA (2 a 4 Médulo 1).
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Apds a comprovacdo da natureza do material genético, ou seja, da
descoberta de que o DNA é a molécula que armazena toda a informacao
gue sera utilizada pelo organismo para manifestar as suas caracteristicas
fenotipicas, através da producdo de proteinas, surgiu o desafio de
desvendar o mecanismo pelo qual essa informacdo é passada de uma
célula-mae para uma célula-filha durante o processo de divisdo celular.

Vocé deve estar lembrado de que o modelo desenvolvido por Watson e
Crick, em 1953, descreveu a molécula de DNA como uma dupla-hélice
formada por fitas antiparalelas compostas pelos nucleotideos A, T, G e C.
Deve lembrar-se, ainda, de que as duas fitas permanecem ligadas através
de ligacoes fracas do tipo pontes de hidrogénio formadas entre as bases
nitrogenadas dos nucleotideos, sendo que a Adenina forma duas pontes de
hidrogénio com a Timina, e a Guanosina forma trés pontes de hidrogénio
com a Citosina. Esse modelo mostrou ser ideal para o armazenamento e
transmissao da informacao genética, mas vocé deve estar se perguntando
0 porqué desta afirmacdo. Vamos observar o esquema apresentado na

Figura 9.1 e acompanhar o raciocinio a seguir.
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Figura 9.1: Quando duas fitas de DNA estdo ligadas por pontes de hidrogénio, as pontes podem ser rompidas.
Assim, a base nitrogenada de cada nucleotideo presente em cada uma das fitas apresenta a capacidade de formar
pontes de hidrogénio com a base nitrogenada complementar de um outro nucleotideo.

CEDERJ 9

AULA H MODULO 2



Biologia Molecular | Como ocorre a replicacdo do DNA

10 CEDERJ

O DNA é composto por duas fitas complementares, certo?
As ligagoes entre as duas fitas sio do tipo pontes de hidrogénio, que
podem ser facilmente rompidas e restauradas conforme jd estudamos
na Bioquimica. Muito bem, entdo essa estrutura de dupla-hélice pode
ser rompida com uma certa facilidade levando a formacao de duas fitas
simples. Pois bem, cada uma das bases nitrogenadas de cada um dos
nucleotideos presentes em cada uma das fitas separadas estdo aptas a formar
pontes de hidrogénio com as bases nitrogenadas de outros nucleotideos.

Se houver uma Adenosina livre, ela podera formar duas pontes de
hidrogénio com uma Timina. Da mesma forma, se houver uma Citosina
livre, ela poderd formar trés pontes de hidrogénio com uma Guanosina
e assim, sucessivamente, todas as bases poderdo se ligar a novas bases,
de modo que duas novas dupla-hélices poderdo ser formadas a partir
de duas fitas simples.

Parece simples, ndo é? Esse mecanismo foi proposto por Watson
e Crick na ocasido da divulgacdo da estrutura do DNA, e recebeu o
nome de replicacio, que implica a potencialidade de se produzir infinitas
réplicas de um DNA a partir de uma unica dupla-hélice. Mais adiante,
veremos em detalhes como esse mecanismo ocorre.

Vejamos, agora, quais as possibilidades disso acontecer. Em
teoria, a replicacio do DNA poderia ocorrer de trés diferentes maneiras,

conforme ilustrado na Figura 9.2.



(a) Semiconservativa
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A replicagdo semiconservativa mostrada na Figura 9.2.a (modelo
defendido por Watson e Crick) implica na sintese de duas moléculas-filhas
de DNA na qual a fita original da molécula-mae, que foi utilizada como
molde, é mantida (por isso é chamada semi, que quer dizer metade!),
e a segunda complementar corresponde a fita-filha sintetizada a partir
do molde.

A replicacdo conservativa mostrada na Figura 9.2.b implica na
sintese de duas fitas complementares, que usam a molécula-mie como
molde, mas, apds a sintese, essas moléculas seriam separadas dos seus
moldes e formariam uma nova molécula, de modo que a molécula-mae
manteria as duas fitas originais conservadas.

A replicagdo dispersiva, por sua vez, mostrada na Figura 9.2.c,
implica na sintese de duas fitas complementares, que usam a molécula-mae
como molde, mas, ap0s a sintese, as moléculas resultantes seriam formadas
pela juncdo de partes da fita-mae e partes da fita recém-sintetizada, gerando

moléculas mistas.

Figura 9.2: Os esquemas
apresentam os trés possiveis
tipos de replicacado: (a) semi-
conservativa; (b) conservativa
e (c) dispersiva.
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O primeiro modelo parece o mais simples, ndio é mesmo? E
também o mais 6bvio, por isso foi defendido por Watson e Crick logo
no inicio. A solug¢io das duvidas muitas vezes se encontra na realizaciao
de experimentos elegantes e inteligentes. Acompanhe o que foi feito.

Em 1958, Matthew Meselson e Franklin Stahl utilizaram a bactéria
Escherichia coli para desvendar o modelo. Os pesquisadores cultivaram
Escherichia coli em meio contendo um is6topo de nitrogénio pesado, N5,
em substitui¢do ao isdtopo normal N'*. As bases nitrogenadas do DNA
possuem nitrogénio. Assim, 0 DNA das células que foram crescidas na
presenca de N apresentaram uma densidade maior do que o DNA das
células crescidas na auséncia de N3,

Vocé deve estar pensando: “Mas como é que eles fizeram para
separar o DNA mais denso do DNA menos denso? E quem era quem?”
Entdo, vamos tentar entender, explicando a técnica que foi utilizada.
Vocé pode acompanhar a explicagdo seguindo o esquema mostrado na

Figura 9.3.



(1) Prepara uma solucdo de CsCl a 6M e adicionar
a mistura de DNA contendo N'*e N

(2) Centrifugar a 50.000 rpm por 48 a 72 horas

—> forca centrifugal
=> difusdo

S-S A
<

= =

(3) O equilibrio é estabelecido entre forca centrifugal e difuséo,
gerando um gradiente de concentra¢do de CsCl.

Densidade ¢ .

(g/em?)

IO === Densidade do DNA leve

1710 wmmmemmmmmmmnnmeeneees de E.coli contendo N'#
Densidade do DNA pesado

1’724 ......................... de Ecoh con‘tendo N15

1,750 -oromeenseanee e

Figura 9.3: Gradiente de equilibrio de densidade de Cloreto de Césio.

A densidade da maioria dos DNAs é semelhante a densidade de
solugdes concentradas de sais pesados, tais como Cloreto de Césio (CsCl).
Por exemplo, a densidade do CsCla 6M ¢ de cerca de 1,7 g/cm, e a densidade
do DNA de Escherichia coli contendo N'* é de 1,710 g/cm?®. A substituicdo
de N por N aumenta a densidade do DNA para 1,724 g/cm’. Quando
uma solugio de CsCl a 6M é submetida a centrifugagdo em alta velocidade
(30.000 a 50.000 revolugdes por minuto) durante 48 horas, ocorre a

formag¢ao de um gradiente de equilibrio de densidade.

CEDERJ
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A forga centrifugal causada pela centrifugacio em alta velocidade
sedimenta o sal no fundo do tubo. Em contrapartida, a for¢a de difusio
resulta no movimento de moléculas de sais de volta para a parte superior
do tubo, s6 que em concentracio baixa. Apds um tempo longo de
centrifugacido, o equilibrio entre a for¢a de centrifugagdo e difusio
é atingido, de modo que nesse momento existe um gradiente linear
crescente de concentracdo de sal do topo para o fundo do tubo.

A densidade do CsCl a 6M é de cerca de 1,7 g/cm?® no equilibrio.
Apbs a centrifugagdo, o gradiente linear de densidade ird variar de
1,65g/cm? no topo do tubo a cerca de 1,75 g/cm?® no fundo do tubo. Se
houver DNA nessa solu¢do de CsCl e, conseqlientemente, no gradiente,
0 mesmo se movera para uma posi¢dao na qual a densidade da solugao
de CsCl seja igual a dele.

Assim, um DNA com densidade 1,71 g/cm? estara em uma posi¢ao
diferente de um DNA com densidade 1,724 g/cm?, 0 que tornard possivel
a separacao do DNA mais denso do DNA menos denso.

Voltemos agora para o experimento de Meselson e Stahl. Apos
o cultivo das células durante algum tempo na presenca de N, todo o
DNA estava mais pesado que o normal (mais denso). O proximo passo
foi retirar todo o meio de cultura contendo N' e adicionar meio de
cultura contendo o N™* .

A Escherichia coli se divide a cada vinte minutos, de modo que,
apos cada divisao, um ciclo de replicagio do DNA estd completo. Assim,
coletando células em diferentes intervalos de tempo, extraindo seu DNA
e submetendo-os ao gradiente ja descrito foi possivel desvendar como se
d4 o mecanismo de replicacio.

Antes de chegarmos ao resultado final, vamos analisar que modelos de
replicagdo poderiam ser criados de acordo com os padrdes que viessem a ser
obtidos ap6s o gradiente de equilibrio de centrifugacio. Vamos acompanhar

o esquema apresentado na Figura 9.4 e as explicagoes a seguir.



(a) Semiconservativa

OO
|
VAVAVAN:
|
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(b) Conservativa
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(c) Dispersiva
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Uma banda N* Uma banda intermediaria

entre N® N e N" N"

Figura 9.4: Padrdes esperados para os diferentes tipos de replicacdo apos o gradiente de equilibrio de Césio.

Para a replicagdo semiconservativa mostrada na Figura 9.4.a,
ao final do primeiro ciclo, todas as moléculas apresentariam um peso
intermedidrio resultante da presenga de uma fita leve e uma fita pesada.
No final do segundo ciclo, metade das moléculas apresentaria um peso
intermedidrio (uma fita leve e a outra fita pesada) e a outra metade seria
leve (duas fitas leves). O padrio esperado apds a separa¢ao do DNA no
gradiente de Cloreto de Césio seria o seguinte: uma banda intermediaria
ap6s o primeiro ciclo (intermedidria, em que todas as moléculas
apresentariam uma fita pesada e a outra fita leve); duas bandas ap6s
o segundo ciclo, uma leve (duas moléculas leves) e outra intermedidria

(duas moléculas intermedidrias).

CEDERJ
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Para a replicacdo conservativa mostrada na Figura 9.4.b, no final
do primeiro ciclo, metade das moléculas seria pesada (conservadas) e a
outra metade seria leve (replicadas a partir do molde pesado). No final do
segundo ciclo, 0 mesmo padriao do primeiro ciclo seria esperado, pois a
molécula-mae sempre se conserva, de modo que a molécula pesada seria
a mesma usada como molde e conservada no primeiro ciclo, 0 mesmo
se repetindo apés o segundo ciclo. Dentre as moléculas leves, uma delas
seria a molécula gerada no primeiro ciclo e conservada, e as outras
duas leves seriam geradas a partir dos moldes (uma leve conservada e
uma pesada conservada). O padrio esperado apds a separacio do DNA
no gradiente de Cloreto de Césio seria o seguinte: duas bandas apds o
primeiro ciclo (uma molécula pesada e outra molécula leve); duas bandas
apo6s o segundo ciclo (trés moléculas leves e uma molécula pesada).

Por ultimo, para a replica¢do dispersiva mostrada na Figura 9.4.c,
no final do primeiro ciclo, todas as moléculas seriam uma mistura entre
as moléculas leves e pesadas. O mesmo seria observado apds o segundo
ciclo. O padrao esperado apds a separagio do DNA no gradiente de
Cloreto de Césio seria o seguinte: uma banda intermediaria apds o primeiro
ciclo (moléculas com partes mescladas); uma banda apés o segundo ciclo
(moléculas com partes mescladas).

O resultado obtido apds o gradiente de equilibrio de CsCl esta

ilustrado na Figura 9.5.

N14
N|5 N14
N Mo Nl A Nl
Controles Primeiro Ciclo Segundo Ciclo

Figura 9.5: O esquema apresenta o resultado observado no experimento. Como controles ndés podemos observar
o DNA pesado contendo N' e o DNA leve contendo N™. Apds o primeiro ciclo, houve o aparecimento de um
tamanho intermediario entre N'>/N'. Ap6s o segundo ciclo, houve o aparecimento de um tamanho correspondente
ao DNA leve, contendo N'* e um tamanho intermediario entre N'5/N'.

16 CEDERJ



A presenga de uma banda intermedidria ap6s o primeiro ciclo de
replicacdo indica que todas as moléculas de DNA contém uma fita leve
(recém-sintetizada) e uma fita pesada (proveniente da fita molde). Apos
o segundo ciclo, duas bandas foram observadas, uma leve, indicando a
presenca de DNA recém-sintetizado a partir do molde obtido no primeiro
ciclo, e outra banda intermedidria, indicando a presenca de DNA na qual,
uma das fitas contém nitrogénio pesado. Esses resultados comprovaram

que a replicacdo do DNA ¢é semiconservativa.

RESUMO

Nesta aula, vocé viu que o modelo proposto por Watson e Crick sugeriu um
mecanismo de transmissdo da informagdo genética contida no DNA, através de
um mecanismo conhecido como replicacdo. Vocé viu, ainda, que a replicacdao do
DNA ¢é semiconservativa, pois uma das fitas da nova molécula sintetizada é a

mesma da molécula-mae que serviu de molde para a sua sintese.

EXERCICIOS

1. Vocé estd convencido da importancia do mecanismo de replicacdo do DNA?

Responda por qué.

2. De que maneira o modelo de Watson e Crick indicou o possivel mecanismo de

duplica¢do da molécula do DNA?

3. O que significa replicacdo semiconservativa?

AUTO-AVALIACAO

Vocé ndo deve ter encontrado dificuldades para responder aos exercicios propostos.
Todas as respostas estdo contidas no texto desta aula. O estudo desse conteldo
é muito importante para a compreensao das préximas aulas, nas quais falaremos

sobre o maquinario de replica¢do. Por isso, bom estudo e até 13!

CEDERJ
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O complexo maquinario de
replicacdo e suas enzimas

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Apresentar os diferentes componentes do maquinario
de replicacdo.

e Conhecer as diferentes enzimas envolvidas no
processo de replicacdo e as suas respectivas fungoes.

Pré-requisitos

Conhecimentos adquiridos na Aula 9.

Material didatico de Bioquimica para
relembrar os conceitos de enzima, reagdo
covalente, ligagdo fosfodiéster, pontes de

hidrogénio, entre outros.

Material didatico referente as aulas sobre
estrutura dos cromossomos em virus e
procariotos e superespiralamento do DNA
(Modulo 1, Aulas 6, 7 e 8).
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INTRODUCAO A importancia do papel da replicacdo do DNA fica clara a partir da definicao

da sua funcdo como molécula que armazena e transmite as informacoes

que resultardo em todas as caracteristicas de um organismo. Ja vimos que

a replicacdo é semiconservativa, mas como esse mecanismo, importante

e vital para a sobrevivéncia dos seres vivos, é coordenado durante o

processo de divisao celular, para garantir que todas as células-filhas

tenham o mesmo DNA que a célula-mae? Vamos partir das definicbes

mais simples até atingirmos os detalhes.

A unidade de DNA na qual ocorre um evento individual de replicacao

é chamada replicon. Cada replicon é ativado uma vez, e somente uma

vez, em cada ciclo celular. O replicon é definido por possuir os elementos

de controle necessarios a replicacdo. Ele possui uma origem na qual a

replicacdo serd iniciada e pode também conter uma regidao terminal,

onde a replicacao termina.

O genoma dos procariotos constitui um Unico replicon, responsavel pela

replicacdo de todo DNA cromossémico, sendo considerado o maior replicon

existente. Mas existe um detalhe importante, as bactérias podem conter

informacdo genética adicional na forma de plasmidios.

Um plasmidio é um genoma circular auténomo que constitui um replicon

separado. Ele pode ser replicado ao mesmo tempo que 0 Cromossomo

ou ndo. Muitos plasmidios se apresentam em cépias multiplas dentro

de uma Unica bactéria. Da mesma maneira, os fagos e virus de

DNA também constituem replicons, capazes de ser ativados muitas

vezes durante um ciclo de infeccao.

Em contrapartida, os cromossomos de eucariotos apresentam muitos

replicons, ou seja, a replicacdo é iniciada simultaneamente em

diferentes regides do DNA.

Isso nos leva a pensar nos inimeros mecanismos envolvidos no controle de

iniciacao, sintese e finalizacao da replicacdo de genomas complexos da maioria

dos eucariotos, incluindo o homem.

De um modo geral, uma molécula de DNA que estad se replicando

apresenta dois tipos de regides, uma que ja foi replicada e outra que

ainda esté se replicando. Se vocé observar a Figura 10.1, vera que quando

o DNA esté se replicando, a regido replicada aparece como um olho

dentro do DNA néo replicado. Observe o formato da estrutura. Ela ndo

se parece com um olho?

20 CEDERJ



DNA replicg,
DNA do

néo replicado

DNA
ndo replicado

Aparéncia Olho de replicacao

DNA replicad®

DNA replicado
DNA DNA

nao replicado / MW / nao repllcado

Olho de repllcagay

DNA replicado

/
Estrutura molecular j/ \

Figura 10.1: O DNA replicado é visto como
um olho de replica¢do, cercado por DNA
ndo replicado.

A regido ndo replicada consiste em uma dupla-hélice parental,
ja a regido aberta corresponde as duas fitas que ja foram replicadas.
Quando o replicon é circular, a presenga de um olho forma uma estrutura
0 (letra grega teta) observada na Figura 10.2, pois a estrutura lembra o
formato dessa letra grega. Estas estruturas puderam ser definidas através

de microscopia eletronica.

00y
fé{é@%@m@c@m

g

Figura 10.2: O olho de repli-
cagdo forma uma estrutura 0
no DNA circular.

Estrutura de replicacdo 0 Aparéncia da estrutura 6
observada através de
microscopia eletrénica
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O ponto no qual cada replica¢do ocorre é chamado forquilha de
replicagio. Mais uma vez vocé verd que o nome da estrutura se deve
ao seu formato. A forquilha de replicagdo se move seqiiencialmente ao
longo do DNA, a partir do seu ponto de origem. A replicacdo pode ser
unidirecional ou bidirecional. A distingao entre os dois tipos se da pela
observagao da formagao de uma ou duas forquilhas de replicagio a partir

da origem, o que pode ser observado no esquema da Figura 10.3.

Replicacdo unidirecional Replicacédo bidirecional
Origem de
Origem de replicagéo
replicacdo

—

\VAVAVAY

EVaVAVaS

N | DNA replicado m——s— m ~<=DNA replicado == [0\/ D
DNA parental DNA parental \ \ /
Uma forquilha de replicacao Duas forquilhas de replicacao

Figura 10.3: Os replicons podem ser unidirecionais ou bidirecionais. Isso dependera do niumero de forquilhas que
sdo formadas a partir da origem.
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Usando-se técnicas de microscopia eletronica, foi possivel
demonstrar que a replicagdo ¢ bidirecional para a maioria dos DNAs.

Vocé pode estar se perguntando: “Como se faz para definir
processos, o seu funcionamento e a sua regulagio?” Pois muito bem! A
maior parte das informagoes relacionadas ao mecanismo de replicacao
do DNA foram obtidas em estudos utilizando a bactéria Escherichia
coli e alguns virus que facilitam a experimentacio em laboratério, bem
como ao tamanho de seus genoma.

Usando esses organismos, foi possivel a obten¢do de mutantes,
ou seja, individuos que sofreram alteracdo no seu material genético, e a
posterior identificacdo dos genes que dao origem a proteinas especificas
e, conseqiientemente, suas funcoes biologicas. Vocé terd a oportunidade

de estudar os mecanismos de mutagao nas proximas aulas.



Além disso, a possibilidade de reproduzir em tubos de ensaio,
o que ndés chamamos experimentos i vitro, um grande nimero de
reagdes que ocorrem no organismo 1 vivo permitiu descobrir a funcdao
de diferentes enzimas envolvidas em indmeros processos biolégicos. No
entanto, os pesquisadores devem tomar muito cuidado com as conclusdes,
pois o comportamento iz vitro pode nao ser idéntico ao que ocorre no

0rganismo vivo.

O MAQUINARIO DE REPLICACAO

Nesse topico, vocé estudara algumas das enzimas envolvidas no
processo de replicacdo e podera formar uma idéia da complexidade do
magquindrio. As diferentes atividades enzimdticas estio envolvidas nas
etapas de iniciacdo, alongamento e termina¢io. Vamos descrever o papel
de cada uma dessas enzimas para facilitar a compreensio do processo
de replicagio como um todo.

Vamos comegar falando sobre a enzima que sintetiza 0o DNA. Uma
enzima capaz de sintetizar uma nova fita de DNA utilizando uma outra
fita como molde é chamada DNA polimerase. Lembre-se, 0 DNA é um
polimero composto por muitos nucleotideos e, assim, a DNA polimerase
€ a enzima que constréi um polimero unindo os mondmeros que sao os
nucleotideos.

Existem enzimas que sintetizam DNA usando um RNA como
molde (transcriptase reversa encontrada em retrovirus) e, até mesmo,
enzimas que fazem DNA sem usar um molde (transferase terminal).
Os eucariotos e procariotos possuem muitas enzimas com atividade de
DNA polimerase, no entanto, somente algumas delas sdo responsaveis
pela replicagdo propriamente dita, sendo diferencialmente chamadas
replicases.

As outras polimerases estao envolvidas em fungdes auxiliares, tais

como reparo, que serdo estudadas mais adiante.

CEDERJ
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DNA POLIMERASE | DE ESCHERICHIA COLI

A DNA polimerase I de Escherichia coli foi a primeira DNA

polimerase caracterizada, em 1957, pelo pesquisador Arthur Kornberg.

Sabe-se que existem aproximadamente 400 moléculas/célula. A

polimerase I de Escherichia coli é comumente chamada pol I. A enzima

¢ monomérica com massa molecular aproximada de 103 kDa (103.000

gramas por mole). A enzima requer o cdtion divalente (Mg**) como co-

fator para sua atividade.

Vocé ja deve estar se perguntando: “Como € que essa enzima

sintetiza DNA, n3ao é mesmo?” Entdo, vejamos a seguir. Nas aulas

anteriores, vocé ja aprendeu que os precursores do DNA s3o os
desoxirribonucleotideos (dAATP, dCTP, dTTP e dGTP), que sdo formados

por uma pentose (agucar contendo 5 carbonos), um grupamento fosfato

(trifosfato) e uma base nitrogenada que os diferencia (A, T, G e C).

A base nitrogenada estd covalentemente ligada a pentose pelo

carbono 1’ (primeiro carbono do agucar no sentido horério); ja o

grupamento fosfato esta ligado ao carbono 5’ (quinto carbono do acuicar

no sentido hordario). Existe um grupamento hidroxila (OH) livre no

carbono 3’ da pentose (terceiro carbono do agticar no sentido horério).

Na molécula do DNA, vimos que o nucleotideo se apresenta na

forma de monofosfato e que sempre existe um fosfato livre na posi¢ao

5’ do agucar, e um grupamento hidroxila livre na posi¢ao 3’ do agucar.

Quando o DNA € dupla fita, 0 mesmo ocorre, s6 que na direcao oposta.

Por isso dizemos que a orientacdo do DNA é 5°- 3°.

A DNA polimerase atua justamente na incorporag¢iao de um novo

nucleotideo a um nucleotideo j4 existente na molécula de DNA, a partir

da hidroxila livre na posi¢ao 3’. Esta reacdo se d4 através de um ataque

nucleofilico (que vocé ja estudou na disciplina Bioquimica) da hidroxila

3’ sobre o dtomo de fosforo interno presente no nucleotideo precursor,

liberando um pirofosfato, formando uma ligagio fosfodiéster (também

estudado na disciplina Bioquimica).
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A DNA polimerase ndo é capaz de adicionar um novo nucleotideo
se nao houver um grupamento hidroxila livre. Dessa forma, dizemos
que ela é dependente de um iniciador (primer em inglés) que lhe forneca
uma hidroxila para que a rea¢io acontega. A orientagio da sintese é
sempre 5’- 3. A incorpora¢io de um nucleotideo s6 ocorre através de
uma reacao entre o fosfato 5’ do precursor e a hidroxila 3’. Vocé pode

observar a reagdo da DNA polimerase ilustrada na Figura 10.4.

Extremidade 5’

cadeia de DNA
crescente

OH 3'livre C5» OH H DNA polimerase

dTTP sendo
incorporado

Figura 10.4: Mecanismo de acdo da DNA polimerase. O esquema ilustra uma cadeia na qual o nucleotideo na
extremidade 3’ é um desoxiguanilato (visto na aula sobre estrutura do DNA). A DNA polimerase adiciona uma
desoxitimidina monofosfato (a partir do precursor desoxitimidina trifosfato) a extremidade 3’ da cadeia com a

liberacdo de um pirofosfato.
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Vocé deve ter em mente que o DNA sintetizado fica ligado

covalentemente ao iniciador, mas se liga ao molde somente pelas

pontes de hidrogénio. Assim, o molde determina a especificidade do

pareamento de acordo com o modelo de Watson-Crick. Primeiro ocorre

o pareamento de um nucleotideo que contenha uma base complementar

a base do nucleotideo presente no molde; posteriormente, a DNA

polimerase promove a ligagio fosfodiéster. Somente o fosfato a do

dNTP ¢ incorporado no novo DNA sintetizado. E dessa forma, entio,

que todas as polimerases funcionam.

Na época da descoberta da pol I, acreditava-se que ela era a

responsavel pela replicagdo do genoma de Escherichia coli. No entanto,

experimentos desenvolvidos iz vitro demonstraram que a velocidade da

sintese de DNA mediada pela pol I é de 20 nucleotideos/segundo, muito

mais lenta do que o valor de 1.000 nucleotideos/segundo, observado

durante a replicagdo do DNA de Escherichia coli.

Em 1969, John Cairns isolou um mutante vidvel (polA) sem

atividade da DNA pol I, uma indica¢do de que pol I ndo é a principal

enzima usada para replicar o DNA. No entanto, os mutantes polA

apresentaram altos indices de mutacdo, indicando uma deficiéncia no

mecanismo de reparo do DNA, ou seja, embora a pol I tenha atividade

de polimerase, seu principal papel estd envolvido com a corre¢io de

possiveis erros ocorridos durante o processo de replicagio do DNA. Vocé

consegue compreender como é importante o estudo de mutantes?

Uma andlise mais detalhada da pol I revelou que ela apresenta

outras atividades. Além de polimerase, ela também apresenta atividades

de exonuclease.

Uma nuclease é uma enzima que degrada acidos nucléicos.

Uma exonuclease degrada acidos nucléicos a partir de uma das duas

extremidades (5° ou 3’), enquanto uma endonuclease quebra internamente

a molécula de DNA. A pol I apresenta atividade exonucledsica 5°- 3°, ou

seja, comega na extremidade 5’ do DNA e apresenta também atividade

exonucledsica 3’- §°, que remove nucleotideos a partir da extremidade

3’ do DNA.
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Usando uma enzima chamada protease A, que corta a pol I em dois
fragmentos protéicos, foi possivel localizar as trés atividades enzimdticas da
proteina. As atividades de polimerase 5’- 3’ e exonuclease 3’- 5” estao contidas
em um fragmento maior (68 kDa), conhecido como fragmento Kienow, e a
atividade de exonuclease 5°- 3’ estd em um fragmento menor (35 kDa).

A funcdo de exonuclease 3>- 5° é a edicdo do DNA, ou seja,
a remog¢do de nucleotideos polimerizados incorretamente. Este fato
foi descoberto em mutantes mutator da DNA polimerase do fago T4;
esses mutantes apresentaram atividade exonucledsica 3’ - §° reduzida.
Ja um outro mutante antimutator tinha a atividade exonucledsica
3’ - 5’ aumentada. No geral, a atividade de exonuclease 3’ - 5 aumenta
a fidelidade na sintese do DNA em torno de 10 a 1.000 vezes. Assim,
quando a enzima polimerase, sintetizando DNA na dire¢cio §5* - 3’
adiciona, acidentalmente, uma base errada de DNA, a atividade de
verificagdo da exonuclease 3’ - 5 remove o erro imediatamente.

O numero de erros durante a sintese de DNA diminui consi-
deravelmente devido a dois sistemas de controle: o sistema da regra de
pareamento das bases reconhecido pelo sitio catalitico 5- 3, e o sistema de
verificagao promovido pela exonuclease 3 - 5°.

O mecanismo de atuagdo da pol I na verificagio e reparo durante
a sintese de DNA serd visto na préxima aula.

Vocé deve estar pensando: “Ja que a pol I nao é responsdvel pela
replicacdo do cromossomo de Escherichia coli, deve haver outra enzima
responsavel por isso.” Pois bem, nao existe somente uma, mas duas
outras DNA polimerases em Escherichia coli. A DNA polimerase [T e a
DNA polimerase III.

A DNA polimerase I, da mesma forma que a pol I, é uma enzima
de reparo, embora apresente uma atividade menor do que a pol L. Ela
¢ um polipeptideo monomérico com atividade de polimerase 5° - 3’
e atividade de exonuclease 3’ - 5°, mas ndo apresenta atividade de

exonuclease 5’ - 3’

KLEnow

Este fragmento
recebeu seu nome
em homenagem

ao pesquisador

que o descobriu. A
subunidade Klenow
da DNA polimerase
¢ utilizada em
laboratérios de
Biologia Molecular
para replicar DNA in
vitro.
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A DNA polimerase III é uma enzima multimérica formada por muitas

subunidades diferentes. Apresenta atividade de polimerase 5” - 3’ e atividade

de exonuclease 3’ - 5°, mas ndo apresenta atividade de exonuclease 5 - 3’.

A DNA polimerase III é a responsavel pela replicacio do cromossomo de

Escherichia coli e por isso € diferencialmente chamada de replicase.

Vocé verd, nos proximos topicos, os diferentes componentes da

DNA polimerase III.

A REPLICASE EM ESCHERICHIA COLI

Como vimos anteriormente, a DNA polimerase III é uma enzima

multimérica com uma massa molecular de 900 kDa quando encontrada

na sua forma completa, também conhecida como holoenzima. Algumas

subunidades apresentam funcio estrutural enquanto outras apresentam

fun¢ao catalitica.

A estrutura central minima que apresenta atividade catalitica,

demonstrada in vitro, contém trés subunidades: o (alfa, produto do

gene dnaE); ¢ (épsilon, produto do gene dnaQ) e 0 (teta, produto do

gene holE). A adicio de uma quarta subunidade, t (tau, produto do

gene X) resulta na dimeriza¢do da estrutura central e aumenta a sua

atividade catalitica.

A estrutura central s6 é capaz de sintetizar fitas curtas de DNA,

uma vez que ela se desprende facilmente da fita molde de DNA. Uma

outra subunidade, B (beta, produto do gene dnaN), da DNA polimerase

III, forma uma garra dimérica que impede que a estrutura central se

desprenda do DNA molde.

E a complexidade nao para por ai. Como vocé deve estar lembrado,

no inicio da aula, vimos que existe a formac¢do de uma forquilha durante a

replicacio de um DNA dupla fita. Na verdade, duas forquilhas, porque a

replicagdo é bidirecional. Em cada forquilha, pelo menos 20 polipeptideos

participam do processo!!! Pois é preciso replicar as duas fitas, ndo é

mesmo? Parece dificil de imaginar e muito pior de compreender como

isso pode ser tao bem coordenado dentro da célula!

A complexidade estrutural da holoenzima DNA polimerase III

esta ilustrada na Figura 10.5.
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Figura 10.5: Estrutura da DNA polimerase Il de
Escherichia coli. Os numeros apresentam suas
massas em daltons. o — alfa, B - beta, ¢ — épsilon,
y—gama, 0 — teta, t —tau e & — sigma.

130.000

71.000

Observando a figura, podemos encontrar os seguintes elementos:

1. duas unidades centrais compostas pelas subunidades
a (alfa), ¢ (épsilon) e O (teta) que apresentam atividade
catalitica;

2. um componente dimérico T (tau), que liga as duas
unidades centrais cataliticas;

3. dois componentes diméricos B (beta), cada um ligado a
uma unidade central catalitica, que por sua vez as mantém
ligadas ao DNA;

4. um componente y (gama), composto pelas subunidades

v, 8 e ¥, ligado a um componente dimérico B (beta).

O acoplamento do complexo holoenzima DNA polimerase III
se dd em diferentes etapas para que possa ligar-se simultaneamente as
duas fitas do DNA. Para compreender o modelo, vocé pode observar a

Figura 10.6 e acompanhar a explicagdo que se segue.
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(1) O carregador de grampo (3) cliva o ATP quando o grampo é ligado ao DNA

ATP —> ADP +P

F -

carregador
de grampo

grampo

(2) Uma unidade central catalitica se liga ao grampo B

unidade central
catalitica
_

(3) Um dimero Tau une duas unidades centrais cataliticas,
mantendo-as em ambas as fitas do DNA.

sintese
da fita lider

sintese
da fita tardia

subunidades T mantém
a estutura dimérica

Figura 10.6: O acoplamento da DNA polimerase lll ocorre em estagios, gerando um complexo enzimatico que
sintetiza DNA de ambas as fitas novas.
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1. Um dimero B e o complexo y, reconhecem a regido
molde/iniciador no DNA molde, formando um complexo
de pré-iniciagdo. Nesta reacdo, o complexo y cliva ATP
e transfere as subunidades B para o molde. O par de
subunidades B forma uma garra em torno do DNA e garante
a processividade, ou seja, garante que a regido central
catalitica fique presa ao DNA podendo, assim, sintetizi-lo.
O complexo y é chamado carregador/disparador de garra
B, pois utiliza a hidrélise do ATP para dirigir a ligagdo da
garra 3 ao DNA.

2. A ligagio ao DNA muda a conformagio no sitio da
subunidade B ligada ao complexo y que, como resultado,
apresenta forte afinidade pela regido central catalitica.
Ocorre, entdo, a ligagdo, e é desta forma que ocorre o
contato com o DNA. A regido central catalitica contém
subunidades a, € e 0. A subunidade o tem habilidade
de sintetizar DNA; a subunidade ¢ apresenta atividade
de exonuclease 3’ - 5 (verificagdo); a subunidade 0 estd
envolvida provavelmente no acoplamento do complexo.
3. Um dimero 7 se liga a regido central catalitica da
DNA polimerase e desempenha uma fun¢do dimerizante,
ligando-se a regido central catalitica de uma segunda DNA
polimerase que, por sua vez, estd associada a uma outra
garra formada por duas subunidades B que, por sua vez,

estara ligada a segunda fita do DNA
A holoenzima DNA polimerase III é assimétrica, pois contém

somente um complexo y responsdvel pela adi¢io da garra B. Uma

explicacdo para essa assimetria serd apresentada na proxima aula.
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HELICASES, PROTEINAS LIGANTES DE DNA FITA SIMPLES E

TOPOISOMERASES

Para que a replicagdo ocorra, é necessario que as duas fitas da

molécula parental sejam separadas durante a sintese de uma nova

fita complementar.

Vocé ja sabe que 0 DNA é uma espiral dupla. Dessa forma, a tinica

maneira de abrir a estrutura é distorcendo a molécula, giro por giro, e

posteriormente rompendo as pontes de hidrogénio! Cada giro da molécula

é composto de 10 pares de bases, de modo que a molécula de DNA deve

dar uma volta de 360° a cada 10 pares de bases para que a replicagdao

aconteca. Acompanhe o raciocinio que se segue. Em Escherichia coli, a

velocidade de replicagio é de cerca de 30.000 nucleotideos por minuto, o

que significa dizer que 0o DNA tem de ser girado 3.000 vezes por minuto

para facilitar o desenrolamento da molécula de DNA! Esses ntimeros

sdo surpreendentes, vocé nao acha?

A enzima DNA helicase separa as fitas de DNA utilizando a

hidrolise de ATP como energia. Uma helicase é geralmente multimérica,

na maioria das vezes hexamérica, possuindo diferentes sitios de ligacao

ao DNA que permitem o seu deslocamento. E provavel que exista uma

conformacdo que se liga ao DNA dupla fita e outra que se liga ao DNA

simples fita. A alterndncia entre essas duas conformacdes governa a

abertura das fitas e requer a hidrolise de ATP. A principal helicase de

Escherichia coli é a DnaB.

Ap0s a abertura das fitas, a proteina SSB (do inglés single-strand

binding, que significa ligante de fita simples) se liga ao DNA simples

fita, impedindo que a dupla fita seja novamente formada. A SSB se liga

como um monodmero, mas tipicamente, de modo cooperativo, ou seja,

a ligacdo de um mondémero permite a ligacdo de um outro, e depois

outro, até que toda a molécula de DNA fita simples esteja coberta com a

SSB. A ligagao dessa proteina é fundamental para o inicio da replicagao

conforme veremos mais adiante.

Vocé deve estar lembrado que, no inicio deste topico, nos

mencionamos o numero de giros que a molécula de DNA deve dar para

que ele possa ser aberto e replicado. Pois bem, considerando a molécula

dupla-hélice girando e sendo aberta pela DNA helicase, a tendéncia do

DNA que estd mais a frente é de ficar superespiralado, pois a estrutura

vai ficando mais apertada.
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Para entender o que acontece, faca a experiéncia que se segue. Pegue
um pedago de barbante de mais ou menos um metro de comprimento.
Dobre ao meio e prenda uma das extremidades com um clipe de papel.
Coloque um peso sobre essa parte, apoiado em uma superficie firme, de
modo que ela fique presa. Agora, comece a girar o seu barbante dobrado
em um Uunico sentido até sentir que ele vai comegar a se enrolar.

Pare nesse ponto e prenda a extremidade com um outro clipe de
papel. Repita 0 mesmo procedimento realizado com a outra ponta e
coloque um peso impedindo que haja movimento. Muito bem, coloque
um dedo em cada lado na parte central do seu barbante dobrado e
enrolado e comece a puxar um pedaco do barbante para um lado e o
outro para o lado oposto; continue puxando e observe o que acontece.

O que aconteceu? Se vocé conseguiu seguir as instrugoes, podera
verificar que, a partir do ponto de abertura dos dois barbantes, a
regido enrolada que estd mais adiante ficou bem mais apertada. Se vocé
continuar puxando, vai perceber que, em um determinado ponto, vocé
nao consegue mais separar os dois barbantes.

Pois é exatamente isso que acontece com 0 DNA no momento da
replicacdo. Conforme as fitas vao se abrindo e sendo copiadas, o DNA
que estd mais a frente na forquilha de replicacdo vai ficando cada vez
mais compactado, até chegar num ponto em que vai ocorrer a formagio
de superespiras e sera impossivel continuar rompendo as pontes de
hidrogénio. E um mecanismo semelhante ao que vocé ja estudou nas
aulas sobre estrutura de cromossomos em procariotos e eucariotos.

Entdo, é necessario um mecanismo que coordene esse processo, de modo
que a replicacdo possa ocorrer ao longo de toda molécula de DNA. Nessa etapa,
entram em ag¢o enzimas conhecidas como topoisomerases, as mesmas enzimas
que participam do processo de superespiralamento do DNA.

O mecanismo de a¢ao dessas enzimas ja foi descrito anteriormente
com detalhes. Se vocé ndo se lembra, pegue as Aulas 7 e 8 do Médulo 1.

Durante a replicacio do DNA, somente um pequeno segmento
de DNA em frente da forquilha de replicagdo precisa girar, justamente o
segmento que estd acima da quebra promovida pela topoisomerase.

Na replicagio de Escherichia coli, a enzima envolvida é a DNA girase,

que é um tipo de topoisomerase II, cujo mecanismo também j4 foi descrito.
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RESUMO

Eimportantelembrar quea estrutura do genoma da bactéria é circular
e se encontra superespiralado negativamente. Esse superespiralamento é
promovido pela DNA girase com energia proveniente de ATP. A atividade
da DNA girase apresenta uma solu¢io para o problema da abertura das
fitas do DNA. Em vez de criar superespiras positivas na frente da forquilha
de replica¢do, através da abertura das fitas, a replicagio pode produzir
DNA relaxado na frente da forquilha através da abertura de DNA que
apresente superespiras negativas.

Uma vez reduzida a tensdo das hélices durante a separacio, ou seja,
a separacao das fitas é favorecida energeticamente, o superespiralamento
negativo atras da forquilha pode direcionar o processo de separacdo das
fitas. Se isso ocorrer, esse mecanismo explica a principal funcao da DNA
girase durante o processo de replicagio do DNA na bactéria.

Existem ainda outras proteinas envolvidas no processo de
replicacdo, mas elas serdo descritas na préxima aula, quando iremos

estudar o mecanismo como um todo.

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de estudar as estruturas que sao
observadas no DNA durante o processo de replicacdo. Vimos que os DNAs
pequenos, como virus, bactérias, plasmidios apresentam um Unico replicon,
ou seja, uma Unica unidade onde a replicacdo se inicia, enquanto em genomas
de eucariotos existem muitos replicons. Nesses replicons, ocorre a formacgao de
duas forquilhas que garantem a replicacdo bidirecional do DNA. Vocé também
aprendeu sobre a DNA polimerase, que é a enzima que sintetiza DNA. Vimos
que existem varios tipos de polimerases e que cada uma delas desempenha uma
funcdo particular. A enzima responsavel pela replicacdo, replicase, é composta
por muitas subunidades cujo acoplamento permite a sintese de ambas as fitas de
DNA ao mesmo tempo. Por ultimo, vocé viu que outras proteinas participam do
processo, como a DNA helicase, que rompe as pontes de hidrogénio, e a SSB, que
se liga a DNA simples fita. Também voltamos a falar sobre as topoisomerases que

sdo responsaveis pelo relaxamento do DNA durante a replicacao.
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EXERCICIOS

1. Quais sao as estruturas observadas na molécula de DNA durante o processo de

replicagcdo?

2. Quais sdo as diferentes atividades encontradas na DNA polimerase | de

Escherichia coli?

3. Quais os componentes encontrados na holoenzima DNA polimerase 11I? Explique

a funcdo de cada um deles.

4. Qual a importancia da DNA helicase e da SSB no mecanismo de replicacdo
do DNA?

5. Qual o papel da topoisomerase no mecanismo de replicacdo do DNA?

AUTO-AVALIACAO

As respostas para os exercicios podem ser encontradas no texto. E importante que
vocé associe as informacdes desta aula com as adquiridas na aula anterior. O nosso
propodsito é fornecer os elementos que fazem parte do maquinario e que vocé va
juntando as partes para compreender o mecanismo como um todo. Na préxima
aula, vamos juntar as pecas do quebra-cabeca; por isso, estude com carinho os

conteudos. Até a proxima aula!

CEDERJ
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O funcionamento do
maquinario de replicacao

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Demonstrar a vocé como ocorre a replicacao do DNA
juntando os diferentes componentes descritos na aula
anterior.

e Compreender a regulacdo do maquindrio em procariotos.

e Discutir o que se conhece sobre o mecanismo de
replicacdo em eucariotos.

Pré-requisitos

Contetdos abordados na aula anterior.
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A estrutura antiparalela do DNA dupla hélice surge como um empecilho
para o mecanismo de replicacdo. Conforme visto nas aulas anteriores, a
forquilha de replicacao é formada e a replicacdo ocorre bidirecionalmente e
simultaneamente nas duas fitas a partir da origem de replicacao.

Eis que surge o dilema! A enzima DNA polimerase s¢ realiza a adicdo de um
novo nucleotideo a partir de um molde de DNA na orientacdo 5’ - 3'. No
momento em que as pontes de hidrogénio sao rompidas, ocorre a formacao
de duas fitas simples, uma delas 5’ - 3" e a outra 3’ - 5’, de modo que uma
delas pode ser replicada. Mas o que acontece com a outra fita?

Durante muitos anos, os pesquisadores tentaram descobrir DNA polimerases
gue fizessem a sintese na orientacdo 3’ - 5. No entanto, isso nao foi possivel,
o que levou a conclusdo de que o mecanismo de replicacdo era ainda mais
complexo do que ja se imaginava anteriormente.

O paradoxo foi resolvido com a demonstracdo de que uma das fitas do DNA
é sintetizada de forma continua, enquanto a outra é sintetizada de forma
descontinua. A replicacdo descontinua pode ser monitorada através de
marcacao com precursores de DNA radioativos.

Uma exposicao por um curto intervalo de tempo demonstrou a formacao de
fragmentos correspondendo a um tamanho em torno de 1.000 a 2.000 pares
de bases. Ap6s periodos mais longos, observou-se a formacdo de segmentos

maiores de DNA. Esses fragmentos receberam o nome de Okazaki.

Fragmentos de Okazaki em homenagem
aos pesquisadores Reiji e Tuneko Okazaki,
que os descobriram.

A fita de DNA que é sintetizada de forma continua recebe o nome
de fita lider, enquanto a fita que é sintetizada de forma descontinua recebe
o nome de fita tardia.

Observe a Figura 11.1 e acompanhe a explicagio.
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Fragmento Ultimo Fita simples
anterior fragmento exposta

. s . 5.
e WV AVAVAVAVAYA
5
Sintese da fita lider WW
N AT

Nucleotideos sdo adicionados
continuamente a extremidade 3’

DNA parental

Figura 11.1: A fita lider é sintetizada continuamente, enquanto a fita tardia é sintetizada descontinuamente.

Na fita lider, a sintese de DNA pode proceder continuamente
na orientacdo 5’ - 3°, conforme a dupla hélice parental vai se abrindo.
Na fita tardia, uma parte de DNA fita simples deve estar exposta.
Um segmento é sintetizado na diregdo reversa (relativo a forquilha de
replicagdo). Uma série desses fragmentos serd sintetizada, cada um deles
na orientacdo 5’ - 3’. Entdo eles deverdo ser ligados para criar uma fita
tardia completa. Uma outra observacdao importante é que a fita lider sera
a fita 3’ - §°, pois ela permitira que a fita complementar seja sintetizada
na orientacao 5’ - 3’

O esquema ilustrado na Figura 11.2 mostra exatamente o que
ocorre a partir da origem de replicagio com a formagio das duas

forquilhas na replicacdo bidirecional.

Fragmentos de Okazaki Origem

Direcdo do movimento da forquilha Direcdo do movimento da forquilha

— _—

K

T Fragmentos de Okazaki
Origem

Figura 11.2: Esquema ilustrando a sintese em duas forquilhas de replicacdo formadas a partir de uma Unica ori-
gem. Observe que em ambas as fitas, a partir da origem, em uma direcdo a replicacao é continua, e na direcao
oposta, a replicacao é descontinua.
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Uma outra peculiaridade da DNA polimerase cria um novo desafio
para o processo de replicagdo. Vocé deve estar lembrado que a enzima
$6 é capaz de sintetizar DNA na presenca de um iniciador, ou seja, um
nucleotideo anterior que ofereca um grupamento OH livre para que possa
haver a ligacao fosfodiéster com o préximo nucleotideo.

Ora, ao romper a dupla-hélice, nenhuma das duas fitas possui
um iniciador. Assim, é necessario que ocorra a sintese de um iniciador
para que a DNA polimerase possa atuar. O processo é mediado por
uma primase ou iniciase (primase vem do inglés, para sintese de primer,
que significa iniciador). Essa enzima é uma RNA polimerase especial,
produto de um gene chamado drnaG. Essa enzima é somente utilizada para
sintetizar pequenos iniciadores de RNA durante o processo de replicacio.
A primase dnaG se associa ao complexo de replica¢do e sintetiza um
iniciador de 11 a 12 bases. Em alguns casos, o iniciador é fornecido por
uma proteina, como em alguns virus, que veremos na proxima aula.

Observe a Figura 11.3 e acompanhe a explica¢do que se segue.

(1) Inicio da sintese na fita lider.

VAVAVAVAVAVAVAE

J AAVAVAVAVAVAVAVAVAVAYA

A primase sintetiza iniciador na fita tardia.

B\VAVAS

IAVAVAVAVAVAVAVAVE

\/ AVAVAVAVAVAVAVAVAWVAN

(3) A DNA polimerase lll sintetiza o fragmento de Okazaki, a sintese da fita lider prossegue.

AVAVAVAVAVAGS

NINININININININININS

\/ AVAVAVAVAVAVAWAN

(4) Primase sintetiza outro iniciador na fita tardia a DNA pol 11l sintetiza outro fragmento de Okazaki.

AVAVAVAVAY

(5) A DNA polimerase | remove o iniciador de RNA e substitui por DNA.
A DNA ligase sela o corte.

Figura 11.3: A sintese dos fragmentos de Okazaki requer um iniciador, a sintese do DNA, a remog¢do do RNA, o
preenchimento da regido apés a remocao do RNA e a ligagdo dos fragmentos.
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Na fita lider, a primase atua uma tnica vez, sintetiza o iniciador
e a sintese prossegue normalmente. J4 na fita tardia, a primase atua em
cada um dos fragmentos de Okazaki que serdo sintetizados. A sintese da
fita tardia deve envolver: a sintese do iniciador de RNA; a sintese do
fragmento propriamente dito pela a¢io da DNA polimerase; a remogao
dos iniciadores de RNA e a substitui¢ao por uma seqiiéncia de DNA;
a ligagao covalente dos fragmentos de Okazaki adjacentes.

Como vocé pode observar, o esquema sugere que a sintese de
um fragmento de Okazaki termina justamente antes do ponto onde
se encontra o iniciador de RNA do fragmento anterior. A atividade
de exonuclease 5’ - 3’ da pol I remove o iniciador de RNA enquanto,
simultaneamente, preenche o espaco sintetizando DNA, utilizando o
hidroxila 3’ livre deixado pelo fragmento de Okazaki anterior.

Em mamiferos, a DNA polimerase ndo apresenta a atividade de
exonuclease. Entdo, a remogio e o preenchimento sdo feitos em duas
etapas independentes. Primeiro, a enzima RNAse H1 (que apresenta
especificidade por hibridos DNA/RNA) promove uma clivagem
endonucledsica; depois, uma exonuclease 5’ - 3> chamada FEN1 remove
o iniciador de RNA.

Uma vez que o RNA tenha sido removido e substituido, os
fragmentos de Okazaki adjacentes sio unidos. O grupamento 3’
hidroxila de um fragmento é ligado ao grupamento fosfato do outro
fragmento através de uma enzima chamada DNA LiGasE. As ligases estao
presentes em procariotos e eucariotos. Vocé pode observar na ilustraciao

da Figura 11.4 a reacdo catalisada pela DNA ligase.

DNA LiGASE

Essa enzima é

muito utilizada em
laboratérios de
Biologia Molecular
para unir fragmentos
de DNA de organismos
diferentes, dando
origem a moléculas
hibridas chamadas
DNA recombinante.
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AMP a partir do ATP (R = PP)
ou NAD" (R = NMN)
PP, (do ATP)
ou NMN (do NAD") ©)
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Figura 11.4: ADNA ligase une os fragmentos de Okazaki, selando cortes existentes entre os nucleotideos utilizando
um complexo intermediario enzima-AMP.

As ligases de Escherichia coli e do fago T4 fazem a ligagdo em
duas etapas, envolvendo um complexo enzima-AMP. A enzima de
Escherichia coli utiliza NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo)
como co-fator, enquanto a enzima do fago T4 usa o ATP. O AMP do
complexo se liga ao fosfato 5° e entdo uma liga¢ao fosfodiéster é formada
com a hidroxila 3’, liberando a enzima e 0 AMP.

Vocé deve ter notado que as informagdes que discutimos até o
momento conseguiram esclarecer alguns pontos obscuros com relagao a
sintese do DNA, principalmente aqueles provocados pelas exigéncias da

enzima responsavel pela sintese do DNA que é a DNA polimerase.
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Vocé ja deve ter notado também que existe um grande nimero

de proteinas que participam no processo e que cada uma delas tem

AULA H MODULO 2

uma fungdo-chave, para que o mecanismo cumpra o seu papel de
copiar o DNA com fidelidade, mantendo assim as caracteristicas de um
determinado genoma.

Todas essas informagdes foram necessarias para que nés pudéssemos
trabalhar o mecanismo como um todo. Agora nds vamos encaixar as pecas
e vocé vera como esse mecanismo é bonito, embora seja extremamente
complexo.

Nos proximos toépicos, vocé vera como ocorre o inicio, o
alongamento e o término da replicagdo. Usaremos o modelo estabelecido
para o cromossomo circular de Escherichia coli, pois conforme ja falamos,
até o momento, é o mecanismo melhor compreendido. Posteriormente,

falaremos sobre a replicagdo em eucariotos.

INiCIO DA REPLICACAO

Conforme vimos na aula anterior, o cromossomo de Escherichia
coli constitui um tnico replicon e, conseqiientemente, apresenta somente
uma origem de replicacdo. A origem de replicacao em Escherichia coli é

conhecida como oriC. A oriC esta representada na Figura 11.5.

oriC

Repeticdes 13 pb

ricas em A-T Repeticdes 9 pb

Figura 11.5: Origem de replicacdo oriC de Escherichia coli. O esquema representa o segmento de 245 pares de
bases, que contém 3 repeti¢cdes de 13 pares de bases (13 pb) ricas em A =T e 4 repeti¢des de 9 pares de bases
(9 pb). As setas indicam a orienta¢do das repeticoes.

A origem de replicacio oriC corresponde a um segmento de DNA
contendo 245 pares de bases. Algumas seqiiéncias conservadas foram
caracterizadas na origem de replicacdo: 4 repeticdes de 9 pares de bases,
indicadas pelas setas na regido correspondente a essas repeticoes e 3

repeti¢oes de 13 pares de bases também indicadas por setas na figura.
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A orientacdo, o espacamento e a sequéncia das repeti¢des de 9 pb sio

criticas para o funcionamento da oriC. As repeticdes de 13 pb sdo ricas

em A =T, sendo este fato também crucial para a func¢do da oriC.
Observe o esquema da Figura 11.6 e acompanhe a explicagio

sobre os eventos que ocorrem na origem de replicacio.

(1) Mondmeros da proteina DnaA se ligam as repeticdes de 9 pares de bases.

—rr— — — - —

(2) Cerca de 20 a 40 monémeros da proteina DnaA se ligam , formando um complexo.

O DNA da oriC se enrola em torno deste complexo. . . 5
Figura 11.6: Ailustracdo apre-

senta os principais eventos
.- que ocorrem na origem de

. replicacdo.

(3) DnaA atua sobre as repeticdes ricas em A=T e promove a abertura das fitas.

@ < Dois complexos

_ DnaB/DnaC
e
s O

(4) O complexo DnaB/DnaC deposita a helicase DnaB em ambas as fitas do DNA.
A proteina SSB se liga ao DNA simples fita. A proteina DnaC é liberada.

ﬁasss
—
0<«,0

;{:ina DnaC

O primeiro passo € a ligacdo da proteina DnaA nas repetigoes de
9 pb presentes na oriC. Posteriormente, cerca de 20 a 40 mondémeros
de proteina DnaA sio ligados cooperativamente. A oriC se enrola sobre
esse complexo de proteina DnaA. Neste ponto, a proteina DnaA irad
atuar sobre as repeticoes de 13 pb situadas no lado esquerdo da oriC,
rompendo a dupla fita do DNA em cada uma dessas repeti¢oes, formando
um complexo aberto.

O fato de essas regides serem ricas em A = T facilita a abertura,
pois vocé deve estar lembrado que A se liga a T através de duas pontes
de hidrogénio. Esse processo requer ATP e a proteina bacteriana HU
(n6s falamos dessa proteina na aula sobre estrutura dos cromossomos

de procariotos, Aula 6, Médulo 1).
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Duas outras proteinas chamadas DnaB e DnaC entram em
acao formando um complexo no qual seis monomeros de DnaC

irdo se ligar a um hexdmero de DnaB. O complexo DnaB/DnaC

AULA H MODULO 2

transfere um hexamero de DnaB, numa etapa dependente de

ATP, para cada uma das fitas do DNA, formando duas forquilhas

de replicacdo. A proteina DnaB possui atividade de helicase.

Vocé deve estar lembrado que a helicase é uma enzima que rompe as

pontes de hidrogénio do DNA dupla-hélice. Apds este evento, a DnaB

desloca as moléculas de proteina DnaA do DNA e inicia o processo de

abertura das fitas.

ALONGAMENTO DA REPLICACAO

Observe agora a Figura 11.7 e
acompanhe a explicagio.

Apés a abertura das fitas pela
DnaB, na origem de replicagdo, muitas
moléculas da proteina SSB se ligam,
mantendo as fitas separadas. Na frente
de cada uma das forquilhas, a DNA girase
(topoisomerase II) relaxa a tensdo através
da eliminagio de superespiras negativas,
permitindo assim a abertura das fitas.
Se vocé estiver em duavida, pode rever a
parte final da Aula 10 em que falamos

sobre o papel da girase.

Figura 11.7: (a) Ap6s a abertura das fitas pela
DnaB, a SSB se liga a fita simples de DNA. (b)
A DnaG primase se liga a DnaB e sintetiza
o iniciador de RNA (c). (d) O complexo y
(subunidade y) desloca a primase e carrega
a garra B no DNA. (e) O nucleo catalitico
inicia a sintese da fita lider.

Helicase
DnaB

DnaG girase

VOSIN/\N

Complexo gama

Garra (carregador garra)
beta
' %@@/
Wm@m@x?é%&& QM@WW
Fita lider
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O alongamento inclui duas operagdes diferentes, conforme visto
anteriormente, a sintese da fita lider (continua) e a sintese da fita tardia
(descontinua).

Vejamos como isso ocorre. As duas forquilhas foram formadas e
a helicase DnaB permanece ligada as duas fitas, cada uma iniciando uma
forquilha. A DnaB promove a abertura na orientacdo 5’ - 3°, enquanto a
proteina SSB recobre o DNA fita simples. A DnaG, que é uma proteina
com atividade de primase, sera atraida para a forquilha através de uma
interagio proteina-proteina com a DnaB. A helicase DnaB se desloca no
sentido 5 - 3’. A DnaG ir4 sintetizar uma molécula pequena de RNA
(~10 nucleotideos), que servira de iniciador para a sintese do DNA.

A subunidade y do complexo y desloca a primase. A primase faz
contato com a SSB da mesma forma que o complexo y. Entdo, de modo
competitivo, o complexo y desloca a primase.

O complexo y, também conhecido como carregador/disparador
de garra B, da holoenzima DNA polimerase III, coloca um dimero B em
torno do iniciador de RNA, formando a garra. Esse processo é dependente
de ATP. O complexo y também precisa reconhecer a extremidade 3’ livre
do iniciador. Apds o acoplamento da garra B, o ntcleo catalitico da DNA
polimerase se liga e é posicionado na extremidade 3° do RNA de modo
que a sintese pode ser iniciada.

Tudo estaria resolvido se ndo houvesse a necessidade de sintetizar
a fita complementar de forma descontinua e a0 mesmo tempo. Entao
vejamos como isso acontece.

Nesse ponto, a subunidade t dimérica da holoenzima DNA polimerase
IIT se liga ao centro catalitico que esta ligado na fita que serd replicada de
forma continua, e permite a ligacdo de um outro centro catalitico.

Conforme o DNA ¢é aberto pela helicase e replicado pelo centro
catalitico da DNA polimerase IIl na fita continua, a primase interage com
a helicase e sintetiza um iniciador de RNA na fita descontinua. Observe

a Figura 11.8 e acompanhe a explicagdo que se segue.
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Figura 11.8: Sintese dos fragmentos de Okazaki na fita tardia.

A subunidade x do complexo y desloca a primase da mesma forma
efetuada na fita lider e possibilita a ligagio da garra B que por sua vez ird
atrair o centro catalitico que esta ligado ao dimero 1, permitindo, assim,
a sintese de um fragmento de Okazaki. O complexo v é o responsdvel por
carregar a garra 3 nas duas fitas mas devido a necessidade de iniciagoes
continuas na fita tardia, o complexo fica posicionado nessa fita.

Nesse ponto, ocorre uma espécie de “balé enzimatico” no qual
metade do complexo da holoenzima DNA polimerase I1I sintetiza a fita
continua e a outra metade se desloca para sintetizar os fragmentos de
Okazaki da fita descontinua.

A necessidade de abertura das fitas antes do inicio da sintese dos
fragmentos provoca um atraso na replicacdo e devido a presencga dos
dois nucleos cataliticos ligados pelo dimero tau, o DNA molde da fita
descontinua deve formar uma alca, o que permitird a sua replicacdo.

Quando um fragmento de Okazaki encontra outro que ja foi
sintetizado anteriormente, a garra 3 se desprende do centro catalitico da
DNA polimerase, juntamente com o DNA sintetizado, que ira se ligar a

uma outra garra B inserida pelo complexo y junto a um novo iniciador.
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A sintese prossegue dessa forma até que toda a fita tardia tenha sido
sintetizada.

A presenca da helicase na fita que serd replicada de forma
descontinua, garante a ligacio com a primase, que podera sintetizar
indmeros iniciadores, um para cada fragmento de Okazaki.

Quando a sintese de um fragmento de Okazaki é concluida pela
colisio com o fragmento adjacente, o iniciador de RNA, usado pelo
fragmento anterior, é removido pela atividade de exonuclease 5’- 3’ da
DNA polimerase I que, simultaneamente, preenche o segmento com dNTPs
através da atividade de polimerase. Finalmente, os fragmentos sio unidos

pela enzima DNA ligase, usando NAD*como co-fator energético.

TERMINO DA REPLICACAO

A regido terminal (TER) da replicagao do DNA esta localizada
do lado oposto a origem de replicagdo no cromossomo circular de
Escherichia coli. A regiao terminal TER (ilustrada na Figura 11.9),
formada por repeti¢des de vinte nucleotideos, funciona como uma
armadilha, pois a forquilha de replicacio entra, mas nao consegue sair
dessa regido que chega a apresentar 450 kb (1kb = 1000 pb).

Existem seis TER nessa regiao. Uma proteina chamada TUS (Terminus
Utilization Substance, do inglés substancia de utiliza¢ao terminal) se liga
ao sitio TER e essa ligagdo impede a passagem da helicase, DnaB, ou seja,
a abertura das fitas é interrompida e, conseqiientemente, a replicacao.

A sintese da fita lider termina um nucleotideo antes do local onde
a proteina TUS esta ligada. Os sitios TER funcionam somente em uma
direcdo. Para cada ciclo de replicacdo, somente um sitio de terminag¢ao
é geralmente usado. A forquilha de replicagio que encontrar um local
de terminagdo na orientagdo ativa é reprimida, e espera até que outra
forquilha chegue ao mesmo sitio.

A forquilha parada em um complexo de terminac¢do na sua
orientagdo ativa correta aparentemente forma uma barreira para a
forquilha oposta, garantindo que cada segmento do cromossomo seja
replicado uma tnica vez. Mutantes de Escherichia coli que nao possuem
a regido TER, ou possuem a proteina TUS mutada, sdo vidveis, mas

segregam um grande numero de células invidveis.
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Figura 11.9: Organizacao dos sitios de iniciacdo e terminac¢ao da replicacdo no cromossomo de E. coli. A replicagdo
bidirecional é iniciada na oriC, as duas forquilhas de replicacdo estao representadas pelas helicase DnaB. Os sitios
de terminacdo estdo marcados de TerA a TerF. A localizacdo dos sitios de terminacdo nao esta na escala correta,
pois, de fato, comparados aos ponteiros de um reldgio, os sitios TerA, TerD e TerE estdo localizados entre 23 e
29 minutos; os sitios TerB e TerC, entre 33 e 36 minutos, e o sitio TerF estd localizado a 48 minutos, de modo que
estdo espalhados em uma longa distancia (1 min corresponde a aproximadamente 50.000 pb). O formato em T
do sitio de terminagdo indica sua polaridade, as forquilhas de replicagdo que encontram o lado reto (topo do T)
sdo retidas. No sentido horario, a forquilha atravessa os sitios TerE, TerD e TerA, mas irad parar em TerC, TerB ou
TerF. Uma proteina chamada TUS se liga aos sitios Ter, e esta ligacdo para a atividade da helicase DnaB.

SEGREGAGAO DE MOLECULAS-FILHAS DE DNA CIRCULAR

Quando a sintese do cromossomo termina, as moléculas resultantes
encontram-se na forma de circulos interligados. A separa¢io das duas
moléculas-filhas, também conhecida como segrega¢io, requer a agao de
topoisomerases. Estudos com mutantes para Topoisomerase IV (parC
e parD) demonstraram o aparecimento de erros na segregacdo: os
cromossomos duplicados mantém-se na forma de circulos interligados.
O defeito na separacdao dos cromossomos ndo estd associado a defeitos
na replicacdo, consistente com as descobertas de que a replicagdo requer

a Topoisomerase II (girase) para relaxar a estrutura do DNA.
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REPLICACAO EM EUCARIOTOS

Devido a complexidade do genoma dos eucariotos, o estudo da
replica¢do se torna mais dificil. A maior parte das informagoes sobre o
maquindrio de replicacdo em eucariotos foi obtida através de estudos
com o virus SV40 (simian virus 40). Este virus, que infecta células de
macaco, apresenta um genoma pequeno e, para se replicar, utiliza quase
que totalmente o maquindrio da célula hospedeira. Assim, por extensao,
serve como um modelo para a replicacdo em eucariotos.

De um modo geral, a replicagio do DNA é bastante semelhante
a de procariotos, com algumas proteinas diferentes, mas que
desempenham a mesma funcdo. Uma diferenca marcante é que a
replicacgio do DNA em eucariotos é mais lenta do que a replicagdao
em Escherichia coli (75 nucleotideos/segundo).

Uma proteina codificada pelo virus chamada antigeno T é
encontrada na forma de um hexdmero duplo e se liga a origem de
replicacio do DNA do SV40 utilizando ATP e causa uma distor¢ao
estrutural no DNA. Essa distor¢io provoca a abertura das fitas, e o
antigeno T funciona como uma DNA helicase (funcdo semelhante a
DnaB de procariotos).

Ap6s a formacio de um complexo estdvel (antigeno T/DNA),
uma outra proteina chamada RPA (proteina de replicacao A), formada
por trés subunidades, liga-se ao DNA fita simples (semelhante a SSB de
procariotos). Essa ligacdo promove uma abertura maior da molécula de
DNA, ou seja, a RPA estimula a atividade da helicase.

A esse complexo antigeno T/RPA ird se ligar uma polimerase
o/primase. Essa enzima tem atividade dupla, pois ela sintetiza o iniciador
de RNA, mas em seguida também sintetiza um segmento de DNA.

Uma outra proteina, RFC (Replication Factor C, do inglés fator C
de replicacdo) se liga ao extremo 3’ da fita de DNA nascente, sintetizada
pela o/primase, e ird carregar até o molde, substituindo a subunidade
a, duas proteinas. Uma delas, a PCNA (Proliferation Cellular Nuclear
Antigen, do inglés antigeno nuclear de proliferagio celular), e a outra,
DNA polimerase 8, até o molde, substituindo a subunidade a.

A PCNA desempenha uma fun¢do semelhante a subunidade
da holoenzima DNA polimerase III de procariotos. A proteina RFC

apresenta uma funcdo semelhante ao complexo y disparador/carregador



de garra, presente em procariotos. O complexo processivo RFC/PCNA/
pold alonga a fita de DNA nascente para formar o complexo de sintese
continua na fita lider.

A remocio dos iniciadores é feita por duas enzimas FEN1
(exonuclease 5’ - 3’) e a RNaseH1. A DNA ligase I é necessaria para
unir os fragmentos de Okazaki em fitas de DNA continuas.

A proteina que atua para relaxar a tensdo torcional durante a
replicagdo do DNA de eucariotos é a Topoisomerase I. No caso do SV40,
os produtos finais da replicacdo sdo moléculas circulares interligadas
e fechadas covalentemente. As moléculas-filhas sdo separadas pela
Topoisomerase IIa ou IIb.

A Figura 11.10 ilustra a sintese do DNA, enfatizando a sintese

da fita tardia.
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e DNA Polimerase a

DNA
Polimerase &
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Polimerase a

./
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Polimerase &
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(b) ' FEN1/RTH1

Figura 11.10: (a) a helicase abre as fitas do DNA e o complexo DNA pol3/RFC/PCNA sintetiza o DNA na fita lider.
Na fita tardia, a DNA pol a sintetiza o iniciador de RNA/DNA. A DNA pol a é deslocada e trocada pelo complexo
RFC/PCNA/DNA pol § que ird sintetizar o fragmento de Okazaki. (b) a RNase H1 degrada o iniciador de RNA,
deixando um ribonucleotideo que sera retirado pelo complexo FEN1/RTH1. A DNA pol3 sintetiza o restante do
fragmento que é unido pela DNA ligase.
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Conforme ja vimos, a DNA helicase promove a abertura na
forquilha de replicagdo e o complexo DNA pol8/RFC/PCNA sintetiza o
DNA na fita lider. Na fita tardia, a DNA pol a sintetiza o iniciador de
RNA e alguns nucleotideos de DNA.

Da mesma forma que na fita lider, o complexo RFC/PCNA carrega
a DNA pold para continuar a sintese do fragmento de Okazaki. Antes
que a DNA pol delta atinja um fragmento de Okazaki, previamente
sintetizado, a RNase H1 promove a clivagem e remocao do iniciador de
RNA, mas ndo é capaz de retirar o tltimo ribonucleotideo 5.

Nesse ponto, um outro complexo, formado pela FEN1/RTH1,
remove este ribonucleotideo, e a DNA pold completa a sintese do
fragmento que é posteriormente ligado pela agio da DNA ligase I.

A proteina FEN1 é uma RNase, mas ela ndo é capaz de remover
0 RNA quando um de seus nucleotideos encontra-se na forma trifosfato,
e € por isso que existe a necessidade de a RNase H1 atuar primeiro.
Em algumas situacdes, o complexo DNA pol8/RFC/PCNA desloca o
iniciador de RNA e, dessa forma, a FENT1 é capaz de clivar o iniciador
sem a ajuda da RNase H1.

Existe ainda uma outra DNA polimerase, chamada ¢, encontrada
em eucariotos geralmente acoplada a DNA pold, que ndo é utilizada para a
replicacio do DNA do virus SV40. Entretanto, em leveduras, a DNA polg é
essencial para a replicacdo, mas sua funcdo ainda continua desconhecida.

Conforme visto anteriormente, os cromossomos de eucariotos
apresentam multiplas origens de replicacdo, cada uma delas formando
forquilhas bidirecionais que sintetizam o cromossomo como um todo.
As extremidades dos cromossomos apresentam uma estrutura chamada

telomero cuja sintese sera estudada na proxima aula.
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RESUMO

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de estudar o mecanismo de replicagdo
como um todo. Vocé poéde aprender que devido a impossibilidade de a DNA
polimerase sintetizar DNA na orientacdo 3’ - 5, o DNA é replicado de forma
continua em uma fita, e de forma descontinua na outra. Todo esse processo é
mediado por um complexo enzimatico formado pela holoenzima DNA polimerase
Ill e muitas outras proteinas que participam do reconhecimento da origem de
replicacdo, abertura das fitas, sintese de iniciadores, relaxamento da estrutura
do DNA, entre outras atividades.

Na ultima parte da aula, vocé estudou sobre a replicacdo em eucariotos e péde
observar que o mecanismo é bem menos conhecido devido a sua complexidade, mas

que no geral o mecanismo é bastante semelhante ao que ocorre em procariotos.

EXERCIiCIOS

1. Por que a sintese ndo pode ocorrer de forma continua nas duas fitas do

DNA molde?

2. Quais eventos ocorrem na origem de replicacdo?

3. O que sdo os fragmentos de Okazaki?

4. De que forma a sintese da fita lider é coordenada com a sintese da fita tardia?
5. Qual a importancia da regido terminadora no cromossomo de Escherichia coli?

6. Quais as principais diferencas entre a replicacdo de procariotos e eucariotos?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé recorrer ao texto, ndo tera dificuldades para responder as questdes. O nosso
objetivo aqui é fazer com que vocé sintetize o contetdo para assimila-lo melhor. Na
proxima aula, vocé estudara a Ultima parte referente ao mecanismo de replicacao
do DNA. Nela, falaremos sobre a replicacdo de genomas lineares e também da

replicacdo do DNA presente em organelas. Até 1a e bom estudo!
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Replicacdao de genomas
lineares e organelas

Ao terminar esta aula, vocé devera ser capaz de:

e Entender o mecanismo de manutencdo das extremidades
de genomas lineares durante o processo de replicacao.

e Conhecer alguns mecanismos de replicacdo que ocorrem
em bacteriéfagos e organelas celulares.

Pré-requisitos
Compreender o contetdo de replicacao,
apresentado nas Aulas 9, 10 e 11.
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INTRODUCAO

Vocé ja teve a oportunidade de estudar nas aulas anteriores que a replicacdo do
DNA ¢ um maquinario bastante complexo e dependente de muitas proteinas e
atividades enzimaticas. Ja sabemos também que a DNA polimerase sé sintetiza
DNA na orientacdo 5' - 3', e que é necessaria a presenca de um iniciador
gue forneca um grupamento hidroxila livre para que um novo nucleotideo
possa ser incorporado.

Pois bem, em organismos nos quais 0 genoma é composto por moléculas
de DNA linear, a finalizacao da replicacao fica comprometida, uma vez que
a remocao do iniciador de RNA do extremo 5’ das fitas recém-sintetizadas
ird resultar em uma fita filha de DNA mais curta. A cada ciclo de replicacao,
as moléculas serdo progressivamente encurtadas. A Figura 12.1 ilustra a

situacao descrita.

5 3
3 5
Replicagdo
5 3
Iniciador
3 5
+ I
. 3
Iniciador
3 5
RNAse
H1
5; 3
3 5
+
5’ 3
3 5

Figura 12.1: Apos a replicacdo de um segmento linear de DNA, a retirada dos iniciadores de RNA através da atividade
de uma RNAse nas extremidades resulta na formagado de uma fita de DNA mais curta.
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Vocé pode concluir que esse fendmeno seria desastroso, pois a
perda de pedagos do DNA a cada replicagio inviabilizaria a sobrevivéncia
das células. O problema é real, mas na verdade nio ocorre perda nas
extremidades de genomas lineares, o que nos leva a pensar que diferentes
organismos utilizam estratégias alternativas para acomodar a sintese
das extremidades.

De fato, existem varios mecanismos, dos quais podemos citar:

1. Uma proteina pode intervir de modo a tornar possivel a
iniciagdo nas extremidades. Varios virus que possuem DNA
linear apresentam proteinas que se ligam covalentemente
a ultima base da extremidade 5’. Os exemplos melhor
caracterizados sio o DNA do adenovirus, o DNA do fago
®29, e 0 RNA do poliovirus.

2. Em vez de possuir extremidades definidas, elas podem
ser variaveis, como no caso dos teldomeros em cromossomos
eucarioticos.

3. A conversdao de um replicon linear em uma molécula
circular ou multimérica, observada nos fagos T4 e A.

4. O DNA pode assumir uma estrutura pouco comum,
como a formagao de um grampo nas extremidades, de
modo que nido exista extremidade livre. Isso ocorre no

DNA mitocondrial de Paramecium.

Vocé terd a oportunidade de estudar como ocorrem os dois
primeiros mecanismos citados anteriormente.

O primeiro exemplo de iniciagio em um extremo linear foi
observado nos DNAs do adenovirus e do fago®29, que replicam a
partir dos dois extremos, usando um mecanismo conhecido como
deslocamento da fita. A sintese de uma nova fita se inicia em uma
extremidade, deslocando a fita homologa, previamente pareada.

Quando a forquilha de replicagdo atinge o outro extremo da
molécula, a fita deslocada é liberada como uma fita simples livre, que é

entdo replicada de modo independente.
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Em muitos virus que utilizam esse mecanismo, existe uma proteina
ligada covalentemente as extremidades 5. No caso do adenovirus, uma
proteina terminal estd ligada ao DNA viral através de uma ligagio
fosfodiéster no aminodacido serina.

A proteina terminal é uma proteina de 55 kDa que desempenha
duas fungoes. Ela carrega um nucleotideo citidina, que funciona como
iniciador, e estd associada a DNA polimerase. Na verdade, a ligacio da
proteina a um nucleotideo é feita pela DNA polimerase na presenga do
DNA do adenovirus.

DNA Linear
5 @ 3
; -
Sintese do DNA inicia no extremo 5'

5

: e

Avanco da forquilha

5

5 . N\ 3
’ ®

A fita simples é deslocada quando a forquilha atinge o extremo

- @ 3,
5

3 9 -

Figura 12.2: A replicacdo do adenovirus pode ser iniciada em qualquer uma das extremidades. A esfera negra
indica a proteina terminal ligada a extremidade 5’ do DNA. A estrutura oval cinza indica a DNA polimerase ligada
na fita 3’, na qual a replicacdo sera iniciada.
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O complexo da polimerase e proteina terminal carregando o
nucleotideo C iniciador se liga as extremidades do DNA do adenovirus.
O grupamento hidroxila livre do nucleotideo C é usado para iniciar a
reacdo de alongamento pela DNA polimerase na fita complementar.

Isso gera uma nova fita cuja extremidade 5” esta covalentemente ligada
ao nucleotideo iniciador C. A reacdo geralmente envolve o deslocamento

da proteina do DNA em vez de ocorrer uma ligacdo de novo.



A extremidade 5’ do DNA do adenovirus fica ligada a proteina
terminal que foi utilizada na replicacdo anterior. A proteina terminal antiga
é deslocada por uma nova proteina em cada novo ciclo de replicagio.

A proteina terminal se liga a regides localizadas entre 9 e 18 pares
de bases da extremidade do DNA. A regido adjacente, entre posi¢iao 17
e 48, é essencial para a ligacio de uma proteina do hospedeiro, fator
nuclear I, que é também necessdria a reagdo de iniciacdo. O complexo
de inicia¢do pode, entdo, ser formado entre as posicdes 9 e 48, numa

distancia fixa a partir da extremidade do DNA.

SINTESE DOS TELOMEROS

Vocé deve estar lembrado da Aula 8, Mddulo 1, sobre estrutura
dos cromossomos de eucariotos, quando falamos sobre os teldomeros,
que sdo as estruturas encontradas nas extremidades dos cromossomos.
Os cromossomos eucaridticos sao moléculas lineares de DNA. O DNA
dos telomeros consiste em repeti¢cdes adjacentes de seqiiéncias simples.
Estas seqiiéncias sdo geralmente curtas e ricas em residuos G em uma
das fitas. O ciliado Tetrabhymena contém repeticdes S’TTGGGG3’
adjacentes, enquanto humanos e outros mamiferos contém repeti¢des
STTAGGG3’.

Na maioria dos organismos, o ntimero de repeti¢des de um extremo
nao é fixo, dando aos telébmeros uma aparéncia heterogénea e confusa.
O tamanho dessas seqiiéncias repetitivas varia de 38 pares de bases em
ciliados como Oxytricha, até dezenas de milhares de bases em células de
mamiferos. Cada organismo apresenta um tamanho médio caracteristico.
O tamanho de uma repeti¢ao telomérica simples é mantido pela enzima
telomerase. A telomerase é uma DNA polimerase especializada que
adiciona sequiéncias teloméricas aos extremos dos cromossomos. Esta
adi¢do de novas seqiiéncias equilibra a perda de repeti¢oes durante cada
ciclo de replicacdo de moléculas lineares de DNA, pois a DNA polimerase
nao pode sintetizar DNA na seqiiéncia molde muito perto do extremo 3’
de cromossomos lineares, como demonstrado anteriormente.

A telomerase é uma enzima ribonucleoprotéica, pois apresenta dois
componentes essenciais, uma por¢io protéica e uma por¢ao ribonucléica,
ou seja, um RNA. Vocé pode observar o mecanismo de acdo da telomerase

na Figura 12.3.
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O componente de RNA prové o molde para a sintese das
repeticdes teloméricas nos extremos dos cromossomos. A telomerase
de Tetrabymena, por exemplo, contém um RNA de 160 nucleotideos e
apresenta 9 moldes potenciais contendo os nucleotideos CAAACCCCAA.
A redundincia na regido molde permite o pareamento de bases do
telomero crescente com 0 RNA e ainda mantém uma regido que pode
ser usada como molde. A Tabela 12.1 apresenta a seqiiéncia telomérica
de alguns organismos, bem como o tamanho do componente de RNA

da telomerase e suas seqiiéncias.

Tabela 12.1: Componentes do RNA em telomerases de diferentes organismos.

Componentes de RNA em Telomerases

Organismo Seqiiéncia telomérica | Seqiiéncia RNA molde | Tamanho do RNA
Tetrahymena TTGGGG CAACCCCAA 160
Oxytricha TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACC 190
Humano TTAGGG CUAACCCUAAC 450
Camundongo TTAGGG CCUAACCCU 450

60 CEDERJ



AULA H MODULO 2

\ 5 ‘
U( 3 C\:‘ M a
/ UA A Componente protéico {
/ A UU\ 4 ~~ Telomerase
AAACCCCAAC ‘
a CCCCAACCCCAA((:\CC )
GGGGTFGGGG'I‘I'GGQG‘I‘I’GGGG‘ITGGGG '
\\\\ ////Componente ribonucléico
Alongamento ‘ A 5
v U :
Y 3 )
/ U C
A
A
[ o
{ A u |
CCCCAACCCCAACCC AACCCCAAC /
b GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG //
N S
\\\ 7///
5
Translocagao :
U 3 \
v CU c/
A A
A U
A U
CCCCAACCCCAACCC AACCCCAAC
C GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
1 5
Alongamento N\ :
U \
C : )
v U @
A A
A U
A U
d CCCCAACCCCAACCC AACCCCAAC

GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

Figura 12.3: Modelo de alongamento mediado pela telomerase. (a) A telomerase reconhece o substrato telo-
mérico. A repeticdo terminal 5'TTGGGG3’ é pareada com a sequéncia 5’CAACCCCAA3’, presente no RNA da
telomerase. (b) O DNA é sintetizado utilizando o RNA como molde até atingir a extremidade; a sintese é mediada
pelo componente protéico da telomerase. (c) A sequéncia terminal TTGGGGTTG ¢ liberada pela translocacao
da telomerase. A por¢ao de RNA se pareia novamente, fornecendo um novo molde. (d) Outro ciclo de copia do
molde produz repeti¢des 5'TTGGGG3’ adicionais. Isso ocorre muitas vezes no processo de sintese dos teldbmeros.
A fita complementar sera posteriormente sintetizada pela DNA polimerase.

Com as informacdes obtidas, vocé ja pode perceber que os
organismos desenvolveram sistemas especiais para manter a integridade da
molécula de DNA e garantir que ela seja transmitida de maneira correta.

Nos proximos topicos, vocé vai conhecer alguns mecanismos
alternativos de replicacio do DNA. Comecaremos analisando um

mecanismo conhecido como circulo rolante.
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MECANISMO DO CiRCULO ROLANTE

Nesse mecanismo, somente a replicacio de uma das fitas é usada
para gerar cOpias de algumas moléculas circulares. Este tipo de estrutura
é chamado circulo rolante, pois o ponto de crescimento rola em torno
da molécula molde circular. Em principio, a sintese pode continuar
infinitamente. A Figura 12.4 ilustra o mecanismo.

Em fun¢do do movimento, a forquilha de replicagido alonga a fita
externa e desloca a fita pareada inicialmente. O novo DNA sintetizado
estd ligado covalentemente ao DNA original, de modo que a fita
deslocada possui sua unidade gendémica no extremo 5.

A unidade gendmica original estd acompanhada de uma série de
unidades gendmicas, que foram sintetizadas durante as voltas em torno
do molde. Cada volta desloca o material sintetizado no ciclo anterior.

Observe na Figura 12.5 as vdrias utiliza¢des do circulo rolante.
A cauda pode ser clivada como um mondmero ou um multimero na
forma linear. A forma linear multimérica pode ser mantida como
fita simples ou ser convertida em fita dupla através da sintese da fita
complementar, que posteriormente é clivada em mondmeros dupla fita
que se ligam formando moléculas fita dupla circular. A forma linear
monomérica pode formar uma fita simples circular, que posteriormente

serd replicada, formando uma fita dupla circular.



(1) O molde é uma molécula circular dupla fita

(2) O inicio da replicagdo ocorre em uma das fitas

00000000

Quebra na origem

(3) O alongamento da fita crescente desloca a fita antiga

Fita crescente

N -

N%x\}\;\f\f\[\?ijt\; deslocada
4 Figura 12.4: O circulo

rolante gera uma cauda
de DNA fita simples que
pode conter multiplas
unidades gendmicas.

(4) Apds completar uma volta, a fita deslocada
atinge o tamanho de uma unidade genémica

5
/\M’\/V\/\/\I\I\J\N\j\

(5) O alongamento sucessivo gera fitas deslocadas
contendo unidades genémicas multiplas
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Clivagem do multimero Clivagem do monémero

Fita simples monomérica

Fita simples multimérica

Fita dupla multimérica

Fita simples circular

Fita dupla circular

Figura 12.5: Os circulos rolantes podem ser usados de diferentes formas. A clivagem na unidade simples, completa,
gera mondémeros, que podem ser convertidos em formas duplex ou circular. A clivagem do multimero gera uma
série de coépias repetidas e adjacentes que podem se duplicar e, ap6s clivagem, dar origem a varias moléculas

de forma circular.
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Esse mecanismo € utilizado em ovécitos de Xenopus para ampliar
regides do DNAr (regido do DNA que codifica o RNA ribossomal).
Os genes para RNAr estdo organizados em um grande nimero de
repeti¢oes adjacentes no genoma. Uma dessas repeticdes é convertida
em um circulo rolante.

A cauda deslocada, contendo muitas cépias da repeticao, é
convertida em DNA fita dupla, que é posteriormente clivada do circulo,
de modo que as extremidades podem ser ligadas. Como resultado,
é formada uma grande molécula circular contendo as repeti¢des do
DNAr, vérias vezes ampliada.

A replicag¢ao pelo mecanismo do circulo rolante é bastante comum
em bacteri6fagos. As unidades genomicas podem ser clivadas da cauda
deslocada, gerando monomeros, que por sua vez podem ser empacotados
em particulas virais ou usados em ciclos posteriores.

O circulo rolante é um mecanismo de amplificacdo do replicon
original ou unidade genomica. A Figura 12.6 ilustra o mecanismo de
replicacao do circulo rolante utilizado pelo fago®X174. Esse fago
possui seu genoma na forma de DNA fita simples circular, conhecida
como fita positiva (+). Uma fita complementar, chamada fita menos (-),
é sintetizada gerando um duplex que é entdo replicado pelo mecanismo
do circulo rolante.

O circulo duplo é convertido para uma forma covalentemente
fechada que se torna superespiralada. Uma proteina codificada pelo
genoma do fago, a proteina A, corta a fita (+) do ddplex em um sitio
especifico que define a origem de replicagido. Apds o corte na origem,
a proteina A permanece ligada ao extremo 5’ enquanto o extremo 3’ é
alongado pela DNA polimerase.

A estrutura do DNA tem um papel importante na reacao, uma vez

que o DNA s6 pode ser cortado quando esta superespiralado.
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(1) A proteina A corta a origem e liga o 5

: = Proteina A
. oot Fita (<)
. WU Fita (+)
: (2) O circulo rolante de replica¢do desloca a Fita (-)
. Sintese de DNA
; <
. (3) Quando a forquilha passa pela origem, a proteina A
. corta o DNA e se liga novamente ao extremo 5’
Figura 12.6: Replicagdo do .
DNA simples fita do fago .
¢$X174. O DNA do fago -
(fita +) se duplica for- .
mando uma fita comple-
mentar (fita - ). Esta fita 2
serd usada como molde
para a replicagdo do -

genoma (fita simples +). """’ >
As etapas estdao descritas
na ilustragao.

Fita simples circular
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A cadeia é alongada em torno do molde circular (-) até atingir
o ponto inicial e desloca a origem. A proteina A funciona novamente.
Ela permanece ligada ao circulo rolante bem como ao extremo 5’
deslocado, estando na proximidade enquanto o ponto de crescimento
volta para a origem. A proteina estd, entdo, disponivel para reconhecer
a origem e corta-la, ligando-se agora ao extremo gerado pelo novo corte.
O ciclo pode ser repetido indefinidamente. Apés o corte, a fita simples
deslocada (+) é liberada como um circulo. A proteina A esta envolvida
na circularizag¢io onde liga um extremo 5’ ao 3’ no final de um ciclo e

inicio de outro.

REPLICACAO DE DNA DE MITOCONDRIAS E CLOROPLASTOS

A replicagao dos DNAs circulares de mitocondrias e cloroplastos
acontece de uma forma bem inusitada. A replicacdo se inicia em uma
origem especifica no DNA dupla fita circular, formado pelas fitas L e H.
Inicialmente, somente uma das fitas parentais é usada como molde (fita
H em DNA mitocondrial de mamiferos).

A RNA polimerase sintetiza um iniciador cuja extremidade 3’ sera
gerada por uma endonuclease especifica que reconhece a estrutura tripla
do hibrido DNA-RNA mais o DNA fita simples deslocado. A extremidade
3’ é usada para alongar o DNA pela DNA polimerase I.

A sintese é processada numa distancia curta, deslocando a fita
parental original (L), que permanece fita simples. O deslocamento da
fita L resulta na formaciao de uma alca D. A Figura 12.7 apresenta o
mecanismo de replicacio do DNA mitocondrial.

Uma tnica al¢a D contendo 500-600 nucleotideos é encontrada
em mitocondrias de mamiferos. Em cloroplastos, ocorre formacdo de

duas alcas D.
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A sintese do
NA é iniciada

O DNA é sintetizado

A sintese da nova fita L cria a alca D
deslocando a fita parental

Aalca D
expande

Quando a fita deslocada passa pela origem da fita L,
a sintese da nova fita H é iniciada.

Quando a sintese da fita L se completa,

os genomas sao liberados

1, NAGS
LAV

gera circulo duplo

Figura 12.7: Replicacdo do
DNA mitocondrial. A alca D

;c;ﬁifj:‘rww@“f‘q».
& AN
§ %
mantém uma abertura no g E
DNA que apresenta origens %, ;
. ~ . B
de replicacdo diferentes para %, b
da fit * &
cada fita. 2y 24
%mmamﬂf”ﬁ

Regides finais sdo preenchidas e seladas
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Conforme o DNA vai sendo replicado, o tamanho da al¢ga D
aumenta. O alongamento continua até cerca de 2/3 da molécula circular.
Neste ponto, a origem de replicagio da fita L deslocada é exposta, tendo
inicio, ento, a sintese da fita H. Uma primase sintetiza o iniciador de RNA
que serd alongado pela DNA polimerase usando a fita simples deslocada
como molde, na dire¢do oposta da sintese que ocorre na fita H.

Existe uma defasagem no tempo de sintese, pois quando a sintese
da fita L é concluida, a sintese da fita H s6 ocorreu em 1/3 da molécula.
Como resultado, ocorre a liberagio de um DNA dupla fita circular
completo e outro incompleto, que permanece parcialmente fita simples
até que a sintese da fita H esteja completa. Finalmente, as novas fitas
sdo seladas para se tornarem covalentemente intactas.

A existéncia de alcas D e circulos rolantes apresenta um principio
geral. Uma origem pode ser uma seqiiéncia de DNA que serve para
iniciar a sintese de DNA de uma fita molde. A abertura do duplex
necessariamente leva a replicacdo na outra fita. No caso do DNA
mitocondrial, as origens para replicar a fita complementar se encontram

em locais diferentes.

RESUMO

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de entender como os diferentes

organismos que possuem genomas lineares superam o problema através de

varios mecanismos. Vocé teve a oportunidade de aprender que a sintese dos

teldmeros, dos cromossomos de eucariotos, ocorre através de uma enzima

chamada telomerase.

Na segunda parte da aula, vocé aprendeu como ocorre a replicagdo do DNA das

organelas e também o mecanismo do circulo rolante, utilizado por muitos virus e

também por regiées do genoma que codificam os RNAs ribossomais.
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EXERCICIOS

1. Por que a sintese das extremidades dos genomas lineares pode ser

comprometida?
2. Expliqgue o mecanismo de sintese dos teldmeros.

3. Por que o numero de repeti¢des encontradas nos teldomeros pode variar de um

Cromossomo para outro, dentro do mesmo organismo?

4. Qual a vantagem do mecanismo do circulo rolante?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo, com certeza nado teve dificuldades para
responder aos exercicios. Todas as respostas podem ser encontradas no texto.
Experimente responder as questdes utilizando esquemas, adaptados das figuras
apresentadas na aula. Isso ird ajuda-lo a compreender os mecanismos com maior
facilidade. Nesta aula, encerramos o assunto de replicacdo de acidos nucléicos. Nas
préximas aulas, vocé conhecerd os mecanismos de mutagao, reparo e recombinagado

do DNA. Até 14 e bom estudo!
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Mutacdo e reparo do DNA

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:
e Entender o que é mutacao.

e Diferenciar as mutacdes espontaneas das
induzidas, assim como as mutacdes somaticas
das germinativas.

e Classificar os tipos de mutacao de acordo com
a mudanca de aminoacido introduzida.

e Listar os principais agentes mutagénicos (que
causam mutagdes no DNA).

e Entender como as mutagdes podem se
estabelecer no DNA.

e Discutir a importancia das mutacoes em
diversas areas da ciéncia.

e Descrever os principais mecanismos de reparo
de DNA.

Pré-requisitos

Para acompanhar mais facilmente esta aula, é
importante que vocé reveja alguns conceitos
das aulas sobre acidos nucléicos (3,4 e 5) e
replicacdo (9, 10, 11 e 12) de nossa disciplina.
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INTRODUCAO

CARCINOGENESE

Processo de
desenvolvimento de
cancer, doenga que

se origina de células
mutantes que escapam
dos controles normais
de divisao celular,
podendo invadir e
colonizar diferentes
tecidos do corpo.
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Voceé viu, na Aula 4, que o papel do DNA como molécula da hereditariedade
depende, em parte, de sua estabilidade. O armazenamento de informacdes
por um longo periodo sem alteracao é importante para a célula. Concorda?
Contudo, vocé deve saber que as reacdes que alteram a estrutura do DNA
podem ser fisiologicamente significantes. Processos como carcinogénese e
envelhecimento, por exemplo, podem estar intimamente ligados ao acimulo

lento de alteracdes irreversiveis do DNA.

As mutacdes nao devem ser vistas como algo totalmente ruim. Se vocé pensar
nao como um individuo, mas sim como uma “espécie”, com certeza concordara
com o “lado bom” das alteracoes no DNA. As mutacdes que nao levam a
morte ou a restricoes drasticas de vida de cada individuo de uma populacdo
podem representar uma vantagem em determinadas condicdes ambientais.
Essas variacoes sutis, existentes entre os integrantes de uma populacdo, muitas

vezes asseguram a perpetuacao e o processo evolutivo de uma espécie.

Também é importante que vocé saiba que mutacdo e recombinacdo (assunto
da Aula 15) constituem as duas principais causas da variabilidade existente
entre os individuos que integram uma populacdo. Outro mecanismo associado
a esta variabilidade envolve os elementos genéticos de transposicdo, que serao

discutidos nas Aulas 18 e 19.

Em uma célula, que geralmente tem apenas uma ou duas copias de DNA
gendmico, as proteinas e os RNAs defeituosos podem ser rapidamente
substituidos usando a informacao codificada no DNA. Entretanto, as moléculas
de DNA sdo insubstituiveis e, apesar de se reconhecer a contribuicao inestimavel
de algumas mutacoes, manter a integridade da informacéo contida no DNA é
uma obrigatoriedade celular, o que é assegurado por um sofisticado conjunto
de sistemas de reparo de DNA. Os danos no DNA podem ser causados por uma
variedade de processos, alguns espontaneos, outros catalisados por agentes
ambientais. Vocé vera que a propria replicagdo pode ocasionar danos no
contetdo de informacdo do DNA.

Nesta aula, ndo discutiremos o aspecto evolutivo das mutacdes, mas sim como elas
ocorrem, como podem ser classificadas e sua importancia em diferentes areas, como
adasaude e a biotecnolédgica. Vocé também tera a oportunidade de conhecer como
as células reparam as possiveis lesdes que surgem no DNA, de forma a minimizar

a transmissao desses erros para as futuras geraces de células.



Ao final da aula, serdo discutidas as conseqiiéncias para a célula de genes

defeituosos que codificam proteinas que atuam nos sistemas de reparo.

Como sao muitas informacdes, sugerimos que vocé leia esta aula com mais
calma e atencdo do que o habitual. Nao é preciso se apressar! Lembre-se
de que vocé estd construindo seu conhecimento, o que requer paciéncia e

perseveranca.

Vamos comecar?!?!

O QUE E MUTACAO?

Denominamos mutagio qualquer alteragio resultante de um
processo pelo qual os organismos sofrem mudanca de um estado
hereditario para outro, sem que envolva recombinacio. O que vocé
entende por sofrer mudanca de um estado hereditdrio para outro? Vamos
pensar juntos! Nés sabemos que, ao se duplicar, é interessante que uma
célula origine células-filhas idénticas a ela. Para que as caracteristicas
de uma célula sejam perpetuadas, é necessdrio que seu material genético
esteja integro, sem alteragdes, ou seja, que seu estado hereditdrio se
apresente inalterado. Caso o material genético seja modificado, o que
pode ocorrer até mesmo durante a replicagdo (estudaremos isso mais
adiante), podemos dizer que a célula sofreu uma mudanga em seu
estado hereditario e que as células-filhas herdardo tais modificagdes.
Esta claro?

E importante ressaltar também que um dano causado no DNA
ndo necessariamente caracteriza uma mutacao, uma vez que ele pode ser
reparado antes que ocorra a divisdo celular. Um dano nio reparado no
DNA — uma lesdo — tem como conseqiiéncia mais séria uma mudanga na
sequéncia de bases do DNA que, se replicada e transmitida para as futuras
geracoes de células, torna-se permanente. Esta mudanca permanente é
uma mutag¢io. Podemos dizer, entao, que uma mutagao se estabelece na
molécula de DNA através de um processo em duas etapas. Tenha certeza

de que mais adiante tudo isso ficard mais claro para vocé.
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Os acidos nucléicos, especialmente o DNA, que constitui o
material genético das células, podem vir a apresentar uma seqiiéncia
de nucleotideos diferente da seqiiéncia original devido a substituicdo de
um nucleotideo por outro ou mesmo por adi¢io ou remog¢ao de um ou
poucos nucleotideos da molécula de DNA. Tais alteracoes sio chamadas
mutagOes génicas e serdo estudadas nesta aula. Entretanto, alteracoes mais
“grosseiras”, ou seja, que envolvem regides mais extensas do DNA, podem
ocorrer ao nivel de cromossomos, constituindo as aberracoes cromossomicas,
que podem ser estruturais (translocacdes, delecoes, duplicacdes, inversdes)
ou numéricas (aneuploidias e poliploidias). As aberra¢des cromossomicas
serdo discutidas nas aulas de Genética.

A alteracdo da seqiiéncia de nucleotideos em organismos de
mais alto grau de complexidade pode ocorrer em tecidos distintos,
caracterizando a muta¢do somdtica e a mutagao germinativa. Observe

as diferengas na Figura 13.1, acompanhando o texto.

Prole
normal

Tecido
somatico

setor
mutante

Tecido
germinativo

s
e

mutante

Prole Prole
normal mutante

Figura 13.1: Mutacao somatica vs mutacao germinativa. As mutacdes podem ocorrer tanto no tecido somatico
como no germinativo, entretanto, apenas as que ocorrem no tecido germinativo sdo transmitidas para a geragao

seguinte de células.
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A mutacdo somadtica se caracteriza por ocorrer em tecido somatico
em desenvolvimento, podendo originar uma popula¢io, denominada
clone, de células mutantes idénticas, todas descendentes da célula na qual
ocorreu a mutacao. Este tipo de mutagdo, em geral, ndao é transmitido
para a prole.

A mutagdo germinativa, em contrapartida, ocorre em tecido
associado a formacdo de células sexuais. A mutaciao é transmitida
para a geragao seguinte caso as células sexuais mutantes participem da
fertilizagdo. Vale lembrar que um individuo exibindo fenétipo normal

pode produzir células sexuais mutantes.

As mutacoes em bactérias podem causar resisténcia a antibioticos. De fato, o uso excessivo ou
a interrupcdo do tratamento aumenta a probabilidade de surgimento de linhagens de bactéria

resistentes a diversos antibidticos, o que constitui um problema de saude publica.

Os virus sofrem mutagdo muito rapidamente, o que representa uma preocupacao dos profissionais
da saude. Por exemplo, as vacinas contra gripe devem ser modificadas a cada ano para se adequarem
as mudangas virais. Outro exemplo diz respeito a elevada taxa de mutacdo do HIV, o que dificulta

ainda mais o tratamento da AIDS.

MUTACOES ESPONTANEAS E INDUZIDAS

Como grande parte das mutacdes que afetam as células ocorre
espontaneamente, vamos comecar discutindo as diferengas entre as
mutagdes espontaneas e as induzidas.

As mutacdes sido ditas espontaneas quando resultam de uma
operacdo celular normal ou de interagdes casuais com o ambiente. Ao
contrdrio do que se possa imaginar, um nimero elevado de alteragoes
no DNA poderia surgir, por exemplo, durante a replicagdo, caso nio
existissem os sistemas de reparo do DNA. Sabemos também que as
mutacdes s30, em geral, eventos raros, uma vez que aquelas que ocorrem
naturalmente e que causam danos severos ao gene sdo, na maioria das
vezes, selecionadas durante o processo evolutivo, o que dificulta a
obtencdo de mutantes espontineos. Além disso, as conseqiiéncias
observaveis de uma mutagio dependem de sua localizacdo no gene,

portanto, nem todas as mutagdes resultam em um fendtipo alterado.
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N6s ja definimos genétipo e fenétipo na Aula 1. Vocé ja viu que a informacao genética armazenada
no DNA é transcrita sob a forma de RNA, que, entéo, é utilizado durante a sintese de proteinas,
determinando a sequiéncia de aminodacidos na cadeia polipeptidica (Aula 5). Também ja foi estudado
que, na maioria das vezes, apenas parte do genoma codifica alguma molécula, ou seja, estd
relacionada a sintese de uma molécula. Se juntarmos essas informagoes, é facil entender que, se a
mutacdo ocorre em uma regido do genoma que nao representa um gene, provavelmente ndo havera
alteracdo do fenétipo. Além disso, mesmo que a mutagdo ocorra dentro de um gene, a constatacao
de um fendtipo alterado dependera do local e do tipo da mutacdo. Vamos entender por qué?

Nas aulas do Modulo 3, vocé vera que o gene apresenta regides ndo-codificadoras, ou seja, regioes
que ndo sao importantes para determinar, por exemplo, a seqiiéncia de aminoacidos em uma proteina.
Vocé verd também, nas aulas do Moédulo 4, que varios tipos de cédon (a trinca de nucleotideos no
RNA que determina um aminoacido na proteina, lembra?) determinam o mesmo aminoacido na
proteina. Assim, se a mutacdo ocorre na regido ndo-codificadora ou modifica o cédon sem que seja
introduzida uma mudanca de aminoacido na proteina, o fenétipo, associado a proteina, ndo se
apresentara alterado.

Vocé ja deve ter ouvido falar em alguns processos industriais, como,
por exemplo, a produgao de antibidticos, nos quais microorganismos
sdo utilizados. Saiba que estes processos podem ser melhorados sob
diversos aspectos, incluindo rendimento de produto formado, através
da utilizagdo de organismos mutantes. Se as mutagdes espontineas sio

eventos raros, como nds ja vimos, o que podemos fazer caso nosso

objetivo seja produzir mutantes?

Pois saiba que a ocorréncia das mutagoes pode ser aumentada com
o uso de certos fatores, ditos agentes mutagénicos ou mutdgenos, o que
caracteriza as mutagOes induzidas. A maioria dos agentes mutagénicos

atua sobre uma base especifica do DNA, ou se incorpora ao 4cido

nucléico. Discutiremos isso mais adiante.

A essa altura, vocé deve estar desesperado(a) com todos os
termos que estao sendo utilizados. Vamos, entdao, dar uma “paradinha”

para rever cada um deles e introduzir alguns termos novos que serdao

importantes para o entendimento desta aula.

e Mutante — refere-se ao estado genético do organismo ou
da célula. Um organismo ou uma célula mutante é aquele
que, devido a uma mutag¢io, apresenta um conjunto de
caracteristicas observaveis (fenotipo) diferente do fenotipo
selvagem, que é o normalmente encontrado ou o que

predomina entre os individuos de uma populagio.
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® Mutacao — qualquer alteragio estrutural do DNA herdada,
sem que envolva recombinagio. Nem toda mutagio estad
associada a um fen6tipo mutante (ja vimos isso), mas todo
mutante apresenta uma alteragio estrutural no DNA, que
resulta em um fendtipo mutante.

e Evento mutacional — expressa a ocorréncia de uma
mutagao.

® Agente mutagénico ou mutdgeno —um agente fisico ou um
reagente quimico que pode interagir com o DNA causando
uma mutacao.

® Mutagénese — € o processo de produ¢ao de mutantes, ou

seja, de inducdo de mutacdo.

Agora que vocé ja sabe diferenciar uma mutacdo espontinea
de uma mutacdo induzida, é importante vocé saber que as mutagdes
se originam de um processo que envolve duas etapas: primeiramente,
um erro é introduzido em uma das fitas do DNA dupla-hélice e, entio,
este erro é ratificado durante a sintese de DNA. Para um melhor
entendimento, observe a Figura 13.2. Neste caso especifico, o DNA
parental teve uma base A substituida por C. Caso este erro niao seja
corrigido, ao se replicar, a fita normal servird de molde para a sintese de
um DNA selvagem, idéntico ao parental. Em contrapartida, ao servir
de molde na replicagio, a fita contendo a base alterada (C) determina a
sintese de uma fita contendo G em lugar de T, resultando na substitui¢ao

do par T=A pelo par G=C.

GCTATGCT
CGATACGA
GCTATGCT GCTATGCT
CGATACGA (a) CGATCCGA
b
ONA N GCTAGGCT
parental
CGATCCGA

DNA
selvagem

DNA
mutado

Figura 13.2: Mutacdo ao nivel molecular. Apés a introducdo de uma base errada (a), a mutagdo ¢é ratificada

durante a replicacdo do DNA (b).
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COMO E FEITA A SELECAO DE MUTANTES?

Antes de iniciarmos o estudo sobre selecio de mutantes, é
importante que vocé saiba que tipo de fendtipo mutante estd sendo
analisado. Isto se faz necessario porque as conseqiiéncias fenotipicas de
uma mutacdo podem ser sutis, necessitando de metodologias refinadas
para se detectar o mutante, ou podem ser graves, produzindo defeitos
morfologicos severos ou, até mesmo, a morte.

Os fendtipos mutantes podem ser separados de acordo com o tipo
de mutacdo aos quais estdo associados. A seguir, estao listados alguns

tipos de mutag¢io que originam fenotipos mutantes distintos.

® Mutacoes morfoldgicas — aquelas que levam a alteragoes
morfoldgicas, tais como as modificacdes na forma, na cor
ou no tamanho de uma célula ou de um organismo.

® Mutacdes bioquimicas — aquelas que resultam em perda
ou alteragao de alguma fun¢io bioquimica, como, por
exemplo, uma via metabdlica defeituosa devido a uma ou
mais enzimas mutadas, e por isso ndo observaveis, podendo
ser identificadas apenas por andlise bioquimica.

¢ Mutacdes condicionais — aquelas nas quais os fendtipos
sO se manifestam sob determinadas condicoes, como, por
exemplo, no caso dos mutantes sensiveis a temperatura.

® Mutagoes resistentes — aquelas que conferem resisténcia da
célula ou do organismo a certos tipos de drogas, incluindo
os antibidticos.

® Mutagoes regulatorias — aquelas nas quais os fendtipos
sdo detectados pela incapacidade de controle de expressiao
de um ou véarios genes.

® Mutagoes letais — aquelas que resultam em morte da célula

ou do organismo.

Agora que vocé ja esta familiarizado com alguns fendtipos
mutantes, vamos estudar como os mutantes espontaneos ou induzidos

podem ser selecionados de acordo com suas caracteristicas!



Vamos tomar como exemplo a sele¢io dos mutantes de bactéria
resistentes a um antibiético. Nesse caso, emprega-se meio de cultura
adicionado de antibidtico, permitindo, assim, o crescimento apenas das
células mutantes. Este método é bem simples, ndo é?

Para a selecio de mutantes de bactéria incapazes de utilizar lactose,
pode-se utilizar um meio de cultura, conhecido como EMB agar, contendo
todos os aminoacidos, lactose e dois CORANTES SENsiVEIS A0 PH, eosina e azul
de metileno. Vamos entender o que ocorre! As células Lact consomem
lactose, por um metabolismo oxidativo, havendo liberagio de fon H*.
Portanto, ocorre diminuicio do pH do meio ao redor das células, o que
faz com que os corantes que permeiam as colonias apresentem coloragiao
vermelha. Ao contrario, as células LAc” consomem glicina e liberam NH,
(amonia) que causa um aumento de pH ao redor destas células. Assim,

os corantes perdem a cor, gerando colonias brancas.

BASE MOLECULAR DAS MUTACOES

Existem duas classes principais de mutacdes génicas:

e substitui¢ao de bases — em que ocorre substituicio de um
par de bases por outro;
e insercio ou dele¢ao de bases — em que um ou mais pares

de nucleotideos € inserido ou deletado.
O grupo de substitui¢cdes de bases, por sua vez, subdivide-se em:

a) transicdo — quando ocorre substitui¢io de bases de
mesmo tipo, ou seja, uma pirimidina por outra ou uma
purina por outra (par A=T pelo par G=C e vice-versa, ou
o par T=A pelo par C=G e vice-versa);

b) transversio — quando ocorre substituicio de bases de
tipos diferentes, ou seja, uma purina por uma pirimidina,
ou uma pirimidina por uma purina (par A=T pelos pares
T=A ou C=G e vice-versa, ou par G=C pelos pares T=A ou

C=G e vice-versa).

CORANTES SENSIVEIS
Ao PH

Estes compostos
apresentam coloracao
distinta de acordo

com seu estado de
ionizagao. Sao também
conhecidos como
indicadores de pH.

Lac*

Refere-se a bactéria
selvagem, capaz de
utilizar a lactose como
fonte de carbono.

Lac

Refere-se a bactéria
mutante que, por
ndo ser capaz de
utilizar a lactose,
utiliza o aminoacido
glicina como fonte de
carbono.
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COMO AS MUTACOES GENICAS AFETAM AS PROTEINAS?

Em aulas anteriores, ja foi discutida superficialmente a relagiao
entre uma seqiiéncia de bases no DNA e a seqiiéncia de aminodcidos em
uma proteina. Este tema serd abordado mais detalhadamente nas aulas
do Médulo 4. No entanto, para o entendimento das consequiéncias de
uma mutagio, ¢ fundamental que vocé saiba que as trincas adjacentes
de nucleotideos, chamadas cddons, determinam a seqiiéncia de
aminodcidos em uma proteina e que qualquer altera¢do nestas trincas
pode resultar em mudanga dos aminodcidos que constituem uma cadeia
polipeptidica.

Com base na mudanca causada na proteina, as mutagoes podem
ser de diferentes tipos. Leia a descricao deles acompanhando a figura.
Na Figura 13.3.a, vocé encontra trés possiveis substitui¢cdes de bases que
podem ocorrer em um gene, capazes de resultar em mutagdes: silenciosa,
missense e nonsense. Ja na Figura 13.3.b, é possivel observar a diferenga

resultante de insercao e delecao de bases.

e Mutacio silenciosa — nio causa mudanga de aminodacido,
uma vez que mais de uma trinca pode codificar um mesmo
aminodacido.

Exemplo: substituicio do cédon UAC (Tyr) - UAU (Tyr). Os
dois codons especificam o aminoacido tirosina, representado
dentro dos parénteses pelo simbolo de trés letras.

® Mutagio missense — resulta em mudanca de aminoacido.
Exemplo: substitui¢io do cédon UAC (Tyr) —» UUC
(Phe). Os dois aminodcidos tém mesma caracteristica
quimica, sao aminodcidos com grupamentos aromaticos,
apolares ou fracamente polares. Muitas vezes é chamada
mutacao neutra.

Substitui¢ao do codon UAC (Tyr) - GAC (Asp). Os dois
aminodcidos tém caracteristicas quimicas diferentes, Tyr é
fracamente polar e Asp é polar carregado negativamente.
Por vezes é denominada mutagio de sentido trocado.

e Mutagao nonsense (mutacao sem sentido) — determina
uma terminacdo prematura da tradugdo, resultando em

uma proteina menor.



Exemplo: substitui¢io do cédon UAC (Tyr) — UAG (Stop).
O codon que especifica Tyr é substituido por um cédon
que determina o término da tradugio, gerando, assim, uma
proteina menor, incompleta.

e Mutagio frameshift (mutacao por mudanca de quadro
de leitura) — a adicdo ou delecao de pares de bases, ndao
multiplos de trés dentro da regido codificadora, resulta
em mudanga de todos os cédons a partir do ponto onde

ocorreu a alteragio.

a)
5.TA-C...3| <
/ 3..AT-G..5 \
/A" :
T-A-C T-A-T A-A-C T-A-G@
A-T-G A-T-A T-T-G A-T-C
v v v Vo oe—
[U-A-c] [U-AU]l  |GAC] [U-AG| «—
Tirosina Tirosina Acido Stop
aspartico cédon
l l ' ve—
Normal Normal Defeituosa Incompleta<—
Selvagem Silenciosa  Missense  Nonsense <—
b) _ _ — o
LATG | CCT |GJGT] TAT |GA __ -
Met] [Pro] [Gly] [Tyr]  Aminoécidos
Proteina
Insercio defeituosa
pnAa  [ATG JccIT] GtT TATG JA - -~
normal [viet] [Pro] [Vall [Metl Aminoéacidos
Proteina
Delecdo selvagem

[ATG JTccG | T1A J TGA |

[Met] [Pro] [Leu] [Stop] Aminoéacidos
Proteina
incompleta
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Gene

Mutacao

Transcricao
mRNA

Cédons
Traducao

Proteina

Tipo de
mutacao

Figura 13.3: Tipos de mutacdo. a) A partir de trés bases constituintes de um gene, é possivel gerar algumas
seqUéncias mutadas resultantes de substitui¢des de cada uma das bases. Neste exemplo, tais altera¢des origi-
naram mutacdes silenciosa, missense e nonsense, associadas a proteinas normal, defeituosa e incompleta,
respectivamente. b) Insercdo ou delecdo de bases, envolvendo um numero ndo multiplo de trés, resulta em
mudanca de quadro de leitura (frameshift). As consequéncias de uma muta¢do frameshift podem ser as mais

diversas, incluindo proteinas defeituosas ou incompletas.
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Um exemplo importante da mutacdo causada por substituicao de bases é a anemia falciforme, doenga
caracterizada por hemolise (quebra de hemacias) acentuada devido a presenca de hemoglobina
mutante, conhecida por hemoglobina S (HbS), no interior das células vermelhas do sangue. Esta
doenca esta associada a substituicdo de adenina por timina, o que resulta em troca de acido glutamico
por valina na hemoglobina.

CEDERJ

COMO OCORREM AS MUTAGCOES ESPONTANEAS?

As mutagdes espontianeas ocorrem por erros de replicacdo do

DNA ou por lesdes espontaneas.

Erros de replicacao do DNA

Os erros de replicacio normalmente ocorrem devido ao
tautomerismo de bases, a incorporacao de bases erradas e a replicacdao
incorreta de seqiiéncias repetitivas.

Vamos entender porque o tautomerismo das bases pode promover
uma mutacdo! Alids, antes, vamos entender o que é tautomerismo.

Entende-se por estado tautomérico a variagio da posi¢ao de um
préton (H*) em uma molécula. Em meio aquoso, as purinas e pirimidinas
possuem diferentes estados tautoméricos, sendo que um deles predomina.
Observe na Figura 13.4 que as bases nitrogenadas adenina e citosina
podem se encontrar sob as forma amino (-NH2), estado tautomérico mais
comum, e imino (=NH), a forma transiente. Com relagdo a guanina e a
timina, existem as formas ceto (-C=0), o estado normal, e enol (=C-OH),
a forma transiente. Repare, também, nas Figuras 13.5.b e 13.5.c, os
possiveis pares de bases formados pelos estados tautoméricos transientes.
A forma imino de A pareia com C e a forma imino de C pareia com A.

Ja a forma enol de G pareia com T e a enol de T pareia com G.



e Adenina

_N
HC >> \c—c//
N\ // A\ N\C// \
\
c
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C"da/ Cda N\ /N H
desoxirribose H desoanbose N=C
Amino Imino
@ Citosina H H
NH
H_ / )) H__ // >>
HC N N
N/ \
N—C N—C
C{a \\ C/da \\
desoxirribose desoxirribose
Amino Imino

e Guanina

N o] N OH
HCZ N c//)> HCZ N C/
\ V4 \N <_/|\\I\N// \\N
Crda” \ / C'da \ /
desoxirribose = C desoxirribose N=—C
\ \
NH NH
Ceto H Enol H

Q Timina
OH

H3C\C_// C/
D= )=

HC N

_c/ \N_C/

/ N\ / N\

C/'da (o] C,/da (o]
desoxirribose desoxirribose
Ceto Enol

Figura 13.4: Estados tautoméricos das bases. Adenina (a) e citosina (b) apresentam-se sob as formas amino (estado
mais comum) e imino (estado transiente). Guanina (c) e timina (d) apresentam-se sob as formas ceto (estado mais
comum) e enol (estado transiente).
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Zs
6
N1
C,/'da Ve
desoxirribose

13
C"da /N 2 N\
desoxirribose \n/ H
(0]

Citosina Timina
H Guanina G'da
desoxirribose Adenina  C,/da
desoxirribose
T CH,
- N\H H %YO""'H
I ""N/ \0
C/da N N~...,H C'da N AN
desoxirribose \[]/ ~ N desoxirribosa H... NF N
S LY )
i QD
Citosina N imi N— N
N \C/da Timina | \C1’da
L desoxirribose H desoxirribose
Forma imino Forma enol
da adenina (A*) da guanina (G*)
T H,C
ZN.. (0]
H\N/H h/ .
‘O
C'da PRGN C'da PANGPLS
desoxirribose \ﬂ/ He P N desoxirribose \[I/ N N
o [ > o. S
Forma imino \N N H\N N I N
da citosina (C*) \Cw’da Forma fenol | N \ e
Adenina desoxirribose daTimina (T*)  H  Guanina C/'da

e

desoxirribose

Figura 13.5: Possiveis pares de bases contendo uma das bases em seu estado tautomérico transiente. Pares de
bases Watson-Crick (a) e pares de bases formados pelas formas transientes de purinas (b), adenina e guanina,

e de pirimidinas (c), citosina e timina.

Sera que vocé se lembra das formulas estruturais das bases nitrogenadas? Vocé sabe quais séo os

grupamentos envolvidos no pareamento das bases?

N&o se esqueca de retornar as aulas anteriores sempre que sentir necessidade. Se for necessario,

nao hesite em retornar as Aulas 3 e 4.
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Agora chegou a hora de vocé entender porque algumas formas
tautoméricas podem resultar em alteragio do pareamento de nucleotideos!

Vamos tomar como exemplo o par de bases G=C em uma molécula
de DNA durante a replicacdo. Para facilitar, leia o texto acompanhando a
Figura 13.6. Durante a separagio das fitas, a forma normal de G poderia
originar o tautomero transiente G*, o que resultaria na formag¢io do
par de bases G*®T em lugar de G=C. No préximo ciclo de replicacio,

considerando a molécula de DNA contendo o par de bases G**T, muito



provavelmente, o tautdbmero G* retornaria a forma amino e parearia
normalmente com C. Entretanto, a outra fita de DNA, contendo a
base T, serviria de molde para a sintese de uma molécula contendo,
entdo, o par de bases A=T. Esta mudanca do par original G=C para o
par A=T caracterizaria uma mutag¢io. Portanto, podemos concluir que
tautOmeros transientes permitem pareamentos ndo-padrdes de bases que
se encaixam na dupla-hélice de DNA, causando eventuais mutagoes nos

ciclos seguintes de replicagio.

Forma tautomérica
enol rara de
guanina
- rrrrrr
ACGTC
TGTAG
—_
Replicacdo do
— Trrrrr
acgrc  PNA
TGCAC DNA
—_—

DNA parental

—T T T T T —
ACGTC
TGCAG

JE T

Prole da 1°
geracao

Replicacdo do

T T TrTT—
ACGTC

TGCAG
—_—

- rrrrr
ACATC

TGTAG

s s v e
ACGTC
TGCAG

—_—

—T T TrTT—
ACGTC
TGCAG

— 1

Prole da 2°
geragao
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Selvagem

Mutante

Selvagem

Selvagem

Figura 13.6: Erro de replicacdo devido ao tautomerismo das bases. a) DNA parental a ser replicado. b) No primeiro
ciclo de replicacdo, o tautdmero transiente G* pareia com T, em lugar de C, originando o par G**T. c) Durante o
segundo ciclo de replicacdo, a forma imino (transiente) é convertida para a forma amino, regenerado o estado
normal G. d) A fita de DNA contendo G gera uma molécula com o par de bases G=C, enquanto a outra fita

contendo T gera o par de bases A=T, ratificando a muta¢do de G=C para A=T.

Durante a replicacdo, algumas bases s3o erroneamente incorporadas.
Entretanto, as proprias polimerases, por apresentarem a funcdo de
edicdo, encarregam-se de retirar as bases erradas, permitindo, assim, a
incorporacdo da base correta. Reveja as aulas sobre replicacdo! Caso a
funcdo editora nio seja desempenhada adequadamente, a base errada
passa a constituir a molécula de DNA e, no segundo ciclo de replica¢io, a

mutagao é, entdo, ratificada. Para clarear o assunto, veja a Figura 13.7.
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c-G
La )]

AT

G-C
Figura 13.7: Erro de replicacdo devido a -
. ~ . . Replicacéo
incorporacéo de bases erradas. No primeiro do DNA
ciclo de replicagdo (a), uma base G é pareada
erroneamente com uma base A e este erro
ndo é corrigido, o que resulta em uma ~ —
molécula de DNA contendo o par de bases Y &g
AeG (b). Em um segundo ciclo de replicagdo P >
(c), a fita contendo a base A ira parear cor- 0 L & @
retamente com a base T, gerando o DNA 1 -
selvagem. No entanto, a fita contendo a | o
base G, ao parear corretamente com a base »

C, gera um DNA mutado (d), ratificando a
mutac¢do A=T para C=G.

Par errado
de bases
Replicagdo -
& DNA . Fita molde
Fita recém-
sintetizada
DNA selvagem DNA mutado
SEQUENClA REPETITIVA
(ou SEQUENCIA DE Outra possibilidade de erro se origina da replicagio incorreta de

REPETICAO . . "
¢ ) SEQUENCIAS REPETITIVAS (OU SEQUENCIAS DE REPETICAO) encontradas no genoma

As seqiiéncias de

P dos organismos. Observe, na Figura 13.8, que devido a um fenémeno

nome mesmo diz, conhecido como “derrapagem da DNA polimerase” é possivel adicionar
correspondem a

unidades bésicas ou deletar uma ou mais bases. Na Figura 13.8.a, a seqiiéncia repetitiva
de repeti¢do que .

se encontram em AAAAA propicia o desemparelhamento da base T, antes mesmo do

multiplas copias em

o término da sintese da nova fita. Como resultado, temos uma fita com
Serie no genoma dOS

organismos. Estas seis, em lugar de cinco, bases do tipo T. Caso este erro nio seja corrigido,
seqiiéncias sao mais . . B . s 3
comumente do tipo em um segundo ciclo de replicagdo, a mutacio por adi¢io de base sera
mono, di, tri ou . L. . . .

D ratificada. Ao contrario, na Figura 13.8.b, é possivel observar o que
tetranucleotideos,
ou seja, de um, ocorre durante a replicacio de uma sequiéncia repetitiva de CT. Nesse
dois, trés ou quatro »
nucleotideos. exemplo, a fita molde nao é completamente utilizada, o que resulta em
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uma molécula com menos uma unidade de repeti¢ao (CT). Novamente, se

este erro nao for reparado, no ciclo seguinte de replicacdo, serd ratificada

a mutacdo por dele¢iao de duas bases.

| Fita molde

Adicdo Fita recém- Delecio
Sintese de DNA sintetizada Sintese de DNA
- -
5...CGTTTT 5...CTGAGAGA
3.. . GCAAAAACGTAC 3. .. GACTCTCTCTCTGCA ..
T
5...CG TTT 5...CT GAGAGA
3...GC AAAAA CGTAC.. 3. .GACTCTCTCTCTGCA...
T
5...CG TTTTTGCATG 5...CT GAGAGACGT
3...GC AAAAACGTAC.. 3'...GACTCTCTCTCTGCA...

Figura 13.8: Replicacdo incorreta de seqiiéncias repetitivas. Replicacdo incorreta de sequéncias repetitivas,

resultando em adicao (a) e delecao (b) de bases.

LesGes espontaneas

Além dos erros de replicagio do DNA, lesdes espontaneas,
resultantes de depurinagio, desaminagio e danos oxidativos, também

podem ocorrer.
Depurinacao

A depurinacido consiste em perda de uma purina devido a quebra
da ligacdao entre a base e a desoxirribose, gerando sitios apurinicos,
conhecidos como sitios AP. Esta auséncia de base na fita molde durante
a replicacio resulta em incorporagio de qualquer uma das quatro bases,
o que pode originar uma mutacdo, que se ratificard no segundo ciclo de
replicagio, caso o erro nao seja reparado. Observe na Figura 13.9.a a perda
da guanina e a conseqiiente geragio de um sitio AP. Ja na Figura 13.9.b,
vocé encontra um esquema de como a mutacdo pode se estabelecer no
DNA, a partir de sitio apurinico. A incorporag¢io de T resulta em transicio
(G—A), enquanto a incorporacdo de A ou G resulta em transversao (G—
T ou G—C), ap6s o segundo ciclo da replicagdo. E importante vocé saber
que uma unica célula perde mais de 10.000 purinas por dia, sendo que a

maioria dos sitios apurinicos é devidamente reparada.
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Cc 0O
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| /k apurinico -
(6] 0 sitio AP
|
P 0
? N
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. N/*N M
|
H
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@ Replicagdo
T 1 J T 1 DNA
G G G A G
CI; ? ? — |C ﬂla F < Selvagem
DNA
Apurinico Replicagdo
T 1 _) T 1
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G AG_,G G L 1] L1
R R R %
Replicagdo
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normal (fita do L j ('; ,]1], ('3
DNA apurinico g A g — C A C Transversao (A—T)
como molde) 4 1 1 I
Replicagédo
T 1 J T 1
18 ® (lé — Ig % g Transversao (A—>C)

Figura 13.9: Depurinacao - perda espontanea de purinas presentes no DNA. A perda de purina gera um sitio
apurinico —sitio AP (a). Na auséncia de uma base na fita molde, qualquer base pode ser incorporada durante a
replicacdo do DNA, podendo gerar uma mutacao (b).
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Desaminacao

A desaminagdo caracteriza-se pela perda do grupamento amino
(-NH2) de uma das bases nitrogenadas. A desaminag¢ao da citosina, por
exemplo, gera uracila, conforme esquematizado na Figura 13.10.a, o que
resulta, nos ciclos subseqientes de replicacdo, em conversio do par C=G
para o par T=A. Além disso, algumas bases se encontram metiladas, ou
seja, adicionadas de um grupamento metil (-CH3), sendo que o estado
de metilacdo de um gene consiste em um importante mecanismo de
controle de expressao génica. A desaminacdo de S-metilcitosina produz
timina, conforme a Figura 13.10.b, resultando na transicio C—T e na
substitui¢do do par C=G pelo par T=A. Como a presenca de timina nao
é reconhecida pela maioria dos sistemas de reparo, este mecanismo é

uma causa comum de mutacio.

H H
SN o)
H
~
| \N I N
_—>
o /£ Desaminacdo /L
o "
Citosina Uracila

[0}
HsC H
~
' N
Q Desaminagao /g

N (o}

I
5-Metilcitosina Timina

Figura 13.10: Desaminacao - perda do grupamento amino das bases. A perda do grupamento amino da cito-
sina (a) e da 5-metilcitosina (b) resulta em uracila e timina, respectivamente. Essa mudanca de base favorece a

formacdo de um par de bases diferente do original, o que caracteriza uma mutacdo.

CEDERJ

89

AULA H MODULO 2



Biologia Molecular | Mutacao e reparo do DNA

RADICAIS LIVRES

Atomos ou moléculas
quimicamente reativas,
devido a existéncia de
pelo menos um elétron
desemparelhado, que
apresentam tempo de
vida pequeno.

Na busca de uma con-
figuracao mais estavel,
os radicais livres
podem causar danos
as macromoléculas no
interior das células. Os
radicais livres podem
ser produzidos em
Pprocessos normais ou
patologicos e estdao
associados a danos
teciduais em diver-

sas circunstancias,
incluindo: exposi¢ao

a radiagdo, danos por
poluentes ambientais
e envelhecimento.

As substancias anti-
oxidantes, como a
vitamina C, diminuem
os niveis de radicais
livres em nosso
organismo, evitando,
assim, que eles causem
algum dano. Para
maiores informacoes
sobre radicais livres e
sua importancia, visite
a pagina da Virtual
Free Radical School,
cujo enderego é

http:/
ww.medicine.uiowa.edu/
FRRB/VirtualSchool/
Virtual.html.
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Danos oxidativos

Os danos oxidativos podem ocorrer espontaneamente devido a
agao de RADICAIS LIVRES, tais como superoxido (O°,"), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidroxila (OH*), que sao gerados durante o metabolismo
aer6bico normal. Estas espécies reativas de oxigénio podem causar danos
no DNA, ou até mesmo nos precursores do DNA (dGTP), resultando
em mutacdo. Dois dos produtos formados estdo representados na Figura
13.11. O 8-oxo-7-hidrodesoxiguanosina (8-oxodG), por exemplo, pareia
freqiientemente com A, estando associado a altos niveis da transversiao
G—T. Ja a timidina glicol bloqueia a replicagao.

Os danos oxidativos ocorrem naturalmente, mas sua freqiiéncia
é aumentada por radiagio ionizante, conforme vocé verd mais adiante

nesta aula.

H

N

HN; 7
2\ . 8 (0]

NH; H T

C’ da Desoxirribose

C! da Desoxirribose

Figura 13.11: Produtos de danos oxidativos do DNA decorrentes da acao de espé-
cies reativas de oxigénio. a) Timidina glicol, que bloqueia a replicagdo do DNA. b)
8-Oxo-7-hidrodesoxiguanosina (8-oxodG), que promove a transversdo G—T.

COMO OCORREM AS MUTAGOES INDUZIDAS?

As mutacdes induzidas ocorrem pela acao de agentes mutagénicos
quimicos e fisicos. Dentre os agentes mutagénicos quimicos mais
conhecidos, destacam-se os andlogos de base, os compostos que reagem
com o DNA, como o 4cido nitroso e os agentes alquilantes, e os agentes
intercalantes. Como exemplos de mutdgenos fisicos, podemos citar os
raios ultra-violeta (raios UV), um tipo de radiacdo ndo-ionizante, e dois
tipos de radiacdo ionizante, os raios y e os raios X.

Como serd que cada um desses agentes atua? Vamos discutir um

pouquinho sobre cada um deles separadamente.



Agentes mutagénicos quimicos
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Andlogos de base

Pelo nome vocé ja deve entender como sdo os compostos desse
grupo. De fato, a a¢gdo mutagénica de um andlogo de base resulta de sua
incorporacao no DNA no lugar de uma base regular. Se esse composto
tautomeriza ou se permite dois modos de pareamento através de pontes de
hidrogénio, ele é mutagénico. Como exemplo, podemos citar o 5-bromo
uracila (5-BU), um andlogo de timina. Observe sua férmula estrutural
na Figura 13.12.a. O carater mutagénico do 5-BU se deve a mudanca do
equilibrio ceto-enol causado pelo dtomo de bromo, conforme pode ser
visto na Figura 13.12.b. A forma enol existe por mais tempo em 5-BU
do que em T, e pareia com G. Portanto, sua presenga gera a transicao
A—G e a mudanga do par T=A para o par C=G. Como nos casos ja
discutidos anteriormente, sio necessarios dois ciclos de replicacao para

gerar um novo par de bases.

H
_ /
(Br) (0] H——N N ﬁ
56
/ H / \ N
a_  Die Sy \C, da
cd N % \—— N desoxirribose
da / _
desoxirribose o Adenina

Forma ceto de 5-BU (comum)

Figura 13.12: Possiveis pareamentos entre 5-bromo uracila (5-BU) e as bases nitrogenadas comuns. A presenca
da forma comum do 5-bromo uracila (5-BU), um analogo de timina, pareia com adenina (a), enquanto a forma
ceto de 5-BU permite o pareamento com guanina (b), o que caracteriza uma mutagdo.

Um outro exemplo é a 2-amino purina (2-AP) (Figura 13.13.a),
um analogo de adenina. Além de parear com T, a forma protonada de
2-AP pode formar uma ponte de hidrogénio com C (Figura 13.13.b).
Esta possibilidade de pareamento causa uma mudanga do par A=T para

o par G=C.
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H
/
C1'da/ C1'da
desoxirribose desoxirribose 3 2
N L —— N
N\ \

N—H ----0 C1' da

—_— o
/ desoxirribose ! i

H
2-AP

protonada

2-AP Timina Citosina

Figura 13.13: Possiveis pareamentos entre 2-amino purina (2-AP) e as bases nitrogenadas comuns. Enquanto
2-amino purina (2-AP) pareia com timina (a), a forma protonada de 2-AP permite o pareamento com citosina
(b), o que em ciclos subsequentes de replicacdo gera uma mutagéo, caso o erro ndo seja reparado.

Exemplos de analogos de base sdo algumas drogas antivirais e antitumorais. O AZT (azidotimidina),
um analogo de timina, € amplamente usado no tratamento de pacientes portadores de HIV.

Compostos que reagem com o DNA

Viarios compostos quimicos que reagem com o DNA sio
conhecidos, destacando-se o acido nitroso, a hidroxilamina e o etil

metano sulfonato, um agente alquilante.

e Acido nitroso— O é4cido nitroso (HNO,) causa desaminagao
oxidativa convertendo o grupamento amino (-NH,) das bases
nitrogenadas ao grupamento carbonila (-C=0). Tal qual
ocorre na desaminagio espontanea, que vocé ja estudou
anteriormente (volte a Figura 13.10), a desaminacao por
acido nitroso promove a conversdo de C em U, que pareia
com A, em vez de parear com G. A base A desaminada gera
a base hipoxantina, que pareia com C. J4 a desaminacdo
de G resulta em xantina, que pareia também com C, ndo

causando, portanto, mutagao.

0 &cido nitroso é formado a partir de precursores organicos, tais como as nitrosaminas, e de sais de
nitrito e nitrato, que sdo comumente empregados como conservantes de alimentos processados para
prevenir o crescimento de bactérias toxicas. Na quantidade utilizada para este fim, estes compostos
nao parecem aumentar o risco de cancer, conferindo um risco muito menor para a satide do que no
caso dos alimentos estragados pelo ndo uso de conservantes.
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e Hidroxilamina — A acao da hidroxilamina (NHZOH)
resulta em adi¢io de uma hidroxila a citosina, que, dessa
forma, passa a parear com A mudando o par C=G para
o par T=A.

o Etil metano sulfonato — O composto etil metano sulfonato
(EMS) é um agente alquilante, ou seja, adiciona um
grupamento alquila a uma base nitrogenada. O EMS ¢
capaz de adicionar o grupamento etila a muitas posi¢oes
das quatro bases, mas seu poder mutagénico estd mais
relacionado a adi¢io da etila ao oxigénio na posicao 6 da
guanina. A O-6-etilguanina formada pareia, entio, com
timina (Figura 13.14), podendo resultar na transi¢ao G=C
— A=T nos ciclos seguintes de replicacdo. Ja a acdo de
EMS sobre a timina resulta em formagdo de O-4-etiltimina,
que, a0 parear com guanina, pode determinar a conversiao

de T para C.

A adi¢do de um grupo alquila também pode ocorrer no N-7 do
anel purinico, formando um nitrogénio quaternario nessa posicio. Este
grupo quaterndrio estimula a ioniza¢do do anel e, na forma ionizada, a
guanina alquilada pareia com T em lugar de C, resultando na transicdao
do par G=C para o par A=T. J4 a adenina alquilada apresenta uma liga¢io
N-glicosidica facilmente hidrolizavel, produzindo um sitio apurinico,
tal qual foi visto na Figura 13.9.a. Tal sitio pode ser reparado, mas se a
replicacdo precede o reparo, qualquer base pode ser inserida, tal como
ocorre na geragao espontanea de sitios apurinicos que vocé ja estudou.
Como na Figura 13.9.b, apds a segunda replicacdo, o par original A=T

pode ser regenerado ou convertido aos pares G=C, T=A ou C=G.
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Figura 13.14: Acao do etil metano sulfonato (EMS). A acdo do EMS sobre a guanina gera O-6-etil guanina que,
ao parear com timina, promove a conversao do par G=C em A=T (a). A timina, sob acdo do EMS, é convertida

em O-4-etil timina, que pareia com guanina, resultando na mudanca do par T=A em C=G (b).

Substéncias intercalantes

As substancias intercalantes, tais como acridina laranja (corante)

e proflavina (anti-séptico de uso veterindrio) (Figura 13.15), inserem-se

entre dois pares de bases, num processo chamado intercalacdo. Estes

compostos sao moléculas planares, constituidas de trés anéis, cujas

dimensdes sao muito similares as de um par purina-pirimidina. Quando

um DNA contendo acridinas intercaladas, por exemplo, se replica, bases

adicionais aparecem na seqiiéncia. Normalmente, ocorre adi¢io de uma

base, embora ocasionalmente possa ocorrer também a adi¢cao de duas

bases. A dele¢dao de bases também é possivel.
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Figura 13.15: Substancias intercalantes e seu modo de acdo. (a) Férmula estrutural de duas substancias inter-
calantes: proflavina e acridina laranja. (b) A presenca de uma substancia intercalante na molécula de DNA causa
um estiramento da dupla-hélice, o que faz com que, durante a replicacdo, a DNA polimerase promova a adi¢do

ou delecao de pares de bases.

O benzopireno, encontrado na fumaca de cigarro, e aflatoxinas, produzidas pel

o fungo

Aspergillus flavus, que cresce em amendoim e em diversos tipos de graos, sao exemplos de agentes

mutagénicos.

Agentes mutagénicos fisicos

Radiacdo ndo-ionizante — raios ultravioleta

Os raios ultravioleta constituem um exemplo de radiagdo nio-
ionizante, sendo considerado um mutagénico potente por sua capacidade
de causar dimeros de timina e outros dimeros de pirimidina. Na
Figura 13.16.a, vocé pode observar os dois tipos de dimero: o dimero
ciclobutano-timina, formado pela ligagio de dois residuos adjacentes
de timina ligados por anéis de ciclobutano envolvendo os carbonos 5 e

6 da timina, e o fotoproduto 6-4, um outro tipo de lesao causada pelos
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raios UV. As duas lesdes de DNA promovem distor¢ao da dupla-hélice,
interferindo no pareamento normal das bases. A presenca do dimero
ciclobutano-timina bloqueia a transcri¢do e a replicacdo, sendo a forma
mais letal quando ndo é reparada.

O fotoproduto 6-4 é a forma mais mutagénica. Um possivel
mecanismo de surgimento de mutacio esta esquematizado na Figura
13.16.b. Durante a replicacao de uma molécula de DNA apresentando
dimero de timina, ambas as fitas sdo usadas como moldes para sintese
de novas fitas. A presenga do dimero na fita molde pode direcionar a
incorporagdo de uma base errada na fita nova, de tal forma que, no
segundo ciclo de replicacdo, uma mutagdo serd produzida. Embora os
dimeros de pirimidinas possam eventualmente ser corrigidos, a mutacao
ndo é detectada pelo sistema de reparo de DNA. O efeito mutagénico
dos raios UV parece estar relacionado aos mecanismos de reparo desses

danos, como sera visto mais adiante nesta aula.
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Figura 13.16: Acao de raios ultravioleta sobre o DNA. (a) A incidéncia de raios UV sobre uma molécula de DNA,
que apresenta dois residuos adjacentes de timina, pode resultar em formacao de dimero de timina (ciclobutano)
ou em 6-4 fotoproduto. (b) Um possivel mecanismo para o surgimento de uma mutacdo induzida por raios UV.
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A recomendacao de ndo se tomar banho de sol entre 10h e 14h é devida a maior quantidade de
raios UV neste periodo do dia. O bronzeamento solar excessivo pode causar a formacao de dimeros
de pirimidina nas células epiteliais, podendo resultar em cancer de pele.
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Radiacées ionizantes (raios X e raios v)

Dentre as radia¢Oes ionizantes, destacam-se os raios X e 0s raios y, que
se caracterizam pelo alto poder de penetragdo, sendo capazes de ionizar dgua
e outras moléculas. Os radicais livres formados, por exemplo, o radical
hidroxila OH*, sio muito reativos e reagem com o DNA, promovendo
quebra de fita simples, quebras do suporte agtlicar-fosfato ou quebra
do anel imidazol das purinas. Estas lesdes geram sitios apurinicos ou

apirimidinicos, o que pode resultar em delecdo de nucleotideos.

DISTRIBUICAO ESPACIAL DAS MUTACOES - hot spots

A distribui¢do espacial das mutagdes na molécula de DNA nio é
a0 acaso, e certos sitios sdo alterados com maior freqiiéncia. As regides
nas quais as mutagoes estao concentradas sao conhecidas como hot spots.
Estes sitios ndo sdo idénticos para os diferentes agentes mutagénicos.
A presenca dessas regioes em um DNA alterado muitas vezes contribui

para identificar o tipo de agente mutagénico associado a alteragio.

REPARO DO DNA

Antes de iniciarmos este tOpico, é importante que vocé pense a
respeito da fidelidade do processo de replicagio do DNA. Para a célula,
é interessante que seu DNA seja replicado de forma perfeita ou sejam
introduzidos erros de sequiéncia de bases? Pensou na forma perfeita? Sera
que um “errozinho” é vantajoso? Vamos discutir sobre isso!!

Parece 6bvio que, se a cada ciclo de replicagio fossem introduzidos
erros de seqiiéncias de bases na molécula de DNA, a freqiiéncia de
doencas genéticas seria muito maior do que a observada. Além disso,
como definiriamos uma espécie, ja que dificilmente ela seria preservada?
Em contrapartida, uma replicacdo perfeita, sem erros, nio permitiria
a criagdo de novas espécies e, muito menos, a selecio de organismos
mais bem adaptados a certas condi¢des ambientais, com um prejuizo

inestimavel ao processo evolutivo.



E importante que vocé saiba que a taxa de erro durante a
replicacio do DNA nio é pequena. Entretanto, os sistemas de reparo
de DNA reduzem esta taxa de erro, sendo responsdveis por manter o
equilibrio entre preservar a saude, preservar as espécies e possibilitar
a evolucdo. Por exemplo, a subunidade oo da DNA polimerase III de
Escherichia coli introduz, aproximadamente, uma base incorreta a cada
10* pares de bases formados durante a replicacao in vitro. Contudo, a taxa
estimada de mutacao em células bacterianas é muito menor, correspondendo
aum erro a cada 10° nucleotideos incorporados durante a sintese de DNA.
Esta reducdo da taxa de mutacio se deve, principalmente, a funcdo
revisora das DNA polimerases de E. coli. Na DNA polimerase III, esta
fun¢ao é exibida pela subunidade ¢ (epsilon), de forma que, quando uma
base errada é incorporada durante a sintese de DNA, a polimerase faz
uma pausa, transfere a extremidade 3’ da cadeia crescente para o sitio
da exonuclease no qual a base malpareada é removida. A extremidade
3’ é, entdo, transferida de volta para o sitio da polimerase, onde esta
regido é copiada corretamente. A fun¢io revisora é uma propriedade de
quase todas as DNA polimerases de bactéria e das polimerases & (delta) e
¢ (epsilon) de células animais, indicando que esta fung¢ao é indispensdvel
para reduzir o excesso de erro em todas as células.

Além dos sistemas de reparo que discutiremos nesta aula,
as células também desenvolveram sistemas enzimdticos capazes de
neutralizar compostos com potencial de causar danos ao DNA. Como
exemplo, podemos citar um sistema que previne contra danos oxidativos
e que envolve a a¢do da enzima superoxido dismutase sobre radicais
superoxidos, convertendo-os a peréxido de hidrogénio, que é, entdo,
convertido a dgua pela acdo da enzima catalase.

Vocé ja viu, na primeira parte desta aula, que os danos observados
nas moléculas de DNA podem ser decorrentes ndo apenas de substitui¢ao
de bases durante a replicacdo, como também da troca de bases resultante da
instabilidade quimica, inerente as proprias bases ou as ligacoes N-glicosidicas
e as alteragdes resultantes da agdo de agentes quimicos ou fisicos.

Agora, vamos discutir um pouco sobre os principais sistemas de
reparo conhecidos, lembrando que grande parte desse conhecimento foi
adquirida a partir de estudos com bactéria. Muitos desses sistemas de reparo
também existem em eucarioto. Entretanto, o complexo enzimatico envolvido

e os detalhes do processo ainda nio foram inteiramente esclarecidos.
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Nos proximos pardgrafos, vocé estudard o reparo de mau
pareamento de bases, os reparos de excisio de base e de nucleotideo
e dois tipos de reparo direto, nos quais participam DNA fotoliases e

alquiltransferases.

Reparo de mau pareamento de bases — mismatch repair

O sistema de reparo de mau pareamento, existente em células
de bactéria e de eucariotos, é responsavel pela corre¢ao tanto de mau
pareamento de uma tnica base, exceto CeC, quanto de pequenas insercoes
e dele¢oes. Quando um mau pareamento, ou seja, um par de bases ndao
usual é detectado, a base incorreta é removida e substituida pela base
correta. O grande desafio deste mecanismo de reparo é discriminar entre
as fitas de DNA normal e mutada, de forma a reparar a fita mutada tendo
a normal como referéncia. Em bactéria, como vocé verd mais adiante,
a fita nova é reconhecida por ndo ser metilada.

Apenas para reforcar sua importancia, vale lembrar que a corre¢io
de erros pelo sistema de reparo de mau pareamento na bactéria E. coli
aumenta de 10? a 10° a fidelidade da replicagdo. Para vocé entender o
que ocorre em organismos procarioticos, leia os pardgrafos seguintes
acompanhando a Figura 13.17.

Este sistema de reparo atua logo apds a replicagao quando a fita
recém-sintetizada ainda ndo sofreu metilagio. O que serd metilagio?
No DNA de E. coli, residuos de adenina nas seqiiéncias GATC sdo
metilados, ou seja, recebem um grupamento metila (-CH,), na posi¢ao
6. Vocé ja sabe que as DNA polimerases incorporam adenina, e nao metil
adenina, no DNA, de forma que os residuos de adenina estardo apenas
na fita recém-sintetizada. Como a metilagio desta fita ocorre alguns
minutos ap6s a replica¢do pela acdo da enzima Dam metil transferase
(ou Dam metilase), o DNA replicado se apresenta, por um periodo de
tempo, hemi-metilado, ou seja, a fita original é metilada, enquanto a
fita recém-sintetizada é nao-metilada, o que faz com que o sistema de
reparo seja capaz de discriminar entre as duas fitas. Esse reconhecimento
é fundamental para que a base incorporada erroneamente na fita recém-
sintetizada (ndo-metilada) seja removida e que a base correta seja, entdo,

incorporada de acordo com a seqiiéncia da fita original (metilada).



Em bactéria, este processo engloba a participagio de trés proteinas.
A proteina MutH, que se liga especificamente a sequéncia GATC de
moléculas hemimetiladas, é capaz de distinguir a fita original metilada da
fita recém-sintetizada e, portanto, nio-metilada. A proteina MutS, que
reconhece 0 mau pareamento de bases, forma um complexo com uma
terceira proteina, MutL. O DNA atravessa esse complexo, que se move
nas duas dire¢des ao longo da molécula de DNA. Quando o complexo
encontra uma proteina MutH ligada a seqiiéncia hemimetilada GATC, a
atividade endonuclease latente da MutH é ativada, ocorrendo a clivagem
especifica da fita nio metilada. Apds esta incisdo, o segmento da fita
recém-sintetizada contendo a base incorporada erroneamente é retirado
pela acdo de uma exonuclease. Este segmento €, entdo, devidamente
substituido pela seqliéncia correta em uma etapa em que se observa a
participagao de varias enzimas, incluindo a DNA polimerase I1I e a ligase.

Lembra do papel dessas enzimas na replicagdo?
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Figura 13.17: Metilacao do DNA e reparo de mau pareamento de bases. (a) Etapas envolvidas na metilacdo do
DNA. Note, durante este processo, a existéncia de DNAs hemi-metilados, importantes para o reconhecimento
da fita a ser reparada. (b) Etapas envolvidas no reparo de mau pareamento de bases. A explicacdo da figura
encontra-se no texto.
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Reparo por excisao de base — BER (base-excision repair)

O reparo por excisio de base reconhece qualquer lesio que crie
uma distorcao significativa na dupla-hélice do DNA, tais como as geradas
pela desaminagio de citosina e adenina. Nesse caso, a base alterada é
removida por clivagem da ligacao N-glicosidica pelas enzimas conhecidas
como DNA glicosilases, gerando um sitio AP, jd citado anteriormente.
A uracil glicosilase, por exemplo, é especifica para a remogdo de
uracila que resulta da desaminacio de citosina. Esta glicosilase nio
remove residuos de uracila do RNA nem residuos de timina do DNA.
Outras glicosilases sdo capazes de remover hipoxantina, resultante da
desamina¢do de adenina, e bases alquiladas. Além disso, lembre que
os sitios AP também podem ser gerados pela hidrolise espontanea das
ligagoes N-glicosidicas do DNA.

O fato é que, independentemente dos eventos que antecedem sua
formagao, o sitio AP é reparado por um processo enzimatico que consiste

em quatro etapas:

e incisdo — ao reconhecer a distor¢ao da dupla-hélice, uma
AP endonuclease corta a ligagao fosfodiéster do suporte de
actcar-fosfato proxima ao sitio AP;

e excisdo — o segmento de DNA é removido pela atividade
5’—3’ exonuclease da DNA polimerase I;

e sintese — o grupamento 3’-OH ¢é reconhecido pela
DNA polimerase I, que sintetiza um novo segmento de,
aproximadamente, 20 nucleotideos, substituindo, assim,
a seqiiéncia incorreta pela correta;

e ligacdo — ap6s a participagao da DNA polimerase I, a
ligacdo fosfodiéster é refeita, ou seja, a fita corrigida é
selada, pela acao da DNA ligase.

Confira se vocé entendeu tudo direitinho observando a

Figura 13.18.
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Figura 13.18: Reparo por excisao de base — BER. (a) A DNA glicosilase reconhece uma base danificada e cliva a
ligacdo N-glicosidica formada entre esta base e a desoxirribose. (b) Uma AP endonuclease cliva a ligagdo fos-
fodiéster proxima ao sitio AP. (c) A DNA polimerase | inicia a sintese de um novo segmento de DNA, concomi-
tantemente a sua atividade 5'—3' exonuclease remove a porcao da fita danificada. (d) A fita é devidamente
selada pela acdo da DNA ligase.
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Reparo por excisao de nucleotideo — NER (nucleotide-excision repair)

O reparo por excisdao de nucleotideos reconhece grandes distor¢oes
da dupla-hélice do DNA. Neste sistema de reparo, uma enzima hidrolisa
duas ligagoes fosfodiéster, uma em cada lado da lesio. Em E. coli, em
particular, o complexo enzimdtico que participa desse processo é
denominado excinuclease ABC, sendo constituido por trés subunidades,
UvrA, UvrB e UvrC. Inicialmente, o complexo formado por duas UvrA
e uma UvrB (A,B) se ligam ao sitio da lesao. O dimero UvrA (A)) se
dissocia e UvrB e UvrC efetuam as incisoes que flanqueiam a lesio. Em
E. coli e em outros procariotos, o sistema enzimatico hidrolisa a quinta
ligagdo fosfodiéster no terminal 3’ e a oitava no terminal 5°, gerando
um fragmento de 12 a 13 nucleotideos (dependendo se a lesdo envolve
uma ou duas bases). Em seres humanos e outros eucariotos, a enzima
hidrolisa a sexta liga¢ao fosfodiéster no terminal 3’ e a vigésima segunda
no terminal 5°, produzindo um fragmento de 27 a 29 nucleotideos. Apos
a dupla incisao e liberagido do oligonucleotideo excisado, o espaco gerado
é preenchido pela DNA polimerase I em E. coli e DNA polimerase € em
humanos. A fita é, entdo, selada pela DNA ligase. Releia este paragrafo
acompanhando a Figura 13.19.
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Figura 13.19: Reparo por excisao de nucleotideo — NER. (a) Um complexo enzimatico denominado excinuclease
cliva duas ligacoes fosfodiéster especificas que flanqueiam a lesdo no DNA. (b) O fragmento de DNA resultante,
com 13 ou 29 nucleotideos, respectivamente, em E. coli ou no ser humano, é removido pela DNA helicase. (c) O

espaco vazio é preenchido pela DNA polimerase. (d) A fita reparada é selada pela DNA ligase.
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Reparo direto - papel das fotoliases e das alquiltransferases

Virios tipos de sistemas de reparo atuam sem remoc¢do de base
ou nucleotideo. Um deles é o da fotorreativa¢iao direta de dimeros
de ciclobutano-pirimidina, uma rea¢io promovida por enzimas
fotorreativadoras, as chamadas DNA fotoliases.

Vocé ja viu que os dimeros de pirimidina resultam de uma reacgio
induzida por luz ultravioleta. As fotoliases também usam energia derivada
de luz absorvida para reverter o dano causado. Repare na Figura 13.20.
A diferenca é que a clivagem dos dimeros de timina a mondmeros de
timina € catalisada pela enzima ativada pela luz visivel (300-600 nm).
As fotoliases geralmente contém dois cofatores que atuam como

compostos que absorvem luz, os chamados croméforos.

Timina
Timina

Suporte
. acucar-fosfato
Fotoliase
+
Luz branca
Figura 13.20: Fotorreativacao — papel das DNA fotoliases. Luz UV
O fotodimero de timina é, primeiramente, reconhecido
pela fotoliase, que se liga a ele. Em presenca de luz visivel,

a fotoliase é capaz de promover a quebra do dimero, con-
vertendo-o aos monémeros originais.

Um outro exemplo a ser citado é o reparo da O-6-metilguanina,
que se forma em presenga de agentes alquilantes. O reparo direto é
feito pela O-6-metilguanina-DNA metiltransferase, uma proteina que
catalisa a transferéncia de um grupo metila de O-6-metilguanina para
um dos seus residuos de cisteina. Esta enzima se comporta de maneira
peculiar, uma vez que a transferéncia de um tnico grupamento metila
é suficiente para inativd-la. O consumo de uma molécula protéica para
reparar uma lesdo corrobora a importancia de se manter a integridade
do DNA celular. A proteina metilada, no entanto, nio é degradada, e
atua como um ativador transcricional, aumentando a expressao de seu

proprio gene e dos genes de outras enzimas de reparo.
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Figura 13.21: Reparo direto — papel das alquiltransferases. O grupamento metila é transferido para uma metil-
transferase que se torna inativa.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando tudo o que vimos nesta aula, vamos pensar juntos
sobre o destino de um dano no DNA. Um erro na molécula de DNA
pode ser tolerado, ou simplesmente ignorado, pode ser reparado, pode
causar a morte da célula ou determinar que a célula se programe para
morrer, através de um processo conhecido como apoptose, ou pode ser
fixado, resultando em uma mutacio.

As mutagOes se apresentam com grande utilidade ndo s6 na
natureza, representando uma das causas da variabilidade genética que
permitem a selecdo natural e, portanto, a evolu¢ao das espécies, como
também no campo da pesquisa. Nesta drea, os genes mutantes sao
utilizados como sondas, uma vez que ajudam a desvendar os mistérios
pertinentes a uma funcio biologica. Assim, no estudo detalhado da
funcdo de um gene, é importante que se obtenha o maior numero
possivel de mutantes.

Muitos polimorfismos sdo responsdveis pela variabilidade
observada entre os seres humanos. Talvez vocé ja tenha estudado sobre
isso em Genética, mas vale a pena repetir. Em geral, o termo mutagdo é
usado para indicar uma mudanca genética encontrada numa freqiiéncia
baixa. Uma mutac¢do passa a ser chamada polimorfismo quando sua
freqiiéncia se torna maior que 0,01 (1%), ou seja, o termo polimorfismo
é empregado quando se observam duas ou mais formas de um gene sem
que nenhuma delas represente mais que 99% na populagio estudada.
Diferentemente da mutacdo, o termo polimorfismo indica um variante

normal de um gene. Esta normalidade é controversa, pois alguns alelos,
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que inicialmente se mostram como variantes normais, podem contribuir
para o desenvolvimento de certas doencas, incluindo o ciancer, de maneira
bastante sutil.

Com o seqiienciamento do genoma humano, foram identificados
diversos polimorfismos de um unico nucleotideo, conhecidos por SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), a cada 1.000 a 2.000 bases. Com
estes dados, pode-se concluir que 93% dos genes contém pelo menos um
SNP. Atualmente se acredita que o estudo de SNPs possa contribuir para
o entendimento da diversidade fenotipica e da predisposi¢iao a doengas
de maior complexidade.

Intimeras doencgas estdo associadas a mutacdes em genes que
desempenham papéis fundamentais nos processos celulares, podendo
ser herdadas. Quando essas mutacoes se localizam em genes do sistema
de reparo, os portadores dessas alteracdes apresentam uma predisposi¢cao
ao cancer, o que de alguma forma contribui para a correlagdo mutagénese-
carcinogénese. Como exemplos dessas doencas, podemos citar: cancer
de colon nao-polipose hereditario, por deficiéncia no reparo mismatch,
e anemia de Fanconi, Xeroderma pigmentosum e Tricotiodistrofia, por

deficiéncia no reparo por excisio.



RESUMO

Quanto as mutacdes, vocé estudou nesta aula que elas podem ocorrer em tecidos
somaticos e germinativos de forma espontanea ou induzida. Existem regides,
chamadas hotspots, preferencialmente mutadas no genoma dos diferentes
organismos.

Quanto ao aspecto molecular, uma mutac¢do pode ser definida como transicéo,
quando ha substituicdo de uma purina por outra ou de uma pirimidina por outra,
ou transversdo, quando ocorre troca de uma purina por uma pirimidina ou vice-
versa. Além disso, mutacées em um gene podem ou ndo causar altera¢des na
proteina codificada por este gene.

As mutacdes espontaneas podem ser decorrentes de erros de replicacdo do DNA,
originados principalmente pelos pareamentos ndo usuais das formas tautoméricas
raras das bases nitrogenadas, ou de lesdes espontaneas, incluindo depurinacéo,
desaminacdo e danos oxidativos.

As mutac¢oes induzidas podem ser causadas por agentes quimicos e fisicos. Dentre os
mutagénicos quimicos, destacam-se os analogos de bases, compostos que reagem
diretamente com o DNA e os agentes alquilantes. As radiaces ionizantes (raios-
UV) e ndo-ionizantes (raios y e os raios X) sdo importantes por causarem danos
no DNA.

A maioria das lesdes é reparada pela célula. Entretanto, a maneira com que os
sistemas de reparo atuam depende do tipo do dano ou erro. Além disso, diferentes
organismos variam em sua capacidade de reparar DNA. Quando ocorre falha no
sistema de reparo, um numero muito menor de lesdes é corrigido, acarretando

um aumento no nimero de muta¢des no genoma.
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EXERCICIOS

1. Uma mutac¢do que ocorre em uma célula somatica de um individuo pode ser

herdada por sua prole? Explique.
2. Diferencie transicao e transversdo. Nao esqueca de citar exemplos.

3. Quantos pares de bases teriam de ser deletados em um evento mutacional
para eliminar um Unico aminoacido de uma proteina, sem alteracdo do restante

da cadeia polipeptidica?
4. Descreva a acao do 5-bromo uracila (5-BU) na producao de mutantes.

5. Apds a exposicdo de uma suspensao de células bacterianas a luz ultravioleta,
duas aliquotas foram plagueadas em meio soélido sendo que uma delas foi incubada
em auséncia de luz e outra em presenca de luz. O niumero de mutantes na placa
mantida no escuro foi infinitamente menor do que o obtido na placa incubada

em presenca de luz. Como se explica esse fato?

AUTO-AVALIACAO

Como comentado anteriormente, esta aula envolve um nimero muito grande
de informac&es. Portanto, optamos por exercicios que permitam vocé avaliar se
o assunto foi devidamente assimilado. Caso vocé ndo tenha conseguido resolver
algum deles, refaca a leitura da aula, insista um pouco mais nas figuras, pois temos
certeza de que elas podem ajudar bastante. Se as duvidas persistirem, va até o

polo discutir com os tutores. Certamente, eles saberdo como lhe ajudar.

FIQUE ATENTO!

Na préxima aula, estudaremos recombinacdo e mais alguns sistemas de reparo.

Até [a!
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Recombinacao

Nesta aula, vocé terd a oportunidade de:

e Entender o que é a recombinacdo genética e como
ela ocorre.

e Discutir algumas aplicacbes praticas da
recombinacao.

e Conhecer o sistema de reparo recombinacional e a
resposta SOS.

Pré-requisitos
Esta aula sera mais facilmente assimilada
se vocé nao tiver davidas em relacao as

aulas sobre estrutura, replicacao e reparo
do DNA (Aulas 4,9, 10,11, 14 e 13).

Conhecimento basico de divisao celular
também sera necessario.
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INTRODUCAO
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Vocé estudou, na Aula 13, a base molecular das mutacdes e os principais
agentes mutagénicos e sistemas de reparo. Também ja foi comentado que
recombinacao, juntamente com mutacdo, desempenha um papel importante na
variabilidade genética entre individuos de uma populacao. Estes temas também
serdo abordados nas aulas de Genética, mas com um enfoque diferente. Nesta
aula, vocé terd a oportunidade de estudar o que é e, mais especificamente, como
ocorre a recombinacdo genética. Vocé perceberd que nossa atencao estara
voltada principalmente para a recombinacado homologa, que esta associada a

um tipo especifico de reparo.

Também incluimos nesta aula o sistema SOS, que é ativado quando os danos
sao de proporgdes maiores e a célula se encontra na seguinte situacdo: “se

correr o bicho pega, se ficar o bicho come”.

RECOMBINACAO GENETICA

O rearranjo da informagdo genética dentro de uma ou mesmo
entre duas moléculas de DNA engloba intimeros processos agrupados e
reconhecidos como recombinagdo genética. Veja, na Figura 15.1, alguns
exemplos de recombinagdo de acordo com o tipo de troca ocorrida.
Na recombinagio reciproca, apds a troca de segmentos entre duas
moléculas de DNA, observa-se a geragao de duas moléculas modificadas,
enquanto na recombinagdo nao-reciproca, apenas uma das moléculas
sofre modificagao em sua seqiiéncia. A recombinacdo pode ocorrer em
mais de um ponto das moléculas de DNA envolvidas, conforme ilustrado
no exemplo de crossover duplo. Além disso, o evento recombinacional
pode ocorrer entre segmentos de uma unica molécula de DNA. Esse
tipo de recombinac¢do, chamado recombinagio intramolecular, pode
envolver repeticoes diretas (na mesma dire¢dao) e invertidas (em
direcdo contraria), que estdo associadas, respectivamente, as delecoes
e inversoes. Estes exemplos nos permitem dizer que, em linhas gerais,
enquanto através de mutagdo ocorre a criagio de novos alelos de um
gene, por recombinagdo se observa a geracdo de novas combinag¢des dos
alelos jd existentes. A recombinac¢do representa, portanto, uma forma
de recuperar e disseminar alelos favordveis e, a0 mesmo tempo, eliminar
os alelos desfavordveis sem que com isso haja um prejuizo de outros

genes presentes no Cromossomo.
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Figura 15.1: Exemplos de recombinac¢do. a) Reciproca. b) Ndo-reciproca. ¢) Intra-
molecular: repeti¢des diretas e invertidas. d) Crossover duplo. Explicacdo mais
detalhada no texto.

Os eventos gerais de recombinagio genética se dividem, de acordo
com a similaridade das sequéncias das moléculas de DNA, em pelo
menos quatro classes principais: recombina¢ao homdloga, recombinacio
niao-homologa, recombinacdo sitio-especifica e transposi¢ao de DNA.
Na Figura 15.2, vocé encontra os esquemas dos quatro tipos de

recombinacao.
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Figura 15.2: Tipos de recombinacao. a) Recombinacdo homéloga - envolve segmentos de DNA com alta homologia.

b) Ndo-homéloga - envolve

segmentos de DNA n&o-similares. ) Sitio-especifica — ocorre em sitios especificos.

d) Transposicdo — envolve segmentos que se movem de um local para outro.
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A recombina¢io homoéloga, ou simplesmente recombinagio,
envolve trocas genéticas entre quaisquer duas moléculas de DNA (ou
segmentos da mesma molécula) que compartilham uma regido de alta
similaridade, independentemente da sequéncia de bases nesta regido
(Figura 15.2.a). Em contrapartida, a recombinag¢io sitio-especifica
envolve trocas genéticas que ocorrem somente em uma seqiiéncia
especifica de DNA. Na Figura 15.2.c, encontra-se esquematizada a
integragao do DNA do bacteriéfago A no cromossomo bacteriano,
em um processo que conta com a participacao da enzima integrase do
fago A. Neste exemplo, a recombinag¢io ocorre em sitios especificos,
denominados sitios a#t, presentes nos genomas da bactéria E. coli e do
fago. A recombinacdo nio-homoéloga envolve segmentos de DNA sem
qualquer similaridade entre si (Figura 15.2.b). J4 a transposicao de DNA
(assunto das Aulas 18 e 19) é distinta das outras classes, uma vez que
normalmente envolve um segmento curto de DNA com a capacidade
notdvel de se mover de um local para outro no cromossomo, com a

participa¢do da enzima transposase (Figura 15.2.d).



E importante que vocé saiba que os sistemas de recombinagdo
genética desempenham intmeras funcdes bioldgicas. Estas incluem
alguns sistemas especializados de reparo de DNA e atividades especificas
na replicagio do DNA, a regulacio da expressio de certos genes,
o favorecimento da segregacio do proprio cromossomo durante a
divisao celular em eucariotos, a manuten¢ao da diversidade genética
e a implementagdo de rearranjos genéticos programados durante o
desenvolvimento embriondrio. Na maioria dos casos, a recombinacao
genética esta intimamente integrada a outros processos no metabolismo

do DNA.

RECOMBINACAO HOMOLOGA EM EUCARIOTOS

Em organismos eucaridticos, a recombinacio homéloga
geralmente estd associada a divisdo celular, apesar de também estar
associada ao reparo de DNA. A recombinag¢do ocorre com maior
frequiéncia durante a meiose, processo pelo qual as células dipldides da
linhagem germinativa, com dois conjuntos de cromossomos, dividem-se
para produzir os gametas hapléides — espermatozdides (em machos) ou
ovulos (em fémeas) —, com apenas um conjunto de cromossomos.

Lembra das aulas de Genética? Busque a Figura 15.3 para refrescar
sua memoria. Em linhas gerais, a meiose comeca com a replicacao do
DNA na célula da linhagem germinativa de tal forma que cada molécula
de DNA esta presente em quatro copias. Durante a profase da primeira
divisao meidtica, as copias resultantes de DNA permanecem associadas
aos seus centromeros e sao denominadas cromatides-irmas (Figura
15.3.a). Cada conjunto de quatro cromatides existe como dois pares
de homologos, o que permite a formacdo da estrutura denominada
tétrade (Figura 15.3.b). Neste estdgio, a informacdo genética pode ser
trocada entre as cromatides homologas por recombinagio, um processo
que envolve a quebra e a jun¢io do DNA (Figuras 15.3.b e 15.3.c).
A célula, entio, prossegue em dois ciclos da divisio celular sem um ciclo
intermedidrio de replicacio de DNA, o que reduz o conteido de DNA
para o nivel haploide em cada gameta. Na primeira divisio meidtica
(Figuras 15.3.c e 15.3.d), os pares de homdlogos se separam e migram
para os polos opostos da célula em divisao. Ja na segunda divisdo, as
cromdtides, agora chamadas cromossomos, sio separadas, constituindo
o material genético de cada uma das células hapléides (Figuras 15.3.e
e 15.3.1).

CEDERJ 117

AULA ﬁ MODULO 2



Biologia Molecular | Recombinac¢ao

()
S
N

. (8
A

!
(&
S

e)

f)

Figura 15.3: Meiose em células da linhagem germinativa de organismos eucarioticos. (a) Os seis cromossomos
(trés pares de cromossomos homélogos) de uma célula hipotética sdo replicados e mantidos unidos através do
centromero. (b) Troca de informacdo genética entre as cromatides-irmas por recombinacdo. (c) Separacao dos
homologos. (d) Primeira divisdo meidtica. (e) Separacao das cromatides, que passam a ser chamadas cromossomos.
(g) Segunda divisao meidtica. (Explicacdo mais detalhada da figura encontra-se no texto.)
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A troca de informagdo genética representada na Figura 15.3.b
também é chamada crossing over, podendo ser observada com auxilio
de microscépio eletronico (Figura 15.4.b). O crossing over junta os dois
pares das cromdtides-irmas por pontos denominados quiasmas (Figura
15.4.a), sendo esta ligag¢ao essencial para a segregacdo apropriada dos

cromossomos nas divisdes meidticas subsequentes.

Centrémero

Par :|Homologo

homélogo .
Cromatides-
irmas

) Ponto de
Tétrade crossover .
. Quiasma

(quiasma)

2 1

um

Quiasma
Centrémero

Cromatides-

irmas

Figura 15.4: Crossing over. (a) A tétrade é formada por um par de cromossomos homélogos. Como cada homoélogo
é formado por duas cromatides-irmas, pode-se dizer que a tétrade é constituida por quatro cromatides. O
ponto de crossover, que é o ponto de troca de informacdo genética, é chamado quiasma. (b) A observacdo dos
cromossomos homdlogos de um gafanhoto durante a profase | da meiose, por microscopia eletrénica, permi-
tiu a elabora¢do de um esquema, no qual estdo em destaque alguns quiasmas que antecedem os eventos de

recombina¢do homéloga.

Sabe-se que o crossing over ndo ocorre inteiramente ao acaso e
alguns hot spots, sitios preferenciais de troca de informagio genética,
tém sido identificados em muitos cromossomos eucaridticos. Contudo,
a hipotese de que o crossing over pode ocorrer em qualquer ponto
dos cromossomos homologos com igual probabilidade é razodvel em
muitos casos, o que favorece o mapeamento genético. Nesse caso, ao
considerarmos que a frequiéncia de recombinagao homéloga em qualquer
regido separando dois pontos em um cromossomo é, aproximadamente,
proporcional a distancia entre estes, podemos estimar as posi¢des relativas

e as distancias entre diferentes genes.
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E importante vocé saber que a montagem dos genes das imunoglobulinas é feita por recombinacéo.
Os seres humanos sao capazes de produzir milhdes de imunoglobulinas (anticorpos) diferentes, com
especificidades distintas, mesmo que seu genoma contenha apenas aproximadamente 100.000 genes.
Isto s6 é possivel devido ao mecanismo de recombinagdo, que permite a produ¢do de uma diversidade
extraordinaria de anticorpos a partir de um DNA com capacidade codificadora limitada.

RECOMBINACAO HOMOLOGA EM PROCARIOTO

Em bactéria, a principal fun¢io da recombinacio homdloga é no
reparo do DNA, através de um processo denominado reparo de DNA
recombinacional. Este, geralmente, é direcionado para a reconstrucdao
da forquilha de replicacdo na qual a DNA polimerase para devido a
presenca de uma lesio no DNA. Esse sistema de reparo serd discutido
mais adiante ainda nesta aula.

A recombina¢ido genética homologa também pode estar envolvida
na reorganiza¢ao dos genes de organismos procariéticos, dependendo
apenas da entrada de um DNA contendo alelos originados de uma célula
diferente. O DNA exdgeno pode entrar na célula por intermédio de trés
mecanismos: conjugacio, transformagio e transdugio.

Na conjugag¢ao, ocorre transferéncia do cromossomo de uma
célula doadora para uma célula receptora, sendo considerado, portanto,
um processo sexual. Na transformacdo, o DNA ex6geno, seja de células
mortas ou de outras procedéncias, entra na célula através da membrana
celular. Este processo é amplamente usado na engenharia genética, como
parte da clonagem de genes. Na transduc¢do, um virus pode transferir a
células receptoras pequenos fragmentos de DNA oriundos de uma célula
anteriormente infectada e que foram incorporados ao seu genoma. Esses
trés processos, de forma similar ao que ocorre em organismos superiores,

envolvem troca de DNA homologo.

A recombinacdo é usada no mapeamento genético, uma vez que a frequéncia de recombinagédo
é proporcional a distancia entre os genes. Além disso, ela é de grande utilidade na construcdo de
organismos transgénicos.
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MODELO DE RECOMBINACAO HOMOLOGA

A recombinacio homédloga é um processo bastante complexo
com conseqiiéncias moleculares sutis que contribuem para a diversidade
genética, uma vez que os dois cromossomos, que participam da troca
de segmentos de DNA, n3o sio necessariamente idénticos. Lembre-
se de que a organizacdo linear dos genes pode ser a mesma em dois
cromossomos, mas que alguns desses genes podem apresentar sequiéncias
de bases distintas, o que chamamos alelos diferentes. A recombina¢io
homdloga nido altera a disposi¢ao dos genes, mas pode determinar os
tipos de alelos que se juntam em um Gnico cromossomo.

Na Figura 15.5, vocé observa este rearranjo dos alelos mais
detalhadamente. Em um par de cromossomos, foram representadas as

» o«

formas alélicas de trés genes. Um cromossomo apresenta os alelos “x”, “y”
e “z” e o outro apresenta os alelos “X”, “Y” e “Z”, nesta disposi¢ao. Apds
a replicacdo do DNA, pode-se observar um par de homélogos, sendo que
cada um deles é representado por suas cromatides-irmas (Figura 15.5.a). O
pareamento desses cromossomos permite a formacdo da tétrade (Figura
15.5.b), onde se evidencia o quiasma, formado por cromdtides ndo-irmas,
ou seja, cada cromatide pertence a um dos homdlogos. Ao término do
crossing over, ou recombinacio, a disposicao dos alelos nessas cromatides
¢ alterada. Nesse caso, uma cromdtide apresenta os alelos na seguinte
disposi¢ao: “x”, “y” e “Z”, enquanto na outra cromatide os alelos estdo
dispostos como “X”, “Y” e “z2”. Apés a segunda divisao meidtica, essas
cromdtides, que passam a ser chamadas cromossomos, constituirdo o

material genético de cada gameta.
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Figura 15.5: Crossing over e recombinacdo durante a meiose. (a) Replicacdo do DNA e formagdo dos pares de
homélogos, constituidos cada um por duas cromatides-irmas. (b) Com o pareamento dos homdlogos, ocorre a
formacao da tétrade. (c) Apds a recombinacdo, que ocorre antes da primeira divisdo meidtica, originam-se duas
crométides com disposicdo diferente dos alelos. (d) Apds a segunda divisdo meidtica, cada cromatide passa a ser
chamada cromossomo, constituindo o material genético dos gametas.

Os detalhes da recombinacio homologa podem variar de
uma espécie para outra, mas, em geral, em qualquer organismo, a
recombinacdo pode ocorrer de acordo com o modelo representado na
Figura 15.6. Neste esquema, vocé poderd olhar mais de perto o que ocorre
desde a etapa em que os dois homoélogos pareiam para formar a tétrade,
representada nas Figuras 15.3.b e 15.4, até a troca genética entre eles.
Na verdade, na Figura 15.6, s6 estao sendo mostrados os filamentos das
cromatides nao-irmas envolvidas diretamente na recombinagao, ou seja,

as cromatides externas ndo aparecem em nosso modelo.
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Figura 15.6: Modelo geral de recombinacao homologa. Este modelo consiste em quebra das fitas de cromossomos
homélogos (a), troca (b) e unido (c) das fitas cortadas, migragdo da jun¢do (d), dobramento (e) e rotacgéo (f) da
estrutura, que pode ser visualizada por microscopia eletrénica, e um segundo corte feito na mesma fita (g) ou
nao (h), o que leva a formac¢do de produtos distintos. (Maiores detalhes encontram-se no texto.)
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JUNCOES E
INTERMEDIARIOS DE
HoLLipay

A partir de seus
estudos de microscopia
eletrénica, Robin
Holliday, em 1964,
propds a existéncia

de estruturas
intermediarias

durante o processo de
recombinacio.
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O processo conta com a participagao de uma maquinaria celular
responsavel pela quebra, na mesma posicao relativa, de cromatides nao-
irmas de homélogos (Figura 15.6.a), seguida de crossing over (Figura
15.6.b) e de jun¢ao dos filamentos cortados em uma disposi¢ao diferente,
de forma que nao had perda ou ganho de material em nenhuma das
moléculas envolvidas (Figura 15.6.c). A estrutura formada é denominada
INTERMEDIARIO DE HOLLIDAY e apresenta um ponto de ramificacio chamado
JungAo DE HoLLbAy. Apds a migracdo da juncio (Figura 15.6.d), ocorre
dobramento e rotacdao da estrutura (Figuras 15.6.¢ e 15.6.f), que pode
ser visualizada por microscopia eletronica. Outros cortes, que podem
ocorrer nas mesmas fitas ou ndo, separam as cromatides, originando

nova disposi¢iao dos alelos (Figuras 15.6.g e 15.6.h).

A RECOMBINACAO TEM INiCIO COM A QUEBRA DE
DUPLA FITA

O modelo geral de recombinacio homéloga, representado na
Figura 15.6, mostra a ocorréncia de quebras sucessivas das fitas simples
para que possa haver a troca genética. Contudo, a troca genética se inicia,
de fato, a partir de uma quebra de dupla fita, conforme o esquema da
Figura 15.7. Este modelo também se aplica a recombina¢ido que ocorre
durante a meiose, uma vez que a troca genética tem inicio a partir de uma
quebra de dupla fita promovida pela acdo de exonucleases. A formagio
de DNA heterodiplex, que consiste em uma molécula de DNA formada
por um filamento de uma das cromdtides e um filamento de outra
cromdtide ndo-irma (confira na Figura 15.5), é uma etapa fundamental

Nnesse processo.
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Figura 15.7: Modelo de recombinacdo homdloga com inicio a partir de quebra de dupla fita. (A explicacdo da

figura se encontra no texto.)
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A presenca de uma quebra de dupla fita em uma das cromatides
(Figura 15.7.a) tem por objetivo criar um ponto, a partir do qual as fitas
simples possam se desenrolar para participar da troca genética. Sob a
acao de exonucleases, ocorre a conversio da quebra de dupla fita em uma
fenda, com extensoes de fita simples com terminais 3’ (Figura 15.7.b).
Isso se deve ao fato de as fitas com terminais 3’ serem menos degradadas
que aquelas com terminais 5°. Um dos filamentos com terminal 3’
livre “invade” uma cromdtide ndo-irmi, pareando com uma regido
complementar e deslocando uma das fitas (Figura 15.7.c). O terminal 3’
da fita “invasora” funciona como um iniciador para a DNA polimerase,
que, juntamente com a migra¢ao da jun¢ao, pode gerar uma molécula de
DNA com dois crossovers, conhecidos por jun¢des de Holliday (Figura
15.6.d). Nesse estagio, observa-se uma regido heteroduplex. Por agdo da
DNA polimerase, é feita a substitui¢io do DNA perdido em um dos lados
da quebra de dupla fita original, seguida de ligacdo das fitas por agdo de
DNA ligase (Figura 15.6.¢). Por fim, a clivagem dos intermedidrios de
Holliday por nucleases especificas pode gerar dois conjuntos de produtos,
sendo que apenas um deles (conjuntos de produtos 2) contém produtos

de recombinag¢io (Figura 15.6.f).

SISTEMA DE REPARO RECOMBINACIONAL

Na Aula 13, foram considerados os sistemas de reparo que
geralmente atuam somente em lesdes no DNA dupla fita, com a fita
original fornecendo a informacio genética para a correcdao da fita
danificada. Entretanto, em certos tipos de lesdes, incluindo quebras de
dupla fita, ligagdes cruzadas da dupla fita ou lesoes em DNA fita simples,
a fita complementar também se encontra danificada ou mesmo ausente.
As quebras de DNA dupla fita e as lesdes no DNA fita simples surgem, na
maioria das vezes, quando a forquilha de replicacao encontra uma lesiao
de DNA nio reparada. Tais lesoes e liga¢oes cruzadas de DNA podem

também resultar da acdo de radia¢do ionizante e reacoes oxidativas.



Em bactéria, por exemplo, quando a DNA polimerase para
em uma forquilha de replicagio e ndo pode dar prosseguimento ao
processo devido a uma lesdo, uma das opgdes é ativar o sistema de
reparo recombinacional. Na auséncia de uma segunda fita, que sirva de
referéncia para especificar a seqiiéncia de bases, a informag¢ao necessaria
para um reparo preciso deve vir de um cromossomo homdlogo,
envolvendo, portanto, recombinacdo homdloga.

Intimeras enzimas envolvidas na recombina¢ao homologa tém sido
isoladas de organismos procaridticos e eucariéticos. Em E. coli, o complexo
enzimatico RecBCD apresenta atividades de helicase, de nuclease e de
ATPase DNA-dependente, o qual participa do desenrolamento do DNA
para gerar regides de DNA fita simples. J4 a proteina RecA promove
todas as etapas fundamentais do processo, incluindo o pareamento dos
dois DNAs, a formagdo dos intermediarios de Holliday e a migragio
da juncdo. Nucleases especificas, denominadas resolvases, atuam na
clivagem dos intermediarios de Holliday. Ndo abordaremos os modelos
propostos para o mecanismo de a¢ao dessas enzimas. O mais importante
€ que vocé saiba da sua existéncia e que informacdes mais detalhadas
poderio ser encontradas nos livros sugeridos.

O reparo de quebra de dupla fita por recombinacao homologa é
bastante preciso, uma vez que o DNA apresentando a lesdo é reparado
tendo como referéncia o seu homdlogo. Entretanto, a juncdo de terminais
nao-homologos também pode ocorrer, por exemplo, por causa da
existéncia de lesdes nos terminais envolvidos na religacao dos segmentos
cortados, levando a perda de material genético. Este tipo de reparo, no
qual se observa um aumento da taxa de erros, é mais freqiiente em plantas
e animais do que o reparo por recombinagio homéloga.

Vocé ja estudou que, com rela¢do a danos causados por exposi¢cao
a luz UV, eucariotos inferiores, plantas e bactérias tém sistemas
adicionais de defesa, tais como DNA fotoliases para monomerizar os
dimeros ou DNA glicosilases ou nucleases, que especificamente cortam
o DNA nos dimeros de pirimidina. Mamiferos nio possuem enzimas
fotorreativadoras para reverter diretamente os danos causados por
radiacdo UV. Neste grupo, estes danos sao corrigidos preferencialmente

por reparo recombinacional.
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RESPOSTA SOS

Quando a extensiao dos danos do DNA é maior, como no caso de
a célula ter sido exposta a luz UV de alta intensidade, existe uma segunda
opgao de reparo, através do sistema chamado reparo com tendéncia a
erros (error-prone repair). Quando esta via estd ativa, o reparo do DNA
é significativamente menos preciso, resultando em alta taxa de mutacio,
o que justifica o seu nome. Esse sistema faz parte de uma resposta celular
a danos extensos do DNA, chamada apropriadamente resposta SOS.
Algumas proteinas SOS, tais como UvrA e UvrB, que normalmente
estdo presentes na célula, sio induzidas como parte da resposta
SOS. Proteinas SOS adicionais participam de uma nova via de error-
prone repair, conhecida por sintese translesio. Uma DNA polimerase
especializada, a DNA polimerase V, desconhece a maioria das lesdes
que normalmente bloqueia a replicacio normal. Dessa forma, parece
l6gico que o pareamento correto de bases seja praticamente impossivel
no local da lesdo, fazendo com que esse processo resulte em uma alta
taxa de erros no DNA.

Por tudo que jd foi comentado sobre a importancia de se manter
a integridade do DNA, parece contraditdria a existéncia de um sistema
que aumenta a taxa de mutagdo. Contudo, devemos pensar que este
sistema representa uma estratégia de “desespero”, na qual as células
lancam mio de todos os recursos na luta pela sobrevivéncia. E certo que
as mutacdes resultantes podem provocar a morte de inimeras células,
mas este é o preco bioldgico que as células pagam para superar uma
condi¢do indesejada. Acreditamos que elas apostam no fato de que pelo

menos algumas poucas células mutantes possam sobreviver.

Muitas doencas hereditarias, que determinam predisposicdo ao cancer, tém em sua origem defeitos
na capacidade de reparo do DNA.
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RESUMO

Nesta aula vocé aprendeu que o rearranjo da informac¢do genética em uma ou
mesmo entre duas moléculas de DNA é chamado recombinacdo genética. Esse
processo, diferentemente da mutacdo, favorece a geracdo de novas combinac¢des
dos alelos ja existentes.

Existem pelo menos quatro classes principais de recombinacdo genética: a
recombinacdo homdloga, a recombinacdo ndo-homodloga, a recombinacao sitio-
especifica e a transposicdo de DNA. Além disso, os sistemas de recombinacdo
desempenham diversas fun¢des bioldgicas importantes.

Em eucariotos, a recombinacdo homédloga esta geralmente associada a divisdo
celular, enquanto em procariotos sua principal funcao é atuar no reparo de DNA.
Em linhas gerais, consiste em quebra das fitas de cromossomos homaélogos, troca
e unido das fitas cortadas, migracdo da juncdo e dobramento, rota¢do e um
segundo corte da estrutura de Holliday, podendo formar dois conjuntos distintos
de produtos, de acordo com o sitio de corte.

Os danos mais complexos e raros de DNA s6 podem ser corrigidos por processos
celulares ndo tdo especificos, como os ja mencionados na Aula 13, e por isso
predispoem o DNA a erros. Um grande desafio consiste em reparo de lesdes que
bloqueiam a maquinaria normal de replicacdo. Nesses casos, DNA polimerases
especializadas conseguem passar pela lesdo, mas a custa de insercdo, na maioria

das vezes, de bases incorrretas.
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EXERCICIOS

1. Nas ultimas aulas, discutimos bastante sobre a importancia da variabilidade

genética para uma espécie. Responda.
a) A variabilidade genética é benéfica ou prejudicial? Explique.

b) De acordo com a resposta do item a, discuta por que uma célula se empenha

em assegurar a fidelidade da replicacdo do DNA.
2. Como vocé diferencia:
a) a recombinacdo reciproca da recombinacdo nao-reciproca?

b) a recombinacdo intramolecular que envolve repeticdes diretas daquela que

envolve repeti¢des invertidas?

3.Vamosimaginar que uma linhagem de E. coli se caracterize pela auséncia do seu
sitio att. O que vocé teria a dizer sobre a infec¢do de uma célula dessa linhagem

pelo bacteriéfago 1?

4. Desenhe a estrutura denominada tétrade, indicando as cromatides-irmas e

ndo-irmas, os homélogos, pares de homoélogos e centromeros.

5. Compare os esquemas representados a seguir, indicando qual deles envolveu
crossing over. Complete, entdo, os esquemas, com as etapas intermediarias,

detalhando cada uma delas.

A Célula da Célula da
a . A a .
linhagem linhagem
B b |/ germinativa B b / germinativa
Melose Melose
Gametas Gametas

6. Como vocé explica a existéncia dos sistemas de reparo error-prone?
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AUTO-AVALIACAO

Vocé deve ter percebido que as Aulas 13 e 15 se complementam e que o conteldo

AULA H MODULO 2

é demasiadamente grande para apenas duas aulas. Os exercicios especificos desta
aula tém por objetivo avaliar o quanto vocé aprendeu do tema em questao. Assim,
ndo entre em panico se encontrar dificuldades para resolvé-los. Retorne a Aula
13, releia a Aula 15 e recorra aos tutores, que estardo sempre nos pélos dispostos

a ajudar vocé.

FIQUE ATENTO

O tema das préximas duas aulas é transposicdo. Até 13!
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Elementos de transposicao
em procariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Aprender sobre os segmentos de DNA que apresentam
a capacidade de se mover dentro do genoma de um
organismo, um mecanismo chamado transposicdo, no qual
os segmentos de DNA envolvidos recebem o nome de
elementos de transposicdo, ou simplesmente transposons.

e Compreender como 0 mecanismo de transposi¢ao ocorre
em procariotos.

Pré-requisitos
Entender o mecanismo de
recombinacao visto na Aula 15.
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INTRODUCAO

BARBARA
McCLiNnToCK

(16/07/1902 -
02/09/1992)

Geneticista norte-
americana que
descreveu os elementos
de transposi¢cao em
milho.
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Nas aulas anteriores, vocé teve a oportunidade de estudar que
segmentos de uma molécula de DNA podem ser trocados num mecanismo
chamado recombinacao, e que esse mecanismo leva a uma maior variabilidade
dos organismos, pois combinacdes diferentes de seqtiéncias de DNA podem
ser formadas, resultando em produtos génicos diferentes.

Pois muito bem, as novidades ndo param por ai. Hoje, vocé tera a
oportunidade de conhecer um outro mecanismo que também pode gerar
variabilidade e tem muitas implicacoes evolutivas.

Vamos ver como essa histéria comecou. Durante as décadas de 1940
e 1950, uma pesquisadora norte-americana, chamada Bareara McCLINTOCK,
utilizava a planta de milho como seu objeto de estudos de genética. Ela fazia
cruzamentos e observava o comportamento das caracteristicas nas geracoes
seguintes.

A essa altura, vocé ja deve ter estudado em Genética Basica como
sdo feitos os experimentos para estudar a heranga dos caracteres. Caso vocé
ainda nado tenha visto esse contetdo, vocé pode consultar um livro do Ensino
Médio que traga algumas informacdes sobre esse assunto.

Barbara McClintock utilizava a microscopia para associar 0s seus
resultados fenotipicos, obtidos nos cruzamentos, a possiveis alteracées
detectaveis na estrutura dos cromossomos. McClintock sugeriu a existéncia
de elementos no genoma do milho, que se moviam de uma localidade para
outra, provocando modificacbes. Dentre elas, a quebra de cromossomos
e conseqlente perda de pedacos dos mesmos, gerando, assim, alteracoes
fenotipicas detectaveis.

Naquela época, nao existiam as técnicas de biologia molecular que
permitissem o seqlienciamento do DNA e a caracterizacao desses elementos.
O trabalho de McClintock ficou desacreditado durante anos, pois os demais
geneticistas ndo aceitaram gque o genoma pudesse apresentar qualquer
mobilidade, muito menos do tipo sugerido por Barbara.

Somente nas décadas de 1960 e 1970, com o avanco das técnicas que
permitiram analisar os genes ao nivel molecular, o trabalho de McClintock foi
reconhecido. Em 1983, ela recebeu o Prémio Nobel pela sua contribuicao a

ciéncia através do estudo dos elementos de transposicao.



Na proxima aula, vocé podera entender o modelo descrito por Barbara
McClintock em milho, mas, primeiro, nés vamos estudar como esses elementos
foram descobertos em bactérias, fato crucial que tornou aceitavel a hipétese
de segmentos do DNA que apresentam a capacidade de se mover dentro do
genoma de um organismo.

Entdo, para vocé ficar antenado, precisa ter em mente que um
elemento de transposicdo, ou simplesmente transposon, é o nome que se
da a uma sequiéncia de DNA que tem a capacidade de se mover no genoma
de uma localidade para outra.

Nesta aula, vocé teréd a oportunidade de conhecer os diferentes tipos
de transposons encontrados em bactérias e, na préxima aula, os transposons

encontrados em eucariotos.

ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO EM BACTERIAS

Os transposons em bactérias foram os primeiros a serem descritos
molecularmente. Eles sdo divididos em trés tipos principais: as Sequiéncias
de Inser¢ao (IS); os transposons compostos e os elementos TnA. A seguir,

vamos analisar cada um deles.

ELEMENTOS IS

Os elementos IS (do inglés Insertion Sequence, que significa
Sequéncia de Inser¢do) sdo os tipos mais simples de transposons. Eles
receberam esse nome por serem capazes de se inserir em muitos locais
diferentes no cromossomo e plasmidios da Escherichia coli.

Vocé deve estar se perguntando: “De que maneira pode-se saber
que houve uma inser¢cio de um segmento de DNA do tipo transposon?

Muito bem, a melhor forma de se descobrir uma alteragao genética
é através da utilizagdo de mutantes. Nés ja falamos sobre a importancia do
uso de mutantes para o estudo da fung¢io de muitas proteinas no processo
de replicacdo, vocé estd lembrado? Vocé também ji aprendeu, nas aulas
anteriores, de que maneira pode ocorrer uma muta¢do em um individuo.
Mas s6 para relembrar, os mutantes so individuos que sofreram alguma
alteragdo no seu material genético. Como as bactérias sdo organismos
que apresentam um genoma pequeno, a maioria das alteragdes genéticas
resulta em alteragdes fenotipicas, pois existe uma grande possibilidade

de a mutagdo atingir uma regido ativa do genoma.

CEDERJ

137

AULA ﬁ MODULO 2



Biologia Molecular | Elementos de transposicdo em procariotos

Assim, quando ocorre uma alteragdo fenotipica, por exemplo,
perda de uma atividade enzimatica, € possivel descobrir o gene que sofreu
a alteragdo e, muitas vezes, onde ocorreu e qual o tipo de mutacao.

Dessa forma, a existéncia de mutantes foi utilizada para o
isolamento dos elementos de transposicao em bactérias. Os pesquisadores
observaram que alguns mutantes lac - (mutacdo que impede a utilizagao
de lactose como fonte de carbono pela bactéria) apresentavam uma
capacidade anormal de reverter para o tipo selvagem, ou seja, uma outra
mutacdo fazia com que os mutantes lac * recuperassem o genétipo lac *
(capaz de utilizar lactose como fonte de carbono).

A andlise molecular revelou que os mutantes lac “apresentavam
DNA extra, dentro ou proximo ao gene lac, quando comparado aqueles
que haviam revertido a mutagao. Nesse tltimo caso, o DNA extra havia
sido perdido. Concluiu-se que a mutagio era causada por um elemento

que apresentava a capacidade de sair do genoma, ou seja, movel.

ESTRUTURA DOS ELEMENTOS IS

Os elementos IS sio formados por cerca de 2.500 pares de
nucleotideos e contém somente genes cujos produtos estio envolvidos
no proprio mecanismo de transposicdo. Cada elemento é representado
por IS acompanhado de um nimero: IS1, IS50, IS509 etc.

Observe a Figura 18.1 e acompanhe a explicagdo que se segue.

123456789WM®§ 987654321
123456789 987654321

Gene da transposase

OO0V Tacer KOOOOCOOCKY

DNA hospedeiro Sitio-alvo DNA hospedeiro

r ATGCA 123456789 W 987654321 ATGCAWMY
)(Yxm TACGT 123456789 987654321 TACGT }
Repeticdo- Repeticdo Transposon Repeticdo Repeticdo-
alvo invertida invertida alvo

Figura 18.1: Estrutura de um elemento de inser¢do. O transposon apresenta repeticdes terminais invertidas
e gera repeticdes diretas no sitio-alvo. No exemplo, o alvo é uma sequiéncia de 5 pares de nucleotideos. As
extremidades estao representadas pelos niumeros de 1 a 9. Cada nimero simboliza um nucleotideo e ilustra o
significado de repeticdes invertidas. A regido entre as repeti¢des codifica a transposase, enzima necessaria para
a ocorréncia da transposicao.
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Os elementos IS apresentam uma pequena regido idéntica ou quase

idéntica nas suas extremidades. Essas regides estio sempre dispostas
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em orientacdo invertida e por isso sdo chamadas repeti¢des terminais
invertidas. O tamanho dessas regides varia de 9 a 40 nucleotideos.

Aimportancia dessas regides terminais no mecanismo de transposi¢ao
foi determinada através de estudos, nos quais a modificacao ou eliminacao
dessas regides abolia a capacidade do elemento de se transpor.

Os elementos IS codificam para uma enzima chamada transposase
que é necessdria a transposi¢ao. Essa proteina se liga as extremidades
do transposon e corta as duas fitas. O corte do DNA, nesses locais,
retira o elemento do cromossomo ou plasmidio, tornando-o livre para
ser inserido em uma outra posi¢cao, na mesma ou em outra molécula
de DNA. Quando um elemento IS é inserido em cromossomos ou em
plasmidios, uma duplicacdo de parte da seqiiéncia do DNA ¢é criada
no local de inser¢ao. Uma copia da duplicacdo estd localizada em cada
extremidade do elemento. Observe a Figura 18.2 e vocé compreenderd

melhor por que isso ocorre.

(1) As duas fitas do DNA alvo sdo clivadas em locais diferentes (setas).
ACCGTCGGCATCA m
nym TGGCAGCCGTAGT)W

(2) O elemento IS é inserido na fenda criada pelo corte irregular no DNA alvo.
IS

YOQOE AN scasccsmact

(3) Asintese de DNA preenche a fenda em cada lado do elemento IS,
produzindo uma duplicacdo do sitio alvo.

IS
ACCGTCGGCAT CGTCCGCATCA”
XXX)CTGGCAGCCGTW GCAGCCGTAGT.

Figura 18.2: Producdo da duplicacdo do sitio-alvo pelo elemento de insercdo IS. (a) As duas fitas do DNA sdo
cortadas em locais diferentes (indicados pelas setas). (b) O elemento IS é inserido na fenda criada pelo corte ndo
linear do DNA-alvo. (c) A sintese do DNA preenche a fenda, de cada um dos lados do elemento IS, produzindo
uma duplicacéo direta do sitio-alvo.
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Essas seqiiéncias repetidas, contendo de 2 a 13 nucleotideos,
sao chamadas duplicacdo do sitio-alvo e sio formadas em fun¢do do
preenchimento da fenda gerada pela quebra ndio homogénea da molécula
dupla fita de DNA.

O cromossomo bacteriano pode conter vdrias copias de um
tipo particular de elemento IS. Por exemplo, para o elemento IS1 sdo

encontradas de 6 a 10 copias.

TRANSPOSONS COMPOSTOS

Os transposons compostos sao representados pelo simbolo Tn
seguido por um numero. Esses transposons sdo formados quando dois
elementos IS se inserem proximos um do outro. A regido entre eles
também ¢é transposta pela acdo conjunta das regides localizadas nas
extremidades de cada um dos elementos.

A orientag¢do dos elementos IS pode variar nos diferentes
transposons compostos. Observe a Figura 18.3 e acompanhe a explica¢do

que se segue.



(a) Tn9
==2500pn
768pn 768pn
—— genecam" —
1sHOO00AVACVCO st
23pn |
repeti¢do terminal invertida
(b) Tn5
== 5700pn
ene
1533pn ian“ %ﬁgs %ggf 1533pn
15501 )OOQ0Q0A0OOROOVTXY X Yissor
T h
repeti¢do terminal invertida
(c) Tn10
~=9300pn
ene
1329pn 9o 1329pn

5101 J3000000000000A0VV0NAOOATTL istow

h T

22pn

repeticdo terminal invertida

AULA ﬁ MODULO 2

Figura 18.3: Organiza¢do dos transposons compostos. (a) O Tn9 é formado por dois elementos IS1 dispostos
na mesma orientacdo. Entre os dois elementos IS1 estd o gene cam®, que confere resisténcia ao antibidtico
cloranfenicol. (b) O Tn5 é formado por dois elementos I1S50 dispostos em orientagdo invertida. Entre os dois
elementos, estdo os genes kan®, ble* e str?, que conferem resisténcia aos antibiéticos canamicina, bleomicina e
estreptomicina, respectivamente. (c) O Tn9 é formado por dois elementos IS10 dispostos em orientacdo oposta.

Entre os dois elementos, esta o gene tet?, que confere resisténcia ao antibidtico tetraciclina.

No transposon Tn9, os elementos IS estdo na mesma orientagao.
Ja no TnS e no Tnl0, a orientacdo é invertida. A regido entre os
elementos IS ndo estd envolvida com a transposicdo. Nesses trés
transposons, a regido central codifica genes que conferem resisténcia a
antibioticos. No Tn9, resisténcia ao cloranfenicol, no TnS3, resisténcia

a canamicina, a bleomicina e a estreptomicina. No Tn10, resisténcia

a tetraciclina.
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A essa altura, vocé pode estar pensando: “Os transposons
compostos sdo elementos capazes de se mover no genoma, e esses
transposons carregam genes de resisténcia a antibidticos. Entdo, esses
genes de resisténcia podem passar de um cromossomo para um plasmidio
e do plasmidio para um outro cromossomo, e quem sabe até de uma
bactéria para outra!!!”

Se vocé pensou isso, pensou de maneira correta e, na verdade,
essa situacdo é um grande problema para o tratamento de infecg¢des
bacterianas com antibidticos. As bactérias apresentam a capacidade
de transferir DNA plasmidial de uma célula para outra, através de
um mecanismo conhecido como conjugacio. Vocé aprenderd sobre
conjugacido na disciplina Genética Basica.

Assim, se um transposon composto, carregando os genes de
resisténcia a antibidticos, ocorrer em um plasmidio que sera transferido
durante a conjugagio, a resisténcia ao antibidtico sera transferida para
a outra célula. O mais curioso é que a conjugacao pode ocorrer entre
espécies diferentes de bactérias, tornando, assim, o mecanismo de
transmissdo da resisténcia extremamente versatil.

Vocé ja deve ter ouvido falar que nao se deve fazer uso indiscriminado
de antibidticos, pois existe a possibilidade de selecao de bactérias resistentes.
Muito bem, ai estd a explicacdo. Uma tnica célula que sobreviva na
presenca do antibidtico é capaz de transmitir para os seus descendentes
essa resisténcia, numa velocidade incrivel, uma vez que as bactérias se
dividem com muita rapidez, e o que € pior, pode transferir para outras
bactérias essa resisténcia também. Algumas bactérias apresentam
resisténcia a drogas multiplas, pois foram adquirindo os genes de
resisténcia de outros organismos. Um exemplo bem proximo é o caso
da bactéria Staphylococcus, que se apresenta como a grande vila das
famosas infec¢oes hospitalares. Essas bactérias apresentam resisténcia
a muitas drogas e sio muito dificeis de serem destruidas. Da para
entender por que elas ocorrem em hospitais, embora isso ndo devesse
acontecer. Nos hospitais, existe um grande nimero de pacientes, com
diferentes tipos de infec¢des, e uma ampla utilizagdo de antibidticos. Se
o organismo do paciente estiver debilitado devido a uma interven¢io
cirtrgica, por exemplo, torna-se um alvo facil de infeccio por essa

bactéria dura de matar.



Mas vamos voltar ao assunto dos transposons compostos. Algumas
vezes, os elementos IS em um transposon composto nao sio idénticos.
No Tn3, o elemento da direita, chamado ISS50R (R de right, no inglés,
direita) é capaz de produzir uma transposase que estimula a transposicao.
Ja o elemento da esquerda, ISSOL (L de left, no inglés, esquerda), ndo é
funcional. A diferenca se deve a um tnico par de nucleotideos diferente,
que impede a producdo de uma transposase funcional pelo ISS50L.

Nesse ponto, temos de refletir sobre um aspecto importante. Serd
que os transposons ficam saltando de um lugar para outro do genoma,
de maneira indiscriminada, ou existe um controle do mecanismo para
limitar sua acdo?

Para o transposon Tn5 foi demonstrado que existe regulacio sim!
Vejamos como isso foi descoberto. Quando uma bactéria é infectada com
um fago que contém o transposon Tn3, a freqiiéncia de transposi¢io
sera reduzida se a célula infectada ja possuir uma copia do TnS. Essa
redu¢io indica que o transposon, ja existente no cromossomo, inibe a
transposi¢ao de um outro transposon, possivelmente, através da sintese
de um repressor.

Os pesquisadores demonstraram que o elemento ISSOR produz
duas proteinas. Uma delas é a transposase normal, que efetua a
transposi¢do, e uma outra € a transposase truncada, ou seja, menor
do que a original (criada a partir da tradug¢io iniciada em um segundo
codon de iniciacdo, presente dentro do gene da transposase) que inibe
a transposicdo. A proteina menor é geralmente mais abundante que a
proteina maior funcional, dessa forma, a transposicio do Tn$ tende a
ser reprimida. Esse mecanismo é mesmo incrivel, vocé ndo acha? Ele
impede que um grande numero de transposons se insiram no genoma
e, com isso, coloque em risco a sobrevivéncia da célula através do

acumulo de mutagoes.

CEDERJ

143

AULA ﬁ MODULO 2



Biologia Molecular | Elementos de transposicdo em procariotos

ELEMENTOS TNA

Ostransposons TnA nao possuem elementos IS nas suas extremidades.
Em vez disso, apresentam repeticoes invertidas simples de 38 a 40 pares
de nucleotideos. Os elementos TnA também produzem duplicacdo no
sitio-alvo quando sdo inseridos no DNA. O melhor exemplo de elemento
TnA ja caracterizado é o elemento Tn3.

Observe a Figura 18.4 que apresenta os componentes do

elemento Tn3.

4957pn
| tnpA tnpR bla |
XW\)OQOQO(])OOQO(MW&XYM
sitio rcs
| 38pn |

repeticdo terminal invertida

Figura 18.4: Organizacdo do elemento Tn3. O tamanho das seqUiéncias é dado em pares de nucleotideos. O thpA
é o gene que codifica a transposase, o tnpR é o gene que codifica a resolvase e o bla é o gene que codifica a
enzima B-lactamase, que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina.

O transposon Tn3 apresenta trés genes, o tnpA, tnpR e bla, que
codificam para as proteinas transposase, resolvase/repressora e uma
enzima chamada B-lactamase, respectivamente. Essa ultima proteina
confere resisténcia ao antibidtico ampicilina.

Observe a Figura 18.5 que descreve a transposi¢do do elemento

Tn3 e acompanhe a explicacdo que se segue.
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(a)

(b)

(c)

Figura 18.5: Transposicdo do elemento Tn3 através da formacdo de um co-integrado. (a) A transposase, codificada
pelo tnpA, catalisa a formacdo de um co-integrado entre o plasmidio doador e o plasmidio receptor. Durante esse
processo, o Tn3 é replicado, de modo que uma cépia do elemento é formada em cada jun¢do do co-integrado.
(b) A resolvase, codificada pelo gene tnpR, separa o co-integrado promovendo a recombinacdo entre os dois
elementos Tn3. (c) Os plasmidios, doador e receptor, separados, cada um contendo uma cépia do Tn3.
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A transposi¢ao do elemento Tn3 ocorre em duas etapas. A transposase
promove a fusdo de duas moléculas, formando uma estrutura conhecida
como co-integrado. Durante a formagdo dessa estrutura, o transposon é
duplicado e uma copia é inserida em cada juncdo no co-integrado. Os dois
elementos Tn3 estdo orientados na mesma dire¢do.

Na segunda etapa da transposi¢do, a resolvase promove uma
recombinagio sitio especifica entre os dois elementos Tn3. Vocé pode rever
como ocorre esse tipo de recombinacdo na Aula 16. Esse evento ocorre
em uma seqiiéncia do Tn3 chamada res, ou sitio de resolugio, gerando
duas moléculas, cada uma contendo uma copia do transposon.

O produto do gene tnpR apresenta, ainda, uma outra funcio. Ele
reprime a sintese da transposase e da resolvase. A repressio ocorre porque
o sitio res esta localizado entre os genes tnpA e tnpR. Ao se ligar a esse
sitio, a proteina TnpR interfere na transcri¢ao dos dois genes. Assim, o
elemento Tn3 permanece imdvel.

De um modo geral, os mecanismos através dos quais os transposons

se movem podem ser divididos em dois tipos, descritos a seguir.

1. Transposi¢do replicativa: ocorre quando o elemento é
duplicado durante a reagdo. A regido transposta é uma
copia do elemento original. O transposon é copiado
como parte do seu movimento. Uma cépia permanece no
sitio original, enquanto a outra se insere no novo sitio.
A transposicao replicativa envolve dois tipos de atividade
enzimatica: uma transposase que atua na extremidade do
transposon original e uma resolvase que atua nas copias
duplicadas. Esse é o caso do elemento Tn3 que vocé
acabou de estudar no tépico anterior. Um outro exemplo
de transposicdo replicativa é observado no fago Mu. Vocé
vai encontrar um esquema do mecanismo na Figura 18.6,

seguida pela explicacio do mesmo.



Transposon Alvo

AULA ﬁ MODULO 2

(2) Estrutura de cruz, as extremidades soltas do transposon sao0 umdas as extremidades

soltas do alvo.
W@%

(3) A replicacdo da extremidade 3’ livre gera um as integradas.
Uma Unica molécula possui duas coépias do transposon.

(4) O co-integrado desenrolado mostra que os transposons estdo na juncdo entre os replicon

mﬁmv@mmowuxy 00000
5
%
@
U«t& O
oS
%“‘mm%&&mm 000000000000

Figura 18.6: A transposicdo do fago Mu gera uma estrutura de cruz que é convertida em um co-integrado a
partir da replicacdo.
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O processo se inicia com a formacdo de um complexo de
transferéncia da fita (algumas vezes chamado complexo crossover,
que significa cruz). As fitas, doadora e alvo, sdo ligadas de modo que
cada extremidade da seqiiéncia do transposon é unida a uma das fitas
simples, geradas pela quebra no sitio-alvo. O complexo de transferéncia
forma uma estrutura em forma de cruz unida ao transposon duplo. Essa
estrutura de cruz possui uma regido simples fita em cada extremidade.
Essas regioes funcionam como forquilhas de replicagio, as quais fornecem
um molde para a replicagdio do DNA, que usard o OH livre proveniente
da quebra das fitas. Se a replicacdo ocorrer em ambas as extremidades,
ela passard pelo transposon, separando as duas fitas, e terminard nas
suas extremidades. Apds a replicacio, essa estrutura terd formado um
co-integrado, contendo as repeti¢des diretas do transposon na juncio

entre os replicons.

2. Transposi¢do nio replicativa: ocorre quando o elemento
de transposi¢do se move, como uma entidade fisica,
diretamente de um local para outro. Isso ocorre através
de dois mecanismos. Um mecanismo utiliza a conexdo das
sequiéncias do doador e do DNA-alvo e apresenta alguns
passos que sdo semelhantes a transposi¢do replicativa
mostrada na Figura 18.6, formando a estrutura de cruz.
A quebra e a unido das fitas permite que o alvo seja
reconstruido, enquanto as fitas do doador continuam
quebradas. Nesse caso, ndo existe a formacio de um
co-integrado. A Figura 18.7 ilustra o mecanismo de
transposi¢ao ndo replicativa, que também ¢é utilizado
pelo fago Mu. Uma vez que as fitas doadoras tenham sido
cortadas, as fitas-alvo podem ser ligadas ao transposon.
As fitas simples, geradas pelo corte, devem ser preenchidas
pelo mecanismo de reparo (vocé ja estudou 0 mecanismo
de reparo na Aula 12, caso nio esteja lembrado dé uma
olhada no contetido daquela aula). O produto dessa reacdao
é um replicon-alvo, no qual o transposon foi inserido entre
as sequéncias repetidas criadas pelos cortes na fita simples
original. O replicon doador possui uma quebra na dupla-fita

no local onde o transposon estava originalmente localizado.



Figura 18.7: A transposicdo nao replicativa ocorre quando a estrutura de cruz é rompida por um corte na
molécula. Isso insere o transposon no DNA, cercado pelas repeticdes diretas do alvo, e o doador é deixado com

uma quebra na dupla-fita.

Os elementos IS e os elementos compostos Tnl10 e Tn$S
utilizam um segundo mecanismo que é mostrado na Figura 18.8. Esse
mecanismo envolve a libera¢io do transposon do DNA doador durante a
transferéncia. Esse tipo de mecanismo requer somente uma transposase.
Ambos 0s mecanismos resultam na insercao de um elemento no sitio-alvo
e a perda do elemento no sitio doador. O que acontece com a molécula
doadora? Sua sobrevivéncia requer que o sistema de reparo reconheca

a quebra na dupla-fita e a conserte.
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Outras fitas sdo cortadas

Doador é liberado

Transposase se liga em ambas as extremidades do Tn
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Extremidades transferidas sdo cortadas
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g S mente e, entdo, o transposon
e & é ligado ao sitio-alvo que foi
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Alguns transposons utilizam somente um tipo de mecanismo de
transposi¢do, enquanto outros podem utilizar mais de um. Os elementos
IS1 e IS903, bem como o fago Mu, utilizam o mecanismo replicativo e
0 mecanismo nio replicativo.

As mesmas reacoes sdao utilizadas em todas as classes de
transposons. As extremidades sao desconectadas do DNA doador pela
quebra, que gera extremidades 3> OH livres. As extremidades expostas
sdo unidas ao DNA-alvo por reacoes de transferéncia, envolvendo
transesterificacdo, na qual o 3> OH ataca diretamente o DNA-alvo. Essas
reacoes ocorrem dentro de um complexo nucleoprotéico que contém as
enzimas necessarias e as duas extremidades do transposon.

A escolha do DNA-alvo é feita pela transposase, podendo ser
aleatéria ou apresentar especificidade para uma determinada seqiiéncia
conservada, ou entdo apresentar especificidade por uma estrutura
secunddria presente no DNA, por exemplo, o superespiralamento ou a

existéncia de dobras na molécula.



RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender que o genoma dos organismos
ndo é estatico, ou seja, existem algumas regides que apresentam mobilidade.
Essas regides do DNA, chamadas elementos de transposicdo ou transposons,
foram primeiramente descritas em milho por Barbara McClintock. Porém, a sua
funcionalidade so6 foi aceita apés a comprovacao da sua existéncia em bactérias.
As bactérias apresentam varios tipos de transposons que sdo divididos em trés
grupos: elementos IS (Sequéncia de Insercdo), transposons compostos e TnA. Os
transposons se movem através da atividade de uma enzima chamada transposase,
que é codificada pelo proprio transposon. A transposicdo pode ser replicativa,
quando uma cépia do transposon é mantida no sitio doador e uma outra copia é
gerada no sitio-alvo, ou nao replicativa, quando o transposon é retirado do sitio

doador e inserido no sitio-alvo.

EXERCICIOS
1. O que caracteriza um elemento de transposicao IS?
2. O que é um transposon composto?

3. Por que o TnA pertence a uma classe diferente de transposons?

4. Qual a diferenca entre transposicdo replicativa e nado replicativa?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu bem o conteudo da aula, ndo deve ter encontrado
dificuldades para responder aos exercicios. Todas as respostas estdo contidas na
aula. Gostariamos que vocé exercitasse a sua imaginacdo para compreender a
importancia e as implicacdes da existéncia desses mecanismos, com os quais vocé
acabou de ter contato. Na préxima aula, vocé vai saber um pouco mais sobre
os transposons que ocorrem em eucariotos e vamos falar alguma coisa sobre a

importancia evolutiva desses DNAs saltadores. Bom estudo e até 13!
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Elementos de transposicao
em eucariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Continuar o estudo dos elementos de transposi¢ao, dando
énfase aos transposons encontrados em eucariotos.

Pré-requisitos

Estudo dos conceitos apresentados na Aula 18.
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INTRODUCAO

IVIARCADOR GENETICO

Pode ser um gene,
ou um segmento de
DNA, associado a
uma determinada
caracteristica
fenotipica. Essa
caracteristica €
utilizada para
acompanhar o
comportamento

do marcador nas
geracoes seguintes,
apos a realizagio de
cruzamentos.

154 CEDERJ

Conforme vimos na aula anterior, existem regides do DNA que
apresentam a capacidade de se mover no genoma e sao chamadas
transposons. Na aula de hoje, vocé tera a oportunidade de conhecer alguns
dos elementos descritos em eucariotos, inclusive em humanos. Vamos
iniciar falando sobre os elementos encontrados no milho que, como ja
foi dito na aula anterior, foram os primeiros transposons descritos. Em
seguida, vamos falar sobre os transposons da mosca de fruta Drosophila
melanogaster, e vamos terminar estudando um tipo especial de transposon
conhecido como retrotransposon e que é encontrado em leveduras, moscas,

plantas e animais, incluindo os humanos.

ELEMENTOS Ac E Ds DE MILHO

Os elementos Ac e Ds de milho foram descritos no trabalho
pioneiro de Barbara McClintock, que vocé teve a oportunidade de
conhecer no inicio da nossa aula anterior. Através de analise genética,
ela demonstrou que esses elementos sao responsaveis pelo aparecimento
de listras e pontos roxo-amarronzados em sementes de milho, que
normalmente sio amarelas.

Muitos anos mais tarde, Nina Dederoff, Joachim Messing, Peter
Starlinger, Heins Saedler, Susan Wessler e seus colaboradores isolaram
os elementos e determinaram a sua estrutura molecular.

McClintock descobriu os elementos Ac e Ds durante seus estudos,
nos quais a quebra de um cromossomo estava associada a um MARCADOR
GENETICO que controlava a pigmentagdo da semente de milho. Quando
um marcador era perdido, ou seja, o fendtipo niao era mais percebido,
ela pdde observar que o segmento do cromossomo no qual o marcador
estava localizado também havia sido perdido, devido a ocorréncia de uma
quebra no cromossomo. Como conseqiiéncia, a alteragao na coloragao
do aleurona, a camada mais externa do endosperma tripléide do milho,
indicava a perda do gene responsavel pela caracteristica, ou seja, a perda
do marcador genético.

Um dos marcadores utilizados por McClintock foi um alelo do
locus C, situado no brago curto do cromossomo 9. O alelo C’ é um
inibidor dominante da coloracdo do aleurona. Assim, qualquer individuo

que o possua nao contém pigmentos.



McClintock fertilizou plantas CC com poélen de plantas C'C’,
produzindo sementes com endosperma C’CC. Lembre-se de que o
endosperma tripldide recebe dois alelos da mae e um alelo do pai.
A maioria das sementes obtidas era amarela, o que indicava auséncia de
pigmentacio. No entanto, algumas sementes apresentaram regioes
contendo o pigmento roxo-amarronzado, formando um mosaico com
setores nao pigmentados e setores pigmentados. McClintock sugeriu
que nesses mosaicos o alelo C’ inibidor havia sido perdido durante a
formacdo do endosperma, formando um clone de tecido que era capaz
de sintetizar o pigmento. O gendtipo desse clone é _ CC, no qual o traco
representa o alelo C* perdido.

O mecanismo que McClintock propos esta explicado na Figura

19.1. Observe a figura e acompanhe a explicacdo que se segue.
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o endosperma triploide.

Fertilizacao
C N

C’ Ds
]I ) b) A quebra ocorre
/ no elemento Ds.
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O fragemnto Ccromossomo que carrega
acéntrico é Mitose o inibidor da pigmentacéo
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a formagdo de um clone

de células pigmentadas.
Formacdo de um clone contendo
células pigmentadas (genétipo - CC)

Figura 19.1: Quebra no cromossomo causada pelo elemento de transposicdao Ds em milho. O alelo C' no braco
curto do cromossomo 9 produz pigmenta¢do normal no aleurona. O alelo C' inibe a pigmentacdo. (a) Dois
Ccromossomos maternos e um cromossomo paterno se unem para formar o endosperma triploéide. (b) A quebra
ocorre no local onde existe um elemento Ds. (c) O fragmento do cromossomo que carrega o alelo inibidor da
pigmentacao é perdido, formando um clone de células pigmentadas.
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Uma quebra, no local marcado por uma seta, faz com que um
segmento do cromossomo se desprenda do seu centromero, criando um
fragmento acéntrico. Esse fragmento tende a se perder durante a divisdo
celular, de modo que todos os descendentes dessa célula ndo possuirdo
essa parte do cromossomo do pai, formando um clone. Uma vez que
o fragmento perdido contém o alelo inibidor C’, todas as células desse
clone serdo pigmentadas. Se qualquer uma delas produzir uma parte do
aleurona, um pedago colorido aparecera criando um mosaico semelhante

ao mostrado na Figura 19.2.

tados sdao C'CC.

McClintock descobriu que, nessas sementes com mosaicos,
havia ocorrido uma quebra em um local especifico no cromossomo 9.
Ela chamou fator Ds esse local que produziu a quebra, simbolizando
dissocia¢do. No entanto, sozinho, esse fator é incapaz de produzir a
quebra no cromossomo, sendo necessdria a estimulacio por um outro
fator chamado Ac, que seria o ativador (inglés Activator). O fator Ac
estava presente em algumas linhagens de milho, mas ausente em outras.
Quando diferentes linhagens sdo cruzadas, Ac pode ser combinado com
Ds, criando uma condi¢do que leva a quebra do cromossomo.

O sistema Ac/Ds era a explicagido para os resultados obtidos
por McClintock. Além desse resultado, ela também observou outras
instabilidades no genoma do milho, associadas ao sistema Ac/Ds.
Assim, ela propos que os elementos Ds poderiam existir em muitos
locais diferentes no genoma e que eles poderiam se mover de um local
para outro, desde que ativados pelo Ac.

Os elementos Ac e Ds pertencem a uma familia de transposons.
Eles estio relacionados um ao outro e podem se inserir em muitos locais
nos cromossomos. Muitas copias dos elementos Ac e Ds s3o encontradas

no genoma do milho.

Figura 19.2: Semente de milho mostrando a perda do
alelo C' que inibe a pigmentacdo do aleurona. Os setores
pigmentados sdo _CC, enquanto os setores ndo pigmen-
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Quando um desses elementos se insere, perto ou dentro de um
gene, a fun¢do do mesmo pode ser alterada ou inibida.

Vocé pode estar se perguntando: “Como esses elementos
funcionam molecularmente?”. Observe a Figura 19.3 e acompanhe a

explicagdo que se segue.

a) Elemento Ac - sequéncia completa.

4.563 pn

/\

11pn
Repeticdo terminal invertida

b) Elemento Ds aberrante - as seqUéncias internas estao ausentes.

— «—
— —

¢) Elementos Ds aberrante - as sequéncias internas sdo diferentes das sequéncias Ac.

H B
= =

DNA ndo homoélogo

d) Elemento Ds duplo - um elemento Ds esta inserido dentro de um outro elemento Ds.

Ds inserido

Figura 19.3: Organizacao estrutural dos elementos de transposicao pertencentes a familia Ac/Ds de milho.
As repeticdes terminais invertidas estdo indicadas pelas setas. Os tamanhos das sequéncias de DNA estao
indicados em pares de nucleotideos (pn).
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O sequienciamento do elemento Ac revelou que ele consiste em
4.563 pares de nucleotideos cercados por repeticdes invertidas de 11
nucleotideos. Cada elemento Ac também é cercado por repetigdes
diretas de 8 pares de nucleotideos. As repeti¢des diretas sao criadas no
momento em que o elemento € inserido no cromossomo, sendo, assim,
uma duplicacio do sitio-alvo e ndo uma parte integral do elemento
(semelhantes aquelas descritas para os elementos de bactéria, e que vocé
estudou na aula anterior).

Os elementos Ds sdo mais heterogéneos que os elementos Ac.
Eles também possuem repeti¢bes terminais invertidas como o elemento
Ac, mas a sua seqiiéncia interna varia bastante. E provavel que os
elementos Ds tenham derivado dos elementos Ac a partir da perda de
seqiiéncias internas.

Somente o elemento Ac codifica para uma transposase funcional.
Assim, a mobilidade dos elementos Ac/Ds é promovida pela transposase
codificada pelo elemento Ac. A transposase interage com as seqiiéncias
dos elementos Ac e Ds, catalisando seu movimento. Os elementos Ds,
uma vez que nao produzem transposases, sio dependentes da transposase

produzida pelo elemento Ac.

ELEMENTOS P E DISGENESE DO HiBRIDO EM DROSOPHILA

A maior parte da pesquisa feita com transposons de eucariotos
enfocou os elementos P de Drosophila. Na década de 1970, descobriu-
se que o cruzamento entre algumas linhagens de Drosophila produzia
hibridos com uma série de caracteristicas aberrantes, incluindo alta taxa
de mutag¢io, quebra nos cromossomos e esterilidade. O termo disgénese
do hibrido deriva do grego e significa “deterioracao da qualidade”.

As linhagens de mosca foram classificadas em dois grupos, de
acordo com a sua capacidade de produzir disgénese do hibrido, chamadas
M e P. Somente cruzamentos entre M e P produzem disgénese do hibrido,
e somente quando o macho pertence a linhagem P. A Figura 19.4 ilustra
o que foi observado.

Os pesquisadores sugeriram que os cromossomos da linhagem
P carregam fatores que sio ativados quando eles penetram em ovos
produzidos por fémeas M e, uma vez ativados, esses fatores induzem

mutagées € quebra nos Cromossomaos.
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Cruzamento reciproco entre linhagens P e M
Cruzamento 1 Cruzamento 2

‘ Fémea X @Macho @Fémea X ‘ Macho
g Ovulo Esperma

Esperma

Gametas carregando
cromossomos contendo ou
néo os elementos P
Os zigotos oriundos de
m cruzamentos reciprocos
- apresentam os mesmos

Ovulo

Cromossomos, mas
apresentam citoplasmas
diferentes

Elementos P estdo Elementos P estdo
reprimidos no citotipo P ativados no citotipo M

A disgénese do hibrido
ocorre nos descendentes
do cruzamento 2
Hibrido Disgénico

Hibrido Normal

Figura 19.4: A disgénese do hibrido é induzida em cruzamentos entre machos P e fémeas M, mas ndo em cru-
zamentos entre machos M e fémeas P.
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Michael Simmons e Johng Lim descobriram uma mutacdo no gene
white (branco) induzida por disgénese do hibrido. Isso permitiu testar
a hipdtese de serem os transposons os responsiveis por essa mutagao.
Em 1980, os dois pesquisadores enviaram o novo mutante do gene white
para Paul Binghom e Gerald Rubins, que haviam acabado de sequenciar
0 DNA do gene white. Usando esse DNA como soNDA, eles foram capazes
de comparar o DNA do mutante com o gene normal. Em cada mutante,
eles descobriram um pequeno elemento que havia sido inserido na regido
codificadora do gene, ou seja, a regido que produzird o RNA mensageiro
e que servird de molde para a sintese da proteina.

Posteriormente, foi demonstrado que esse elemento estd presente
muitas vezes no genoma da linhagem P. No entanto, estd ausente na
linhagem M. A partir dai, esses elementos foram chamados elementos P,
pois sdo especificos da linhagem P. Os elementos P variam no tamanho.

A estrutura dos elementos P esta ilustrada na Figura 19.5.

Elemento P completo - todas as sequéncias estao presentes.

2.907 pn

/\
| Gene —|

Trarﬂ)sase

31pn
Repeticdo terminal invertida

b) Elemento P incompleto - as seqUiéncias internas estdo ausentes.

—_ —
—_— PU—

Figura 19.5: Estrutura dos elementos P de Drosophila. As orientacdes estdo repre-
sentadas por setas. Os tamanhos das seqtiéncias de DNA estdo indicados em pares
de nucleotideos (pn).

SoNDA

E um segmento

de DNA marcado
radioativamente e que
pode ser utilizado para
localizar seqiiéncias

de DNA homologas
através da técnica de
hibridacio do DNA.
O DNA investigado

é geralmente fixado

a uma membrana de
nylon ou nitrocelulose
na forma de fita
simples. A sonda,
também fita simples, é
colocada em contato
com a membrana

e formard uma
molécula hibrida
quando encontrar
uma molécula que
possua uma seqiiéncia
complementar,
homologa a sonda.
Posteriormente, a
regido hibrida pode
ser revelada através de
autoradiografia que
consiste na exposicao
do material em
estudo, no caso uma
membrana, a um filme
pléstico contendo uma
pelicula gelatinosa
formada por cristais
de prata (brometo de
prata). A energia das
particulas radioativas,
presentes na
membrana, convertem
alguns ions dos cristais
de prata em dtomos de
prata que na presenga
de uma solugao
reveladora convertem
os cristais em prata
metalica. Esta precipita
no filme, produzindo
uma imagem escura.
Assim, é possivel
identificar o material
radioativo, nesse

caso, o DNA hibrido
contendo uma das fitas
radioativas.
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Os maiores elementos contém 2.907 pares de nucleotideos com
inversdes terminais repetidas de 31 pares de nucleotideos. Esses elementos
P completos carregam um gene que codifica uma transposase. Quando a
transposase P se liga perto das extremidades de um elemento P completo,
ela pode mover aquele elemento para uma outra localizacao no genoma.
Elementos P incompletos nao produzem a transposase porque algumas
seqiiéncias internas foram deletadas. Entretanto, eles possuem as
sequiéncias terminais, o que significa que uma transposase de um outro
elemento pode agir sobre essas repeti¢oes e mover o elemento.

Um fato interessante é que os descendentes de moscas (obtidos em
laboratério) que foram coletadas antes de 1950 nao possuem elementos
P, sugerindo que os mesmos invadiram popula¢des de Drosophila
recentemente, provavelmente através de um virus natural.

As populagdes de Drosophila regulam o movimento dos elementos
P. Essa regulagio depende do citotipo, uma condi¢do celular que é
transmitida maternalmente através do citoplasma do ovo. O citotipo P
reprime os elementos P e o citotipo M permite 0 movimento.

O citotipo P é caracteristico de linhagens que carregam o elemento
P. J4 o citotipo M é caracteristico de linhagens que nao apresentam os
elementos P. Quando o citotipo M é combinado com os elementos P
através de cruzamento, a transposi¢do ocorre. A natureza celular do
citotipo é desconhecida.

Os pesquisadores demonstraram que a transposicao sd ocorre
em células germinativas. Em tecidos somdticos, nos quais os elementos
P poderiam causar sérios danos ao individuo, a transposase nido é

sintetizada.

RETROTRANSPOSON

Além dos transposons, tais como Ac/Ds e P, os genomas
eucaridticos contém elementos cujo movimento se da através da
transcri¢do reversa do RNA em DNA. Esse mecanismo é semelhante
aquele utilizado pelos virus de RNA, chamados retrovirus. Essa reversao
no fluxo da informacdo génica levou os geneticistas a chamarem esses
elementos retrotransposons.

Existem duas classes de retrotransposons: os elementos semelhantes

aos retrovirus e 0s retroposons.



ELEMENTOS SEMELHANTES AO RETROVIRUS

Esses elementos sdo encontrados em diferentes organismos como
levedura, plantas e animais. Todos apresentam uma estrutura bdsica:
uma regido codificadora central, cercada por uma repeticio terminal
longa ou LTR (do inglés Long Terminal Region), que sdo orientadas na
mesma dire¢do. As seqiiéncias repetidas apresentam algumas centenas de
nucleotideos. Cada L'TR geralmente apresenta repeticdes, da mesma forma
que em outros tipos de transposons. Conforme dito anteriormente, esses
transposons sao encontrados em muitos organismos, mas o assunto sobre
retrotransposons é muito vasto, de modo que nés vamos utilizar somente
um exemplo para ilustrar o seu mecanismo. Outros exemplos podem ser
encontrados na literatura, que estd indicada no final deste médulo.

O elemento semelhante ao retrovirus melhor caracterizado é o
transposon Ty1 de levedura. Seu nome é derivado de Transposon Yeast 1,
do inglés, que significa Transposon de Levedura 1. A estrutura do elemento

Ty1 esta representada na Figura 19.6.

5.900pn

Figura 19.6: Estrutura do elemento Ty1 de levedura. As repeti¢des terminais longas (LTR) estdo representadas
pela letra grega 8. Os genes TyA e TyB também estdo representados. Os tamanhos das sequiéncias estdo indica-

dos em pares de nucleotideos (pn).

O elemento Tyl possui cerca de 5.900 pares de nucleotideos
e seus LTRs possuem 340 pares de nucleotideos. Apds a inser¢ao do
elemento Ty1, ocorre a criacio de uma duplicagao do sitio-alvo de §
pares de nucleotideos.

Os elementos Tyl possuem dois genes TyA e TyB, que sdo
homologos aos genes gag e pol de retrovirus. Estudos bioquimicos
mostraram que o produto desses dois genes podem formar particulas
semelhantes a um virus dentro da célula de levedura. No entanto, essas
particulas ndo sao capazes de se transferir de uma célula para outra, nao

sendo, assim, infecciosas.
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A Figura 19.7. ilustra o mecanismo de transposi¢do do

elemento Ty1.

Proteina Transcriptase
estrutural reversa
Gene TyA Gene TyB
N\ N\
| | K

1) O elemento Ty1 é transcrito
para produzir o RNA.

%N I — |

2) O RNA é convertido em DNA
por uma enzima codificada pelo
gene TyB (Transcriptose reversa).

ovary [ T

3) O DNA é inserido no
cromossomo, criando uma nova
copia do elemento Ty1.

v

Figura 19.7: Mecanismo de transposi¢cdo do elemento Ty1. O DNA, correspondente ao elemento Ty1, localiza-

do em algum lugar do genoma, transcreve um RNA. Esse RNA traduz uma transcriptase reversa, que converte

o RNA em uma molécula de DNA dupla fita. Essa molécula de DNA dupla fita, pode entdo, ser inserida em um
outro local do genoma, criando um novo elemento Ty1.

A transposicao do elemento Tyl envolve a transcri¢io reversa
do DNA. Depois que o RNA € sintetizado a partir do DNA Ty1, uma
transcriptase reversa codificada pelo gene TyB utiliza 0 RNA como molde

para fazer um DNA dupla fita. O DNA € inserido em algum local do

genoma criando um novo elemento Ty1.

RETROPOSONS

Os retroposons ou retrotransposons sem LTR sio uma classe
grande e amplamente distribuida de retrotransposons, incluindo os
elementos F, G e I de Drosophila e o LINE (Long Interspersed Nuclear
Elements, do inglés elementos nucleares longos distribuidos) em

mamiferos.
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Esses elementos se movem através de uma molécula de RNA que
¢ transcrita ao reverso para DNA, provavelmente por uma proteina
codificada pelos proprios elementos. Apesar de criarem uma duplicacdao
do sitio-alvo, eles ndo possuem repeti¢des diretas ou invertidas nas suas
extremidades. Em vez disso, eles possuem uma seqiiéncia homogénea
de bases A = T em uma extremidade. Essa seqiiéncia é derivada de uma
cauda poli A que € transcrita ao reverso e que é adicionada perto da

extremidade 3’ do RNA do retroposon durante a sua maturagio.

RETROPOSON HUMANO

O retroposon LINE1, conhecido como L1, é o unico retroposon
ativo no genoma humano. O primeiro evento de transposicdao do L1 foi
descrito em 1988 em um gene ligado ao cromossomo X para o fator
protéico VIII, um dos fatores de coagula¢do sangiiinea. A mutacdo
resultou em hemofilia. O elemento L1 inserido foi, aparentemente,
produzido por transcricdo reversa de um RNA produzido a partir de
um elemento L1 presente no cromossomo 22.

Os elementos L1 apresentam tamanhos heterogéneos e a maioria
contém uma extremidade 5’ truncada, indicando a sintese incompleta do
DNA por transcri¢do reversa a partir do RNA molde. Existem cerca de
50.000 a 100.000 c6pias no genoma humano que correspondem a cerca
de 5% do DNA. Elementos semelhantes sdo encontrados em genomas

de outros mamiferos.

RETROPOSONS ASSOCIADOS AO TELOMERO EM Drosophila

Vocé ja estudou na Aula 14, quando falamos sobre replicagiao de
genomas lineares, sobre o desafio de replicar as extremidades dos mesmos.
Se vocé achar melhor relembrar, dé uma olhadinha na Aula 14. Nessa
mesma aula, nds vimos que a sintese dos teldmeros nas extremidades
dos cromossomos lineares é uma alternativa para evitar a possivel perda
de material genético durante a replicagdo. Vocé viu também que muitos
organismos utilizam uma enzima chamada telomerase para sintetizar

os teldmeros.
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A Drosophila utiliza um mecanismo diferente para evitar a perda
das extremidades dos cromossomos. Na mosca, os teldbmeros sdo formados
por dois transposons. Um deles é chamado HetA e o outro TART (Telomere
Associated Retrotransposon, que significa retrotransposon associado ao
telomero). Estudos demonstraram que esses dois transposons se inserem,
preferencialmente, nas extremidades dos cromossomos, aumentando o seu
tamanho em muitos kilobases (1 kilobase corresponde a 1.000 pares de
bases, ou pares de nucleotideos). Mesmo que uma parte desses elementos
seja perdida durante a replicagdo, novos transposons sao adicionados,

garantindo, assim, a manutenciao do cromossomo intacto.

IMPORTANCIA EVOLUTIVA DOS TRANSPOSONS

Os transposons pertencentes as diferentes classes, apresentados
na aula anterior e nesta aula, estao espalhados em todos os genomas, de
virus até eucariotos superiores. Em alguns organismos, como a mosca
de fruta Drosophila, a ocorréncia de transposons chega a corresponder
de 12 a 15% do DNA presente no genoma. Aos transposons, sao
atribuidas muitas das mutag¢des que ocorrem nesses Organismos.

Algumas regides dos cromossomos apresentam um maior nimero
de transposons. Em milho, por exemplo, os transposons concentram-se
no DNA encontrado entre um gene e outro, e correspondem a mais da
metade do genoma. Em Drosophila, os transposons estao concentrados
na heterocromatina, mais especificamente proximo aos centrémeros.
Um fato interessante é que a maioria dos transposons estudados sofreu
muitas modifica¢oes ao longo do processo evolutivo, sendo, atualmente,
praticamente imoveis. Isso significa que essas modificacdes ocorreram
em locais essenciais para a ocorréncia da transposi¢io, que podem ser
as extremidades, ou as regides envolvidas com a sintese das enzimas

envolvidas no processo de transferéncia.



A distribui¢do ampla dos transposons sugere que eles desempenharam
um papel importante durante a evolugdo. A capacidade de se copiar, de se
transpor e de rearranjar outras sequiéncias de DNA ou ainda de carregar
genes de resisténcia a antibidticos, como vimos na aula anterior sobre os
transposons compostos de bactérias, pode representar um beneficio para
0s organismos que os carregam e uma vantagem adaptativa em situagoes
adversas. Os transposons podem ser considerados ferramentas naturais de
ENGENHARIA GENETICA, pois sd3o capazes de introduzir novas caracteristicas

nos individuos, bem como modificar caracteristicas ja existentes.

RESUMO

ENGENHARIA
GENETICA

E um conjunto de
técnicas que permite
a manipulagdo

do genoma dos
organismos.
Utilizando-se
ferramentas de
Biologia Molecular,
¢ possivel retirar um
segmento de DNA
de um organismo
responsavel por
uma determinada
caracteristica de
interesse e introduzir
esse segmento em
um outro organismo.
Como resultado,
temos a formagio

de organismos
transgénicos. Um
organismo transgénico
pode ser um virus,
uma bactéria, uma
levedura, uma planta
e, ainda, um animal,
o qual teve seu
genoma modificado
pela introdugio de um
gene retirado de um
outro organismo.

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de conhecer um pouco mais sobre o trabalho
de Barbara McClintock relacionado aos elementos de transposicao Ac/Ds de milho.
Vocé aprendeu que os elementos Ds sdo inativos, pois ndo sao capazes de sintetizar
a transposase. No entanto, se houver um elemento Ac no mesmo genoma que
codifica para uma transposase ativa, o elemento Ds pode ser transposto de um
local para outro. Nés vimos ainda que, em Drosophila, um tipo de transposon
chamado elemento P é capaz de promover um grande niumero de modificacdes
fenotipicas, chamado disgénese do hibrido, devido a sua insercao em diferentes
locais no genoma. Por ultimo, vocé teve a oportunidade de conhecer um tipo de
transposon que se movimenta utilizando um mecanismo semelhante ao retrovirus
de RNA e que requer a transcricdo reversa de um RNA em uma molécula de DNA,
para que o mesmo seja inserido no genoma. Esses transposons sdo encontrados

em muitos organismos diferentes.
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EXERCICIOS
1. Como funciona o sistema de transposicdo Ac/Ds de milho?
2. Em que situacdo ocorre a ativacdo dos elementos P de Drosophila?

3. O que é um retrotransposon? Qual o mecanismo de transposicao utilizado por

esses transposons?

4. Qual o papel dos transposons no processo evolutivo?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu bem o conteudo da aula de hoje, ndo deve ter tido
dificuldades para responder aos exercicios. E importante que vocé tenha em mente
que todos esses mecanismos, embora sejam complexos e exijam muitas informagdes
para a sua compreensdo, na esséncia, visam a elucidar a maneira pela qual os
organismos foram se tornando mais complexos ao longo do processo evolutivo.
Nao se preocupe com os detalhes, o importante é que fique clara, para vocé, a
mensagem que queremos transmitir. Nossa intencdo ndo é que vocé decore todos os
mecanismos, mas que tenha uma idéia geral de que existem muitos processos que
contribuiram e contribuem para a complexidade e a variabilidade dos organismos.
E muita coisa ainda esta para ser descoberta. Nas préximas aulas, nés iniciaremos
o estudo do fluxo da informacao génica, ou seja, como as informacgdes contidas
no DNA sao decodificadas para dar origem a diversidade de caracteristicas dos

organismos. Até 14 e bom estudo!
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Fluxo da informacao génica—
transcricao em procariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Entender o mecanismo de expressao das informacdes
contidas no DNA através da transcri¢ao.

e Estudar o mecanismo de transcricdo em Procariotos.

Pré-requisitos

Conceitos sobre a estrutura dos acidos nucléicos.

Conceitos sobre o mecanismo
de replicacao do DNA.
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INTRODUCAO
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Nas aulas dos Médulos 1 e 2, vocé aprendeu que as informacdes genéticas dos
organismos vivos estdo armazenadas nos acidos nucléicos, que podem ser RNA
para alguns virus e DNA para a maioria dos organismos. Vimos, também, que o
mecanismo de replicacao permite a perpetuacdo e a transmissao das caracteristicas
para as células-filhas, mantendo, assim, aintegridade das caracteristicas herdaveis.
Em contrapartida, vocé teve a oportunidade de conhecer alguns mecanismos que
modificam as informacoes contidas no DNA tais como mutacao, recombinacao
e transposicdo. Vimos, com isso, que 0 genoma dos organismos nao é estatico,
ou seja, ele pode sofrer modificacdes e essas modificacoes podem acarretar
mudancas fenotipicas.

Nesta aula, vocé iniciard os estudos sobre o mecanismo que garante o fluxo
das informacdes contidas no DNA. Em outras palavras, como as informacoes
se manifestam para produzir as caracteristicas de um organismo.
Antigamente, os cientistas acreditavam que, em organismos multicelulares
organizados em tecidos, érgaos e sistemas, cada célula especializada
apresentava um conjunto de material genético diferente, responsavel pela
producao das caracteristicas fenotipicas especificas de cada tipo celular.
Posteriormente, foi demonstrado que todas as células de um organismo possuem
0 Mesmo genoma.

Um fato que contribuiu bastante para a compreenséao de que todas ou quase
todas as células de um organismo possuem o mesmo material genético foi a
cultura de células de cenoura in vitro. Curioso, ndo é mesmo? Vejamos como
isso foi feito.

Antes de tudo, temos de entender como ocorre o desenvolvimento e
a diferenciacdo dos tecidos em plantas. £ importante lembrar que o
desenvolvimento em plantas é bem mais simples do que em animais. Basicamente,
o que determina a diferenciacao das células em 6rgaos especializados, como
folhas e raizes, ¢ uma combinacao de substancias conhecidas como auxinas e
citocininas, também chamadas fito-hormaonios. Existem vérias substancias que
compdem o grupo das auxinas, bem como das citocininas, que podem variar de
uma espécie para outra. Para facilitar a compreensao, vamos nos referir a essas
substancias somente como auxinas e citocininas. Existe ainda um outro detalhe.
Alguns pesquisadores ndo gostam do termo horménios, pois seus mecanismos
de sintese e acdo sao bem diferentes daqueles caracterizados para os hormonios
animais. Esses dois grupos de fito-horménios ndo sao os Unicos existentes em
plantas, existem muitos outros que desempenham funcdes diferentes. Vocés
estudardo essas substancias, em detalhe, na disciplina Fisiologia Vegetal, um

pouco mais adiante.



Pois bem, vamos ao que interessa para a compreensao do contetdo desta
aula. Durante o desenvolvimento da planta, as concentracdes de auxinas e
citocininas variam e, como resultado, ocorre a diferenciacao dos tipos celulares
gue resultam na formacéo de 6rgaos especializados. Se um tecido diferenciado
de cenoura, por exemplo, um pedaco de uma raiz, for colocado em um meio de
cultura contendo nutrientes e uma auxina na concentragao certa, as células da
raiz sofrerdo um processo de indiferenciacdo, pois ocorrerd um “desbalanco”
no equilibrio das concentracdes de auxinas e citocininas que mantém a célula
diferenciada, ou seja, elas perderao as caracteristicas tipicas das células da raiz.
Essas células, guando mantidas em cultura por alguns dias, formarao uma massa
de células chamada calo. Os calos séo semelhantes a um pequeno tumor, onde
as células se dividem com muita rapidez.

A primeira conclusdo a que podemos chegar esta relacionada ao efeito da
auxina. De alguma forma, a sua presenca desprogramou a célula diferenciada,
transformando-a numa célula indiferenciada. Pois bem, se essa massa de células
ou calo for transferida para um outro meio de cultura que nao contenha a
auxina, e mantida por alguns dias, as células indiferenciadas se diferenciam e
formam tecidos e 6rgaos, como folhas e raizes. Agora, entdo, podemos concluir
que as células da raiz, inicialmente colocadas em contato com a auxina e que
se transformaram em uma massa de células indiferenciadas, possuiam todo
0 material genético necessario para produzir as caracteristicas de uma planta
inteira, pois, a partir do momento em que a auxina foi retirada, as células foram
capazes de se diferenciar em outros tipos celulares.

A formacdo de uma planta inteira, a partir de células indiferenciadas mantidas
em cultura, chama-se regeneracdo na linguagem dos pesquisadores que
trabalham com cultura de tecidos vegetais. A capacidade de uma célula
indiferenciada formar uma nova planta intacta recebe o nome totipoténcia.
Em células animais, o processo recebe o nome pluripoténcia.

Interessante, vocé nao achou? Com esse tipo de observacao, pode-se afirmar
gue qualquer célula da cenoura, que é um organismo multicelular, possui um
conjunto completo do seu genoma. Mais tarde, essa observacao se estendeu
para muitos outros organismos.

Podemos usar, ainda, um outro exemplo: a polémica clonagem da ovelha
Dolly, que foi clonada a partir de uma célula retirada da glandula mamaria
de uma outra ovelha. As células foram mantidas em cultura, na presenca
de substancias capazes de desprogramar a expressao de caracteristicas

tipicas das células da glandula mamadria, para um tipo celular indiferenciado.
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MEiA-vIDA

Em algumas areas

da Biologia, usamos

o termo meia-vida
para definir o tempo
que as biomoléculas
permanecem intactas,
quer seja na célula

(in vivo) ou em um
tubo de ensaio (in
vitro). A meia-vida é
definida como sendo

0 tempo necessario
para a degradacido ou
inativacao de 50% das
moléculas presentes
no momento inicial da
contagem.
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Apds a insercao do nucleo dessa célula em um évulo, o material genético
contido no nucleo foi capaz de coordenar a formacao de um novo individuo.
E o que isso significa? A clonagem da Dolly s6 foi possivel porque as células
da glandula mamaria, da ovelha doadora, continham todo o material genético
necessario para o desenvolvimento de um individuo.

Partindo do principio de que todas as células de um organismo possuem o
mesmo material genético, o que as torna diferentes é a ativagao ou inativacao
de algumas regides do genoma, o que resulta na producao de caracteristicas
especificas. Em outras palavras, em células nas quais é necessaria a producao
de determinadas proteinas, responsaveis pela producdo de caracteristicas
especificas que sao codificadas por genes, tais genes sao ativados.
Ja em outras células ou tecidos, a sua ativacdo nao é necessaria. Esse mecanismo
recebe o nome de regulacdo da expressao génica e vocé terd a oportunidade
de entender como isso ocorre nas préximas aulas.

Veremos, mais adiante, de que maneira a informacdo contida no DNA é
transferida para que, em seguida, ela possa ser interpretada ou traduzida na

linguagem de proteinas.

A DESCOBERTA DE UM RNA INTERMEDIARIO

Pois bem, experimentos feitos com fagos (virus que infectam bactérias)
demonstraram a existéncia de uma molécula intermedidria que carrega a
informacdo contida no DNA e que serd, posteriormente, decodificada em
proteinas.

Vejamos como isso foi descoberto. Os pesquisadores Elliot Volken e
Lawrence Astrachan demonstraram, em 1956, que a sintese de proteinas virais,
em uma bactéria hospedeira, envolvia a participacio de moléculas de RNA
codificadas pelo DNA viral. Eles observaram que ap6s a infecgdo pelo fago
T2, muitas moléculas de RNA eram sintetizadas. A marcacao dos RNAs com
o isétopo radioativo P*2, presente em um precursor do RNA, mostrou que as
moléculas de RNA eram instaveis (com MEIA-VIDA de alguns poucos minutos).
Além disso, a composicio do RNA marcado mostrou-se semelhante ao DNA
do fago e diferente do DNA da Escherichia coli.

Mais tarde, em 1961, Sol Spiegelman e colaboradores demonstraram
que os RNAs sintetizados em células de Escherichia coli, infectadas com o fago
T4, formavam diplex DNA/RNA com 0 DNA desnaturado do fago T4, mas

ndo eram capazes de formar diplex com o DNA desnaturado da bactéria.



Observe a Figura 20.1 que descreve o experimento e acompanhe a

explicagdo que se segue.
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1. Células de E. coli infectad bacteriofago T4
. Celulas de L. colr intectadas

com bacteriéfago T4.

Escherichia coli.

2. Uridina H? adicionada ao meio
de cultura.

RNA radioativo é sintetizado
na bactéria.

Uridina H? no meio de
cultura e nas células.

, . RNA
3. Células bacterianas foram

rompidas e o RNA isolado.

O DNA ¢ desnaturado pelo calor

Membranas de nitrocelulose contendo:

DNA Fago T4  DNA E. coli sem DNA
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Figura 20.1: Experimento de Spiegelman utilizando
Escherichia coli infectada com fago T4.
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As células de Escherichia coli foram infectadas com o fago T4.
Um isétopo de uridina, marcado com H?, foi adicionado ao meio de cultura
em tempos de 2, 4, 6, 8 e 10 minutos apds a infecgdo e mantidos por 1 minuto.
A uridina marcada foi incorporada ao RNA, assim, os RNAs sintetizados
pela bactéria estavam radioativos. Ap0s a incubagio, as células da bactéria
foram lisadas e os RNAs foram isolados.

Trés membranas de nitrocelulose foram preparadas conforme
descreveremos a seguir. Uma membrana continha DNA fita simples
(desnaturado) de Escherichia coli; outra membrana continha DNA fita
simples (desnaturado) do fago T4 e uma terceira membrana, que nao continha
DNA, foi utilizada como controle negativo.

O RNA radioativo, previamente isolado, foi colocado em contato com
as trés membranas, para permitir a formacao de duplex DNA fita simples/
RNA fita simples radioativo, nos locais onde existisse complementaridade
dos nucleotideos. Apés retirar o excesso de RNA radioativo, foi medida a
radioatividade presente nas trés membranas que foi detectada somente na
membrana que continha DNA do fago T4, como resultado da formagio
de diplex DNA/RNA. O resultado comprovou que os RNAs radioativos,
sintetizados nas células de Escherichia coli, foram produzidos a partir da
utilizagio do DNA do fago como molde. Dessa forma, confirmou-se a
existéncia de uma molécula intermediaria entre 0o DNA, presente no genoma, e
a proteina a ser produzida, e que essa molécula intermedidria era um RNA.

Em procariotos, a sintese do RNA intermedidrio e a sintese da
proteina a partir dele pode ocorrer, simultaneamente, ou seja, 2 medida que
um RNA é sintetizado, a sintese protéica pode ser iniciada nessa molécula.
Ja em eucariotos, a sintese do RNA intermedidrio ocorre no nucleo e a
utilizacdo desse RNA, como molde para a sintese protéica, ocorre no
citoplasma. O RNA intermedidrio recebe o nome de RNA mensageiro, pois
sua fung¢io € levar a informacdo contida no DNA para ser decodificada na

forma de um polipeptideo.

PRODUCAO DE UM RNA A PARTIR DE UM DNA MOLDE:
TRANSCRICAO DO DNA

O mecanismo de producao de um RNA, a partir de um molde de
DNA, chama-se transcricdo. A transcri¢ao é um mecanismo semelhante
a replicacio do DNA, com algumas diferencas. Dentre elas, podemos

destacar: os precursores sio ribonucleosideos trifosfato; somente uma



das fitas do DNA ¢ utilizada como molde; nao existe a necessidade de
um iniciador para a incorpora¢ao do primeiro nucleotideo e o primeiro
nucleotideo é incorporado na forma de trifosfato. Os demais nucleotideos
sdo incorporados na forma de monofosfato.

A transcricdo, da mesma forma que a replicagdo, ocorre na
orientagdo 5’ - 3°. Assim, a molécula produzida sera complementar
a fita molde, e serd idéntica, exceto para a presen¢a de Uridina no
lugar da Timina, a fita complementar que nio é utilizada como molde.
Note que, para que a sintese ocorra na orientacdo 5’ - 3°, a fita molde

devera ser a fita 3’ - 5°. Observe o exemplo ilustrado na Figura 20.2.

DNA dupla fita

55’5 ATGCCGGAATGGCCGGACTGGCATGGCTAAT
3'TACGGCCTTA CCGGCCTGACCGTACCGATTA

v

Fita molde

I'TACGGCCTTACCGGCCTGACCGTACCGATTA

¢ transcricao

RNA

3I
5I

5I

55 AUGCCGGAAUGGCCGGACUGGCAUGGCUAAUZ3

Figura 20.2: Transcricdo de um segmento de DNA dupla fita. A fita 3’ - 5’ é utilizada como molde. O RNA pro-

duzido é idéntico (exceto para U no lugar de T) a fita 5’ - 3' do DNA dupla fita.

Se esse RNA for um RNA mensageiro, ele serd utilizado para
decodificar uma seqiiéncia de aminodcidos. A maneira como isso ocorre,
vocé aprendera nas proximas aulas, nas quais estudaremos o mecanismo
de traducdo. Existem, ainda, outros RNAs que sio muito importantes,
mas ndo codificam proteinas. Logo mais, falaremos sobre eles.

Agora, discutiremos o mecanismo de transcricio do DNA em
procariotos. Na proxima aula, estudaremos o mecanismo de transcri¢ao

em eucariotos.
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TRANSCRICAO EM PROCARIOTOS

Um segmento do DNA que serd transcrito para produzir uma
molécula de RNA é chamado unidade transcricional. Conforme
comentamos anteriormente, existem diferentes tipos de RNA.
Em procariotos, foram descritos trés tipos: 0 RNA mensageiro, cuja
fungdo é levar a informacdo armazenada no DNA para ser decodificada
em proteina; o RNA transportador, responsivel pelo transporte de
aminodcidos ativados até os ribossomos, o que possibilita a sintese protéica
e, por tultimo, o RNA ribossomal, componente dos ribossomos, estrutura
na qual ocorre a sintese protéica. Em procariotos, uma tnica enzima

sintetiza todos os RNAs citados. Mais adiante, falaremos sobre ela.

Vocé ja deve ter notado que, em Biologia Molecular, existem
muitos simbolos, letras e nimeros. Mas € preciso que vocé se esforce para
se familiarizar com eles. Vocé esta prestes a conhecer mais alguns!

Para facilitar a localizagao dos elementos que formam
uma unidade transcricional, utilizamos alguns termos e numeros.
O primeiro nucleotideo transcrito recebe o sinal positivo (+), seguido
pelo nimero 1 (+1). Os nucleotideos seguintes serio numerados
+2 +3 +4 +n, onde n é o ultimo nucleotideo transcrito em uma
determinada unidade transcricional. O nucleotideo localizado antes
do nucleotideo +1 recebe o sinal negativo (-) seguido pelo nimero 1
(-1), os nucleotideos seguintes serdo -2 -3 -4 -n. Os nucleotideos com
a denotacdo (-) estao posicionados 5’ com relagdao ao nucleotideo +1.
Em inglés, utiliza-se o termo upstream, cuja tradugdo € “rio acima”.
Os nucleotideos com a denotagdo (+) estdo posicionados 3’ com
relag¢ao ao nucleotideo +1. Em inglés, utiliza-se o termo downstream,
cuja tradugdo é “rio abaixo”. Esses dois termos soam bastante
esquisitos, vocé nao acha? Entdo, nas nossas aulas, vamos utilizar
os termos “acima”, quando se tratar de nucleotideos localizados na
posicdao 5’ com relacdo ao nucleotideo +1 e “abaixo”, quando se
tratar de nucleotideos localizados 3’ com relacdo ao nucleotideo +1.

Observe a Figura 20.3 para que vocé possa se situar.



*im’cio da transcricao

32 -1 4142 43 +4 +5

BT e AGCATGCTAGGT - ceoeeee 3
- LR — TCGTACGATCCA...... 5
- J
Y Y
acima abaixo
transcricao
B’AUGCUAGGU oo 3

Figura 20.3: Representacdao de um segmento de DNA, ou unidade transcricional, e o
RNA transcrito a partir dele. Os nucleotideos +1 e -1 estdo destacados. A transcricdo
é iniciada no nucleotideo +1. As linhas pontilhadas indicam que o DNA possui
outros nucleotideos, além dos indicados. As orientagdes 5’ - 3' e 3-5" das moléculas
também estdo indicadas.

A RNA POLIMERASE DE ESCHERICHIA COLI

A enzima que catalisa a transcri-
¢ao do RNA é a RNA polimerase. Vocé
ja teve a oportunidade de conhecer
um tipo especial de RNA polimerase,
chamada primase, responsavel pela
sintese dos iniciadores de RNA durante
a replicac@o. Da mesma forma que a
DNA polimerase, essa enzima incor-
pora ribonucleotideos ao grupamento
hidroxila 3’ livre. A reac¢do envolve
um ataque nucleofilico do grupamen-
to OH sobre o dtomo defésforo do
ribonucleosideo trifosfato, resultando em
uma ligacdo fosfodiéste r com a liberacao
de um pirofosfato. A Figura 20.4 ilustra
a reagdo catalisada pela RNA polime-

rase.

Fita de DNA molde

, Cadeia crescente de RNA

mmnnA

|
O
1 \
H,C \
@ °
9 OH
-0- I‘>:O 5 0" CH,
; | | :

i

_O—Fl’-O—P-O-P- ~Ch,
o. o o.

| OH OH

Ribonucleosideo trifosfato

Diregio do crescimento
dacadeia 5' - 3'

Figura 20.4: Reacdo de polimerizacdo catalisada pela RNA polimerase.
Os precursores sao ribonucleosideos trifosfato e a reacdo ocorre
através de um ataque nucleofilico do OH sobre o fosfato presente
no ribonucleotideo, formando uma liga¢do fosfodiéster.
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PROTEINA
MULTIMERICA

Proteina formada por
varias subunidades,
cada subunidade
corresponde a um
monomero. As
subunidades de uma
proteina multimérica
podem ser iguais

ou diferentes. Elas
podem ser diméricas,
quando possuem duas
subunidades,
triméricas, quando
possuem trés
subunidades, e assim
respectivamente. A
holoenzima RNA pol é
multimérica, pois
possuli varias
subunidades.
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A RNA polimerase é uma proteina multimérica complexa que
inicia a transcri¢do apds a sua ligagdo a seqiiéncias especificas de
nucleotideos, presentes em locais do DNA chamados promotores, ou
regides promotoras. A RNA polimerase de Escherichia coli, conhecida
como holoenzima RNA pol, possui uma massa molecular de 480 kDa,
e é formada por cinco polipeptideos, sendo que dois deles sao idénticos.
A holoenzima é formada por 2 subunidades o, 1 subunidade B, uma
subunidade B’ e uma subunidade ¢. As subunidades o estdo envolvidas
no acoplamento do complexo. A subunidade 8 contém um sitio de ligacdao
ao ribonucleosideo trifosfato, e a subunidade B’ contém uma regiao de
ligacio ao molde de DNA. As subunidades B e B’ catalisam a reag¢do
de polimeriza¢io. A Figura 20.5 apresenta a estrutura da holoenzima

RNA pol.

Figura 20.5: Representacdo esquematica da holoenzima RNA pol, com suas diferentes
subunidades. Duas subunidades o, uma subunidade 8, uma subunidade ' e uma
subunidade . O esquema representa o modelo de acoplamento do complexo.

A subunidade o estd envolvida com a iniciacdo da transcricdo.
O fator ¢ € liberado logo ap6s o inicio da transcri¢do, sendo que o
alongamento é catalisado pelo restante da enzima, chamado ntcleo
catalitico. O nucleo catalitico é formado por duas subunidades o, uma
subunidade B e uma subunidade B’. O fator 6 reconhece o promotor e
possibilita a ligagdo da holoenzima RNA pol. Experimentos realizados
in vitro demonstraram que, na auséncia do fator G, a transcri¢io pode
ser iniciada em qualquer ponto, no entanto, quando o fator ¢ estava
presente, a transcri¢ao s6 ocorria a partir do promotor.
A transcricdo envolve trés etapas: inicia¢do, alongamento e
terminagio, semelhante ao que vimos para o mecanismo de replicacdo.

Em seguida, vocé verd o que ocorre em cada uma das etapas.



INiCIO DA TRANSCRICAO

O inicio da transcrigdo envolve trés etapas: ligacdo da RNA pol ao
promotor; abertura do DNA molde e formacao das ligagdes fosfodiéster
entre os primeiros nucleotideos.

Antes de analisarmos o que ocorre no inicio da transcrigdo,
precisamos entender o que é um promotor. O promotor é uma regiao
do DNA localizada acima do inicio da transcricio (5’ em relacdo
ao nucleotideo +1). Essa regido apresenta seqiiéncias especificas de
nucleotideos as quais se ligam proteinas envolvidas na transcrigao.
Vamos fazer uma comparacdo para vocé nunca mais esquecer!

Um gene pode ser comparado ao motor de um carro. Para que
o motor funcione e movimente o carro, a ignicao é necessiria para
desencadear a queima do combustivel, que por sua vez fard o motor
funcionar. Pois bem, o promotor de um gene pode ser comparado a
igni¢ao, pois, sem ele, o gene ndo funciona. Geralmente, a menos que
se faga uma ligagao direta, a igni¢do é acionada ap6s o encaixe da chave
e o giro da mesma, quando é dada a partida no motor. As proteinas
que se ligam ao promotor de um gene podem ser comparadas a chave.
Normalmente, a chave de um carro s6 ird se encaixar a uma tnica caixa
de ignicao. De modo semelhante, a proteina sO se encaixard em um
promotor especifico, que permitird o funcionamento do gene através da
ativacao da transcrig¢ao.

As proteinas que se ligam a promotores sio chamadas fatores
de transcri¢do. Alguns genes possuem varios fatores de transcri¢io que
o regulam, ou seja, diferentes proteinas podem se ligar a sequéncias
especificas, localizadas no promotor, e afetar a transcricdo. Isso vale
para procariotos e eucariotos. Nas aulas sobre regulacao da expressio
génica, vocé verd que alguns fatores atuam positivamente na transcricao
e, com isso, aumentam as quantidades de RNA produzidas. Outros atuam
negativamente na transcricao e, com isso, diminuem as quantidades
de RNA produzidas. Alguns genes apresentam somente as sequéncias
para a ligacao da RNA pol, que também pode ser considerada um fator
de transcricdo. Mas isso é um assunto para mais tarde. Antes, porém,
veremos os elementos minimos necessarios para o funcionamento de
uma unidade transcricional em procariotos, ou seja, somente aqueles

envolvidos com o acoplamento da RNA pol.
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Vamos a eles! A comparagdo entre os promotores de vdrios genes
revelou poucas semelhangas entre eles. Essa comparacio foi feita através
do alinhamento das seqiiéncias localizadas acima do nucleotideo onde
ocorre o inicio da transcri¢io (nucleotideo +1) em genes conhecidos.
Geralmente, a seqiiéncia de nucleotideos do RNA é comparada a
seqiiéncia do DNA molde que originou aquele RNA, com o intuito de
distinguir as regides transcritas e as regides promotoras.

Desse modo, duas seqiiéncias curtas foram identificadas em
promotores de genes diferentes. Elas estdo localizadas nas posi¢oes 10
e 35 acima do nucleotideo +1, sendo, por isso, chamadas sequiéncias
-10 e -35. Alguns nucleotideos presentes nas seqiiéncias variam de gene
para gene, enquanto outros sao conservados. Quando uma determinada
sequiéncia ocorre em diferentes genes, ou regides do DNA, e desempenha
fungao semelhante, ela é chamada sequiéncia consenso. O consenso para
asequéncia-10 é 5’ TATAAT 3’ e para a sequéncia-35 ¢ 5> TTGACA 3°.
A distancia entre as duas seqiiéncias, chamada espacador, é importante
para o acoplamento da RNA pol. O espagador nunca é menor do que
15 pares de bases ou maior do que 20 pares de bases.

O papel dessas seqiiéncias no processo de transcri¢ao foi determinado
através de estudos com um velho conhecido nosso: os mutantes. Nesse
caso, a utilizagio de mutantes foi crucial para mapear os nucleotideos
necessdrios para o funcionamento do promotor. Em mutantes que
apresentaram alteracoes em alguns nucleotideos dessas seqiiéncias, houve
uma diminui¢do na eficiéncia da transcricao. Em alguns casos, a transcri¢ao
foi completamente inibida. A Figura 20.6 apresenta um esquema do arranjo

das seqiiéncias -10 e -35.

regiao-35 espacador regiao-10
................................. A inicio
Vs s Vs nY
L7 [rfrfefalefa] & 7 [r]afrfafalr] 7 [efa]"] |
-40 -30 20 -10 +1

Figura 20.6: Representacdo esquematica das seqUiéncias consenso -10 e -35 em uma regido promotora.
Os nucleotideos de cada seqiiéncia, bem como as suas posicoes, estdo indicados. As barras pontilhadas indicam
a existéncia de outros nucleotideos que ndo estdo representados. Os nucleotideos presentes no espacador ndo
influenciam a transcri¢do, mas o tamanho do espacador determinado pelo nimero de nucleotideos é essencial
para a transcricdo. O nucleotideo +1, no qual ocorre o inicio da transcricdo, também esta representado.
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A Figura 20.7 ilustra os primeiros eventos que ocorrem durante
o inicio da transcricio de um RNA mensageiro. Observe a figura e

acompanhe a explica¢io que se segue.
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migragio até o promotor. RSO

b. Formagdo de um complexo fechado
com o promotor, composto pelo DNA
fechado e a RNA pol.

c. Formagio de um complexo aberto,
composto pelo DNA aberto e a RNA pol.

d. Formacdo do complexo terndrio,
composto por DNA, RNA pol e o primeiro
nu-cleotideo trifosfato (purina).

e. Formagao da bolha de
transcri¢io. Oito nucleotideos
sdo incorporados.
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Figura 20.7: Inicio da transcri¢ao: (a) a RNA pol se liga inespecificamente ao DNA,; (b) a subunidade o localiza
o promotor, ocorre aformagao do complexo fechado; (c) a RNA pol promove a abertura dasfitas e estabelece a
formacdaodeumcomplexoaberto; (d) Adi¢aodapurinacontendotrésfosfatos, formacaodocomplexoternario;
(e) sintese dos primeiros nucleotideos, formacado da bolha de transcricao; (f) liberagado do fator ¢ e alonga-
mento do transcrito pela RNA pol; (g) representacdo da iniciacdo abortiva, na qual uma seqténcia curta
de RNA é liberada.
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A RNA pol se liga inespecificamente ao DNA. A subunidade ¢
é responsavel pelo reconhecimento do promotor. A holoenzima desliza
no DNA até que a subunidade 6 encontre a sequiéncia -35 do promotor.
Nesse ponto, ocorre a formacio de um complexo entre a RNA pol e o
promotor, chamado complexo fechado, uma vez que o DNA do promotor
permanece dupla fita.

A RNA pol promove a abertura das fitas na seqiiéncia localizada
na posicao -10, formando o complexo aberto, constituido pelas duas
fitas de DNA e a holoenzima. A presenca de varios A = T na seqiiéncia
facilita a abertura das fitas. O primeiro nucleotideo é incorporado e
forma o complexo terndrio, composto pelo DNA molde aberto, a
holoenzima e o nucleotideo de RNA recém-sintetizado. A holoenzima
ligada ao promotor durante a sintese dos primeiros nucleotideos forma
uma estrutura chamada bolha de transcri¢ao.

Muitas vezes, o nucleo catalitico da RNA pol sintetiza cadeias
curtas, contendo dois a oito nucleotideos. Tais cadeias sao liberadas em
seguida, desfazendo o complexo de inicia¢io. Esse processo é chamado
sintese abortiva. Em seguida, ocorre novamente o acoplamento do
complexo. Quando a RNA pol sintetiza uma cadeia com 10 ou mais
nucleotideos, o complexo se estabiliza e a cadeia é alongada. A fung¢io da
sintese abortiva é desconhecida. Todavia, acredita-se que funcione como
um mecanismo de certificagdo, que garante que a transcricao ocorrerd
no local certo. Apds a sintese de oito a nove nucleotideos, o fator ¢ é

liberado. A partir dai, ocorre o alongamento da transcri¢do.

ALONGAMENTO DA TRANSCRICAO

O desligamento do fator 6 faz com que a RNA pol sintetize o
RNA muito rapidamente. Pode-se dizer que o fator ¢ funciona como um
freio no inicio da transcri¢ao, que impede o rdpido avanco da RNA pol.
Possivelmente, isso funciona como um outro mecanismo de certificacio,
garantindo a transcri¢io do segmento correto do DNA. A RNA pol é
capaz de desenrolar o DNA molde e romper as pontes de hidrogénio,
abrindo as fitas e, também, é capaz de restaurar o pareamento das bases

do DNA, logo em seguida.



A bolha de transcri¢do possui cerca de 18 nucleotideos abertos
e cerca de 40 nucleotideos sdo incorporados por segundo. Conforme
a bolha caminha, a cadeia de RNA nascente é deslocada do DNA
molde, e o pareamento das fitas do DNA pode ser restaurado. A regido
de pareamento entre 0 DNA e o RNA é pequena, cerca de 3 pares de
bases. Esse pareamento ndo é suficiente para estabilizar o complexo.
Assim, a estabilidade do complexo é mantida através da ligacao do DNA
e da cadeia recém-sintetizada de RNA a RNA pol. Podemos concluir,
entdo, que o alongamento consiste na incorpora¢io dos nucleotideos na
cadeia nascente de RNA. A sintese terminard quando o complexo atingir

a regido terminadora, que veremos em seguida.

TERMINO DA TRANSCRICAO

O término da transcri¢cao ocorre quando a RNA pol passa através
do sinal de terminagdo. O sinal de terminacio é uma propriedade
intrinseca do DNA molde que propicia a formacdo de uma estrutura
que, por sua vez, favorece o rompimento do complexo RNA pol/DNA/
RNA. Dois tipos de terminadores foram descritos em Escherichia coli.
Um deles precisa de uma proteina especifica chamada rho (p) e, por isso,
recebe 0 nome terminacdo dependente de p. O outro é conhecido como
terminag¢io independente de p.

A terminagio independente de p apresenta uma por¢ao no DNA
molde, rica em G = C, seguida de uma regido composta de seis ou mais
pares de bases A = T. A transcri¢do da regido rica em G = C resulta em
uma molécula de RNA fita simples que possui regides complementares.
Essas regioes podem se parear, formando uma estrutura do tipo grampo
de cabelo. A formagio da estrutura estd esquematizada na Figura 20.8.
A estrutura de grampo de cabelo é formada logo apds a transcricao
dessa regido. A presenca da estrutura de grampo interfere no movimento
da RNA pol e causa uma pausa na sintese do RNA. A transcri¢io da
sequiéncia composta por pares A = T produz um segmento de RNA
formado por Us, que estao parcialmente pareados aos As. O pareamento
A = U pode ser rompido com facilidade. Lembre-se de que A forma duas
pontes de hidrogénio com T ou U. A presenga da estrutura grampo de
cabelo facilita o deslocamento da regido rica em Us. Como resultado, o

RNA é liberado e termina a transcricio.
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Figura 20.8: Representacdo esquematica da terminacdo independente de p: (a) a
regido rica em G = C é transcrita; (b) ocorre a formacdo da estrutura grampo de
cabelo, seguida pela regido que apresenta os pareamentos A = U; observe a comple-
mentariedade dos nucleotideos; (c) as pontes de hidrogénio da regido pareada A=U
sdo rompidas e o RNA é liberado do DNA molde, desfazendo o complexo.

As terminacdes dependentes de p ndo possuem a seqiiéncia rica em
A =T na fita molde, mas, as vezes, possuem, uma seqiiéncia curta que é
transcrita e forma um grampo. A proteina p se liga ao RNA em sitios de
ligacdo especificos e migra na dire¢do 5’ - 3’ até alcangar o complexo
de transcri¢do, formado pela RNA pol, que esta sintetizando o RNA
na regido do sitio de terminagdo. Devido as caracteristicas da regido
terminadora, ocorre uma pausa na transcri¢do. Em fung¢do desta pausa,
a proteina p se aproxima da bolha de transcri¢ao e promove a liberacio
do RNA recém-sintetizado. O mecanismo de a¢do da proteina p nao é
bem conhecido, mas sabe-se que ela possui atividade de helicase DNA/
RNA dependente de ATP. O ATP é hidrolisado pela proteina p durante
o processo de terminacio. E provavel que a atividade de helicase rompa
as pontes de hidrogénio no hibrido DNA/RNA, facilitando, assim, a

liberag¢ao do transcrito.



RESUMO

Nesta aula, vimos de que maneira a informacdo genética contida no DNA é utilizada
para produzir as caracteristicas de um individuo e que, apesar de todas ou quase todas
as células de um organismo possuirem o mesmo DNA, somente regides especificas
sao ativadas para produzir suas caracteristicas. Vimos, também, os experimentos que
comprovaram a existéncia de uma molécula de RNA como intermedidria entre o DNA
molde que armazena a informacao e as proteinas que manifestam as caracteristicas. Mais
adiante, pudemos constatar que a transcricdo do DNA, que é o mecanismo pelo qual o
RNA é produzido, é semelhante a replicacdo do DNA em alguns aspectos e diferente
em outros. As diferentes subunidades da holoenzima RNA polimerase de procariotos, a
enzima responsavel pela transcricdo dos diferentes tipos de RNA, foram descritas, bem
como as suas respectivas fungdes. Por Ultimo, vimos que a transcricdo em procariotos
ocorre nas etapas de iniciacdo, alongamento e terminagao, e que cada uma dessas etapas
é determinada pelas caracteristicas presentes no DNA utilizado com molde. A regido
promotora, ou promotor, onde sdo encontradas sequéncias especificas, define o local
em que a transcri¢do deve ser iniciada, e é reconhecida pela subunidade G da RNA pol.
Ja aregido terminadora possui sequéncias que, apos a transcricao, permitem a formacao de

estruturas no RNA que facilitam o deslocamento do complexo e o término da sintese.

EXERCIiCIOS

1. Trace um paralelo entre o mecanismo de replicacdo e transcricdo, destacando

as semelhancas e diferencas entre os dois mecanismos.
2. O que é um promotor? De que maneira ele pode ser identificado?

3. Quais sdo os componentes da RNA polimerase de procariotos, e qual a funcao

de cada um deles?

4. Qual a importancia da terminacdo da transcricdo?
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AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo desta aula, ndo deve ter encontrado
dificuldades para responder aos exercicios propostos. Procure responder
aos exercicios, sempre com suas palavras, interpretando o conteldo
apresentado. Recomendamos que as respostas sejam enriquecidas com
esquemas, com base na sua interpretacdo do que foi apresentado.
Isso, certamente, o ajudara na fixacdo dos conceitos. Na proxima aula, estudaremos o
mecanismo de transcricdo em eucariotos. Por isso, € importante que vocé estude esta

aula com carinho e responda aos exercicios. Bom estudo e até a préxima aula!
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Fluxo da informacao génica -
transcricao em eucariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:
e Estudar o mecanismo de transcricao em eucariotos.

e Entender a formacao do RNA mensageiro em eucariotos.

Pré-requisito

Conteldo da Aula 20.
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Na aula anterior, vimos o mecanismo de transcricdo em procariotos e, nesta
aula, veremos como ocorre a transcricdo em eucariotos. O processo de
transcricdo em eucariotos, embora semelhante ao de procariotos, apresenta
uma complexidade maior. Vocé ja sabe que uma das principais diferencas entre
uma célula eucaridtica e uma célula procariética é a presenca da carioteca,
ou membrana nuclear, nos eucariotos, a qual separa os componentes do
nucleo dos demais componentes do citosol. Assim, em eucariotos, quando
uma unidade transcricional é ativada para produzir um RNA mensageiro,
esse RNA deverd ser transportado para o citosol, que é o local onde ocorrera
a traducao do mRNA (sintese protéica). O mesmo ocorre com os RNAs
transportadores que também devem ser transportados para o citosol, pois é
l& que eles desempenhardo suas funcdes na sintese protéica. Somente um
tipo de RNA, chamado snRNA, é mantido no nucleo. Nés falaremos sobre a
funcdo dos snRNAs na Aula 22.

Muitos genes possuem regides intercalares que nao sdo traduzidas em
proteinas e, portanto, sdo retiradas do transcrito primario para formar um
RNA mensageiro maduro. Além disso, o RNA sofre outras duas modificacoes:
a adicdo da cauda poliA na sua extremidade 3" e a adicdo de um capacete na
sua extremidade 5'. Existe, ainda, a edicdo do RNA que consiste na alteracao
da composicdo dos nucleotideos apds a transcricao.

Vocé terd a oportunidade de conhecer todos esses processos em
detalhe. Mas antes, veremos como ocorre a sintese dos RNAs.

Vamos comecar falando sobre as RNA polimerases.

AS RNA POLIMERASES DE EUCARIOTOS

Trés RNA polimerases foram descritas em eucariotos: RNA
pol I, RNA pol IT e RNA pol III, formadas por dez ou mais subunidades.
As RNA pol ndo sdo capazes de se ligar sozinhas ao DNA e, por
isso, necessitam da ajuda de outros fatores de transcri¢io para que
ocorra o inicio da transcri¢do. Vocé ja sabe que esses fatores sio
aquelas proteinas que se ligam ao promotor do gene e auxiliam na
transcricdo, ndo é mesmo? Vimos isso na Aula 20. Se estiver em duvida,

volte a ela e confira!



Vejamos qual a funcdo de cada uma das RNA polimerases. A
RNA pol I é geralmente encontrada no nucléolo, uma regido especial
do ntcleo, na qual o RNA ribossomal, chamado rRNA, é transcrito
e combinado a proteinas ribossomais. A RNA pol I sintetiza todos os
rRNA, exceto o rRNA 5S. A RNA pol II transcreve genes nucleares que
codificam proteinas, produzindo RNAs mensageiros, mRNA. A RNA pol
I1I sintetiza as moléculas de RNA transportador, tRNA, o rRNA 5S e os
pequenos RNAs nucleares, snRNA (do inglés small nuclear RNA).

INiCIO DA SINTESE DAS CADEIAS DE RNA

Como ja dissemos anteriormente, as RNA polimerases de eucariotos
precisam de fatores de transcri¢ao. Os fatores de transcri¢ao reconhecem
o promotor e se ligam a ele, formando um complexo de iniciacdo, que
por sua vez, possibilita a ligacio da RNA pol.

As RNA pol [, IT e IIl reconhecem complexos de iniciagdo diferentes,
formados por fatores de transcri¢cao e promotores especificos. Em outras
palavras, a RNA pol I, por exemplo, nio se ligard a um complexo de
iniciagdo, formado pelo acoplamento de fatores de transcri¢ao especificos
a um promotor para a RNA pol II.

Nesta aula, daremos prioridade ao mecanismo de transcri¢cao
mediado pela RNA pol II, ou seja, a transcricio de RNAs mensageiros
que serdo traduzidos em proteinas.

ARNA pol IT é formada por 12 subunidades. Os fatores de transcri¢io
que permitem o acoplamento da RNA pol IT ao promotor sdo representados
por TFIIx, do inglés Transcription Factor for polimerase 11, que significa
fator de transcricao para a polimerase II, e o x indica cada um dos fatores,
por exemplo, TFIIA, TFIIH, entre outros. A Tabela 21.1 apresenta os
diferentes fatores de transcricdo e as suas funcdes. A RNA pol também
é um fator de transcri¢do, pois também se liga ao DNA!

Tabela 21.1: Fatores de transcri¢io necessdrios para o
funcionamento da RNA polimerase II e transcricio dos RNAm em
eucariotos. O nimero de subunidades, a massa e a fun¢io de cada fator

estdo apresentados.
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Fator de
| transcricao

RNA pol 1l
TBP

TFIIA

TFIIB
TFID
TFIIE

TFIIF

TFIIH

Subunidades  Massa (kDa) Funcées

12 10 - 220 Catalisa a sintese do RNA.

1 38 Reconhece especificamente a sequiéncia
TATA.

3 12, 19 e 35. | Estabiliza a ligacdo do TFIIB e TBP ao
promotor.

1 35 Liga-se ao TBP, liga o TFIIF da RNA
polimerase.

12 15-250 Interage com proteinas reguladoras
positivas e negativas.

2 34e57 Liga TFIIH; apresenta atividade de
ATPase e helicase.

2 30e74 Liga RNA pol II, liga TFIIB; impede que
a RNA pol Il se ligue ao DNA de modo
inespecifico.

12 35 -89 Desenrola o promotor do DNA;
fosforila a RNA pol II.
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A transcri¢io em eucariotos pode ser dividida em varias etapas:
acoplamento do complexo de iniciagdo, inicia¢do, alongamento e terminacio.
Vamos analisar cada uma das etapas, mas antes de tudo, vamos entender os

elementos que compdem os promotores para a RNA pol II.

PROMOTORES DE EUCARIOTOS

Semelhante ao que vimos para os promotores de procariotos, os
promotores reconhecidos pela RNA pol II sio formados por pequenas
regides conservadas, localizadas acima do nucleotideo +1. Uma das
regides, conhecida como caixa TATA, apresenta a seqiiéncia consenso
S"TATAAAAAZ eesta localizada na posi¢ao —30. A caixa TATA determina
o local no qual ocorrera a iniciagao da transcri¢do, fundamental para a
mesma. Uma outra regido, chamada caixa CAAT, esta localizada perto
da posi¢do —80 e apresenta a seqiiéncia consenso 5’ GGCCAATCT3’ (a
localizag¢do desta seqiiéncia varia, podendo estar localizada em alguns
nucleotideos acima ou abaixo da posi¢io —80. Por isso dizemos que estd
“perto” da posi¢ao —80). Duas outras regides, a caixa GC formada pela
seqliéncia consenso 5"GGGCGG3’ e o octamero formado pela seqiiéncia
consenso S"ATTTGCAT3’, sao também encontradas nos promotores
e influenciam a eficiéncia da inicia¢do. A Figura 21.1 apresenta um

esquema, ilustrando a caixa CAAT e a caixa TATA.



Caixa CAAT Caixa TATA
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-80 -50 -30
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+1
Figura 21.1: Representacdo esquematica de um promotor de eucarioto, reconhecido pela RNA pol Il. As

seqUiéncias consenso, contendo as caixas CAAT e TATA, estdo representadas. A posicdo +1, na qual ocorre o
inicio da transcricdo, também esté indicada.

ACOPLAMENTO DO COMPLEXO DE INICIACAO AO
PROMOTOR

A Figura 21.2 ilustra o complexo de iniciacdo e as demais etapas da

transcricao. Observe a figura e acompanhe as explicagdes que se seguem.

3" pNA
5
l TBP (ou TFIl e/ou TFIIA)
TFIIB
l TFIIF - RNA polimerase Il
| -
TREE T
l TFIH
CTFIE)=
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\
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Terminacdo
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Figura 21.2: Representacdo esqueméatica do complexo de iniciagdo da RNA pol Il no promotor de um gene
de eucarioto e as demais etapas da transcrigao.
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A formagao do complexo de iniciagao comega quando a proteina
TBP (do inglés TATA Binding Protein, proteina ligante de TATA) se liga
a caixa TATA. Em seguida, o fator TFIIB se liga ao TBP e ao DNA, nos
dois lados da TBP. O proximo passo é a liga¢io do fator TFIIA que,
aparentemente, estabiliza o complexo TFIIB e TBP. O complexo TFIIF/
RNA pol II se ligara ao restante dos componentes ja ligados ao DNA.
O TFIIF ajuda a levar a RNA pol II até seus promotores, pois interage
com o TFIIB e reduz a inespecificidade da ligagio da RNA pol ao DNA.
Por tltimo, os fatores TFIIE e TFIIH se ligam e completam o complexo
fechado (dé uma olhadinha na Tabela 21.1 para rever a funcio de cada
um dos fatores).

O TFIIH possui atividade de DNA helicase dependente de ATP,
que promove a abertura do DNA localizado perto do nucleotideo +1,
formando, assim, o complexo aberto. Apds a formacdo do complexo
aberto, a transcri¢do € iniciada. Além da atividade de DNA helicase, o
TFIIH também possui atividade cinase, em uma das suas subunidades,
que fosforila a maior subunidade da RNA pol Il em vérios locais na regiao
terminal carboxila. Em resposta a fosforilagdo, ocorre uma alteracdo
conformacional do complexo, o que permite o inicio da transcri¢do.
Durante a sintese dos 60 a 70 nucleotideos iniciais do RNA, ocorre
a liberagiao do fator TFIIE e o fator TFIIH é liberado em seguida.

Isso permite que a RNA polimerase alongue a cadeia de RNA.

ALONGAMENTO E TERMINACAO

O TFIIF fica associado a RNA polimerase durante todo o
alongamento. A atividade da RNA pol aumenta apds o acoplamento de
proteinas chamadas fatores de alongamento. Ao término da sintese, a
RNA pol é desfosforilada e reciclada, podendo ser utilizada para iniciar

a sintese de uma outra cadeia de RNA.

CAPEAMENTO DA EXTREMIDADE 5° DO RNA

Enquanto a cadeia do RNA esta sendo alongada, a extremidade
5" do pré-RNAm é modificada pela adicao de uma guanosina metilada.
O processo é chamado capeamento da extremidade 5.

O capeamento ocorre, geralmente, quando a cadeia crescente do

RNA possui cerca de trinta nucleotideos. O capeamento resulta de uma



ligacdo trifosfato 5°-5" pouco usual. A estrutura formada é chamada
capacete 5°. Observe a Figura 21.3. b que ilustra as rea¢des envolvidas
no capeamento. O capacete 5° é formado pela condensagdo de uma
molécula de GTP com o trifosfato na extremidade 5"do RNA. A enzima
fosfoidrolase retira o fosforo y do nucleotideo localizado na extremidade
5"do RNA. Em seguida, a enzima ganililtransferase promove a ligacdo
fosfodiéster entre a guanosina e o nucleotideo 57, liberando um pirofosfato.
A enzima guanina 7-metiltransferase metila a guanosina, utilizando o
grupamento metila da S-adenosilmetionina (adoMet). Dois grupamentos
metila sio adicionados as hidroxilas 2" do primeiro e do segundo nucleotideo,
adjacente ao capacete pela enzima 2°O-metiltransferase. A Figura 21.3.a
ilustra a estrutura resultante dessas reacoes. A presenca dessa estrutura
permite a ligacdo de fatores envolvidos na traducdo, os quais veremos
nas aulas do Modulo 4, e também ajudam a proteger as cadeias de RNA,

que estdo sendo sintetizadas da degradacdo pelas nucleases.
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H,N N Extremidade 5 do RNA
o com grupo trifosfato

/ vBo
pppNp —

H
70_',’— CH OH fosfmdrolasel
_ '_ Ligacao
O—II’—O 5', 5' - trifosfato K °‘  offy GTP

guanililtransferase

GpppNp =
i adoMet
guanina
7-metiltransferase adoHyc
Algumas
OCH, < vezes metilada m’ GpppNp ™"
adoMet
2'-O-metiltransferase [
adoHyc
m’ GpppitiNp
Algumas Extremidade 5' do
O OCH, < vezes metilada RNA com capacete
70 P (0]
O

o (b

3

Figura 21.3: (a) estrutura do capacete 5°, mostrando a ligacdo trifosfato 5- 5,
contendo a guanosina metilada, bem como os dois primeiros nucleotideos préoximos
ao capacete, também metilados; (b) reacdes envolvidas na adicdo do capacete na
extremidade 5'do RNA. AdoHyc é a abreviacdo para a S-adenosil-homocisteina.
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TERMJNAC/:\O ATRAVES DE CLIVAGEM DA CADEIA E
ADICAO DA CAUDA poliA NA EXTREMIDADE 3" DO RNA

As extremidades 3’dos transcritos sintetizados pela RNA pol 11,
ao contrario do que ocorre em procariotos quando a RNA pol encontra
a regido terminadora, sdo produzidas por clivagem endonucleolitica dos
transcritos primdrios. A termina¢do pode ocorrer em sitios multiplos, os
quais estao localizados cerca de 1.000 a 2.000 nucleotideos de distancia
do local que corresponde a extremidade 3" do transcrito maduro.
Ou seja, a RNA pol Il transcreve um segmento de DNA bem maior do que o
necessario para produzir um RNA mensageiro. A regido “desnecessaria” é
removida por clivagem endonucleolitica e ocorre em uma regido localizada
11 a 30 nucleotideos abaixo da seqiiéncia SSAAUAAA 37, localizada perto
do final da unidade transcricional.

Apés a clivagem, uma enzima chamada poliA polimerase ou ainda
poliadenilato polimerase (PAP) adiciona uma cauda poliA, formada por
cerca de 200 residuos de adenosina monofosfato, a extremidade 3" do
transcrito. A adi¢do da cauda poliA em RNAs eucaridticos é chamada
poliadenilagdo. A formagio da cauda poliA necessita de um componente
de especificidade que reconhece e se liga a seqtiéncia AAUAAA dos RNAs,
dirigindo a clivagem e a reagdo de poliadenilagdo. O componente de
especificidade, a endonuclease e a poliA polimerase estao presentes em um
complexo multimérico que catalisa ambos, a clivagem e a poliadenilacao
em reacdes fortemente acopladas. A Figura 21.4 ilustra as etapas
de clivagem e a adi¢do da cauda poliA. A cauda poliA dos RNAm de
eucariotos aumenta a estabilidade do RNAm e desempenha um papel
importante no seu transporte do nucleo para o citosol.

Ao contririo da RNA pol II, a RNA pol I e pol IIl respondem a
sinais discretos de terminacdo. A RNA pol I termina a transcri¢io em
resposta a uma seqiiéncia de 18 nucleotideos que é reconhecida por uma
proteina terminadora associada. A RNA pol III responde a um sinal de
terminagdo que é semelhante ao terminador independente de Rho de

Escherichia coli. A maior parte do mecanismo é desconhecida.
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Figura 21.4: Adicdo da cauda poliA ao transcrito primario de RNA de eucariotos: (a) a
sequéncia sinalizadora da clivagem é ligada por um complexo enzimatico que inclui
uma endonuclease, uma poliadenilato polimerase e varias outras proteinas com
multiplas subunidades envolvidas no reconhecimento da sequéncia, no estimulo
da clivagem e na sintese da cauda poliA; (b) o RNA é clivado pela endo-nuclease
em um local cerca de 10 a30 nucleotideos abaixo da sequéncia AAUAAA; (c) a
poliadenilato polimerase sintetiza uma cauda poliA de extensdo variavel, a partir do
ponto de clivagem.

EDICAO DO RNA

No tltimo tépico desta aula, veremos o processo de edicdo do
RNA. A edi¢io consiste na alteragao da seqiiéncia de um RNA através
da insercdo, delecio ou modificagio de nucleotideos ja existentes na

molécula.

Molde de DNA I?(
Vav,

molde _ n mumanamiunangnii NN /\/\w\w

\\//’

RNA polimerase
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A descoberta desse fendmeno é recente, 1986, e foi possivel
através do estudo de genes mitocondriais do protozoario Trypanosoma
brucei. Os RNAs sintetizados a partir desses genes apresentavam varios
residuos uracila que nao estavam presentes no DNA que serviu de molde
para a sua sintese. Os pesquisadores concluiram que tais residuos foram
adicionados ap0s a transcrigao. A Figura 21.5 ilustra um exemplo de

edi¢ao de uma molécula de RNA.

5....GGGGAAAGAUAUUGAUGAAAGGA....3’

Insercdo de Us

5.....GUGGUGAAUUUAUUGUUUAUAUUGAUUGUAUUAUAGGUUA....3’

Figura 21.5: Exemplo de edicdo do RNA em Trypanosoma brucei. (a) RNA produzido a partir do DNA molde;
(b) RNA mensageiro apos a edicdo, resultante da insercdo de Us (mostrados em cinza).
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O processo de edicdo do RNA é mediado por RNAs guia, que
sdo transcritos por diferentes genes mitocondriais, ou seja, o RNA
guia ndo é produto da mesma unidade transcricional que originou o
pré-RNAm. Os RNAs guias contém seqiiéncias que sdo parcialmente
complementares ao pré-RNAm que serd editado. O pareamento entre
os RNAs guia e os pré-RNAm resulta em falhas contendo residuos As,
ndo pareados nos RNAs guia. Esses As servirdo de molde para a inser¢ao
de Us. A Figura 21.6 ilustra, como exemplo, a edi¢ao do pré-RNAm da

proteina mitocondrial citocromo b de Leishmania tarentolae.



| Transcricdo

AULA H MODULO 3

pré-RNAm

5 AAAGCGGAGAGAAAAGAAA A G G C UUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 3

pré-RNAm | Pareamento do pré- .
RNAmM com o RNA guia GG 3
5" 4 / GurIPY
9GAG4¢ GUWY PP
A
444 GAAA A G G C UUUAACUUCAGGUU
]AP\P‘U UUUAAAUAUAAUAGAAAAUUGAAG UUCAG
VARY Yauac
pUP AAUA
3 AUg Ay
RNA guia Inser¢do de residuos de 5
pré-RNAm uridina monofosfato 3
GG
57 UP‘U
GGAG e LU A VA
A G
“SIGH S GG aE
]APP‘U UUUAAAUAUAAUAGAAAAU UGAAGUUCAG
oy YAuac
pUR A Ay,
AAU 5
RNA guia

Liberacdo do RNA
/ guia do RNAm
RNAm editado

5" AAAGCGGAGAGAAAAGAAAUUUAUGUUGUCUUUUAACUUCAGGUUGUUGUUUUAUUACGAGUAUAUGG 37

Figura 21.6: Exemplo de edi¢do em tripanossomos. Os residuos de uridina monofosfato (Us) que séo inseridos
nas falhas do pré-RNAm durante o processo de edicdo estao representados na cor cinza. O pareamento entre o
pré-RNAm e o RNA guia esta representado por linhas verticais entre as duas moléculas.

Em alguns casos, mais de um RNA guia participa do processo de
edicao do pré-RNAm. Além de servir de molde para a sintese de Us, o
RNA guia também fornece os residuos Us, os quais serdo adicionados
durante a edigdo e que estdo presentes em uma cauda poliU que possui 5
a 24 nucleotideos. Esses residuos sdo transferidos através do mecanismo
ilustrado na Figura 21.7. Observe a figura e acompanhe a explicagio

que se segue.
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1. Clivagem de uma ligacdo éster no pré-RNAm e formacdo de uma ligacdo éster entre o RNA guia e
a porcao 3' do pré-RNAm.

5‘ ’O_P_O LI I I e B ) 3‘
U—OH .
ataque|y 5
U
RNA guia
5 OH

U_
U ~
U 5
RNA guia

2. Clivagem de uma ligagdo éster entre os dois Us terminais do RNA guia resgata o pré-RNAm,
apresentando um U inserido ao local da clivagem mostrado na etapa 1.

5

OH

P -O-u 3
ataque o

U 5
U
RNA guia
pré-RNAm parcialmente editado
5 U 3
HO—U U >
RNA guia

Figura 21.7: Mecanismo de insercdo de residuos de uridina monofosfato nas moléculas de pré-RNAm durante
o processo de edicdo.

198 CEDERJ



Na primeira etapa, a hidroxila 3" livre do RNA guia promove um
ataque nucleofilico que quebra uma ligacdo éster interna no pré-RNAm,
formando uma ligacdo covalente. Em seguida, a hidroxila 3", livre na
por¢io 5°do pré-RNAm, que foi cortado, ataca uma ligacdo éster entre
dois residuos Us na extremidade da cauda poliU do RNA guia, resgatando
a estrutura do pré-RNAm que, agora, apresentard um residuo U inserido
no local no qual ocorreu o ataque inicial.

Um outro tipo de edi¢io do RNA foi descrito para o gene da
APOLIPOPROTEINA-B em humanos e coelhos. Observe a Figura 21.8 e
acompanhe a explica¢io que se segue.

CAA

APOLIPOPROTEINA-B

Apolipoproteinas

sao proteinas

presentes no sangue

5 GTT

5
Figado Intestino

Pareamento do pré-
RNAm com o RNA

guia
RNA néo editado
5VVVVV CAAV/VVV 3 5VVV V\V/3

Desaminase se liga

ao RNA

Edicdo do RNA através

de desaminacdo oxidativa
da citosina

5 ‘ 3
RNAm editado

Tradugéo l
COOH HzN‘ézsL COOH
H,N

Apolipoproteina formada por 4.563 aminoacidos Apolipoproteina formada por 2.153 aminoacidos

Figura 21.8: Edicdo do pré-RNAm para a apolipoproteina B no intestino de mamiferos.

No figado, 0 RNAm para apolipoproteina-B codifica uma proteina
que contém 4.563 aminodcidos. Em contrapartida, no intestino, a mesma
proteina contém somente 2.153 aminoacidos. A principio, acreditava-
se que as duas proteinas eram produtos de unidades transcricionais
diferentes, mas estudos detalhados revelaram que eram produtos de

um mesmo gene. Nesse caso, um residuo C presente no pré-RNAm é

CEDERJ

determinados tipos de
moléculas de gordura
no sistema circulatério.
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CODON DE
TERMINACAO UAA

UAA é um dos

trés codons que
determinam o término
da traducado. Vocé
estudard o mecanismo
de tradugdo nas aulas
do Moédulo 4, mas

¢ interessante saber
que, a0 encontrar um
codigo de terminagdo,
ndo mais havera
incorporagdo de
aminodcidos na cadeia
polipeptidica que estd
sendo sintetizada.
Dai, conclui-se que a
inclusio de um coédon
de terminagao, através
da modifica¢do de um
dos nucleotideos do
RNAm, fard com que a
traducdo pare antes do
local “apropriado”.
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convertido em um residuo U, gerando um copon be TERMINACAO UAA, o
qual ird determinar que a proteina sintetizada seja menor do que aquela
originada a partir do RNA ndo editado. A conversdo de C— U é catalisada
por uma proteina que se liga a sequiéncias especificas de RNA e remove
grupamentos amina de residuos de citosina.

Depois de saber da existéncia do mecanismo de edicio do RNA,
vocé pode estar se perguntando: “Por que ocorre a edicgio do RNA?”
Para o caso da apolipoproteina, a edicio do RNA pode ser explicada
como um mecanismo de producdo de duas proteinas diferentes a partir
de um mesmo gene, uma vez que ambos os RNAs, editado e nido
editado, dao origem a proteinas funcionais. Em contrapartida, no caso
dos tripanossomos, os RNAs que ndo sio editados ndo sdo capazes
de sintetizar proteinas ativas. Dessa forma, a edi¢io do pré-RNAm
é um importante passo na regulacio da produgio dessas proteinas.
O mecanismo que garante a fidelidade da edi¢io ainda ndo é conhecido.
Nao seria mais logico produzir RNAs que fossem uma cépia idéntica
do DNA molde? A pergunta permanece sem resposta, mas sabe-se que
0s tripanossomos sao eucariotos unicelulares primitivos que divergiram
muito cedo dos demais eucariotos. Assim, alguns evolucionistas acreditam
que a edi¢do do RNA era comum em células ancestrais, nas quais muitas
reagdes eram catalisadas por moléculas de RNA em vez de moléculas

protéicas, conforme veremos na proxima aula.



RESUMO

Na aula de hoje, vimos que a transcricio em eucariotos é semelhante a
transcricdo em procariotos. No entanto, apresenta uma maior complexidade.
Vocé teve a oportunidade de aprender que trés RNA polimerases sintetizam
as diferentes classes de RNA e que elas ndo conseguem se ligar sozinhas aos
seus promotores, necessitando de fatores de transcricdo adicionais. Além disso,
a terminac¢do da transcricdo em eucariotos ndao é tdo bem estabelecida quanto
em procariotos. Vimos, ainda, que, apos a transcricdio de RNAs que servirdo de
molde para a sintese de proteinas (RNAs mensageiros), ocorre a adicdo de uma
guanosina metilada na extremidade 5°, que é chamada capacete, bem como a
adicdo de uma cauda poliA na extremidade 3’, apés a clivagem do RNA em uma
regiao especifica. Por ultimo, vimos que alguns RNAs podem sofrer outro tipo de
modificacdo chamada edicdo do RNA, mecanismo que consiste na modificacdo
da sequéncia de nucleotideos de um determinado RNA através da adicdo,
delecdo ou modificacdo de alguns nucleotideos, e discutimos o papel evolutivo

da existéncia de tais mecanismos.

EXERCICIOS

1. Identifique as semelhancas e diferencas entre o mecanismo de transcricdo em
eucariotos e procariotos.

2. O que é o capacete 5? De que maneira ele é adicionado?

3. Como ocorre a adicdo da cauda poliA em RNAs mensageiros?

4. No que consiste o mecanismo de edi¢do do RNA?

5. Qual a principal conseqiiéncia da edicdo do RNA?

6. Na sua opinido, que implicam todas as diferencas observadas entre os mecanismos

de transcricdo em procariotos e eucariotos?

CEDERJ
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AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o contetudo desta aula, ndo deve ter encontrado dificuldades
para responder aos exercicios propostos. Sabemos que os mecanismos apresentados
sdo complexos e exigirdo paciéncia e dedicacdo para a sua compreensao. Por isso,
recomendamos que vocé estude o contelido da aula com calma, buscando refletir
sobre as informacgdes apresentadas, na tentativa de avaliar a sua compreensao
sobre o assunto. Ao término de cada topico, vocé pode fazer esquemas e resumos
e voltar ao conteudo da aula para ver se compreendeu corretamente. E mais uma
vez, ndo hesite em contatar os tutores presenciais e a distancia para as eventuais
duvidas que surgirem. Na préxima aula, estudaremos o mecanismo de retirada dos
introns e emenda dos éxons, bem como a existéncia dos RNAs autocataliticos. Por
isso, é importante que vocé compreenda bem esta aula, pois esta compreensao é
fundamental para o entendimento dos contetdos da préxima aula. Bom estudo

e até [a!
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Processamento do RNA-
retirada de introns
e emenda de éxons

Ao final desta aula, vocé deve ser capaz de:

e Estudar o mecanismo de retirada dos introns e emenda dos
éxons em pré-RNAs mensageiros.

e Conhecer o mecanismo de a¢do dos introns autocataliticos.

Pré-requisito
Conteldo da Aula 21.
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INTRODUCAO
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Na aula anterior, vocé teve a oportunidade de estudar o mecanismo de trans-
cricdo em eucariotos e algumas das modificacdes que ocorrem nos transcritos
gue codificam proteinas. Mas as novidades nao param por ai, existem ainda
outras particularidades na producdo dos RNAs mensageiros que vocé tera a
oportunidade de estudar nesta aula. Vamos 14! Um fato interessante obser-
vado nos genes de eucariotos, que codificam proteinas, é que eles possuem,
freqlentemente, seqliéncias que sao transcritas, mas nao sao encontradas nos
RNAs mensageiros presentes no citosol, os quais serao utilizados como molde
para a sintese protéica. Essas sequéncias sao conhecidas como seqiéncias
intercalares ou introns.

Os transcritos encontrados no nucleo, contendo introns, sdo chamados RNAs
primdarios ou RNAs nucleares heterogéneos. Ao longo desta aula, vocé entendera
porque eles sdo chamados heterogéneos. Pois bem, somente ap6s a retirada dos
introns, temos a formacao de um RNA mensageiro maduro. O processo pelo
qual os introns sao removidos é chamado emenda. VVocé vai encontrar alguns
livros que utilizam o termo em inglés splicing, cujo significado é emenda. Nas
nossas aulas, vamos utilizar o termo emenda, OK? As seqliéncias mantidas
apods a emenda sao chamadas éxons. Na verdade, o nome do mecanismo se
refere somente a sequnda etapa, uma vez que primeiro ocorre a retirada dos
introns e, em seqguida, a emenda dos éxons.

Um fato interessante observado pelos pesquisadores é que os eucariotos
superiores, quando comparados aos eucariotos inferiores, apresentam maior
porcentagem de seus genes interrompidos por introns e estes, geralmente,
apresentam um tamanho maior. O padrdo do tamanho dos introns segue
grosseiramente a arvore evolutiva, ou seja, quanto mais complexo o organismo,
maior o tamanho dos introns encontrados em seus genes, mas isso ndo é uma
regra geral. Alguns genes bacterianos também possuem introns, mas sdo muito

raros. Falaremos sobre eles mais tarde.

COMO A EXISTENCIA DE iNTRONS E A EMENDA DOS
EXONS FORAM DESCOBERTAS?

A emenda do RNA foi descoberta durante a andlise da sintese de
RNAm de adenovirus. O RNAm que codifica a proteina do capsideo,
chamada hexon, foi isolado por eletroforese em gel, a partir de RNAs
citosélicos poliadenilados (RNAs que apresentam a cauda poliA,
conforme visto na Aula 21). Para mapear a regiao do DNA viral que

é transcrita para formar o RNAm do gene hexon, os pesquisadores



hibridaram o RNAm isolado com o DNA, correspondente a unidade
transcricional, desnaturado. Vocé ja sabe que o RNA formard um hibrido
com o DNA desnaturado naqueles locais onde houver homologia entre
eles, nio é mesmo? Pois, afinal, existe complementaridade das bases,
uma vez que uma das fitas do DNA serviu de molde para a sintese do
RNA. Pois bem, apds a hibridagio, o hibrido RNA/DNA foi visualizado
através de microscopia eletronica. A Figura 22.1 ilustra o resultado

obtido. Observe a figura e acompanhe a explicag¢do a seguir.

3:

B N RNA

Figura 22.1: A formacao de algas apds a hibridacdo do RNAm e o DNA viral indicou a presenca de regides no
DNA, que nao estavam presentes no RNAm; (a) arranjo dos éxons e introns (letras A, B e C) ao longo da porg¢ao
do DNA do adenovirus; (b) diagrama interpretativo da estrutura observada através de microscopia eletronica,
mostrando o pareamento entre o DNA e o RNA; as alcas A, B e C correspondem aos introns mostrados em (a).
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DNAc

DNA complementar é
um DNA sintetizado a
partir de um RNAm.
Os RNAs mensageiros
podem ser isolados,
seletivamente, através
da purificacao de
RNAs poliadenilados
(que contém a cauda
poliA). Para isso,
utiliza-se uma resina,
na qual foram ligados
oligonucleotideos
poliT. Estes vao se
parear com a cauda
poliA dos RNAs
mensageiros, podendo
posteriormente ser
purificados. A enzima
transcriptase reversa

¢ utilizada para a
sintese da molécula

de DNA a partir do
RNA poliadenilado.
Através dessa técnica, é
possivel isolar somente
as regioes funcionais
de um gene, ou seja,
somente as regides que
serdo utilizadas para
sintetizar proteinas,
uma vez que as demais
seqiiéncias nao estarao
presentes no RNA
mensageiro.
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Ap6s a hibridacdo, observou-se a presenga de trés alcas de DNA
fita simples (A, B, e C). Essas algas correspondem aos trés introns do gene
hexon. Os introns presentes no genoma viral nao estao presentes no RNAm
maduro do gene hexon e, assim, eles formam algas entre as seqiiéncias do
éxon que hibridam com suas sequiéncias complementares no RNAm.

Analise semelhante de hibridos de RNA isolados de nucleos de
células infectadas e DNA viral resultou em RNAs colineares com o0 DNA
viral (transcrito primario) e RNAs com um ou dois dos introns removidos
(intermediarios). Dai eles serem chamados RNAs nucleares heterogéneos,
pois no ntcleo se encontram RNAs de diferentes tamanhos: RNAs nos quais
os introns ainda nao foram retirados; RNAs nos quais alguns introns foram
retirados e, RNAs nos quais todos os introns foram retirados, formando,
assim, um conjunto de RNAs diferentes, mas que, na verdade, sao produtos
da mesma unidade transcricional. Ficou claro para vocé?

Quando se trata de unidades transcricionais pequenas, formadas
por poucos éxons e introns, a emenda ocorre logo ap0ds a clivagem e
a poliadenila¢io da extremidade 3’ do transcrito primdrio. Vocé esta
lembrado que vimos isso na Aula 21? Se tiver ddvidas, dé uma olhadinha
nela. Ja em unidades transcricionais grandes, formadas por varios éxons
e introns, a emenda ocorre no RNA nascente, antes que a transcricao

esteja completa.

CARACTERIZAGCAO DOS iNTRONS E SiTIOS DE EMENDA NO
PRE-RNAm

A presenca de introns, bem como a caracterizagdo de sitios de
emenda no pré-RNAm, pode ser determinada através da comparacio
entre a seqiiéncia do DNA genomico, correspondente a unidade
transcricional, e a sequiéncia de DNAc preparado a partir do RNAm
correspondente. As seqliéncias que estao presentes no DNA genomico,
mas ausentes no DNAc, correspondem aos introns e permitem a andlise
das sequiéncias que circundam a jung¢io entre o éxon e o intron. A andlise
de muitos RNAs mensageiros diferentes revelou a presenca de sequéncias
moderadamente conservadas. Observe a Figura 22.2 e acompanhe a

explicacdo a seguir.



Sitio de emenda 5' Ponto de ramificacdo Sitio de emenda 3"
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Figura 22.2: Representacdo da jun¢do entre os éxons e os introns. Na extremidade 5°do intron, observa-se a pre-
senca do dinucleotideo GU. Na extremidade 3" do intron, observa-se a presenca do dinucleotideo AG. A regido
rica em pirimidinas (Pi) também estéa representada. A Adenosina em destaque indica o ponto de ramificacdo.
Os nimeros no esquema indicam a frequéncia de ocorréncia desses nucleotideos nos genes analisados. Note
que GU, AG e o ponto de ramificacdo A ocorrem em 100% dos genes estudados. Para os demais nucleotideos
ocorrem variagoes.

A juncdo entre o intron e o éxon no pré-RNAm em eucariotos
superiores apresenta uma regido rica em pirimidina localizada acima
do sitio de clivagem na extremidade 3’. Os nucleotideos conservados
universalmente sio GU, na extremidade 5°, e AG, na extremidade 3’ do
intron. A destruicdo da por¢io central de diferentes introns mostrou que
somente 30-40 nucleotideos sdo necessarios em cada extremidade do
intron para que a sua retirada ocorra normalmente e, conseqlientemente,
a emenda dos éxons.

Um fato bastante curioso foi observado quando pesquisadores
utilizaram um DNA recombinante, contendo a jun¢io da extremidade
5" entre o éxon e o intron, a partir de uma unidade transcricional e
a juncdo da extremidade 3’ entre o éxon e o intron, a partir de uma
outra unidade transcricional. Vocé ja sabe que um DNA recombinante
pode ser obtido quando dois ou mais fragmentos de DNA, oriundos
de organismos diferentes, sdo unidos através da a¢io da DNA ligase.
Esse DNA recombinante foi introduzido em células cultivadas. Como
resultado, observou-se a formagio de moléculas de RNAm nas quais

., . . — UIMERICO
os dois éxons estavam emendados e o intron QuimErico foi retirado de Q

Nome que se dd a
um gene ou unidade
transcricional gerada
a partir da juncio de

maneira correta. A formag¢ao de RNAs mensageiros corretos mostrou

que o maquindrio de retirada dos introns e a emenda dos éxons foi

capaz de reconhecer corretamente os sitios de clivagem presentes nas diferentes segmentos
. p . . de DNA, de diferentes
extremidades 5’ e 3’, mesmo sendo heterdlogos, ou seja, proveniente de e s
técnicas de DNA

organismos diferentes. Isso indica que 0 mecanismo é conservado para .
recombinante.

os diferentes RNAs primarios.
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RETIRADA DOS iINTRONS E EMENDA DOS EXONS

Experimentos in vitro usando extratos celulares foram decisivos
para a compreensdo do mecanismo de retirada dos introns e emenda
dos éxons do RNA. A observa¢ao de moléculas intermedidrias formadas
durante a reagdo de emenda i1 vitro levou a conclusao de que os introns
ndo sdo retirados como moléculas lineares. O intron é removido na
forma de uma al¢a na qual a guanosina da extremidade 5’ é unida,
de forma pouco usual, a uma adenosina proxima a extremidade 3°do
intron, através da ligacdo fosfodiéster 5’ — 2" ilustrada na Figura 22.3.
A adenosina é chamada ponto de ramificacio porque nela ocorre a
formagao de um braco na estrutura de al¢a (a posi¢ao da adenosina ja

foi ilustrada na Figura 22.2).
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Figura 22.3: Formacao da alga no ponto de ramifica¢do. O fosfato 5’ da Guanosina
na extremidade 5’ do intron é ligada ao grupamento hidroxila 2’ da Adenosina no
ponto de ramificacdo para formar uma ligagdo fosfodiéster 5’ - 2. A cadeia rami-
ficada permanece na sequéncia final do intron que foi retirado e forma a al¢a. A
linha pontilhada representa a seqUéncia do intron.



Ap6s a descoberta da formagdo da estrutura de alca, foi possivel
demonstrar que a emenda ocorre através de duas reagdes seqlienciais de

transesterifica¢io mostradas na Figura 22.4.

intron
3A
5 o HY 03
P’ |
0=p=0- 0-—P=0
5—éxon 1103 50 3
Transesterificacdo 1
0
O = oxigénio 3’ do éxon 1 50 | 2 A
= oxigénio 2' do ponto i— o3
de ramificagdo A _ |
_O°5P=0
© = oxigénio 3’ do intron —0— o I
3 5> Transesterificacdo 2
: + 5 -o—pP—o- 3
59 > A Il
O_T /s . 0]
o- ©H exons

intron removido como alca

Figura 22.4: ReacOes sequienciais de transesterificacdo durante a emenda. Na primeira
reacdo (transesterificacdo 1), a ligacao éster entre o fésforo 5’ do intron e o oxigénio
3" do éxon 1 é trocada por uma ligagao éster com o oxigénio 2’ do residuo adenosina
no ponto de ramificacdo. Na segunda reacao (transesterificacdo 2), a ligagao éster
entre o fésforo 5’ do éxon 2 e o oxigénio 3’ do intron é trocada por uma ligacéo
éster com o oxigénio 3’ do éxon 1, liberando o intron na forma de alca e ligando
os dois éxons. As setas indicam os pontos nos quais os oxigénios dos grupamentos
hidroxila ativados reagem com os atomos de fésforo.

Em cada reacdo, uma ligagao fosfato éster é trocada pela outra.
Naio ocorre consumo de energia, uma vez que o nimero de ligagdes fosfato
éster ndo é alterado na reacio. O resultado dessas duas transesterificacoes
¢ que os dois éxons sdo ligados e o intron é liberado na forma de uma

estrutura de alca.
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MuTtacAo
COMPENSATORIA

Vocé deve estar
lembrado do que
vimos nas aulas
anteriores sobre o

uso de mutantes para
entender a funcio de
diferentes proteinas e,
assim, poder identificar
0s genes responsaveis
pela sua sintese.

Pois bem, a mutacdo
compensatoria
consiste em utilizar
um individuo que
apresente uma
mutacao em um
determinado gene

ou que ndo possua

um determinado
segmento de DNA
responsavel por uma
funcao especifica e que,
conseqiientemente,
serd deficiente em uma
determinada etapa de
um processo biolédgico.
A introdu¢ao de um
gene ou segmento

de DNA que ndo
contenha aquela
alteragdo resgatard

a funcdo original e
com isso serd possivel
identificar os genes ou
os segmentos de DNA
que desempenham

um papel especifico
naquele processo.
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PEQUENAS PARTICULAS RIBONUCLEOPROTEICAS
NUCLEARES PARTICIPAM DA EMENDA

Seis RNAs pequenos, ricos em Us, s3o abundantes no nucleo das
células de mamiferos. Esses pequenos RNAs sio chamados snRNAs
(small nuclear RNAs, que significa RNAs nucleares pequenos) Ul a U6
e seus tamanhos variam entre 107 e 210 nucleotideos. Mesmo antes da
demonstrag¢do da emenda iz vitro, varias observacdes indicaram a parti-
cipagio dos snRNAs no mecanismo de emenda dos éxons. A sequiéncia
consenso encontrada na extremidade 5’ dos introns (CAGGUAAGU)
mostrou ser complementar a uma seqiiéncia encontrada perto da extre-
midade 5’ do snRNA Ul. Além disso, snRNAs associados com RNAs
heterogéneos foram encontrados em extratos nucleares.

No ntcleo, os snRNAs associam-se com seis a dez proteinas para
formar particulas ribonucleoprotéicas nucleares pequenas, chamadas
snRNPs (do inglés, small nuclear RiboNucleoProtein). Algumas dessas
proteinas sao comuns a todos os snRNPs, enquanto outras sao especificas
para snRNPs individuais. Evidéncias para a importancia do pareamento
da seqiiéncia presente na extremidade 5° do snRNA Ul e a seqiiéncia
conservada no sitio da emenda na extremidade 5° foram obtidas a partir
de experimentos com genes contendo mutagdes na seqiiéncia consenso
5’ de um intron. Quando os genes apresentando essas mutacoes foram
transferidos para células, a emenda dos RNAs correspondentes foi
bloqueada. Entretanto, quando um gene mutante foi co-inserido no
mutante para snRNA U1, contendo uma seqiiéncia compensatéria que
restaurava o pareamento com o sitio da emenda 5°, a emenda ocorreu
normalmente. Este resultado sugeriu que o pareamento de bases entre o
sitio 5° de um pré-RNAm e a regido 5> do snRNA U1 é necessaria para
que ocorra a emenda.

Apo6s a descoberta da estrutura de al¢ca formada nos introns que
foram retirados, uma seqiiéncia consenso foi reconhecida na regiio
adjacente ao ponto de ramificacio em pré-RNAs mensageiros. Na
levedura S. cerevisiae, todos os introns possuem a seqtiéncia UACUAAC
na regido do ponto de ramifica¢ao A. Exceto para o ponto de ramificacio
A, a sequiéncia da levedura é complementar a uma seqiiéncia interna
do snRNA U2. Experimentos de MUTAGAO COMPENSATORIA, semelhantes
aos descritos para o snRNA U1 e o sitio de emenda na extremidade 5’

demonstraram que o pareamento entre o0 snRNA da U2 e a seqiiéncia



do sitio de ramifica¢ao no pré-RNAm é critico para a emenda. O ponto

de ramificagio A, que ndo é pareado ao snRNA U2, fica exposto,

AULA H MODULO 3

permitindo que o seu grupamento hidroxila 2’ participe da primeira
reacdo de transesterificacio durante a emenda do RNA.

Estes resultados observados para os snRNAs U1 e U2 indicaram
que, durante a emenda, eles se pareiam com o pré-RNAm. Experimentos
adicionais com mutag¢des compensatorias demonstraram que outras
interagoes RNA-RNA também ocorrem durante a emenda. A Figura

22.5 ilustra as interacoes descritas anteriormente.
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Figura 22.5: Modelo de interacdo entre o pré-RNAm e os snRNPs; (a) interacdes entre
o pré-RNAm e o snRNP U1 e U2; (b) pareamento de bases entre U4 e U6. (c) U6 troca o
pareamento com U4 pelo pareamento com U2. O pareamento de bases com U5 posiciona
as regides 5’ e 3’ do éxon favorecendo a formacéo da alga.
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UM MODELO PARA O MECANISMO DE EMENDA

Com base nos resultados citados anteriormente, na identificagao
de reacoes intermedidrias e em outras andlises bioquimicas foi possivel
propor um modelo para o mecanismo de emenda. Observe a Figura 22.6

e acompanhe a explicacdo a seguir.

. Py
SWN\A/\GLJ—A_-M\/\/\/\/\_g' Pré-RNAm

éxon 1
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5 GU A AG 3
éxon 1

(R

ATP

UG

0/\/\/\/\/\/\—5' Emendossoma
: A—ASANNNNN 3 Rearranjo do

areamento RNA/RNA
- p
A +@ —
2 ag

Figura 22.6: Represen-
tacdo esquemética do
mecanismo de emenda
do RNA. As snRNPs estao
ilustradas, bem como as
interacdes entre elas e o
pré-RNAm para formar
o emendossoma. As
duas transesterificacdoes
estdo representadas,
resultando na emenda
dos éxons e liberacao
do intron, na forma
de alca, associado ao
emendossoma. O intron
é degradado e as snRNPs
sdo recicladas, podendo
participar novamente da
emenda do RNA.
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O modelo propde que Ul e U2 pareiam com o sitio de emenda 5’
e com o ponto de ramificacdo do intron, respectivamente. O snRNAs
nos snRNPs U4 e U6 se pareiam em uma longa regido complementar.
Vocé pode ver a extensio do pareamento na Figura 2.5(b). Este complexo
se associa a US e em seguida ao complexo formado previamente pelo
pré-RNAm pareado com U1 e U2, provavelmente através de interagdes
proteina-proteina. O complexo ribonucleoprotéico resultante, de alto
peso molecular (60S) é chamado emendossoma.

Apébs a formagio do emendossoma ocorrem rearranjos no
pareamento dos snRNAs e os pré-RNAs mensageiros. U4 e U6 se
dissociam e, entdo, U6 se pareia a uma seqiiéncia do U2 que estd
localizada 5’ em relagcdo a seqiiéncia que interage com o ponto de
ramificacdo no pré-RNAm. U1 se desliga do sitio de emenda 5’ no pré-
RNAm ap6s o pareamento de US com seqiiéncias proximas ao sitio de
emenda. Estes rearranjos resultam nas interacdes mostradas, anteriormente,
na Figura 22.5. Ap6s o rearranjo, a por¢ao protéica do emendossoma
catalisa as duas rea¢des de transesterificacdo que resultam na emenda
do RNA. Apés a segunda reacdo de transesterificacdo, os éxons ligados
sao liberados do emendossoma, enquanto a al¢a do intron permanece
associada as snRNPs. Este complexo final intron-snRNP ¢ instdvel e
se dissocia. As snRNPs individuais liberadas podem participar de um
novo ciclo de emenda. O intron liberado é rapidamente degradado por
uma enzima, que hidrolisa a ligacdo fosfodiéster 2’ - 5’ no ponto de
ramificacdo, e outras RNases nucleares. Estima-se que, pelo menos uma
centena de proteinas estejam envolvidas na emenda do RNA, o que faz
com que esse mecanismo seja tdo complexo quanto os mecanismos de

sintese protéica e de iniciagdo da transcri¢do.

CONSEQUENCIAS DA EMENDA

O mecanismo de emenda dos RNAs apresenta implicacoes
evolutivas. Os éxons das unidades transcricionais geralmente coincidem
com 0s DOMINIOS PROTEICOS.

Os éxons de diferentes genes podem ser “trocados” através do
mecanismo de recombinag¢io. Qual a possivel conseqiiéncia dessa troca?

A resposta € simples: novos tipos de proteinas podem ser formados.

DowmiNios PROTEICOS

Regides na sequéncia
de um polipeptideo
(proteina) responsaveis
pelas suas fungoes.
No caso das enzimas,
os dominios protéicos
apresentam as regioes
responsaveis pelas
atividades cataliticas.
Esses dominios

sdo geralmente
conservados em uma
classe de proteinas.
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E ndo para por ai! A emenda também possibilita a “criacio” de éxons
durante a expressido génica. Vamos entender isso melhor utilizando
um exemplo.

No inicio do desenvolvimento, alguns pré-RNAs mensageiros
podem ser emendados de uma maneira, formando um RNAm que
servird de molde para a sintese de uma determinada proteina. Mais
tarde, no desenvolvimento, o mesmo pré-RNAm, podera ser emendado
de maneira diferente, formando um RNAm que servird de molde
para a sintese de uma outra proteina. Por que ocorre a formagio de
proteinas diferentes? Ora, a seqiiéncia de nucleotideos no RNAm é quem
determina os aminodcidos que serdo incorporados no polipeptideo. Se
a seqiiéncia do RNAm for alterada em conseqiiéncia da retirada dos
introns e emenda dos éxons, a seqiéncia do polipeptideo também sera
alterada. O mecanismo de emenda oferece, ainda, uma outra maneira
de regulacdo da expressdo génica (lembre-se de que a regulagio ja pode
ter ocorrido ao nivel da inicia¢do da transcrigao!!!), pois a eficiéncia do
mecanismo e a forma como ele ocorre influenciam o tipo de proteina
que serd produzida.

Vamos utilizar o exemplo do gene que codifica a tropomiosina
para ilustrar o que foi explicado anteriormente. A tropomiosina é uma
proteina envolvida na contra¢io muscular e estd presente em muitos tipos
celulares diferentes. A andlise do RNAm da tropomiosina em diferentes
tipos celulares revelou arranjos diferentes dos éxons. Observe a Figura

22.7 e acompanhe a explicac¢do a seguir.



Organizacao dos éxons do gene da a-tropomiosina

5'NT 81-  126- 165- 189- 214-235- 258- 258-
1-38  39-80 39-80 125 164 188 213 234 257 284 3'UT_ 284

RNAs mensageiros da a-tropomiosina

— -

Musculo estriado

Musculo estriado -—D_._._I_D_H_D_D:
Mioblasto - D_._._I_D_H—D:

Musculo liso -u—e-e--r—1T
Horoblssto gy g -
Hepatoma - | m mm e | —

Cérebro - ______________ ._._l_D_l_l

Figura 22.7: Organizag¢do do gene da a-tropomiosina de rato e os sete padrdes de emenda alternativa, que ocorre
nos diferentes tipos celulares apresentados. Em cinza escuro: éxons presentes em todos os RNAm; em cinza mais
claro (proximo aos dois éxons representados em cinza escuro): éxon especifico para células do musculo liso; em
branco: éxons especificos para células do musculo estriado e em preto: éxon varidvel. Os éxons da musculatura
lisa e estriada codificam 39 a 80 aminoacidos que sdo exclusivos. Exons alternativos também ocorrem nas extremi-

dades 3’ dos diferentes RNAs mensageiros. 5'NT - regido 5' ndo traduzida; 3'NT - regido 3’ ndo traduzida.

A utilizagio de diferentes éxons de um pré-RNAm para formar
diferentes RNAs mensageiros maduros é chamada emenda alternativa.
O nome se deve ao fato de existir um grande numero de possibilidades
(alternativas) de se combinar os diferentes éxons para produzir os trans-
critos maduros. Estima-se que cerca de 5% dos pré-RNAs mensageiros
de eucariotos utilizem a emenda alternativa para formar proteinas dife-
rentes, a partir de um mesmo RNA primdrio. Quando ocorre a emenda
alternativa, alguns introns passam a funcionar como éxons, pois eles
ndo sdo retirados do RNA primario.

Para o gene que codifica a tropomiosina, um tnico pré-RNAm é
capaz de formar sete tipos de RNAs mensageiros. Observe que, quando
comparamos 0 RNAm produzido nas células da musculatura lisa ao
RNAm produzido nas células da musculatura estriada, observamos duas
regides que atuam como éxons na musculatura estriada, sendo retiradas
como introns nas células da musculatura lisa. Do mesmo modo, uma
regidao que atua como éxon na musculatura lisa é retirada como intron

nas células da musculatura estriada.
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O mecanismo é bastante interessante, vocé nao acha? Todavia,
a sua regula¢do ndo é bem conhecida, pois é natural que nos pergun-
temos: “Como é que os introns e os éxons sdo ‘escolhidos’?” Uma das
explicacoes é que proteinas ligantes de RNA podem inibir ou ativar o
mecanismo de emenda, através da exposi¢ao ou nao dos sitios de ligacao
reconhecidos pelas snRNPs. Uma outra possibilidade é a disponibilida-
de das snRNPs em alguns tipos celulares, ou seja, maior concentragao
implica em maior eficiéncia na retirada dos introns e emenda dos éxons,
enquanto menor concentra¢ao implica em menor eficiéncia, que resulta

na nao retirada de alguns introns.

INTRONS AUTOCATALITICOS

Além do mecanismo de emenda descrito anteriormente, no qual
participam as snRNPs e ocorre a formagao do emendossoma, existem
outros tipos de introns que ndo utilizam proteinas ou ribonucleoproteinas
para a emenda dos éxons. A grande novidade é o fato de eles serem
autocataliticos, ou seja, o proprio RNA catalisa a reagdo. Isso foi
demonstrado,em 1982, por Thomas Cech e colaboradores durante o estudo
do RNA ribossomal do protozodrio ciliado Tetrabhymena thermophila.
Os pesquisadores sintetizaram o RNA primario (contendo introns) iz
vitro e observaram que o RNA ribossomal maduro podia ser produzido
sem a participagio de nenhuma enzima protéica. Posteriormente foi
descoberto um RNA ribossomal capaz de promover a ligagio peptidica
entre dois aminodcidos. Essas duas descobertas reforcaram a idéia de
que alguns RNAs podem apresentar atividade catalitica, sendo por isso
chamados ribozimas (termo resultante da jun¢do de Ribonucléico e
Enzimas).

Os introns autocataliticos foram divididos nos grupos I e II, a
fim de discriminar o mecanismo de emenda. Os introns do grupo I sdo
encontrados em alguns genes nucleares, mitocondriais e cloroplastiais que
codificam RNAs ribossomais, RNAs mensageiros e RNAs transportadores.
Ja os introns do grupo I, sdo encontrados em pré-RNAs mensageiros
mitocondriais e cloroplastiais de fungos, algas e plantas. Os raros introns
descritos em genes bacterianos pertencem aos grupos I e II. Da mesma
forma que ocorre com a emenda dependente de snRNPs, a retirada dos

introns e emenda dos éxons ocorre através de duas transesterificagoes.



Um grupo hidroxila 2'ou 3'da ribose faz um ataque nucleofilico em um
fosforo e, em cada etapa, uma nova ligacio fosfodiéster é formada.

O intron do grupo I utiliza uma guanosina, como co-fator, cujo
grupamento 3' OH ¢ utilizado como um nucleéfilo na primeira etapa do
corte. Esta guanosina pode ser mono, di ou trifosfato. Observe a Figura 22.8

e acompanhe a explicacdo a seguir.
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Figura 22.8: Mecanismo de autoprocessamento de introns do grupo I.

217

AULA H MODULO 3



Biologia Molecular | Processamento do RNA - retirada de introns e emenda de éxons

218 CEDERJ

O grupamento OH forma uma ligagio fosfodiéster com a
extremidade 5' do intron. A hidroxila 3' do éxon age como um nucleéfilo,
em uma reagio semelhante na extremidade 3' do intron. O resultado é a
retirada do intron e a emenda dos éxons. O autoprocessamento do RNA
de Tetrabymena pertence a esse grupo. A guanosina se liga ao RNA e
ataca a extremidade 5”do intron, levando ao rompimento da fita de
RNA neste local, enquanto permanece ligada ao RNA. Essa ligag¢ao
resultard na exposicio de uma extremidade 3' OH (da guanosina).
Essa extremidade do éxon, entdo, ataca a extremidade 3'OH do éxon
anterior, resultando na juncdo dos éxons e na liberacio do intron.
A extremidade 3'do intron ataca uma ligacdo fosfodiéster perto da
extremidade 5'do préprio intron, gerando um fragmento circular de
RNA mais um fragmento de 15 nucleotideos contendo a guanosina.
O RNA circular perde 4 nucleotideos e se abre, produzindo uma molécula
linear. Este autoprocessamento requer a integridade estrutural do RNA
inicial, pois o pareamento intracadeia que gera uma estrutura
secunddria e tercidria é essencial para as etapas de corte. Isso pode
ser comprovado através da utilizagao de agentes desnaturantes
que inibiram o processamento. Algumas seqiiéncias consenso foram
caracterizadas nesta classe de introns. Uma regido rica em pirimidina
(CUCUCU) ocorre no ponto de corte 5'e seqiiéncias ricas em purinas
(GGGAGG) ocorrem dentro dos introns.

Nos introns do grupo II, o padrio é semelhante, exceto que o nucledfilo
da primeira etapa, nesse caso, o grupamento hidroxila 2', é fornecido por
um Adenilato presente na seqiiéncia do intron. A Figura 22.9 ilustra as
etapas envolvidas na retirada do intron. Assim, ocorre a formagio
de uma al¢a como um intermedidrio, da mesma forma que ocorre no
ponto de ramificagdo visto anteriormente para a emenda dependente
de snRNPs.



Ponto de
Sitio 5' ramificagéo Sitio 3' aceptor
OH OII
PU——f—p PAP
éxon 5' intron éxon 3'

intron

Ataque nucleofilico

pA

intron retirado
na forma de alca

Figura 22.9: Mecanismo de autoprocessamento de introns do grupo II.
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E importante ressaltar que esses dois tipos de autoprocessamento
apresentam caracteristicas também presentes no processamento
catalisado pelo emendossoma. Em ambos, a etapa inicial consiste
de um ataque de um grupo OH de uma ribose no ponto de corte 5'.
A extremidade 3' OH, recém-formada no éxon anterior, atacara o ponto
de corte 3' do éxon seguinte, formando uma ligacdo fosfodiéster éxon-
éxon. Além disso, em ambas as reacoes, o grupo fosfato de cada ponto
de corte é mantido nos produtos e sio reacdes de transesterificacdo.
Os mecanismos sugerem que o processamento mediado pelo emendosso-
ma evoluiu a partir dos mecanismos autocataliticos, sendo que os introns
do grupo II seriam um intermedidrio entre os dois mecanismos uma vez
que apresentam a forma¢do de uma alca durante a retirada do intron.
O principal ponto de evolucdo, nesse caso, é o fato de que a atividade
catalitica passou do RNA para moléculas protéicas, permitindo, assim,

uma melhor regulacdo do processo.

AFINAL, QUAL A IMPORTANCIA DAS RIBOZIMAS?

Vocé ja deve estar convencido de que para que ocorra a vida, é
necessario que muitas reagdes quimicas aconte¢am, dando origem a
macromoléculas essenciais ao metabolismo. Vocé ja estudou isso em
Bioquimica e em outras disciplinas. E agora, em Biologia Molecular, vocé
estd vendo mais uma vez que as enzimas desempenham um importante
papel nessas reagdes quimicas, que vao desde antes da sintese do DNA
até a produgio das préprias proteinas. Vocé sabe ainda que as enzimas
sdo protéicas e, por isso, devem ser codificadas por um acido nucléico.
Mas para que exista um 4cido nucléico, é necessaria a participagao de
enzimas. E agora? Quem surgiu primeiro, o 4cido nucléico ou a proteina?
Esta pergunta intriga muitos dos pesquisadores que trabalham na area,
os quais propuseram algumas hipédteses.

Na década de 1960, Carl Woese, Francis Crick e Leslie Orgel
observaram a complexidade funcional e estrutural do RNA e propuseram
que essa macromolécula poderia possuir uma func¢io catalitica além da
sua fung¢ao basica informacional, o que abriria um novo campo de inves-
tigacdo sobre os primordios da vida. A descoberta do RNA catalitico,
conforme descrito anteriormente, e de RNAs que apresentam a capaci-

dade de catalisar a sua propria replicacio permitiu formular a hipdtese



de um mundo primordial formado apenas por moléculas de RNA. Nesse
“mundo do RNA”, as moléculas se comportavam praticamente como
organismos vivos, competindo entre si por meio de sele¢io natural.
Aquelas que possuiam maior longevidade e estabilidade eram capazes
de se replicar mais vezes e com maior fidelidade e, como conseqiiéncia,
aumentavam a sua populacdo e contribuiam para a extin¢gdo de molé-
culas instaveis. Com o surgimento do c6digo genético e a conseqiiente
produgio de proteinas, criou-se um mecanismo mais eficiente, uma vez
que estava separado do mecanismo informacional e nio necessitava
de uma estrutura especial para realizar as suas tarefas. E possivel que,
a partir dai, cada um dos sistemas pdde evoluir com maior eficiéncia,
produzindo uma molécula melhor e mais estavel, capaz de armazenar a
informacdo, o DNA, e outra molécula mais maledvel, capaz de assumir
diferentes conformagdes que atuassem em reacdes diferentes, gerando
uma melhor especificidade enzimdtica.

Assim, os RNAs autocataliticos, ou ribozimas, seriam uma espécie

de “elo perdido” para os processos conhecidos atualmente.

RESUMO

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de conhecer sobre um mecanismo
adicional de modificacdo de RNAs que consiste na retirada de introns, que sdo
regides ndo codificadoras e a emenda dos éxons, que sdo as regides codificadoras.
Vimos que, em eucariotos, existe um tipo de emenda que necessita da participacéo
de um complexo formado por ribonucleoproteinas, as quais reconhecem seqiiéncias
especificas do RNA e retiram o intron na forma de uma alga. Além disso, vocé teve
a oportunidade de conhecer o mecanismo de emenda alternativa, que resulta na
producao de diferentes RNAs mensageiros a partir de um mesmo RNA primario.
Ao final da aula, vocé teve a oportunidade de aprender sobre outros mecanismos
nos quais o préprio RNA desempenha a quebra da regido do intron e a jun¢ao dos
éxons e que sdo, por isso, chamados introns autocataliticos. Por Gltimo, discutimos

a implicacdo evolutiva da existéncia de tais RNAs.
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EXERCICIOS
1. O que sdo introns? De que forma a sua existéncia pode ser comprovada?

2. Quais sequéncias conservadas puderam ser caracterizadas ao se comparar introns

de genes diferentes?

3. De que forma ocorre a retirada dos introns e a emenda dos éxons?
4. O que sdo snRNPs? Qual a sua fun¢do no mecanismo de emenda?
5. O que é emenda alternativa? Qual a sua principal consequéncia?
6. Como ocorre a emenda dos introns dos grupos | e II?

7. Qual a importancia evolutiva dos RNAs autocataliticos?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo desta aula, ndo deve ter encontrado dificuldades
para responder aos exercicios propostos. Sem fugir a regra dos assuntos tratados
anteriormente, nesta aula, apresentamos uma série de processos moleculares
mediados por muitas enzimas em inUmeras etapas. Recomendamos, mais uma
vez, que ao término de cada tépico vocé faca esquemas e resumos e volte ao
conteudo da aula para ver se compreendeu tudo corretamente. A partir da proxima
aula, veremos os mecanismos de regulacdo da expressdao génica em procariotos e
eucariotos. Como vocé ja deve ter notado, os contetdos ndo sdo independentes
e, a ndo-compreensdo de uma etapa compromete a compreensdo da préxima.
Por isso, é importante que vocé compreenda bem as aulas sobre transcricdo em
procariotos e eucariotos para que possa entender as aulas sobre regula¢do da

expressao génica. Bom estudo e até 13!

222 CEDERJ



Regulacao da expressao
génica em procariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Entender o mecanismo de regulacao génica ao
nivel transcricional em procariotos.

e Estudar diferentes tipos de regulacdo, utilizando
os Operons lac, ara e trp como modelos.

Pré-requisitos
Contetdo da Aula 5 (Modulo 1).
Conteldo da Aula 20 (Mddulo 3).
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INTRODUCAO
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Vocé ja teve a oportunidade de estudar na Aula 5 do Médulo | que existem
muitos tipos de RNA na célula e que, muitas vezes, o préprio RNA apresenta
funcao bioldgica, como é o caso dos rRNAs (RNAs ribossomais), dos tRNAs (RNAs
transportadores) e de outros RNAs. Para relembrar, vocé pode e deve retornar
aquela aula e rever esse assunto. Entao, quando pensamos em expressao génica,
ou seja, na ativacdo de um gene para produzir uma molécula biologicamente
ativa, ndo podemos nos esquecer desses RNAs, principalmente, porque eles
também participam do mecanismo de sintese protéica e que a sua presenca e
funcionalidade influenciam diretamente na produgao de uma proteina. Assim,
guando falamos em regulacdo da expressao génica, estamos nos referindo aos
genes que codificam proteinas e aos genes que codificam RNAs funcionais.
Nas Aulas 20 e 21 deste modulo, vocé teve a oportunidade de estudar como
ocorre a transcricdo em procariotos. Mais precisamente, 0 mecanismo basal
de transcricdo, ou seja, 0 maquinario envolvido na producao de um RNA com
énfase para o mecanismo de producdo de mRNAs (RNAs mensageiros). No
entanto, para a maioria dos genes, ocorre um mecanismo de regulacdo para

a sua expressao.

POR QUE REGULAR A EXPRESSAO GENICA?

Alguns produtos génicos como as moléculas de tRNA, rRNA,
proteinas ribossomais, RNA polimerase e enzimas que participam
de processos metabdlicos essenciais sio chamados moléculas de
“manutencao”, pois sao componentes essenciais de quase todas as células
de qualquer organismo vivo. Os genes responsaveis pela produgio dessas
moléculas de “manuten¢do” sdo expressos continuamente e sio, por
isso, chamados genes constitutivos. Em contrapartida, a quantidade de
genes em uma determinada célula, ou tipo celular, é muito maior do que
o numero de proteinas necessario para o funcionamento daquela célula.
Partindo desse ponto, a expressao desnecessaria de genes, e conseqiiente
producdo de proteinas, resultaria em um gasto energético muito
grande. Entdo, podemos concluir que é vantajoso regular a transcri¢io,
modulando, assim, os niveis de RNAs que sio produzidos em um
determinado momento da vida daquela célula. Se pensarmos em termos
evolutivos, a existéncia de um mecanismo de regula¢io, provavelmente,
ofereceu aos organismos que o possuiam uma vantagem seletiva sobre os
organismos que nao o possuiam e, por isso, muitos dos organismos, tais
como bactérias ancestrais e virus, apresentam mecanismos fantisticos e

altamente elaborados de regulacio da expressdo de seus genes.



Nesta aula, vocé tera a oportunidade de conhecer alguns mecanismos
que permitem a regulacdo da expressdo génica em procariotos. Entdo,
vamos a eles!

Os procariotos sofrem com pequenas variacoes do meio ambiente,
o que leva a necessidade de ajuste no seu metabolismo, visando a uma
melhor adaptacdo as variacdes do meio externo. Entdo, surge a primeira
pergunta: “De que maneira algumas proteinas podem variar sua quantidade
na célula em resposta ao meio no qual o organismo se encontra?”. Na
verdade, a partir de um DNA molde até a produ¢do de uma proteina
funcional, existem varios pontos que podem influenciar a expressio génica.

A Figura 23.1 ilustra tais pontos.

estabilidade do RNA

transcricao processamento tradugao pos-traducao

DNA —_— RNA — RNAmMm | —> | Proteina | —»

Proteina funcional

Figura 23.1: llustracao das diferentes etapas do fluxo da informacao génica e os dife-

rentes pontos em que a produ¢do de uma proteina funcional pode ser regulada.

A regulacido pode ocorrer durante a transcri¢ao e a conseqiiente pro-
dugdo do RNA, bem como ap6s a transcrigio através do processamento. A
estabilidade do transcrito também influencia a sintese da proteina. Outro
ponto de regula¢do ocorre durante a traducdo, ou sintese protéica e, tam-
bém, por modificacdes na proteina que estarao intimamente relacionadas a
sua funcionalidade (assuntos que serdo tratados nas aulas do Modulo 4).
De um modo geral, a regulagao, durante a transcri¢ao, é a mais comum
de ocorrer, principalmente em procariotos. De certo modo, é facil com-
preender o porqué disso! E mais “barato” para a célula, energeticamente
falando, evitar que a transcri¢do ocorra quando a proteina nao € necessaria
do que ativar os demais mecanismos, uma vez que ja houve o gasto com a

producido do transcrito!
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Existem dois tipos possiveis de regula¢ao da transcri¢do e, em
ambos, existe a participacdo de um GENE REGULADOR. Um deles é conhecido
como controle positivo, no qual o produto do gene regulador é necessédrio
para ativar a expressio de um ou mais genes estruturais. Nesse caso, o
produto do gene regulador é chamado ativador. No outro, conhecido
como controle negativo, o produto do gene regulador é necessario para
desativar a expressdo de GENES ESTRUTURAIS. Nesse outro caso, o produto
do gene regulador é chamado repressor.

Vimos, na Aula 20 (e também na Aula 21), que a expressao de
um gene, transcri¢do, é iniciada quando a RNA polimerase se liga ao
promotor em uma seqiiéncia especifica. O produto do gene regulador
(ativador ou repressor) se liga a uma seqiiéncia localizada proxima ao
promotor. Algumas vezes, o produto do gene regulador ndo consegue
se ligar sozinho ao gene e precisa de uma molécula, chamada efetora.
As moléculas efetoras sdo pequenas moléculas, tais como aminodcidos,
acucares e outros metabdlitos semelhantes. Quando participam em
conjunto com um ativador, sio chamadas moléculas indutoras (ou
simplesmente indutores) e, quando participam em conjunto com um
repressor, sio chamadas moléculas co-repressoras (ou simplesmente
co-repressores). O mecanismo de acdo das moléculas efetoras
(indutoras ou co-repressoras) consiste na sua ligacio ao produto do
gene regulador, promovendo uma mudanga na sua conformagio. A
mudanca conformacional de proteinas, geralmente, resulta em alteragio
na sua atividade. No caso do produto do gene regulador, essa mudanga
altera a sua capacidade de se ligar na regiio do DNA proxima ao
promotor do gene que ele controla. A Figura 23.2 ilustra alguns padroes
simples de regulacdo da transcri¢io. Observe a Figura e acompanhe

a explicagdo a seguir.



Regulacdo negativa Regulacao positiva
(repressor ligado inibe a transcricao) (ativador ligado facilita a transcricao)
o q RNA polimerase
o perador @ —
DNA— \0 ' I -
. ~— =
Promotor A

Efetor '*1 l '\1 RNAm

2 . .
“ 5 3
RNAmM

5 3

t,' l l», RNAmM
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RNAM

Figura 23.2: Exemplos de regulacdo negativa e positiva; (a) molécula efetora se liga ao repressor, fazendo com
que ele se desligue do operador; (b) molécula efetora se desliga do repressor, fazendo com que ele se desligue
do operador; (c) ativador promove a transcricdo da auséncia da molécula efetora; (d) ativador promove a

transcricdo na presenca da molécula efetora.

Podemos observar que, durante a regulacao negativa, o repressor
esta ligado ao operador na auséncia da molécula efetora (co-repressor).
A molécula efetora provoca a dissociagio do repressor para permitir
a transcri¢do. No outro caso, o repressor estd ligado na presenga
da molécula efetora. Quando esta é removida, o repressor libera o
operador e permite a transcri¢io. Na regula¢io positiva, o ativador se
liga ao operador na auséncia da molécula efetora (indutor), ativando
a transcricdo. Na presenca desta, o ativador é desligado e pdra a
transcri¢do. No outro exemplo, o ativador estd ligado na presenga da
molécula efetora. Quando esta é removida, o ativador é desligado, e para
a transcri¢io. Com esses exemplos, vocé pode observar que existe mais
de um tipo de regulacdo positiva e negativa.

Para facilitar a compreensio do funcionamento dessas diferentes
moléculas, vamos utilizar alguns exemplos de regulacao em Escherichia

coli que utilizam um ou mais de um dos sistemas citados.
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PrRomMOTOR

Vocé ja viu a fun¢do
dos promotores dos
genes nas Aulas 20 e
21. Se nao estiver se
lembrando, volte 14
e confira! Naquela
ocasido, falamos que
um promotor ativara
a expressdo de uma

unidade transcricional.

No caso do Operon, a
unidade transcricional
produz um RNA que
codifica mais de um
produto funcional.
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As bactérias possuem um mecanismo geral para a regulacdo
coordenada de genes que codificam produtos relacionados ao
funcionamento de um determinado processo bioquimico. Exemplos
disso sdo a rota de biossintese de aminoacidos na qual participam
varias enzimas e o metabolismo de acticares. Os genes que codificam
os produtos envolvidos nos diferentes passos de uma rota estao
agrupados em uma regido particular do cromossomo e, geralmente, sio
transcritos como uma unica molécula de RNA. A maioria dos mRNAs
de procariotos é policistronica, ou poligénica, o que significa que um
mesmo transcrito codifica para mais de uma proteina. A producio do
transcrito policistronico é dirigida por um tinico PROMOTOR, 0 qual possui
sequéncias que sdo responsaveis pela sua regulacio. O conjunto formado
pelos genes, pelo promotor e pelas seqliéncias regulatorias recebe o nome

Operon. A Figura 23.3 ilustra um Operon de procariotos.

Sitio de ligagao
: do repressor

Sitio de ligagdo
do ativador

Promotor A B C

Sequéncias
reguladoras

Figura 23.3: Esquema representativo de um Operon de procarioto. Os genes A,B
e C sdo transcritos em um RNA policistronico. As sequéncias reguladoras incluem
os sitios de ligagdo para proteinas que ativam ou reprimem a transcricdo a partir

do promotor.
O OPERON LAC

Em 1961, os pesquisadores Francois Jacob e Jacques Monod
apresentaram, pela primeira vez, um modelo de regulag¢io da transcricao
em Escherichia coli ao estudarem o mecanismo de utiliza¢do da lactose
como fonte de carbono por essa bactéria. Esse trabalho, de extrema
importancia para a compreensdo das interagdes entre diferentes produtos
génicos lhes rendeu um Prémio Nobel de Medicina, em 19635. Por ai
vocés podem dimensionar a importancia de tais descobertas. Jacob e
Monod propuseram que a transcricao de dois ou mais genes contiguos
é regulada por dois elementos. Um desses elementos, o gene repressor,

codifica uma proteina que, em certas circunstancias, se liga a um segundo



elemento, o operador. O operador esta sempre préximo ao gene, ou
aos genes, cuja expressio é regulada por ele. E importante citar que, na
época em que os dois pesquisadores fizeram seus experimentos, a fungao
dos promotores, que vimos anteriormente, ainda era desconhecida.
Quando o repressor esta ligado ao operador, ele inibe a atividade da
RNA polimerase. Os operadores estio geralmente localizados entre o
promotor e a regido codificadora do gene. Surgiu, entdo, pela primeira
vez, o conceito de Operon, sendo formado pelo promotor, operador e
unidade transcricional.

O Operon lac contém um promotor (P), um operador principal
(O,), dois operadores secundarios (O, e O,) e trés genes estruturais
lacZ, lacY e lacA que codificam as enzimas B-galactosidase, permease e
transacetilase. Além disso, apresentam o gene que codifica o repressor
(gene I) que possui seu proprio promotor. A Figura 23.4 ilustra o arranjo

dos diferentes componentes do Operon lac.

Promotor
de gene |

: Promotor dos
:genes’Z YeA

| Ligagdo do repressor Lac

o,|p | o, -03

Repressor Lac : Permease
Operadores secundarios

. Transacetilase
B - galactosidase

A enzima B-galactosidase é capaz de clivar a lactose em glicose
e galactose que, assim, servirdo como fonte de carbono para a célula.
A B-galactosidase é uma enzima indutivel, uma vez que sua produgdo
varia de acordo com as necessidades celulares. Sua expressdo sera
alta, caso a bactéria esteja crescendo em meio rico em lactose e serd
baixa, caso exista um outro carboidrato como fonte de carbono.

A galactosideo permease, como seu proprio nome sugere, é a
proteina responsavel pelo transporte de lactose do meio extracelular
para o meio intracelular através da membrana bacteriana. A lactose,
como a maioria dos carboidratos, ndo é capaz de atravessar a bicamada
lipidica sem uma proteina carreadora. O papel da transacetilase in vivo
ainda é incerto, mas in vitro ela é capaz de transferir uma acetila, do
acetil-CoA, para a hidroxila do carbono 6 de um tiogalactosideo.
A Figura 23.5 ilustra o metabolismo de lactose em Escherichia coli, desde

a sua entrada até a sua quebra, promovida pela B-galactosidase.

Figura 23.4: Esquema repre-
sentativo dos componentes do
Operon lac de Escherichia coli.
As regides correspondentes aos
promotores, operadores, genes
estruturais e genes reguladores

estdo representadas.
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Lactose Galactosideo permease

Exterior

Lactose

B - galactosidase

Alolactose

B - galactosidase

CH,OH

Galactose Glicose

Figura 23.5: O metabolismo de lactose em Escherichia coli. A captacdo da lactose é feita pela galactosideo
permease. Em seguida, a B-galactosidase cliva a lactose em galactose e glicose. Além disso, também é capaz de

produzir uma outra molécula chamada alolactose.
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Observe que, além de clivar a lactose em galactose e glicose, a
B-galactosidase também promove a formacao de uma molécula chamada
alolactose. Mais adiante voltaremos a falar sobre o papel dessa molécula
na regulacio do Operon lac.

O estudo de mutantes do Operon lac revelou alguns detalhes do
funcionamento do sistema regulatério dos Operons. Vocé ja notou que os
mutantes estao em todos os lugares, nao ¢ mesmo! Na auséncia de lactose,
os genes do Operon lac estao reprimidos. Mutag¢des no operador ou no
gene I levam a sintese constitutiva dos produtos génicos. Quando o gene I
estiver defeituoso, a repressao pode ser restaurada introduzindo um gene
funcional I na célula ou numa outra molécula de DNA, demonstrando
que o gene I codifica uma molécula difusivel que causa a repressio.
Essa molécula é uma proteina chamada repressor Lac. O repressor Lac
é um tetramero composto por mondmeros idénticos, ou seja, quatro
moléculas da mesma proteina se unem para formar a estrutura funcional.

A Figura 23.6 ilustra o repressor Lac.

Ligacdo ao indutor

(a)

Ligacdo ao DNA

Repressor Lac monomérico

(b)

Repressor Lac tetramérico

Figura 23.6: Esquema representando a molécula do repressor Lac. (a) Lac monomérica, (b) Lac

tetramérica. Os sitios de ligagdo ao indutor e ao DNA estdo indicados.
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O operador, ao qual ele se liga mais fortemente (chamado O,),
encontra-se ao lado do sitio de inicio da transcri¢ao. O gene I é transcrito a
partir do seu proprio promotor (P,) e é independente dos genes do Operon
lac. O Operon lac possui, ainda, outros dois operadores secunddrios, aos
quais se liga o repressor Lac. O operador O, esta localizado préximo a
posi¢ao +410 (dentro do gene que codifica para a B-galactosidase). Ja o
operador O3 esta localizado préoximo a posicao —90 (dentro do gene I,
que codifica o repressor. O repressor Lac se liga ao operador principal
O, e a um dos operadores secundarios (O, ou O,). Como conseqiiéncia,
ocorre a formag¢do de uma al¢a formada pelo DNA presente nos dois
sitios de ligagdo. A formacao da al¢a bloqueia o inicio da transcri¢ao.

Veja na Figura 23.7 a estrutura da alca descrita anteriormente.

Repressor Lac

Operadores

Figura 23.7: O repressor Lac se liga ao operador principal (O,) e a um dos operadores
secundarios (O, ou 0,), formando uma alca no DNA que envolve o repressor, como
mostrado. Essa estrutura “esconde” o promotor dos genes Z, Y e A, impedindo a

sua transcricao.

A ligacdo do repressor Lac reduz em cerca de 1.000 vezes a
velocidade de iniciagdo da transcri¢do. Se os sitios O, e O, forem
eliminados por delecio ou mutacdo, a ligacio do repressor no sitio
O, reduz a transcri¢do em cerca de 100 vezes. Apesar desse elaborado
complexo de ligagio, a repressio ndo é absoluta. Mesmo no estado
reprimido, cada célula possui algumas moléculas de B-galactosidase e da
galactosideo permease, presumivelmente sintetizadas nas raras ocasioes
em que o repressor dissocia-se temporariamente dos operadores. Esse

nivel de transcri¢do basal é essencial para a regulacio do Operon.



Quando a lactose esta disponivel, o Operon lac é induzido. Uma
molécula indutora (sinal) se liga a um sitio especifico do repressor Lac,
causando uma mudanca conformacional que leva a dissocia¢do do
repressor do operador. O indutor do sistema do Operon lac nio € a
propria lactose, mas sim um isdmero da lactose chamado alolactose.
Conforme vimos anteriormente, depois de entrar na célula, a lactose é
convertida em alolactose por uma das poucas moléculas de B-galactosidase
existentes. A liberagdo do repressor Lac causada pela alolactose permite
que os genes do Operon lac sejam expressos e leva a um aumento de
1.000 vezes na concentracio da B-galactosidase.

A presenca da glicose inibe a indu¢do do Operon lac, bem como
outros Operons que controlam a sintese de enzimas envolvidas com
o catabolismo de carboidratos. Esse fendmeno, chamado repressiao
catabdlica, assegura que a glicose serd preferencialmente utilizada,
quando presente, em vez de uma outra fonte de carbono.

A repressdo catabodlica é mediada por uma proteina regulatéria
chamada CRP (do inglés cAMP receptor protein, que significa proteina
receptora de cAMP), também conhecida como CAP (do inglés Catabolite
Activator Protein, que significa proteina ativadora por catabdlito)
e por uma molécula efetora pequena chamada cAMP (AMP ciclico
— adenosina 3', 5'- monofosfato). A proteina CRP é um homodimero
(cada subunidade possui massa de 22 kDa) que possui sitios de ligagdo
para o DNA e o cAMP.

Sabe-se que o promotor lac contém dois sitios de ligacao separados,
um deles para a ligagio da RNA polimerase e outro para a ligacdo do
complexo CRP-cAMP. A Figura 23.8 ilustra a ligacio do complexo
CRP-cAMP no DNA.

Figura 23.8: Complexo proteina
CRP-cAMP ligado ao DNA.
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O complexo precisa estar presente no seu sitio de ligacao para que
o promotor do Operon lac seja ativado. O complexo exerce um controle
positivo na transcri¢do do Operon lac, oposto ao efeito observado para a
proteina repressora. Somente o complexo se liga a0 promotor. Na ausén-
cia de cAMP, a proteina CRP nio se liga. A concentracdo intracelular
de cAMP é sensivel a presenca de glicose. A glicose inibe a atividade da
enzima adenilato-ciclase, responsavel pela sintese de cAMP, de modo que,
na presenga de glicose, os niveis de AMPc serdo baixos e com isso ndo
havera a formagdo do complexo com a proteina CRP e a conseqiiente
ligacdo ao promotor, mantendo o Operon lac inativo.

Neste ponto, faremos uma pausa para reflexao sobre os diferentes
topicos que foram abordados até agora. Vamos tentar resumir os principais
aspectos da regulacio do Operon lac para facilitar a compreensdo e
darmos continuidade com os demais exemplos. A Figura 23.9 resume a

regulacdo do Operon lac.

cAMP RNA
Repressor RNA

N
CR\' Lac ligado Lactose ' po}merase :
Glicose baixa, | | | /' | | | | | |
AMP alt p r
7 / ‘
Repressor

Sitio CRP promotor

Lac
Lactose
Glicose alta, f
cAMP baixa | | rl I | |
Repressor
Lac

Figura 23.9: Resumo da regula¢do do Operon /ac. Na auséncia de glicose e presenca de lactose, o complexo CRP-
cAMP se liga ao promotor, estimulando a transcricdo, ao mesmo tempo que o repressor Lac sera desligado do
operador pela a¢do da alolactose. Na presenca de glicose, o complexo CRP-cCAMP nao se forma e, consequiente-
mente, ndo ocorre a transcricdo. Mas para que a transcricdo ocorra também é necessaria a presenca da lactose

que, através do seu derivado alolactose, ira deslocar o repressor Lac do operador.

234 CEDERJ



A lactose ndo € a principal fonte de carbono utilizada pela bactéria
Escherichia coli. No entanto, na falta de glicose, ela pode ser metabolizada.
Para evitar um desperdicio de energia durante a produgao das proteinas
envolvidas no metabolismo da lactose, elas somente serdo produzidas
quando a lactose estiver presente no ambiente. Entdo, na auséncia de
lactose, existe uma proteina repressora chamada Lac que se liga ao
operador do Operon e faz com que ele fique inativo. Na presenga de
lactose, a enzima B-galactosidase produz alolactose que funciona como
um agente indutor, uma vez que se liga ao repressor Lac e faz com que ele
se desligue do operador. Pois bem, essa é uma das formas de regulacio.

A segunda é modulada pela presenca da glicose. Existe uma
proteina CRP que ativa a transcri¢io dos genes do Operon lac através
da sua ligagdo com uma regido localizada no promotor do Operon. No
entanto, a proteina CRP s6 é capaz de se ligar ao promotor caso ela
esteja ligada ao cAMP que, por sua vez, s estara disponivel quando a
glicose estiver baixa, uma vez que a glicose inibe a enzima que produz
o cAMP. Deste modo, podemos concluir que, quando existir lactose e
glicose, a glicose serd utilizada primeiro, e a lactose sé serd utilizada
quando os niveis de glicose baixarem e houver produ¢io de cAMP. Em
adi¢do, a presenca da lactose é necessaria para produzir a alolactose, que
¢ a molécula que permitira o desligamento do repressor Lac do operador.
Agora podemos analisar o segundo exemplo de Operon, chamado

Operon ara, responsavel pelo metabolismo do agicar arabinose.

O OPERON ARA

Um esquema regulador mais complexo é encontrado no Operon
arabinose (ara) de Escherichia coli. A Figura 23.10 ilustra o Operon ara.

Observe a figura e acompanhe a explicacdo a seguir.
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Ativador
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Figura 23.10: Representacdo esquematica do Operon ara. Os diferentes componentes

do Operon estdo representados, bem como a rota de metabolismo da arabinose.

A Escherichia coli pode usar a arabinose como uma fonte de
carbono, convertendo-a em xilulose-5-fosfato, um intermedidrio na via
da pentose fosfato. Essa conversdo requer as enzimas ribulose cinase,
arabinose isomerase e ribulose-5-fosfato epimerase codificadas pelos
genes araB, araA e araD, respectivamente. Os trés genes estao presentes
no Operon ara. Além disso, o Operon possui dois operadores (araO1
e ara02), mais o sitio aral (I de indutor) ao qual se liga a proteina
reguladora AraC e um promotor adjacente ao aral, responsavel pela
transcricio dos genes araB, araA e araD (PBAD). O promotor araO,
possui um Unico sitio de ligagdo para a proteina AraC, enquanto aral
e araQ, possuem dois sitios de ligagio na mesma orientacdo. O gene
araC esta localizado proximo a essa regido e é transcrito a partir do seu
proprio promotor (P_), mas a sua orientagdao € oposta aos genes araB,
A e D. O sitio de ligagao da CRP esta localizado préximo ao promotor

P,,» que modula a sua ativagdo de forma diferente da que vimos

para o Operon lac.
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No Operon ara, a proteina reguladora AraC exerce um controle
positivo e também um controle negativo. De que maneira isso é possivel?
Pois bem, a proteina reguladora se liga a uma molécula sinal (arabinose)
que promove uma mudanga conformacional na sua estrutura. Essa
mudanca faz com que a proteina mude de uma forma repressora para
uma forma ativadora da transcri¢io. Essa mudanca tem conseqiiéncias
drésticas no seu efeito final. Além disso, a proteina repressora, AraC,
regula sua propria sintese através da inibi¢ao da transcricao do préprio
gene. Esse mecanismo é chamado auto-regulagio. Por ultimo, os efeitos
de algumas seqiiéncias reguladoras podem ser exercidos a distancia,
ou seja, essas sequéncias nem sempre estao localizadas proximas dos
promotores. As seqiiéncias de DNA distantes podem ser aproximadas
pela formacao de uma alca de DNA. Essa aproximagdo ocorre através
de interagoes especificas proteina-proteina e proteina-DNA.

O papel da proteina AraC na regulacio do Operon ara é complexo.
Vamos tentar entender como isso funciona! Quando a concentragio
de AraC excede 40 copias por célula, ela regula sua propria sintese,
ligando-se ao araO, e reprimindo a transcri¢do do gene araC. Ela age
tanto como um regulador positivo como negativo dos genes do araBAD
e, nessa qualidade, liga-se tanto ao araO, quanto ao aral. Quando ligada
ao araQ, ela se liga simultaneamente ao aral e inibe a transcrigdo a partir
do PBAD. Quando a arabinose esta ausente, ndo é necessario expressar
os genes estruturais que participam do seu metabolismo. A AraC se
liga simultaneamente ao araQO, e ao aral e, como resultado, promove
a formagao de uma al¢a que compreende o DNA localizado entre os
dois sitios. A formacdo da alga impede 0 acesso da RNA polimerase ao

promotor. A Figura 23.11 ilustra a estrutura da alca.

0,  AraC

I vV 7

Oy
araC : s
araB A

D

P CRP aral

Figura 23.11: Esquema representativo da formacao da alca de DNA em funcdo da liga-

¢do da proteina AraC no araO, e no aral. Observe que a estrutura “esconde” o P, e

impede a transcricdo dos genes estruturais.
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Figura 23.12: A ligacdo do complexo
CRP-cAMP auxilia a ligacao da AraC
ativadora (ap6s a ligagdo com arabi-
nose) no aral e promove a abertura
da alca de DNA.

araC

P, yCRP aral \

CRP-cAMP AraC ativadora

Quando a arabinose estad presente, ela se liga a proteina AraC e

provoca uma alteragao conformacional, que faz com que a AraC assuma

a sua funcdo como ativadora da transcrigdo. AraC se liga ao aral, que

funciona também como um sitio ativador. Se a glicose estiver ausente,

ocorre a formacao do complexo CRP-cAMP, o qual se ligard ao seu

sitio de ligagao localizado entre o araQ, e o aral. Essa ligagao faz com

que a alca de DNA (formada pela proteina ligada ao araO, e aral) se

rompa e auxilia na ligacdo da AraC ao aral. Nesse caso, o complexo

CRP-cAMP nio exerce a fungio de auxiliar a ligacio da RNA polimerase

ao promotor. A Figura 23.12 ilustra o que foi descrito e a Figura 23.13

apresenta um resumo dos diferentes eventos.

RNA Sitio de ligacdo da CRP
polimerase
«—
araO, aral
araC_| | P [~ [Fifrid] [ | araBAD
araO, L -
ANNANNANANANNNNY
araC RNAm
araO,
Proteina AraC ; [ araC
Proteina AraC
I:-'_::-'_::t_':-':.-j | | araBAD
aral Poro
P. Sitio de
ligagdo da
CRP
CRP-CAMP RNA
polimerase
e -
araC_| || @| [ [ [ araBAD
ARG ara0, L—— 1 l ara1\ [ L——1
P Sitio de Puss
ligacdo da VAVAVAVAVA S
Arabinose araBAD RNAm

Figura 23.13: Regulacdo do Operon ara.
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Quando tanto a arabinose quanto a glicose estio abundantes, ou
ambas estdo ausentes, o0 Operon ara permanece reprimido. Todavia, ndo
se sabe, ao certo, a situacdo em que se encontram as proteinas reguladoras
e os seus sitios de ligacdo nestas condi¢oes. A regulacio do Operon ara
¢ rapida e reversivel, um exemplo de mudanga de resposta, no nivel de
regulagdo génica, a troca de condi¢des ambientais.

Agora que vocé ja teve contato com dois tipos de Operons que
modulam o metabolismo de acticares, veremos o terceiro exemplo
de Operon desta aula que estd relacionado com a biossintese do

aminodacido triptofano.

O OPERON TRIPTOFANO

Os vinte aminodcidos-padrao sio requeridos em grandes quantidades
para a sintese de proteinas e a Escherichia coli é capaz de sintetizar todos
eles. Os genes das enzimas necessarias para sintetizar um certo aminoacido
estdo, geralmente, agrupados num Operon e s3o expressos todas as vezes
em que os suprimentos do aminodcido sejam inadequados para atender as
necessidades celulares. Quando o aminoacido estiver abundante, as enzimas
biossintetizantes nao sdo mais necessdrias e o Operon € reprimido.

O Operon triptofano (trp) da Escherichia coli inclui cinco genes
estruturais que codificam as trés enzimas utilizadas na conversio de

corismato em triptofano. A Figura 23.14 ilustra o Operon triptofano.

Observe a figura e acompanhe as explicagdes a seguir.

Trp
(2
Repressor
Trp T T
Repressor A~ ‘
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Figura 23.14: Esquemaiilus-
trando o Operon trp, bem
como as etapas envolvidas
na conversao de corismato

a triptofano.
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O gene #rpE codifica o componente I da antranilato sintase,
enquanto o componente II é produzido pelo gene trpD. O gene #pC
codifica a N- (5°-fosforribosil antranilato isomerase/ indol — 3 — glicerol
fostato sintase. O gene trpB codifica a subunidade B da triptofano sintase,
enquanto o gene trpA codifica a subunidade a.

A expressdo do Operon é regulada pela proteina repressora TrpR,
que é produzida a partir do gene trpR. O gene trpR esta localizado a
uma longa distancia do Operon. O repressor Trp é um homodimero,
com cada subunidade contendo 107 residuos de aminodcidos. Quando
o triptofano for abundante, ele se liga ao repressor Trp, provocando
uma alteracdo conformacional que permite ao repressor se ligar ao
operador #rp e inibir a expressio do Operon #rp. O sitio do operador
trp se sobrepde ao promotor, de forma que a ligacdo ao repressor pode
bloquear a ligacao da RNA polimerase.

Novamente, esse circuito simples ligar/desligar mediado pelo
repressor nao nos conta toda a histéria regulatéria. Um mecanismo
muito mais intrigante foi descoberto no Operon trp. Quando foi
descoberta a regulacdo negativa do operon #p, modulada pelos niveis
de triptofano e a sua ligacao a TrpR, acreditava-se que um mutante
para o gene trpR deveria ser insensivel ao triptofano. Imagine a surpresa
quando descobriram que tal mutante continuava nio expressando os
genes estruturais apos a adicdo de triptofano. A partir dessa observacio,
estabeleceu-se um segundo nivel de controle pelo triptofano que envolvia
dois componentes: o tRNA para o triptofano, tRNA™ e o gene #rpL.

O gene #rpL codifica um peptideo que possui 14 aminodacidos.
Na sua seqiiéncia, ele contém dois cédons para o triptofano e, dessa
forma, serve como um “termdmetro” que sinaliza o suprimento de trp
na célula. Se o triptofano estiver abundante, o tRNA™ carregado com
triptofano também estara disponivel e com isso o peptideo sera traduzido.
Se o triptofano estiver ausente, a tradugdo para no ponto em que 0s
ribossomos encontram os codons trp.

Vocé deve estar se perguntando: “E dai? O que isso tem a ver com
a transcri¢ao do Operon?”

A resposta para essa pergunta foi dada a partir da observacao
de que o mRNA do #rpL pode assumir diferentes conformacoes devido
a presenca de varias regides complementares que podem formar

estruturas do tipo grampo de cabelo. Uma das conformagdes é muito



semelhante ao terminador da transcrigio tipico de bactérias. Vocé ja teve
a oportunidade de conhecer essa estrutura na Aula 20. Ela é resultante
do pareamento entre as regides 3 e 4 e esta ilustrada na Figura 23.15. Na
outra conformacao, o terminador nio é formado porque a regiao 3 estd
agora pareada com a regido 2, ilustrada na Figura 23.16. Essas estruturas

sdo chamadas terminador e anti-terminador, respectivamente.

Figura 23.15: Estrutura do terminador

formado através do pareamento das

AULA ﬁ MODULO 3

regides 3 e 4 do gene trpL.

-
Trp-Trp ~ Stop

Terminador

Figura 23.16: Estrutura do anti-termina-

dor formado através do pareamento das

regides 2 e 3 do gene trpL.

-
Trp-Trp ~ Stop

Anti-terminador

O que leva a formagao de uma ou de outra estrutura? Vocé ja
sabe que, em procariotos, a transcri¢do e a tradugdo podem ocorrer
simultaneamente, ndo é mesmo? Entdo, os ribossomos estdo ligados
ao RNAm e podem influenciar a formacdo dessas estruturas no RNA.
Se houver triptofano, o ribossomo segue logo atrds da RNA polimerase
até o ponto em que € interrompido por um cdédon de parada, localizado
na regiao 2 do transcrito. Nessa situacdo, ocorre a formacdo da alga
através do pareamento entre as regioes 3 e 4. Se nao houver triptofano, o
tRNA"P n3o estard carregado com triptofano e o ribossomo ficard detido
na regido 1, esperando a chegada de um tRNA apropriado. Com isso,
a regido 2 estd livre e pode se parear com a regido 3. Essa estrutura ndo
impede 0 avango da RNA polimerase e o transcrito dos genes estruturais
¢ produzido normalmente. A Figura 23.17 resume os eventos que

foram descritos.

CEDERJ 241



Biologia Molecular | Regulacdo da expressdo génica em procariotos

Polipeptideo lider

Met—Lys—Ala—Phe—Val — A
RNAmM pppAAGUUCACGUAAAAAGGGUAUCGACAAUGAAAGCAAUUUUCGUAC(/Gf/ \
}$3
1 I A’
pCGAAAUGCGUACCACUUAUGUGACGGGCAAAGUCCUUCACGCGGUGGU\)O [
‘}P‘ (Stop)—Ser—Thr—Arg—Trp—Trp”
1 ?9 1?|>9
Y,
04CCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUUUUGAACAAAAUUAAGAAUAACAAUGCAAACA —>
3 Met—Gly—Thr—»

Polipeptideo TrpE

(a) Sitio de
atenuagao X .
da transcricdo F""‘ da regiao
lider (trpL)
Reptideo lider Estrutura A A v
completado do atenuador u G
Ribossoma cC A
WKAIFY, 6—C
“s, 3| |]a RNA c—¢
polimerase C—G
G—C
5 A—U,
mRNA AGAU?CCC uuu
5 110
Codons do Trp Par 3:4
trpL (atenuador)

Quando os niveis de triptofano forem altos, o ribossomo rapidamente
traduz a sequéncia 1 (janela de leitura do peptideo lider) e

bloqueia a seqiiéncia 2 antes que a seqUéncia 3 seja transcrita. A
transcricdo continuada leva a atenuacdo na estrutura do atenuador,
semelhantemente ao terminador, formado pelas sequéncias 3 e 4.

Peptideo
lider
incompleto

Mk 4

2 3 Genes trp regulados
, 1
5
4
trpL DNA —

————————

Quando os niveis de triptofano forem baixos, o ribossomo pausa
nos cddons do Trp na sequéncia 1. A formacao da estrutura pareada
entre as sequéncias 2 e 3 previne a atenuacdo, porque a seqUéncia
3 ndo estara mais disponivel para formar a estrutura do atenuador
com a sequiéncia 4. A estrutura 2:3, ao contrario do atenuador 3:4,
ndo impede a transcricao.

Figura 23.17: Mecanismo de regulacdo da transcricdo por atenuacdo no Operon trp.

A seqiiéncia regulatoria 1 é crucial para o mecanismo sensivel ao
triptofano que determina se a seqiiéncia 3 pareia com a sequiéncia 2 (permitindo
que a transcricdo continue) ou com a sequiéncia 4 (transcricao atenuada).

Com esses trés exemplos estudados, vocé pode ter uma idéia
dos diferentes mecanismos de regulacdo da transcri¢io em procariotos.
Vocé pode observar que, nos trés casos, a presenca da molécula envolvida

na rota bioquimica é quem determina a expressao dos genes estruturais.
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Todos esses mecanismos tém como objetivo otimizar a utilizacdo dos
recursos pela célula e minimizar o gasto desnecessdrio com a producdo
de produtos que s6 sido utilizados em determinadas circunstancias.
E claro que existem outros mecanismos, para outros genes, mas nos
vamos parar por aqui, pois, se vocé compreender o funcionamento destes
que foram apresentados, ja terd uma idéia da complexidade de outros

mecanismos similares.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender que existem muitos mecanismos
possiveis de regular a expressdo de um gene, mas que o mais comum é a regulacdo
da transcricdao. N6s falamos sobre um tipo especial de regulacdo que é muito
comum em procariotos, conhecida como Operon. Vimos que, em um Operon,
existem varios genes que codificam proteinas relacionadas a um determinado
processo bioquimico, e que esses genes sdo expressos em conjunto. No Operon,
existem alguns componentes que codificam proteinas reguladoras, as quais podem
ativar ou desativar a expressao dos genes. No caso do Operon lac, vocé viu que ele
é regulado por uma proteina repressora, que se liga ao sitio operador e so6 sera
desligada na presenca do indutor alolactose. Viu ainda que o complexo CRP-cAMP
ativa a transcricao do Operon quando nao existe glicose disponivel. Mais adiante,
vimos um segundo Operon, envolvido na utilizacdo do aglUcar arabinose. Neste
caso, a regulacdo é mais complexa, pois a proteina AraC que regula o Operon
atua tanto como repressor como ativador da transcricdo dos genes estruturais. O
complexo CRP-cAMP também participa do processo, mas ndo ativa a transcricao
do Operon. E, por ultimo, vimos que o Operon trp é regulado pela presenca
do aminoacido triptofano na célula. Este Operon responde a dois sistemas de
regulacdo, um deles através da proteina repressora TrpR, que se liga ao operador
na presenca de triptofano e, também, um segundo mecanismo chamado atenuacao
que regula a transcricdo dos genes estruturais, através da formacédo de estruturas
tipo grampo de cabelo na molécula do RNAm. Esse tipo de regulacao é possivel
gragas a sincronia entre o processo de transcricdo e traducdo que ocorre em
procariotos. Em sintese, podemos dizer que regulacdo da transcricdo dos genes

estad intimamente relacionada as necessidades fisiolégicas da célula.
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EXERCICIOS

1. Quais sdo os possiveis pontos de controle na expressao de um gene que codifica

para uma proteina?

2. 0 que é um Operon?

3. Qual o papel da proteina CRP no mecanismo de regula¢do do Operon lac?
4. Como ocorre a regulacdo do Operon ara?

5. O mecanismo de regulacdo por atenuacdo pode ocorrer em eucariotos?

Justifique sua resposta.

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu bem o conteldo desta aula, ndo deve ter encontrado
dificuldades para fazer os exercicios. Tenha em mente que os diversos exemplos
utilizados servem como modelos para compreender a complexidade envolvida em
mecanismos celulares relativamente simples. Nas préximas aulas, vocé conhecera
alguns mecanismos envolvidos na regula¢do da expressdo génica em eucariotos,
que sdao bem mais complexos do que em procariotos. Por isso, & importante que
vocé estude com carinho os conteldos desta aula para que possa compreender

as proximas. Bom estudo e até a préxima!
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Aula 9

1. Sim. A partir da replicacdo, que significa produzir uma réplica do DNA idéntico ao
original, é possivel perpetuar as informacGes genéticas que serdo transmitidas para as
células-filhas. Tais informacdes serao utilizadas para a producéo de suas caracteristicas.
Comentdrio: esse exercicio fara com que vocé reflita sobre o papel da replica¢do na

perpetuacdo das informacgdes genéticas de um individuo.

2. A partir da descricio do modelo da dupla hélice, composta por duas fitas
complementares e antiparalelas, que sdo ligadas através de pontes de hidrogénio
formadas entre as bases nitrogenadas dos nucleotideos. As pontes de hidrogénio
podem ser facilmente rompidas, gerando duas fitas simples. Outros nucleotideos,
contendo suas respectivas bases nitrogenadas, podem ligar-se através da formacao de
pontes de hidrogénio, permitindo, assim, a formacao de duas fitas duplas a partir de
duas fitas simples. Comentario: ao responder a este exercicio, vocé podera visualizar

o modelo a partir das propriedades quimicas da molécula de DNA.

3. Replicacdo semiconservativa significa que uma das duas fitas, que serviu de molde
para a replicagao, foi conservada da molécula-mae (semi, que significa metade). A outra
fita é aquela recém-sintetizada, a partir do molde (fita-filha). Comentario: esse exercicio

é para enfatizar o conceito sobre o0 modo de replicacdo do DNA.

Aula 10

1. Durante areplicacdo, algumas estruturas foram observadas, através de microscopia
eletrénica. Uma delas apresenta um formato semelhante a um olho, formado pelo
DNA jareplicado e pelo DNA ainda n&o replicado. Esse tipo de estrutura é encontrado
na replicacdo de DNAs lineares. Em DNAs circulares, observou-se a formac¢édo de uma
estrutura que se assemelha a letra grega 6. Essas estruturas sdo formadas em funcao
do estabelecimento das forquilhas de replicacéo, que representam o movimento do
aparato de replicacdo ao longo do DNA. Comentario: esse exercicio fara com que vocé
analise as estruturas e possa, posteriormente, associd-las ao maquindrio enzimatico.
E interessante que vocé esquematize as estruturas, para compreender melhor o que

acontece.
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2. ADNA polimerase | de Escherichia coli apresenta trés atividades distintas: atividade
de polimerase 5’ - 3’ ; atividade de exonuclease 5’ - 3’ e atividade de exonuclease
3’ - 5'. Comentario: esse exercicio chama a atencdo para as outras funcdes da DNA

polimerase |, enfatizando que sua principal funcdo nao esta associada a replicagdo.

3. A polimerase Ill é formada por muitas subunidades. Apresenta dois nucleos
cataliticos formados pelas subunidades a, 0 e €. Cada nucleo catalitico é o responsavel
pela sintese de uma das fitas do DNA. Apresenta duas garras 3, formadas por um
dimero da subunidade B. Cada garra 3 esta situada em uma das fitas do DNA. A garra
B se liga ao DNA e ao nucleo catalitico, proporcionando uma maior estabilidade
deste ultimo, garantindo, assim, a sintese do DNA. Um dimero 7 liga os dois centros
cataliticos, permitindo o acoplamento simultdneo nas duas fitas do DNA. Um
complexo y é formado pelas subunidades y, y e 8. Esse complexo é conhecido como
disparador/carregador de garra f3, pois utiliza energia da quebra de ATP para prender
o dimero p ao DNA. Comentario: esse exercicio fard com que vocé revise os diferentes
componentes da DNA polimerase lll. E recomendavel que vocé tente responder
com suas préprias palavras, de preferéncia através de esquemas, que auxiliardo a

compreensao.

4. A helicase é uma enzima que utiliza a hidrélise de ATP para romper as pontes
de hidrogénio, presentes na molécula de DNA dupla fita. A abertura das fitas é
fundamental para que ocorra a replicacdo, pois é necessario que haja a exposicao
dos moldes que serdo replicados. A SSB é uma proteina que liga DNA fita simples;
seu papel é importante para manter essas fitas separadas. Comentario: esse exercicio
fard com que vocé reflita sobre a importancia dessas duas proteinas no inicio da

replicagdo.

5. A topoisomerase desempenha um papel fundamental durante o mecanismo de
replicacdo do DNA porque a abertura das fitas pela DNA helicase gera uma tensao
contorcional no DNA localizado mais adiante, de modo que o DNA vai ficando mais
apertado e tende a se superespiralar. A topoisomerase relaxa a tensdo contorcional
através de cortes provocados na molécula de DNA, que permitem que a molécula
gire e assuma uma conformacgdo mais estavel. Assim, a topoisomerase atua sempre
na frente da helicase, a medida que a forquilha de replicacdo caminha ao longo
do DNA. Comentéario: esse exercicio fard com que vocé pense no mecanismo de
replicacdo de uma forma dinamica, no qual a participacdo coordenada de cada

enzima é fundamental para o sucesso do mecanismo como um todo.
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Aula 11

1. Porque a DNA polimerase s6 consegue sintetizar DNA na orientacdo 5’ - 3'. ADNA
polimerase utiliza um grupamento hidroxila livre do nucleotideo anterior e promove
a formacdo de uma ligacdo fosfodiéster entre os dois nucleotideos. A medida que
uma das fitas é sintetizada, a fita complementar é exposta e deve ser replicada de
forma descontinua, para que ambas as fitas sejam sintetizadas simultaneamente.
Caso contrdrio, seria necessario abrir a molécula completamente e comecar a sintese
continua a partir da outra extremidade do DNA. Comentario: esse exercicio fard com
que vocé associe a atividade da DNA polimerase com a necessidade de replicar as
duas fitas do DNA.

2. Vérias moléculas da proteina DnaA se ligam as repeticdes de 9 pares de bases
presentes na origem de replicacdo, o DNA se enrola e esse enrolamento provoca
uma tensao que resulta no rompimento das pontes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas dos nucleotideos presentes nas repeticdes de 13 pares de bases. O
fato de essas repeticdes serem ricas em A = T facilita a abertura das fitas. Apds a
abertura das fitas, a proteina SSB se liga ao DNA simples fita, mantendo-as separadas
e permitindo a ligacdo da DNA helicase. Comentario: este exercicio fara com que vocé

revise o assunto relacionado ao inicio da replicagao.

3. Osfragmentos de Okazaki sdo os segmentos de DNA que estdo sendo sintetizados
de forma descontinua, permitindo a replicacdo da fita 5’ - 3’. Comentario: esse
exercicio visa a fixacdo do conceito de que uma das fitas é sintetizada de forma

descontinua.

4. A DNA primase sintetiza um iniciador de RNA na fita lider, que fornecera o
grupamento hidroxila livre para a sintese do DNA. O complexo y carrega uma garra
B até o iniciador e permite a ligacdo do nucleo catalitico, o dimero 7 se liga a um
outro nucleo catalitico. A medida que a sintese da fita lider prossegue, a DNA primase
sintetiza um iniciador na fita tardia, ao qual sera ligado uma garra 3 através da
atividade do complexo y. Nesse ponto o segundo nucleo catalitico ligado ao dimero
1 ira se ligar a garra B e iniciar a sintese de um fragmento de Okazaki. A sintese de
um fragmento termina quando ele encontra um outro fragmento que foi sintetizado
anteriormente. A garra 3 é liberada; mais adiante, a DNA primase sintetiza um outro
iniciador ao qual sera ligada uma garra B por intermédio do complexo y. O nucleo
catalitico que se desprendeu do DNA apés o deslocamento da garra 8 no fragmento

anterior ird se ligar novamente a essa outra garra f e iniciar a sintese de um novo
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fragmento de Okazaki. E assim sucessivamente, até que toda a fita tardia tenha sido
sintetizada. Os iniciadores de RNA sdo retirados pela atividade exonucleasica da DNA
polimerase |, que também preenche a falha, adicionando nucleotideos. Posteriormente,
os fragmentos sdo unidos através da atividade da enzima DNA ligase. Comentério:
esse exercicio fard com que vocé revise o assunto sobre replicacado, tentando explicar
com suas proéprias palavras, de preferéncia com o auxilio de esquemas, e facilitara a

compreensdo do processo como um todo.

5. O fato de a regido terminadora ser formada por diferentes repeticdes dispostas
em orientacdes opostas, garante que a replicagdo do DNA ira parar em um dos
pontos, impedindo que mais de uma molécula seja replicada durante um Unico ciclo.
Comentario: esse exercicio fara com que vocé reflita sobre o que poderia acontecer

com um genoma circular caso ndo houvesse uma regido terminadora.

6. Os mecanismos sdao semelhantes, contendo enzimas diferentes, que desempenham
a mesma funcdo. Em eucariotos, duas DNA polimerases participam da replicacio.
A primeira delas é a polimerase o, que sintetiza o iniciador de RNA e também um
segmento pequeno de DNA; posteriormente, essa polimerase é trocada por uma
polimerase & que sintetizard o restante do DNA. Para a retirada dos iniciadores, duas
proteinas participam do processo; primeiro, uma RNase especial reconhece regides
hibridas de DNA/RNA e degrada o RNA e, posteriormente, a proteina FEN1 retira
o ultimo ribonucleotideo. A DNA polimerase § adiciona os nucleotideos que estado
faltando. Os fragmentos de Okazaki sdo ligados através da DNA ligase. Comentario:
esse exercicio fard com que vocé compare os mecanismos de procariotos e eucariotos

de modo critico, para poder situar as semelhancas e as diferentes entre eles.

Aula 12

1. Asintese das extremidades dos genomas lineares pode ser comprometida, devido
a remocao dos iniciadores de RNA localizados nas extremidades 5’ das fitas recém-
sintetizadas. A remocgdo dos iniciadores resulta na formacdo de uma fita mais curta
do que a fita original. O tamanho da molécula pode ser seqiiencialmente reduzido,
apos cada ciclo de replicacdo. Comentario: ao responder a esse exercicio, vocé estara
reforcando os conceitos sobre replicacdo do DNA. Além disso, facilitara a associacdo

com os mecanismos utilizados para superar o problema dos genomas lineares.
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2. Os teldbmeros sado sintetizados através de uma enzima chamada telomerase.
A telomerase é uma enzima ribonucleoprotéica, que apresenta um componente
ribonucléico e um componente protéico. O componente ribonucléico apresenta uma
regido complementar a extremidade do cromossomo, que se pareia enquanto a porcao
adjacente serve de molde para a sintese de uma fita de DNA. Quando a sintese esta
completa, a telomerase se desloca e se pareia mais adiante com uma outra regido
complementar, servindo novamente de molde para a sintese do DNA. Esse processo
se repete centenas de vezes, produzindo um grande nimero de repeti¢des, que séo
complementares ao componente ribonucléico da telomerase. Posteriormente, a DNA
polimerase sintetiza a fita complementar, formando uma fita dupla na regidao do
teldbmero. Comentario: ao responder esse exercicio, vocé estara revendo o contetido
apresentado, lembrando que os telémeros desempenham um papel fundamental na

estrutura dos cromossomos eucarioticos.

3. Porque em cada cromossomo, a telomerase pode servir de molde para a sintese
de um numero diferente de repeti¢des teloméricas, ndo existindo um numero
critico de repeticdes que devem ser adicionadas. Comentério: esse exercicio fara
com que vocé reflita que a manutencdo do telémero é mais importante do que o

seu tamanho.

4. O circulo rolante é um mecanismo que permite a amplificacdo de um replicon ou
de uma unidade genémica. Isso é possivel devido a replicagdo continua de um Unico
replicon, produzindo, assim, muitas moléculas. Comentario: esse exercicio fara com
que vocé pense na utilizacdo do circulo rolante como um mecanismo que evita a
perda das extremidades de genomas lineares, mas também permite a multiplicacdo

de alguns segmentos gendémicos.

Aula 13

1. Nao. Apenas as mutagdes que ocorrem em células germinativas de um individuo
podem ser transmitidas para sua prole. Muitas doencas sdo herdadas e estao associadas

a mutagdes em genes importantes para diferentes processos celulares.

2. Transicdo se caracteriza pela substituicdo de uma purina por outra ou de uma
pirimidina por outra. Exemplos: par A=T pelo par G=C e vice-versa, ou o par T=A

pelo par C=G e vice-versa.

Transversao consiste em troca de uma purina por uma pirimidina ou de uma pirimidina
por uma purina. Exemplos: par A=T pelos pares T=A ou C=G e vice-versa, ou par

G=C pelos pares T=A ou C=G e vice-versa.
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3. Além da substituicdo de bases, a mutacdo génica pode ocorrer por inser¢do ou
delecdo de bases. Para eliminar um aminoacido de uma proteina, é necessario deletar
atrinca de bases (codon), correspondente a este aminoacido, do gene que codifica esta
proteina. Se o objetivo fosse eliminar dois aminoacidos, seis bases, correspondentes aos
coddons destes aminoacidos, deveriam ser deletadas. Da mesma forma, se quiséssemos
inserir um aminoacido em uma proteina, o seu codon (trés bases) deveria ser inserido
no gene. Caso a insercdo ou delecdo envolva um nimero de bases ndo multiplo de trés,

ocorre mudanca do quadro de leitura, o que caracteriza a mutacdo frameshift.

4. O5-BUéum analogo de timina (Figura 13.12.a) e seu carater mutagénico se deve
a mudanca do equilibrio ceto-enol causado pelo &tomo de bromo (Figura 13.12.b).
A forma enol existe por mais tempo em 5-BU do que em T, e pareia com G e nao
com A. Portanto, sua presenca gera a mudanca do par A=T para o par G=C. Lembre

que a troca do par de bases s6 é observada apds dois ciclos de replicagao.

5. Primeiramente, a exposicdo de uma cultura de bactérias a luz ultraviolteta promove
aformacao de dimeros de timina. Um dos sistemas de reparo dessa lesdo conta com a
participacdo de DNA fotoliases, enzimas que sdo ativadas em presenca de luz visivel.
Portanto, as células bacterianas incubadas em presenca de luz tiveram as lesbes
reparadas e sobreviveram, enquanto aquelas mantidas no escuro nao tiveram seu
DNA reparado. Como muito provavelmente a extensdo do dano foi muito grande,
a maioria das células incubadas no escuro ndo sobreviveu, o que explica o niumero

reduzido de colonias.

Aula 15

1. a) Benéfica. A variabilidade genética aumenta a capacidade de adaptacdo de
uma espécie a diferentes condi¢des ambientais, contribuindo para seu processo

evolutivo.

b) Apesar de a variabilidade genética ser benéfica para uma espécie, a existéncia de
um balanco entre estabilidade e mudanca é fundamental para a sobrevivéncia. Um
numero elevado de mutacdo poderia provocar a morte de todos os individuos de uma
populacdo devido ao acimulo de mutacdes em genes essenciais. Em contrapartida, a
auséncia de variabilidade genética poderia determinar a morte de todos os individuos
de uma populacdo em condic¢des diferentes das habituais. Uma espécie bem-sucedida

é constituida de individuos que dispdem de um processo de replicacdo com alto grau
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de fidelidade, mas que permite a introducdo eventual de algumas variacdes. As
varia¢des que resultam em melhoramento persistirdo por selecdo natural. Entretanto,
as variacdes prejudiciais poderdo acarretar a morte do individuo que a possui, mas

ndo a extin¢do da espécie.

2. a) Narecombinacao reciproca, observa-se a formacdo de duas moléculas modificadas
pela troca genética. J& na recombina¢do nao reciproca, apenas uma das moléculas

sofre modificacdo em sua sequiéncia.

b) A recombinacdo intramolecular ocorre quando o evento recombinacional
acontece entre segmentos de uma Unica molécula de DNA. Quando a recombinacao
envolve repeti¢des diretas, observa-se a delecdo de uma parte do segmento. Ja na
recombinacdo que envolve repeticdes invertidas, ndo se observa perda de nenhum

segmento, mas sim inversdo de parte da regido envolvida.

Volte a Figura 15.1 para observar os esquemas associados a cada um dos tipos de

recombinac¢do mencionados nesta questao.

3. Nao haveria infeccao, pois a integracdo do genoma do fago A ao genoma da célula
hospedeira depende inteiramente da presenca do sitio att. Este € um exemplo classico
de recombinacao sitio-especifica, que se diferencia dos outros tipos de recombinacéo
por ocorrer apenas em uma seqUéncia especifica do DNA, que vocé pode conferir

na Figura 15.2.c.
4. Confira sua resposta voltando a Figura 15.4.

5. O esquema representado em (b) envolveu crossing over, uma vez que dois dos seus
gametas sdo recombinantes. As etapas intermediarias podem ser conferidas com os

esquemas das Figuras 15.3 e 15.5.

6. Esses sistemas, em geral, sdo ativados quando a extensado das lesdes é muito grande,
ultrapassando a capacidade dos sistemas de reparo mais especificos. Nestas situacoes,
os mecanismos empregados pelas células, na tentativa emergencial de reparar os danos
no DNA, favorecem uma alta taxa de erros. Entretanto, na maioria das vezes estas
células morreriam pelos danos ja existentes. Portanto, o reparo, mesmo introduzindo
erros, pode significar a Unica solu¢do, mais ou menos como apostar no fato de que,

se pelo menos uma célula sobreviver, a espécie nado é extinta.
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Aula 18

1. Um elemento IS é caracterizado pela presenca de repeticdes terminais invertidas,
que cercam uma regido do DNA que codifica a proteina transposase. A transposase
corta o elemento IS, bem como o local onde ele serd inserido. Apds a insercao, ocorre
uma duplica¢do do sitio-alvo (local onde o transposon foi inserido) em funcao do

preenchimento da fenda causada pelo corte provocado pela transposase.

2. Um transposon composto é formado por dois elementos IS que se inseriram no
genoma, préximo um do outro. Na maioria das vezes, a regido entre os elementos IS
carregam genes que conferem resisténcia a antibidticos. Esses genes ndo participam do
mecanismo de transposicdo. Em alguns transposons compostos, um dos elementos IS
pode ser ativo enquanto o outro é ativo, ou seja, s6 um deles produz uma transposase
funcional capaz de mover o transposon. Em outros, ambos os elementos IS sdo
ativos. Da mesma forma que os elementos IS, os transposons compostos produzem

a duplicacédo do sitio-alvo apés a inserc¢ao.

3. Os transposons TnA ndo possuem elementos IS nas suas extremidades, por isso
sdo considerados diferentes dos transposons compostos, embora na maioria das vezes
também apresentem genes, que ndo participam do mecanismo de transposicdo, e
carregam resisténcia a antibidticos. As extremidades do TnA sdo formadas por
repeticdes invertidas contendo de 38 a 40 pares de nucleotideos. Apds a insercéo,

também ocorre a duplica¢do do sitio-alvo.

4. Natransposicado replicativa, o transposon é replicado antes de ser transposto para
uma outra regido do genoma. Dessa forma, um transposon é mantido no sitio doador
e um novo transposon é inserido no sitio-alvo. Isso ocorre geralmente através da
formacdo de uma estrutura chamada cointegrado, e exige duas atividades enzimaticas,
uma transposase e uma resolvase. Na transposicao replicativa, o transposon é cortado
do sitio doador e inserido no sitio-alvo. Dessa forma, mantém-se o mesmo numero

de elementos no genoma. Para esse processo, so a transposase é necessaria.

Comentario: ao responder aos quatro exercicios propostos, vocé estara revisando e

organizando os conceitos apresentados nesta aula.
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Aula 19
1. O elemento de transposicao Ds possui as repeticdes na sua extremidade. No entanto,
asua regido central ndo produz uma transposase ativa. Assim, é necessaria a acao de
uma transposase codificada por um outro elemento de transposicao (nesse caso, o
elemento Ac) para que a transposicdo ocorra. Uma determinada linhagem de milho
pode conter muitas cépias do elemento Ds inativo. Porém, se for cruzada com uma
outra linhagem que contenha o elemento Ac, podera ocorrer um grande nimero
de eventos de transposicdo nos descendentes desse cruzamento. Comentdrio: ao
responder a esse exercicio, vocé fixara o contetdo sobre o mecanismo de transposicéao,
bem como a idéia de que um elemento inativo pode ser ativado por um outro

elemento presente no genoma.

2. A ativacdo do elemento P sé vai ocorrer quando houver a combinacdo de
um citotipo M, presente em linhagens M de Drosophila, com um individuo da
linhagem P. Além disso, s6 ocorrerad se o macho pertencer a linhagem P e a fémea
pertencer a linhagem M. Comentario: esse exercicio fara com que vocé reflita sobre

as condi¢des necessarias para a ocorréncia da transposicéo.

3. Um retrotransposon é um transposon que se movimenta de maneira semelhante
a um retrovirus. No caso do retrovirus, a particula infecciosa injeta um RNA na célula
hospedeira, que produzird uma transcriptase reversa. A transcriptase reversa é uma
DNA polimerase dependente de RNA como molde. Entdo, ela fara a sintese de
um DNA dupla fita a partir do RNA do virus que sera inserido no genoma. Toda vez
que aquelaregido do genoma for transcrita, produzira um RNA viral, que podera formar
uma particula infecciosa e passar para outra célula. No caso dos retrotransposons,
o0 mecanismo é bastante semelhante. O DNA correspondente ao transposon, inserido
no genoma, transcreve um RNA que produz a transcriptase reversa que, por sua vez,
utilizara o RNA como molde para produzir uma molécula dupla fita de DNA, que ser3,
entdo, inserido em um outro local do genoma, gerando um outro retrotransposon.
A diferenca principal entre o retrotransposon e o retrovirus é que o primeiro ndo
é convertido em uma particula capaz de invadir outras células. Ele permanece no
genoma, transpondo-se de um local para outro. Comentario: esse exercicio fard com
que vocé trace um paralelo entre o mecanismo de infeccdo utilizado pelo retrovirus

e 0 mecanismo de transposicdo utilizado pelo retrotransposon.

4. Todos os transposons descritos apresentam a capacidade de se mover no
genoma. Alguns deles, como os transposons compostos de procariotos, podem ser

transferidos de um organismo para outro, levando consigo caracteristicas novas que
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podem apresentar um alto valor adaptativo. Além disso, a insercdo, ou retirada de
um transposon de um determinado local do genoma, pode alterar as suas caracteristicas,
ou seja, pode haver a ativa¢do de regides inativas, e a desativacdo de regides ativas.
Como conseqUéncia, existe um aumento na variabilidade genética, e uma possivel
variabilidade nos fenotipos que podem ter sido e ainda sdo importantes para
o processo evolutivo. Comentdrio: esse exercicio fard com que vocé reflita
sobre a importancia dos transposons na complexidade e diversidade

dos organismos.

Aula 20

1. Ao responder a esse exercicio, vocé revisara os conceitos estudados nas aulas sobre
replicacdo do DNA. A comparacao dos dois mecanismos facilitara a associacdo dos
conceitos e a aprendizagem. As informacdes necessarias para responder ao exercicio

estdo contidas nesta aula, bem como nas Aulas de 9 a 12 do Mddulo 2.

Replicacao Transcricao
1. As duas fitas sdo copiadas. 1. Somente uma das fitas é
copiada.

2. A funcdo da replicacdo é 2. A funcdo da transcricdio é
copiar o DNA para garantir a produzir moléculas de RNA
transferéncia das informacoes que desempenhardo diferentes
genéticas para as células-filhas. funcdes. O RNA mensageiro
sera utilizado como molde para
sintetizar proteinas que dardo as
caracteristicas do individuo.

3. A enzima DNA polimerase
requer um iniciador que forneca
um grupamento OH livre. O
primeiro desoxirribonucleotideo
é adicionado na forma mono-
fosfato.

4. A DNA polimerase é uma ho-
loenzima formada por Vvarias
subunidades.

5. A sintese do DNA ocorre na
orientagdo 5’ - 3".

6. O inicio da replicacdo ocorre na
origem de replicagdo.

7. A replicacdo ocorre em trés
etapas: iniciacdo, alongamento e
terminagao.

3. A enzima RNA polimerase
ndao requer um iniciador que
forneca um grupamento OH livre.
O primeiro ribonucleotideo ¢é
adicionado na forma trifosfato.

4. A RNA polimerase é uma
holoenzima formada por varias
subunidades.

5. A sintese do RNA ocorre na
orientacdo 5’ - 3".

6. O inicio da transcricdo ocorre
no promotor.

7. A transcricdo ocorre em trés
etapas: iniciacdo, alongamento e
terminacao.
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2. O promotor é uma regido do DNA, localizada acima do inicio da transcricdo 5’
em relacdo ao nucleotideo +1. Possui seqUéncias de nucleotideos especificas, as
quais se ligam proteinas envolvidas na transcricdio do DNA. Um promotor pode
ser caracterizado comparando-se a seqUéncia do RNA com a seqUéncia do DNA
utilizado como molde para a transcricdo. Comentario: esse exercicio tem como
objetivo fixar o conceito das caracteristicas e das funcdes do promotor. A resposta
pode ser encontrada nesta aula. A compreensdo do assunto é muito importante,

pois, falaremos sobre promotores em todas as aulas de transcri¢cdo. Fique atento!

3. A RNA polimerase de procariotos é formada por cinco polipeptideos de quatro
subunidades diferentes. Duas subunidades ¢, uma subunidade [3, uma subunidade
[3' e uma subunidade G. A subunidade G reconhece o promotor; as subunidades
Ol estdo envolvidas no acoplamento do complexo; a subunidade B contém um
sitio de ligacdo ao ribonucleosideo trifosfato e, finalmente, a subunidade B
contém uma regido de ligagdo ao molde de DNA. As subunidades [3 e 3’ catalisam
a incorporacdo dos nucleotideos. A subunidade G é desligada do complexo
apos o inicio da transcricdo. O alongamento é catalisado pelo nucleo catalitico
composto pelas duas subunidades 0., subunidade 3 e subunidade [}’. Comentario:
esse exercicio visa a fixar o conceito de que a RNA polimerase é formada por
varias subunidades, sendo que cada uma delas tem uma funcdo importante para

o funcionamento do mecanismo.

4. Da mesma forma que ocorre na replica¢do, a terminacdo garante que somente
a regido de interesse seja transcrita. Na sua auséncia, em teoria, a RNA polimerase
transcrevera, indiscriminadamente, todo o genoma. Comentério: ao responder
a esse exercicio, vocé refletira sobre a importancia do controle da transcricéo,

promovido pelas seqUéncias de terminagao.
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1. Ao responder a essa pergunta, vocé estara comparando o mecanismo de

transcricdo em procariotos com o de eucariotos e, com isso, fixando os contetidos

aprendidos nas Aulas 20 e 21.

Procariotos

Eucariotos

1. Uma unica RNA polimerase
sintetiza todos os tipos de RNA.

2. A transcricdo ocorre em trés
etapas: iniciacdo, alongamento e
terminacao.

3. A enzima RNA polimerase se
liga diretamente ao promotor do
gene que sera transcrito.

4. A transcricio e a traducao
podem ocorrer simultaneamente.

5. Ndo ocorre modificacdo do RNA
mensageiro.

6. A terminacdo é bem definida
com o reconhecimento de regides
especificas.

1. Trés RNA polimerases sintetizam
os diferentes tipos de RNA.

2. A transcricdo ocorre em trés
etapas: inicia¢do, alongamento e
terminacgao.

3. As RNA polimerases necessitam
de fatoresde transcricdo adicionais
para reconhecer o promotor do
gene que sera transcrito.

4. A transcricio e a traducdo
ndo ocorrem simultaneamente.
A transcricdo ocorre no nucleo
e o RNA mensageiro deve ser
transportado para o citoplasma
para que ocorra a traducao.

5. Ocorre modificagdo nos RNAs
mensageiros com a adi¢do do
capacete 5" e da cauda poli A na
extremidade 3" do transcrito.

6. A terminagdo ndao é bem
definida. A extremidade do
transcrito é gerada por clivagem
endonucleolitica.

2. O capacete 5° consiste em uma guanosina metilada adicionada a extremidade
5" do transcrito primario. O capeamento resulta de uma ligacdo trifosfato 5- 5’
pouco usual e ocorre em diferentes etapas. Primeiro, a enzima fosfoidrolase retira
o fosforo ¥ do nucleotideo localizado na extremidade 5" do RNA. Em seguida, a
enzima ganililtransferase promove a ligacdo fosfodiéster entre a guanosina e o
nucleotideo 5°, liberando um pirofosfato. A enzima guanina 7-metiltransferase
metila a guanosina, utilizando o grupamento metila da S-adenosilmetionina.
Dois grupamentos metila sdo adicionados nas hidroxilas 2" do primeiro e do
segundo nucleotideo adjacente ao capacete pela enzima 2" O-metiltransferase.
Comentario: ao responder a essa questdo, vocé estara fixando o mecanismo de
adicdo do capacete 5, mas o mais importante é vocé refletir sobre a complexidade

do mecanismo e sobre a quantidade de etapas e enzimas envolvidas no processo.
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3. A cauda poliA é adicionada pela acdo de uma enzima chamada poliA polimerase.
A regido terminal do transcrito é retirada através de clivagem endonucleolitica
e ocorre em uma regido localizada 11 a 30 nucleotideos abaixo da seqUéncia 5°
AAUAAA 3’ localizada perto do final da unidade transcricional. Apés a clivagem, a
enzima chamada poliA polimerase ou ainda poliadenilato polimerase (PAP) adiciona
uma cauda poliA, formada por cerca de 200 residuos de adenosina monofosfato,
a extremidade 3 do transcrito. Comentario: ao responder a essa questdo, vocé
estard fixando o mecanismo de adicdo da cauda poliA a extremidade 3" dos
transcritos codificados pela RNA pol Il. Da mesma maneira que foi comentado para
o exercicio 2, o mais importante é vocé refletir sobre a complexidade do mecanismo
e a quantidade de etapas e enzimas envolvidas no processo. A inten¢do é fazer
com que vocé reflita sobre toda a complexidade de regulacdo e a necessidade de

fidelidade nos processos.

4. A edicdo do RNA consiste em modificar a seqiéncia de nucleotideos de uma
determinada molécula através da adicdo, delecdo ou modificacdo dos nucleotideos
originalmente presentes, formando, assim, uma molécula diferente da molécula

sintetizada a partir de um determinado DNA molde.

5. A principal conseqiéncia da edicdo do RNA é que a producdo de uma molécula
de RNA diferente servird de molde para a sintese de uma proteina diferente, uma
vez que é a seqliéncia de nucleotideos que ira determinar a ordem dos aminoacidos
que estardo presentes em um determinado polipeptideo. Comentario: ao fazer os
exercicios 4 e 5, da mesma maneira que para os exercicios anteriores, vocé devera

refletir sobre o significado dessas modificacoes.

6. Algumas das conclusdes que podem ser tiradas com base nas diferencas entre
0 processo de transcricdo em procariotos e eucariotos é que, em eucariotos, o
processo é bem mais complexo, exigindo a participacdo de inumeras proteinas e
enzimas. Desde a iniciacdo da transcricdo, as RNA polimerases necessitam de fatores
adicionais que auxiliam no seu acoplamento e permitem a sua funcionalidade e
precisdo. Na seqUéncia, a terminacdo também apresenta uma complexidade muito
maior. Esses fatores, somados as demais modificacdes, implicam uma necessidade
muito maior de regulacdo de cada uma das etapas, pois a auséncia de qualquer um
dos componentes compromete o processo como um todo. Comentario: ao responder
a esta pergunta, vocé terd construido a idéia de que quanto mais complexo o
mecanismo, maiores serdo as possibilidades de erro e, conseqlientemente, maior a
necessidade de haver sincronia entre as diferentes etapas, pois do sucesso de cada

uma delas dependera o sucesso do mecanismo como um todo.
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Aula 22

1. Os introns, ou seqUéncias intercalares, sdo sequéncias presentes no transcrito
primario (produzido a partir de um DNA molde) e que, no caso dos RNAs
mensageiro, ndo sado utilizadas para a sintese de proteinas. As regides ativas do RNA
sdo chamadas éxons. A sua existéncia pode ser comprovada através de experimentos
de hibridacdo do RNAm encontrado no citoplasma com o DNA que serviu de molde
para a sua sintese. A molécula hibrida resultou na formacao de alcas na molécula de
DNA indicando que algumas regides, presentes no DNA, ndo estavam presentes no
transcrito maduro. Comentario: ao responder ao exercicio, vocé fixara os conceitos
que definem funcionalmente um intron e um éxon. A resposta se encontra no
conteudo da aula.

2. As sequéncias conservadas sdo: nas extremidades 5" e 3" do intron existem os
dinucleotideos GU e AG, respectivamente. Uma regido rica em pirimidina, localizada
acima da extremidade 3. Uma Adenosina localizada proxima a extremidade 3°
do intron, chamada ponto de ramificacdo. Comentario: Esse exercicio reforca
os conceitos de que apenas algumas poucas seqUéncias sdo importantes para o
funcionamento do mecanismo, e que elas sdo conservadas entre genes diferentes.

A resposta pode ser encontrada na primeira parte da aula.

3. Os introns sdo retirados e os éxons sdo emendados através de duas reacdes
seqUenciais de transesterificacdo. Na primeira transesterificacdo, a ligacdo éster entre
o fésforo 5" do intron e o oxigénio 3" do éxon 1 é trocada por uma ligagdo éster com
o oxigénio 2" da Adenosina no ponto de ramificacdo. Na segunda transesterificacao,
a ligacao éster entre o fosforo 5" do éxon 2 e o oxigénio 3" do intron é trocada por
uma ligacdo éster com o oxigénio 3" do éxon 1, liberando o intron na forma de
alca e ligando os dois éxons. Comentario: ao responder ao exercicio, vocé fixara
o mecanismo de emenda através das trocas de liga¢do, na qual ndo ocorre gasto

energético. A resposta para o exercicio se encontra na Figura 22.4.

4. AssnRNPs sdo ribonucleoproteinas, moléculas formadas pela juncdo de uma parte
protéica e uma parte ribonucléica, oriunda de um snRNA. As snRNPs desempenham
um importante papel no processo de retirada dos introns e emenda dos éxons
através da interacdo entre o RNA primario e o snRNA através do pareamento e da
atividade catalitica desempenhada pela por¢do protéica que é responsavel pelas
reacdes de transesterificacdo, formando um complexo chamado emendossoma.
Comentario: a resposta para o exercicio se encontra no texto da aula e a sua
resposta visa a concluir a importancia da associacdo das proteinas com os RNAs para

o funcionamento do processo.
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5. A emenda alternativa consiste na “escolha” dos introns e éxons que serdo
retirados e emendados diferencialmente a partir de um mesmo RNA primario.
A principal consequiéncia é que diferentes RNAs mensageiros podem ser produzidos
a partir de um mesmo RNA primario, dependendo de quais seqiéncias forem
mantidas como éxons e quais seqliéncias forem retiradas como introns. A partir dai,
diferentes proteinas poderao ser produzidas a partir de um mesmo RNA primario,
uma vez que a seqUéncia final do RNAm é que determina os aminoacidos de um
polipeptideo. Esse mecanismo pode implicar uma forma de regulacdo, uma vez
que a retirada correta dos introns estara diretamente relacionada a producao
de uma determinada proteina. Comentario: esse exercicio visa a fixar o conceito
de que os introns e éxons podem ser diferencialmente escolhidos, resultando
na producdo de RNAs mensageiros diferentes. E importante estar atento para
o fato que o mecanismo exige sincronia dos processos e implica a regulacdo da

producdo de proteinas.

6. Os introns do grupo | e Il sdo autocataliticos, ou seja, o proprio RNA efetua
a retirada dos introns e a emenda dos éxons sem a participacdo de enzimas
protéicas. Os introns do grupo | utilizam uma guanosina externa como co-fator,
cujo grupamento 3" OH é utilizado como um nucleéfilo na primeira etapa do
corte. A guanosina se liga ao RNA e ataca a extremidade 5" do intron, levando ao
rompimento da fita de RNA e expondo uma extremidade 3'OH. Essa extremidade
ataca a extremidade 3’OH do éxon anterior, unindo os éxons e liberando o intron.
No intron do grupo I, o grupamento OH 2’, é fornecido por um Adenilato presente
na sequéncia do intron. Ocorre a forma¢do de uma alca como um intermediario,
da mesma forma que ocorre no ponto de ramificacdo visto anteriormente para a
emenda dependente de snRNPs. Ambos os tipos utilizam-se de duas rea¢des de
transesterificacdo, da mesma forma descrita para os introns que utilizam as snRNPs.
Comentdrio: ao responder a esse exercicio, vocé fixard o mecanismo de retirada dos
introns e emenda dos éxons, uma vez que eles apresentam um ponto principal em

comum que consiste nas duas rea¢des de transesterificagdo.

7. Os RNAs autocataliticos podem ter desempenhado um importante papel no
mundo pré-bidtico. Essas moléculas com capacidade de autocatalise e conseqliente
modificacdo intramolecular podiam gerar novas moléculas a partir de uma molécula
original (as proprias moléculas). Essa habilidade pode ter sido importante para o
estabelecimento da informacdo na forma como hoje é conhecida, na qual os
mecanismos de armazenamento da informacao e catalise das reacdes sdo separados
em moléculas especializadas. Comentario: esse exercicio tem como objetivo discutir

a parte final da aula, na qual comentamos a teoria do mundo do RNA.

260 CEDERJ



Aula 23

1. A expressdo de um gene que codifica uma proteina pode ser controlada em
diferentes pontos:

a. durante a transcricdo — producdo do RNA;

b. apds a transcricdo — processamento do RNA, estabilidade do transcrito;

¢. durante a traducdo — produc¢do da proteina;

d. apo6s a traducdo — modificacdes na proteina que garantem a sua funcionalidade.

Comentario: ao responder a esse exercicio, vocé estara fixando a idéia de que
a producdo de uma proteina ativa depende de um mecanismo sincronizado de
regulacdo. Uma vez que existem varios pontos de controle, todos devem estar

funcionando bem para que a proteina funcional seja produzida.

2. O Operon é um arranjo de componentes comumente encontrado em procariotos,
e que permite a regulacdo simultanea da expressdo de genes, responsaveis pela
sintese de diferentes produtos envolvidos em um mesmo processo bioquimico
como, por exemplo, o metabolismo de aclcares e a biossintese de aminoacidos.
O Operon possui diversos componentes, tais como um gene regulador, uma regido
operadora (na qual o produto do gene regulador é ligado), um promotor e a
sequéncia codificadora para os genes estruturais. O RNA produzido em um Operon
é, geralmente, policistronico, ou seja, um unico RNA serad produzido e contém as
seqUéncias necessarias para a expressao de mais de um produto génico. Comentario:
esse exercicio tem como objetivo fixar o conceito do funcionamento de um Operon.

Vocé encontrard a resposta no corpo do texto desta aula.

3. A proteina CRP funciona como um ativador da transcricdo do Operon lac. A
sua funcionalidade depende da presenca do cAMP (sua sintese é modulada pela
presenca de glicose), com o qual forma um complexo capaz de se ligar a uma regiao
do promotor do Operon. Na presenca de glicose, o complexo ndo pode ser formado
e conseqlientemente, os genes envolvidos com o metabolismo de lactose ndo séo
produzidos. Quando o nivel de glicose cai, ocorre a sintese de cAMP, e este se ligara
a proteina CRP, formando o complexo que ativa a transcricdo dos genes estruturais.
Comentario: ao responder ao exercicio, vocé estara fixando o conceito sobre o efeito
da glicose na ativacdo do Operon /ac, uma vez que a proteina CRP sé se ligard ao

promotor quando o nivel de glicose estiver baixo e permitir a producdo de cAMP.
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4. O Operon ara é regulado pela proteina AraC que atua como repressor e ativador
do Operon. Na auséncia de arabinose, a proteina AraC atua como repressor,
ligando-se a dois sitios (aral e ara0,) e promovendo a formacdo de uma alca de DNA
que impede que a transcricdo seja iniciada no promotor do operador. Na presenca
de arabinose, a proteina AraC se liga a ela e sofre uma alteracdo conformacional
que a transforma na proteina ativadora. Quando a glicose estiver baixa, ocorre a
formacdo do complexo CRP-cAMP que se liga a uma regido préxima ao promotor e
facilita a ligacdo da proteina AraC ao sitio aral, bem como o rompimento da alca de
DNA. Com isso o promotor é exposto e a transcricdo pode ser iniciada. A proteina

AraC também regula sua prépria sintese.

5. Ndo. Porque a formacdo do atenuador depende da sincronia do mecanismo
de transcricdo e traducdo. Em procariotos, o mecanismo ¢é possivel, pois
enquanto o transcrito esta sendo produzido os ribossomos se ligam e comecam
a sintetizar a proteina. Em eucariotos, a sintese protéica ocorrerd no citosol,
enquanto a transcricio ocorre no nucleo. Desta forma, a sincronia entre
os dois mecanismos ndo é possivel. Comentario: ao responder a esse exercicio vocé
estara, mais uma vez, discriminando as diferencas entre procariotos e eucariotos
e, também, fixando o conceito que o mecanismo de regulacdo por atenuacdo sé é
possivel quando a transcricdo e a traducdo ocorrem simultaneamente. A resposta

para o exercicio pode ser encontrada no corpo do texto desta aula.
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