2. Genética Molecular

GENETICA MOLECULAR

As descobertas genéticas ou a aplicacdo dos conceitos genéticos na nossa vida cotidiana
estao diariamente na midia e algumas das descobertas mais marcantes tém ocorrido no campo da
genética médica. Atualmente os geneticistas compreendem a base metabdlica de centenas de
distarbios hereditarios, conhecem o0s genes defeituosos que resultam em varias doencgas
herdadas, estudam aspectos de nosso comportamento e de nossa personalidade que sao
controlados por nossa constituicdo genética, pesquisam o papel que os genes possam ter em
comportamentos tais como alcoolismo e sexualidade e ja sabem ha algum tempo que genes
defeituosos estdo na origem de alguns distlrbios mentais. Hoje em dia, de posse de poderosos
instrumentos de analise genética molecular os pesquisadores estdo voltados para identificar os
genes que, quando defeituosos, tornam os individuos mais suscetiveis a estas doencas.

A genética molecular também esta fornecendo novos meios de tratar doengas. Durante
décadas, diabéticos receberam insulina obtida de animais, geralmente porcos. Hoje, a insulina é
produzida em bactérias que possuem o gene da insulina humana. O horménio do crescimento
humano, antes isolado de cadaveres, também é produzido em bactérias e é utilizado para tratar
criangas que nao produzem quantidades suficientes do horménio. Muitas outras proteinas de
importancia médica, hoje, sdo rotineiramente produzidas em bactérias que foram transformadas
com o gene humano apropriado

As pesquisas genéticas também sdo realizadas no campo da nutricdo e técnicas
moleculares sdo utilizadas para acentuar a qualidade e a produgdo de alimentos (alimentos
geneticamente modificados).

As descobertas das pesquisas genéticas iniciaram inUmeros aspectos comerciais na
industria de biotecnologia. As empresas que fabricam produtos farmacéuticos e testes
diagnésticos, ou que fornecem servicos tais, como perfis de DNA, tém contribuido para o
crescimento econémico mundial.

Algumas formas de cancer sao familiais ou hereditarias e outras ocorrem esporadicamente
entre todos os membros de uma populacio. Entretanto, todos os canceres sdo doencas genéticas
no sentido de que sdo causadas por mudancas na informacao genética que é transmitida para as
células filhas. A evidéncia disponivel indica que todos os canceres resultam do acimulo de danos
aos genes que controlam ou influenciam a multiplicacdo celular, a diferenciagdo celular e os
processos correlatos. Embora existam centenas de tipos diferentes de cancer, todos tém uma
coisa em comum: a perda do controle normal da multiplicacdo celular. Os genes mutantes que
causam um risco aumentado de cancer, estdo sendo identificados e estudados intensamente. A
medida que aprendemos mais sobre o funcionamento destes genes em situagbes normais e
anormais, chegamos mais perto de tratamentos terapéuticos eficazes.

A ciéncia forense tem utilizado as técnicas de genética molecular em assuntos legais. O
DNA isolado de uma pequena amostra de tecido, as vezes de um sé espermatozoide, leucocito ou
foliculo piloso, recuperada da cena de um crime, pode ser submetida a uma detalhada analise
molecular e os resultados podem ser utilizados para identificar ou excluir o suspeito.

A terapia génica (introducdo de genes normais nas células de pacientes com genes
defeituosos) oferece grandes promessas para o tratamento eficaz de doencas herdadas. A terapia
génica tem sido utilizada em conjunto com outros tratamentos, porém os genes introduzidos foram
expressos por apenas um curto periodo de tempo. Embora existam motivos para se esperar que a
terapia génica seja finalmente bem-sucedida no tratamento de disturbios genéticos, os resultados
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atuais indicam que sdo necessarias mais pesquisas para se determinar como e porgue 0s genes
sao desligados logo ap6s entrarem em novas células hospedeiras.

O Projeto Genoma Humano tem como objetivos mapear e sequenciar toda o material
genético de humanos e de alguns outros organismos geneticamente importantes. O conhecimento
da estrutura de toda a informacado genética dos humanos e de outros organismos tera profundos
efeitos na sociedade. Esta informacao tera efeitos acentuadas na capacidade dos cientistas de
diagnosticar e criar tratamentos eficazes para as doencas humanas. Assim, esta informacao
devera ter impacto positivo na saude humana. Entretanto, também criard complexos problemas
morais, éticos e legais que deverado ser enfrentados pelas pessoas.
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UNIDADE 1
COMPOSICAO QUIMICA E ESTRUTURA DO MATERIAL GENETICO

Em 1968, Johann Friedrich Miescher isolou uma substancia acida tratando, células do pus
de bandagens usadas para cobrir feridas humanas, com pepsina, que é uma enzima proteolitica
que pode ser isolada do estdmago de porcos. Essa substancia foi denominada de nucleina;
apresentava grandes quantidades de nitrogénio e fésforo e, na época, a sua importancia nao pode
ser avaliada. A existéncia de cadeias polinucleotidicas, os principais componentes do material
acido, s6 foi documentada na década de 1940. O papel dos acidos nucleicos na estocagem e
transmissao de informacdes genéticas so6 foi estabelecido em 1944 e a estrutura da dupla hélice
s6 foi descoberta em 1953 e muitos geneticistas estavam relutantes em aceitar a ideia de que os
acidos nucleicos, e ndo as proteinas, tinham a informagao genética, pois os acidos nucleicos
exibiam menos variabilidade estrutural que as proteinas.

O DNA ¢é formado de monoémeros denominados de nucleotideos. Cada nucleotideo é
formado por uma base nitrogenada, um agulcar e um residuo de &cido fosférico ligados de forma
covalente. As bases nitrogenadas podem ser de dois tipos: pirimidinas e purinas (Figura 1). As
pirimidinas: citosina (C), timina (T) e uracila (U), apresentam um anel aromético e as purinas:
adenina (A) e guanina (G), sdo compostas de dois anéis aromaticos. O aglcar € uma pentose, a
2-desoxirribose que estabelece uma ligacao glicosidica entre o seu carbono C-1’ e o nitrogénio
N-1 das pirimidinas ou o nitrogénio N-9 das purinas, portanto uma ligagao N-glicosidica. O acido
fosfdrico se liga ao carbono C-5' da pentose através de uma ligacdo éster. O composto formado
apenas por uma das bases nitrogenadas e a pentose, ligados de forma covalente, € denominado
de nucleosideo (Figura 2).

Figura 1 — (A) Bases nitrogenadas, (B) acucar e (C) grupamento fosfato.
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Figura 2 — Estrutura de nucleotideo e nucleosideo. B = Base nitrogenada
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Os acidos nucleicos sao produzidos a partir da polimerizacao de nucleotideos. A ligacéo
entre esses mondémeros envolve a formacao de duas ligacoes éster pelo acido fosférico com os
grupos hidroxila dos carbonos C3’ e C5’ de nucleotideos adjacentes que é denominada ligacao
3’, 5’- fosfodiéster. A cadeia resultante, esqueleto agucar-fosfato ou hélice, apresenta
polaridade, com uma extremidade 5 que possui o grupo fosfato, e a outra extremidade 3’ que
apresenta a hidroxila livre. As bases nitrogenadas se posicionam em eixos perpendiculares ao
esqueleto agucar-fosfato. A caracteristica mais importante da estrutura dos acidos nucleicos é a
sequéncia de bases nitrogenadas (Figura 3).

Analises da composicdo quimica do DNA de muitos organismos diferentes, realizadas por
Erwin Chargaff e colaboradores (1949-1953), demonstraram que a concentragdo de timina era
sempre igual a de adenina e a concentracdo de citosina era sempre igual a de guanina. Seus
resultados também mostraram que a concentracao total de pirimidinas era sempre igual a de
purinas 0 que sugeria uma inter-relagdo entre essas bases nitrogenadas. Em contraste, a
quantidade de pares A-T e C-G variava amplamente nos DNAs de espécies diferentes. Estudos
cristalograficos de raios X sobre a estrutura do DNA realizados por Maurice Wilkins, Rosalind
Franklin e seus colaboradores, indicaram que o DNA era uma estrutura bifilamentar altamente
ordenada com subestruturas repetidas espacadas em 0,34 nm (1 nm = 10°mm), com 10 pares de
bases por volta que se estendem ao longo do seu comprimento.

Baseando-se nos dados quimicos de Chargaff, nos dados de difracdo de raios X de
Maurice Wilkins e Rosalind Franklin (1949) e nas deducbes a partir da construgao do modelo
James Dewey Watson e Francis Crick propuseram que o DNA se apresenta como uma dupla
hélice enrolada em uma espiral dextrégira (a-hélice). Os dois filamentos polinucleotidicos séo
mantidos juntos em sua configuracdo helicoidal por pontes de hidrogénio que se estabelecem
entre as bases nitrogenadas de filamentos opostos. Em suas configuragbes estruturais estaveis,
adenina e timina formam duas pontes de hidrogénio e guanina e citosina formam trés pontes de
hidrogénio (Figura 4).
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Figura 3 — Filamento polinucleotidico.
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Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P. modificado por Pessoa, H.L.F.

Figura 4 — Pareamento de bases nitrogenadas complementares.
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Os dois filamentos ou fitas de uma dupla hélice de DNA sido denominados de
complementares e, devido ao pareamento especifico podemos determinar a sequéncia de bases
de um filamento a partir da sequéncia conhecida do filamento complementar. Os esqueletos
acucar-fosfato dos dois filamentos complementares sdo antiparalelos, por apresentarem
polaridade oposta que tem um papel importante na replicacdo, transcricdo e recombinacao do
DNA (Figura 5).

Figura 5 — Dupla hélice de DNA (A) Modelo estrutural e (B) Modelo molecular.

Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P. modificado por Pessoa, H.L.F.

A estabilidade da dupla hélice de DNA se deve, em parte, ao grande niumero de pontes de
hidrogénio entre os pares de base de filamentos opostos e em parte as ligagoes hidrofébicas
(ou forcas de empilnamento) entre pares de bases adjacentes. Os lados planares dos pares de
bases sao relativamente ndo-polares e portanto tendem a ser insollveis em agua (hidrofébicos), o
que contribui para uma consideravel estabilidade das moléculas de DNA presentes nos
protoplasmas aquosos das células vivas.
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As moléculas de DNA, sob condicées fisiolégicas (solucdo aquosa com baixa concentracao
de sais), existem na conformacédo B (DNA B) apresentando 0,20 nm de diametro. Entretanto como
elas exibem uma consideravel flexibilidade conformacional, a sua estrutura pode se modificar em
funcdo da natureza das moléculas com as quais elas interagem. O DNA A existe em altas
concentracdes de sais ou em estado parcialmente desidratado, se apresenta como uma hélice
dextrogira com 11 pares de nucleotideos por volta e € uma dupla hélice mais curta e grossa com
0,23 nm de diametro. O DNA Z ocorre em duplas hélices levogiras, onde os pares de bases C:G e
G:C se alternam, apresentam 12 pares de bases por volta e um didmetro de 0,18 nm. A
ocorréncia do DNA Z em células vivas ainda é incerta (Figura 6).

Figura 6 - Moléculas de DNA nas conformacées A, B e Z.

Fonte: www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/a_b_z_dna.gif
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UNIDADE 2
REPLICAGCAO DO DNA

Todos os organismos devem duplicar o seu DNA com extrema precisdo e em altas taxas
(até mil nucleotideos por segundo), antes de cada divisao celular.

O DNA que existe na natureza pode se apresentar de diversas formas, tais como: fitas
simples e duplas, e os dois podem existir tanto na forma linear como na circular. Como muitos
DNAs se apresentam como dupla hélice, pode-se apresentar algumas das caracteristicas gerais
da replicagdo que se aplicam para DNAs lineares e circulares. Descreveremos 0 processo de
replicagdo em procariontes e, mais especificamente, em Escherichia coli, organismo no qual ele
foi mais bem estudado.

Todas as vezes que uma célula se divide para produzir células filhas, o DNA precisa se
duplicar ou replicar dando origem a uma nova molécula de DNA com a mesma sequéncia de
bases existente na original, assegurando, assim, que as fungbes que executam serao
perpetuadas na sua descendéncia.

A replicacdo do DNA envolve a separacao das duas fitas parentais e a producédo de duas
novas fitas, tendo as parentais como molde. Cada nova molécula de DNA contém uma fita
parental e uma fita recém-sintetizada, caracterizando a replicagdo semiconservativa (Figura 7).
O processo de replicacdo € complexo e envolve a participagédo de varias proteinas e enzimas que
atuam de forma coordenada para garantir uma fidelidade consideravel.

Figura 7 — Replicacdao semiconservativa da molécula de DNA.
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Fonte: http://e-portfolio-biologia.blogspot.com/2008/10/replicao-do-dna_12.html modificado por
Pesso6a, H.L.F.

A separagédo dos dois filamentos de DNA ¢ realizada pela enzima DNA helicase. Esta
enzima desenrola as duas fitas que compdem a dupla-hélice, quebrando as pontes de hidrogénio
estabelecidas entre as bases complementares de cada uma das fitas.
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As regides de fita simples sdo estabilizadas pelas proteinas de ligacao de fita simples
(SSB) que protegem essas regides de sofrer hidrolise pelas nucleases.

De modo a aliviar a tensdo provocada pela torcdo da cadeia dupla durante o seu
desenrolar pela helicase, a enzima DNA topoisomerase | se associa com a cadeia parental a
montante da helicase. Esta enzima cataliza quebras transitérias das ligacoes fosfodiéster em um
dos filamentos fornecendo um eixo de rotacdo que permite que os segmentos de DNA em lados
opostos da quebra girem independentemente, com o filamento intacto servindo como eixo. As
topoisomerases | sdo extremamente eficientes pois armazenam a energia resultante da clivagem
das ligacoes fosfodiéster para serem reaproveitadas para recompor o filamento.

Ja foram descritas 5 DNA polimerases de E. coli, as DNA polimerases Il, IV e V ndo sao
necessarias para a replicacao e estao envolvidas em mecanismos de reparo de danos ao DNA.

As DNA polimerases catalisam a adigdo de nucleotideos ao filamento em crescimento da
extremidade 5’ para a 3'. No terminal 5’ do agUcar ha um grupo fosfato e no 3’ existe uma hidroxila
livre onde se estabelece a ligacdo fosfodiéster com o nucleotideo que esta sendo incorporado.
Observou-se que as DNA polimerases nao sao capazes de catalizar a sintese desde o inicio, elas
necessitam de um pequeno filamento de nucleotideos, um oligonucleotideo iniciador, ao qual ela
adiciona os nucleotideos seguintes. Esse oligonucleotideo iniciador € de RNA, copiado de forma
complementar a fita molde de DNA pela RNA primase. As DNA polimerases, para realizarem o
processo de polimerizacdo, necessitam também dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfato
(dTTP, dATP, dGTP e dCTP) e de Mg

A DNA polimerase Ill ¢ um complexo enzimatico com 10 subunidades responséavel pela
polimerizagdo 5—3 da fita de DNA recém-formada. Esta holoenzima apresenta, ainda, a
atividade 3'—5 exonucleasica que permite que nucleotideos incorretos adicionados sejam
prontamente removidos, um por vez, durante a replicacdo e substituidos por nucleotideos
corretos, mecanismo de revisao e reparo.

A DNA polimerase | tem a fungao de reparar e remendar o DNA danificado e para tanto
apresenta as atividades; polimerasica 5 —3’ e exonucleasica 3' -5 e 5 —3’, esta Ultima permite
que varios nucleotideos sejam removidos durante o reparo.

Durante o processo de replicacao do DNA, uma das fitas novas é formada continuamente
na direcdo 5 —3’ (fita lider) e a outra de maneira descontinua e no sentido inverso para manter a
mesma direcdo 5 —3’ (fita retardataria). A fita descontinua é replicada através de fragmentos de
Okasaki (1000 a 2000 nucleotideos). Cada um desses fragmentos apresenta, além do DNA
recém sintetizado, um RNA iniciador que sera substituido por desoxirribonucleotideos pela DNA
polimerase | e a DNA ligase reconstituira a nova fita. O filamento lider possui apenas um RNA
iniciador que também sera substituido pela DNA polimerase | (Figura 8).
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Figura 8 — A replicacdao semiconservativa do DNA

topoisomerase

sentido de
movimento
daforquilha
dereplicagio
helicase
P, proteinas ligadoras
de DNA fita simples
bragadeira

primer

fragm ento
de Okazaki

fita
continua

dimero de
DNA pol Il

DNA pol |

fita
descontinua

ligase
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A replicacdo do DNA se inicia em um ponto especifico da dupla hélice denominado de
origem de replicacao e prossegue em dire¢gdes opostas gerando a formacgéao de duas forquilhas
de replicacdo. A medida que a replicagdo avanca as forquilhas se distanciam e ocorre a
formacado de uma bolha de replicacao. No DNA circular dos procariontes existe apenas uma
origem de replicagdo e se forma uma Unica bolha enquanto que nos eucariontes existem varias
origens de replicagéo e, portanto, se formam varias bolhas. A Unica origem de replicagéo presente
em E. coli, chamada de OriC, apresenta 245 nucleotideos e contem duas sequéncias diferentes
repetidas conservadas, uma delas é rica em A:T o que facilita a separacao dos filamentos e a
outra possui sitios de ligacdo para uma proteina importante para a formacdo da bolha de
replicacao (Figura 9).
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Figura 9 — Replicacdao em procariontes (A) e eucariontes (B).
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Fonte: Champe, P.C.; Harvey, R.A.; Ferrier, D.R. modificado por Pessé6a, H.L.F.

A compreensdo do mecanismo de replicacdo em eucariontes ndo é tdo extensa em razao
de sua maior complexidade. Embora muitos principios sejam os mesmos, a replicacdo eucariética
€ mais complicada em trés aspectos basicos: existem varias origens de replicagédo, o tempo deve
ser controlado de acordo com o tempo de divisdo celular e hd mais proteinas e enzimas

envolvidas.
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UNIDADE 3
TRANSCRICAO DA INFORMAGAO GENETICA

Embora a maioria dos genes codifique proteinas, os produtos finais de alguns genes sao
moléculas de RNA. Varias destas moléculas de RNA tém papéis essenciais na sintese de
proteinas. Uma vez que os genes controlam as estruturas dos RNAs e das proteinas, nos
questionamos como as sequéncias de pares de nucleotideos nas moléculas de DNA especificam
as sequéncias de nucleotideos no RNA e aminoacidos em moléculas proteicas.

A transcrigdo é a sintese de uma molécula de &cido ribonucleico (RNA) complementar a
um filamento molde de acido desoxirribonucleico (DNA). Os RNAs produzidos nas células
procaridticas e eucaridticas sdo moléculas de uma Unica fita composta de nucleotideos de
adenina, guanina, citosina e uracila unidos por ligacoes fosfodiéster que apresentam estruturas
secundarias, incluindo regides de dupla fita intramoleculares que sdo importantes para suas
funcodes.

As enzimas responsaveis pela sintese dos RNAs sdo denominadas de RNA polimerases.
Todos os RNAs sio sintetizados na direcdo 5 para 3’ e todas as RNA polimerases sao capazes
de iniciar a sintese de RNA. Nas células procariéticas existe apenas um tipo de RNA polimerase e
a mais estudada é a de E. coli que é composta de duas subunidades a, uma subunidade 8 e outra
B’, que interagem entre si para formar um complexo. Quando o fator o (sigma) se junta ao
complexo, a polimerase ganha especificidade e é capaz de se ligar aos sitios corretos de iniciacao
no DNA e comecar a transcricdo. As células eucariéticas possuem trés RNA polimerases: |
(sintetiza os RNAr), Il (sintetizam os RNAm) e a lll (sintetizam pequenos RNAs incluindo os RNAt).

As trés classes de moléculas de RNA sdo encontradas em células procaridticas e
eucaridticas: RNA ribossomico (RNAr), RNA de transferéncia (RNAt) e RNA mensageiro
(RNAm).

Os RNAm representam a classe mais heterogénea de RNAs encontrada nas células,
variando em tamanho de 500 a mais de 6000 nucleotideos, eles carregam a informacao genética,
definindo a sequéncia de todas as proteinas da célula. Apds a sua sintese, as extremidades dos
RNAm eucaridticos sdo modificadas de maneira especifica. Todos os RNAm eucariéticos
possuem um “cap” de nucleotideo guanina metilada na sua extremidade 5’, unido por uma ligacéo
trifosfato 5’- 5’. Na extremidade 3’ ocorre a adicao de varios (30-100) residuos de timina formando
uma cauda de poli A (Figura 10).

Figura 10 — Estrutura do RNA mensageiro (RNAm).
Sequéncias nao traduzidas

Cap- 5| [ I | 3’- Cauda de poli A

—~
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Fonte: Pessé6a, H.L.F.
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Nos eucariontes os RNAm sio sintetizados como grandes precursores, composto de
éxons (sequéncias codificadoras) e introns (sequéncias intervenientes ou ndo codificadoras) que
precisam ser processados (splicing) antes de se tornarem funcionais. Esse processamento
normalmente envolve a remocao dos introns e a ligacdo dos éxons. Atualmente, sabemos que os
introns interrompem a maioria, mas nao todos, os genes eucariéticos, raros genes de alguns virus
de procariontes e de uma arquibactéria, porém o seu significado biolégico ainda é incerto.
Especula-se que eles possam regular a expressao de genes uma vez que a presenca de grandes
introns diminui a taxa de acumulo de transcritos em uma célula. O fato de que os introns
acumulam mutagdes novas muito mais rapidamente que os éxons indica que sua sequéncia de
nucleotideos ndao é muito importante. Especula-se que a estrutura éxon-intron dos genes
eucarioticos é resultado da evolucdo de novos genes através da fusdo de genes ancestrais com
um Unico éxon e se assim for os introns podem ser apenas vestigios do processo evolutivo. De
maneira alternativa os introns podem conferir uma vantagem seletiva aumentando a taxa com a
qual as sequéncias codificantes em éxons diferentes de um gene podem se reassociar por
recombinacgao, acelerando assim o processo de evolugédo. Portanto, diferentes introns podem ter
diferentes papéis e muitos introns podem nao ter nenhum significado biol6gico. Como muitos
genes eucarioticos nao contém introns, acredita-se que essas regides nao sejam necessarias
para a expressao génica normal.

Os RNAt procaritticos e eucariéticos sdo semelhantes em tamanho e em estrutura. Eles
apresentam estruturas secundarias, extensas e varios ribonucleotideos modificados. Todos os
RNAt se apresentam como uma estrutura dobrada com quatro alcas distintas, denominada de
trevo de quatro folhas, onde a alga do anticédon é a estrutura responsavel pelo reconhecimento
do cédon complementar de uma molécula de RNAm. Outra estrutura proeminente encontrada em
todas as moléculas de RNAt, é o eixo aceptor, formado pelo pareamento de bases encontradas no
final de suas extremidade 5 e 3. As trés ultimas bases encontradas no final da extremidade 3’ se
mantém ndo pareadas e possuem sempre a mesma sequéncia: 5-CCA- na qual se liga o
aminoacido. Essas moléculas funcionam como adaptadores que levam os aminoacidos para o
local de sintese de proteinas (Figura 11).
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Figura 11 — Estrutura do RNA de transferéncia (RNAt) (A) plana (B) tridimensional.
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Fonte: Champe, P.C.; Harvey, R.A.; Ferrier, D.R.

As moléculas de RNAr dos procariontes sao de trés tamanhos diferentes (16S, 23S e 5S) e
a dos eucariontes sdo de quatro tipos (18S, 28S, 5,8S e 5S) que realiza a sintese de proteinas.
Os RNAr eucariéticos sao sintetizados como um Unico transcrito com tamanho de 45 S que é
processado em RNAr 28S, 18S, 5,8S e 5S. Os RNAs 28S, 5,8S e 5S se associam a proteinas
riboss6micas para formar a subunidade maior do ribossomo e o RNAr 18S se associa com outras
proteinas especificas para formar a subunidade menor do ribossomo e estas subunidades
interagem para formar um ribossomo funcional (Figura 12).
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Figura 12 — Composicao macromolecular dos ribossomos (A) procariéticos e (B) eucarioticos.
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O processo de transcricdo dos RNAs pode ser dividido em trés fases: iniciagao,
alongamento e terminacdo (Figura 13). Durante a iniciacdo ocorre a ligacdo de uma RNA
polimerase a regidao no DNA que determina que aquele gene especificamente sera transcrito, a
regido do promotor. As sequéncias do promotor reconhecidas pela RNA polimerase sdo: na
posicdo -10 a Caixa de Pribnow e a sequéncia -35 (procariontes) e na posicao -25 a Caixa de
Hogness e a Caixa CAAT (eucariontes) (Figura 14). Durante o alongamento, a RNA polimerase
comega a sintetizar um RNA complementar ao molde de DNA e o fator sigma é liberado. Quando
um sinal de terminacédo é atingido ocorre a liberacdo do RNA e da enzima que podera catalizar
outros processos de transcricdo. Alternativamente uma proteina adicional, o fator r6 pode ser

necessario para a liberacao do RNA transcrito.
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Figura 13 — Transcricdo da informacao genética.
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O alongamento continua até
que a regido de terminagéo
seja atingida

Fator rd

TT L LI T d kA

Figura 14 — RegiGes promotoras de (A) procariontes e (B) eucariontes.

A
Inicio da transcricao
-35 <: > Caixa de
seqiiéncia i
- T TqG ACA ~15 pares de bases TF:I‘:'H}\O.‘:\VT ~10 pares de bases
3
ova LU LT T T T T LTI T
3 5'
TAC
B
Inicio da
BaE transcricdo
Caixa
= <: >Hogness < >
40 bases (TATA) 25 bases
GGCCAATC ATIATAA

nmilllHIlIlIIIIIIIIHIIHIHIIHHIIIHII|IHHIIl|IHIIII|||||HHHHI|IIIII|IHIHz:

TAC
Fonte: Champe, P.C.; Harvey, R.A.; Ferrier, D.R. modificado por Pessé6a, H.L.F.

72



2. Genética Molecular

UNIDADE 4
TRADUGAO DA INFORMAGCAO GENETICA

A sintese de proteinas ou tradugdo corresponde a etapa final da transferéncia de
informagao genética, armazenada no DNA, para as moléculas de proteinas, que sao os principais
componentes estruturais e funcionais das células vivas. Durante a traducdo essa informacao,
expressa em um RNA, é utilizada para comandar a sintese de uma proteina. O processo de
traducdo envolve trés componentes principais: o RNA mensageiro (RNAm) que contém a
informagao necessaria para direcionar a sintese de proteinas, o RNA de transferéncia (RNAt) que
carregam 0s aminoacidos que serao incorporados a proteina e os ribossomos que rednem o
RNAmM e o RNAt, de modo a permitir que o aminoacido correto seja incorporado a proteina. A
traducdo comeca préximo a extremidade 5, que corresponde ao terminal amino da proteina e
prossegue em diregcdo a extremidade 3' do RNA, que corresponde ao terminal carboxila da
proteina.

A mensagem genética esta contida em um cédigo triplo, nao sobreposto, sem virgulas,
degenerado e universal (Figura 15). Somente uma combinacdo das quatro bases existentes no
RNA (A, T, C e U) trés a trés pode gerar o nimero de combinacdes ou cdédons (64) necessarios
para codificar cada um dos 20 aminoacidos que podem ocorrer nas proteinas. Nenhuma base é
compartilhada entre cédons consecutivos. O ribossomo move-se ao longo de trés bases por vez e
como nao existe qualquer base interveniente entre os cédons, o codigo € denominado sem
virgulas. O cédigo é degenerado, porque mais de um c6don podem codificar 0 mesmo aminoacido
e universal, porgue € o mesmo seja em bactérias ou no homem. Trés cédons (UAA, UAG e UGA)
nao especificam aminoacido e sao utilizados como sinais para interromper a sintese de uma
proteina. O cédon AUG, que especifica somente a metionina, tem um duplo papel: ele codifica a
metionina em qualquer lugar em que ele se encontre no RNA e também marca o inicio da sintese
proteica.

Figura 15 — O codigo genético
O CODIGO GENETICO
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Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P.
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A traducdo é um processo dinamico que envolve a interacdo de enzimas, RNAt,
ribossomos e RNAm de maneiras especificas para produzir uma molécula de proteina capaz de
desempenhar uma funcao celular especifica. Esse processo é normalmente dividido em trés
etapas: iniciacdo, alongamento e terminagao.

A iniciacao da sintese de proteinas ocorre quando um ribossomo (ambas as subunidades)
€ acoplado ao RNAm e o sitio P é ocupado por uma molécula de metionina — RNAt. Este
complexo é formado pela acdo de proteinas conhecidas como fatores de iniciagdo. Em
procariontes trés fatores de iniciacao (IF-1, IF-2 e IF-3) participam do processo e em eucariontes
existem pelo menos 12 fatores de iniciacdo diferentes. O complexo de iniciagdo se forma
justaposto a extremidade 5 da regido codificadora do RNAm e a N-formil metionina (fmet) é o
primeiro aminoacido incorporado em todas as proteinas bacterianas. A montagem do complexo de
iniciacao é dirigida pela hidrolise de GTP eo movimento deste complexo ao longo do RNAm é
dirigido pela hidrélise de ATP (Figura 16).

Figura 16 — Esquema demonstrando a etapa de iniciacdo da sintese de proteinas.
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Fonte: Pess6a, H.L.F.

O alongamento comeca com a ligacdo de um RNAt, carregado com um aminoacido, ao
sitio A do ribossomo. Em seguida, a peptidiltransferase cataliza a formacdo de uma ligacdo
peptidica entre 0 aminoacido do sitio A e 0 aminoacido do final da cadeia peptidica crescente no
sitio P. Participam deste processo dois fatores de alongamento (Tu e FE-G) e ocorre a hidrélise
de GTP. A cadeia peptidica esta4 agora transitoriamente ligada ao sitio A. o ribossomo é entéo

74



2. Genética Molecular

movido um cddon abaixo no RNAm e a cadeia peptidica nascente no sitio A se move para o sitio
P. Todo o processo recomeca para a adicao do préximo aminoacido. Esta fase é idéntica tanto em
células procariéticas e eucariéticas mas os fatores de alongamento sao diferentes (Figura 17).

Figura 17 - Esquema demonstrando a etapa de alongamento da sintese de proteinas.
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Fonte: Pess6a, H.L.F.
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A terminagao da traducédo se da quando o sitio A do ribossomo atinge um dos coédons de
terminagdo do RNAm. Trés fatores protéicos denominados de fatores de liberagédo (Ri, R e Raj)
reconhecem estes e fazem com que a proteina que esta unida a ultima molécula do RNAt , no
sitio P, seja liberada. Este processo é uma reacao dependente de energia obtida pela hidrélise de
GTP. Apbs a liberacado da proteina recém-sintetizada, as subunidades ribossémicas, o RNAt e o
RNAm, se dissociam umas das outras (Figura 18).

Figura 18 - Esquema demonstrando a etapa de terminacao da sintese de proteinas.
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UNIDADE 5
REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA EM PROCARIONTES

Alguns produtos génicos que participam das funcées de manutencéo celular, tais como:
transcricao, tradugdo e producdo de energia, sAo componentes essenciais de quase todas as
células vivas. Os genes que codificam esses produtos estdo continuamente sendo expressos na
maioria das células e sdo denominados de genes constitutivos. Outros produtos génicos sao
necessarios para o crescimento celular somente sob certas condi¢gdes ambientais. A existéncia de
mecanismos regulatorios que possibilitam a sintese de tais produtos génicos, apenas quando e
onde sdo necessarios, faz com que esses organismos apresentem uma vantagem seletiva em
relagdo aos organismos que nao 0s possuem.

A expressao génica em procariontes é regulada em varios niveis diferentes: transcricao,
processamento do RNAm, renovacdo do RNAm, traducdo e poés-traducdo. Entretanto, os
mecanismos regulatérios com os maiores efeitos no fenotipo atuam no nivel da transcrigao.

A regulacgao da expressao génica, inducao ou repressao, pode ser feita por mecanismos
de controle tanto positivos como negativos. Ambos os mecanismos envolvem a participacao de
genes reguladores, que codificam produtos que regulam a expressdo de outros genes. Os
produtos do gene regulador sdo chamados de ativadores, pois ativam a expressdo génica e
repressores, uma vez que reprimem a expressao génica. O produto do gene regulador atua
ligando-se a um sitio de ligacao da proteina reguladora (RBS) ou operador adjacente ao
promotor do(s) gene(s) estrutural(ais) que codificam enzimas ou proteinas estruturais. A ligagéo
da proteina reguladora ao RBS depende da presenca ou auséncia de moléculas efetoras na
célula que sdo em geral moléculas pequenas, tais como: aminoacidos, aclcares e metabdlitos
semelhantes. As moléculas efetoras envolvidas na inducdo da expressao génica, sdo chamadas
de indutores e as envolvidas na repressao de co-repressores.

As moléculas efetoras ligam-se a produtos do gene regulador e causam mudancgas na
estrutura tridimensional destas proteinas, denominadas de transicoes alostéricas, resultando
frequentemente em alteracbes na sua atividade. No caso de ativadores e repressores, as
transicbes alostéricas alteram a sua habilidade de se ligar aos RBS adjacentes aos promotores
dos genes estruturais que eles controlam.

O modelo do 6peron foi desenvolvido para explicar a regulacdo dos genes que codificam
as enzimas necessarias para o uso de lactose em E. coli, onde a transcricdo de um conjunto de
genes estruturais contiguos regulados por dois elementos controladores. Um destes elementos, o
gene regulador, codifica um repressor, que, sob condicbes apropriadas, se liga ao segundo
elemento, o operador. O operador é sempre contiguo ao(s) gene(s) estrutural(ais) cuja expressao
ele regula. Quando o repressor esta ligado ao operador, ele impede estericamente que a RNA
polimerase transcreva os genes estruturais do éperon. A transcricéo € iniciada em promotores que
precedem os genes estruturais na extremidade 5’ e sdo contiguos a regidées operadoras. Sendo
assim, as regides operadoras estdo geralmente situadas entre os promotores e 0s genes
estruturais que eles regulam (Figura 19).
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Figura 19 — Componentes do operon. SG1 = lac Z, SG2 = lac Y e SG3 = lac A.
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O 6peron lac é um o6peron indutivel composto por um promotor (P), um operador (O) e trés
genes estruturais, lacZ, lacY e lacA que codificam as enzimas B-galactosidase, B-galactosideo
permease e [B-galactosideo transacetilase, respectivamente. Os genes estruturais s6 se
expressam na presencga de lactose. O gene regulador / codifica um repressor de 360 amino&cidos,
entretanto a sua forma ativa € um tetrdmero contendo quatro formas ativas do produto génico /.
Na auséncia do indutor, o repressor liga-se a sequéncia do operador, impedindo que a RNA
polimerase catalise a transcricdo dos genes estruturais. Algumas poucas moléculas dos produtos
génicos sao sintetizadas sem que tenha havido a inducao do 6peron, o que é essencial, uma vez
que, quem induz o 6peron é a alolactose que é produzida pela B-galactosidase a partir da lactose.
A alolactose se liga ao repressor liberando o operador € induzindo a transcricdo dos genes /acZ,
lacY e lacA (Figuras 20 e 21).

Nos procariontes e eucariontes a transcricio € o evento primario do processo de
transcricao génica assim como o nivel mais fundamental para a regulagdo génica. A transcricao
de genes eucaridticos € iniciada no promotor e necessita de varias proteinas acessorias ou
fatores de transcricao basal. Cada uma destas proteinas liga-se a uma sequéncia no promotor
para facilitar o alinhamento da RNA polimerase com o filamento molde de DNA.

A transcricdo dos genes eucariéticos também é controlada por uma variedade de fatores
especiais de transcricao, tais como os envolvidos na regulagao do calor, luz e genes indutiveis
por hormoénios. Estes fatores ligam-se a elementos de resposta, ou mais geralmente, a
sequéncias chamadas de acentuadores situados na vizinhanca do gene. Os fatores especiais de
transcrigdo que se ligam aos acentuadores podem interagir com os fatores de transcricao basal e
com a RNA polimerase regulando a atividade transcricional de um gene.
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Figura 20 — Regulacao do operon por inducao. Polipeptideo 1 = 8 - galactosidase, polipeptideo 2 = 8
— galactosideo permease e polipeptideo 3 = B — galactosideo transacetilase.
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Figura 21 — Regulacao do operon por repressao.
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UNIDADE 6
MUTACAO GENICA

A mutacdo é a fonte basica de toda variabilidade genética; e é sobre ela que a evolugéo
atua. A recombinagcédo apenas rearranja essa variabilidade genética em combinacdes novas e a
selecdo natural ou artificial simplesmente preserva as combinacdes mais bem adaptadas as
condicdes ambientais existentes. Sem a mutacéo, todos os genes existiriam apenas numa forma.
Os alelos nao existiriam e, portanto, a analise genética ndo seria possivel. O mais importante, os
organismos nao seriam capazes de evoluir e se adaptar as mudancas ambientais. A mutacéo,
portanto, € um fenbmeno importante. Algum nivel de mutagéo é essencial para promover uma
variabilidade genética, permitindo que os organismos se adaptem aos novos ambientes. Ao
mesmo tempo, se as mutagbes ocorressem muito frequentemente, elas desestabilizariam
totalmente a transmisséo da informagao genética de uma geragao para a outra.

Muitas mutagbdes envolvem mudangas num Unico par de bases, a substituicdo de um par
de bases por outro ou a duplicacdo ou delegdo de um Unico par de bases. Tais mutacdes sao
referidas como mutagdes de ponto.

As mutacdes podem ser espontaneas quando ocorrem sem uma causa conhecida e sio
resultantes de erros metabdlicos herdados como os que ocorrem durante a replicagdo do DNA. As
mutacdes induzidas sido aquelas que resultam da exposicdo de organismos a agentes
mutagénicos, tais como: a radiacdo ionizante, a luz ultravioleta ou os varios agentes quimicos que
reagem com o material genético.

As mutacdes espontaneas ocorrem raramente, embora as frequéncias observadas variem
de gene para gene e de organismo para organismo. Em procariontes, a frequéncia de mutacao
espontanea esta entre 10® e 10° mutacdes detectaveis por par de nucleotideos por geracéo,
enquanto que, em eucariontes, esta estimativa é de 107 a 10°. O tratamento com agentes
mutagénicos pode aumentar a frequéncia de mutacdo em varias ordens de magnitude. As
mutacdes devem causar alguma modificacdo fenotipica detectavel para que a sua presenca seja
reconhecida. Os efeitos das mutacdes no fenétipo variam desde alteracdes tdo pequenas que s6
podem ser detectadas por técnicas genéticas ou bioquimicas especiais, passando por
modificagdes grosseiras na morfologia até as letais.

As mutacdes podem ser recessivas ou dominantes e podem ocorrer em qualquer célula
e em qualquer estagio do ciclo celular. O efeito imediato da mutagdo é a sua capacidade de
produzir uma mudanga fenotipica e sao determinadas por sua dominancia, pelo tipo de célula em
que ocorre e pela época em que ocorre em relacéo ao ciclo de vida do organismo. Na mutacao
somatica s6 sera perpetuada nas células somaticas que descendem da célula original na qual a
mutacdo ocorreu. Se as mutacdes dominantes ocorrem nas células germinativas, os seus efeitos
podem ser expressos na progénie imediatamente. Se as mutacdes sao recessivas, seus efeitos
sado frequentemente obscurecidos no diploide. As mutacdes germinativas, assim como as
mutacoes somaticas, podem ocorrer em qualquer estagio no ciclo reprodutivo do organismo,
mas sao mais comuns em alguns estagios do que em outros.

BASE MOLECULAR DA MUTAGAO

A estrutura das bases nitrogenadas ndo é estatica. Os atomos de hidrogénio podem
mover-se de uma posi¢do para outra, nas purinas e pirimidinas e tais flutuagcdes quimicas sao
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denominadas de modificagc6es tautoméricas (Figura 22). As formas mais estaveis das bases
nitrogenadas sdo mais comuns e a timina sempre se pareia com a adenina e a citosina com a
guanina. As formas ceto mais estaveis da timina e da guanina e as formas amino da adenina e da
citosina podem raramente sofrer modificacdes tautoméricas para as formas enol e imino menos
estaveis, respectivamente. Espera-se que as bases em suas formas tautoméricas menos estaveis
existam apenas por curtos periodos de tempo. Entretanto, se a base estiver na sua forma rara no
momento da incorporagdo em uma cadeia de DNA nascente, o pareamento pode ser modificado e
gerar pares adenina-citosina e timina-guanina. Essas mutagdes resultantes de modificagbes nas
bases do DNA envolvem a substituicdo de uma purina em um filamento de DNA por outra purina e
a substituicdo de uma pirimidina no filamento complementar por outra pirimidina. Essas
substituicbes de pares de bases sao chamadas de transi¢ées. As substituicbes de um purina por
uma pirimidina e vice-versa sao chamadas de transversodes (Figura 23). Muitos compostos
quimicos tais como: bases analogas, agentes desaminantes, agentes alquilantes e agentes
hidroxilantes sdo capazes de aumentar a frequéncia de pareamento errado gerando transicdes e
transversdes.

Figura 22 — Formas tautoméricas das quatro bases comuns no DNA.
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Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P.
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Figura 23 - Transi¢oes e transversées. T = timina, C = citosina, G = guanina e A = adenina.
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Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P. modificado por Pesséa, H.L.F.

Um outro tipo de mutacdo de ponto, envolve a adicdo ou a delecdo de um ou de alguns
pares de bases. As adicoes e delecdes de pares de bases sdo referidas coletivamente como
mutacoes que modificam a estrutura de leitura, porque elas alteram a estrutura de leitura de
todas as trincas de pares de bases no gene depois do ponto onde ocorreu a mutacao. Os agentes
intercalantes se intercalam entre os pares de base no DNA aumentando a rigidez, alterando a
conformacao da dupla hélice e promovendo leves enrolamentos na molécula, o que leva a adicao
ou delecao de um ou mais pares de base.

A radiagao ultravioleta (UV) a 254 nm é prontamente absorvida por muitas moléculas
organicas, tais como purinas e pirimidinas no DNA, que entdo entram em um estado mais reativo
ou excitado. Os raios UV penetram muito pouco nos tecidos, portanto apenas as camadas de
células epidérmicas sdo expostas aos efeitos da UV. Entretanto, a luz ultravioleta € um potente
mutageno para organismos unicelulares. O principal efeito mutagénico da UV é a dimerizacao da
timina (Figura 24) que perturba a estrutura das duplas hélices de DNA e interferem na preciséo
da duplicacdo do DNA.

Figura 24 — Formacao de dimeros de timina.
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Fonte: Snustad, D.P.; Simmons, J.

A existéncia de varios mecanismos de reparo, desde bactérias até o homem, atesta a
importancia de manter as mutacdes tanto somaticas quanto germinativas em um nivel toleravel. E.
coli possui, pelo menos 5 mecanismos distintos de reparo e os mamiferos parecem possuir todos
0s mecanismos de reparo encontrados em E. coli exceto a fotorreativagcdo e mais alguns outros
que nao estao presentes em E. coli.
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O reparo de dimeros de timina por fotorreativacao é realizado por uma enzima ativada
por luz chamada de fotoliase. A DNA fotoliase liga-se a dimeros de timina no DNA e usa energia
da luz azul para clivar as ligacbes covalentes reparando a regido lesada do DNA (Figura 25).

No reparo de dimeros de timina por excisao, uma endonuclease de reparo ou um
complexo multienzimatico reconhece, se liga e retira a(s) base(s) danificadas do DNA. Uma DNA
polimerase preenche o espaco usando o filamento de DNA complementar ndo danificado como
molde. A enzima DNA liga-se a ela nas quebras deixadas pela DNA polimerase para completar o
processo de reparo (Figura 26).

Figura 25 — Reparo de dimeros de timina por Figura 26 — Reparo dos dimeros de timina por
fotorreativagao. excisao.
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Na auséncia dos mecanismos de reparo por fotorreativacdo e por excisdo um outro
sistema de reparo de DNA, chamado de reparo pos-replicacao, atua. Quando a DNA polimerase
Il encontra um dimero de timina em um filamento molde, seu progresso é blogueado. A DNA
polimerase reinicia a sintese de DNA em alguma posicéo além do dimero, deixando um espaco no
filamento nascente oposto ao dimero no filamento molde (Figura 27).

Figura 27 — Reparo dos dimeros de timina por recombinacéo pds-replicacao.
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UNIDADE 7
ESTRUTURA DA CROMATINA E DOS CROMOSSOMOS

Os genomas eucarioticos apresentam niveis de complexidade que ndo sado encontrados
em procariontes. O genoma da bactéria E. coli com cerca de 1100 um, em seu estado funcional,
esta altamente condensado e é denominado de genoma condensado. A molécula de DNA
circular é organizada em 50 a 100 dominios ou algas, cada um deles é negativamente
superelicoidizado de forma independente (Figura 28). Tanto o RNA quanto a proteina sao
componentes do genoma dobrado e a retirada do RNA, através do tratamento do cromossomo
com RNase (enzima que degrada RNA), ira desdobrar o genoma eliminando parcialmente a
organizacdo da molécula em algas. A maioria dos eucariontes é diploide e, embora tenham
apenas cerca de 2 a 25 vezes mais genes do que a E. coli, que possui 2500 a 3500 genes, eles
tém muito mais DNA. A maior parte deste DNA ndo contém genes, pelo menos ndo genes
codificantes de proteinas ou moléculas de DNA.

Figura 28 — Estrutura do cromossomo de E. coli.
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Fonte: Gardner, E.J.; Snustad, D.P. modificado por Pesséa, H.L.F.

A cromatina interfasica € um agregado irregular de DNA, proteinas e RNA. As proteinas
sao de duas classes principais: proteina basicas (de carga positiva em pH neutro) chamadas
histonas e um grupo de proteinas heterogéneas, amplamente acidas (de carga negativa em pH
neutro) coletivamente chamadas de proteinas cromossémicas nao-histonas.

As histonas estdo presentes na cromatina de todos os eucariontes superiores em
quantidades equivalentes as do DNA sugerindo uma interacao entre essas moléculas. As histonas
de todos os animais e plantas sdo de cinco tipos, denominadas de H1, H2a, H2b, H3 e H4, estao
presentes em quase todos os tipos de células, nas proporcées molares de 1 H1 para 2 de cada
uma dos demais tipos. As histonas séo altamente conservadas em todos os tipos de células de
um organismo e mesmo entre espécies muito divergentes sugerindo que elas sdo importantes na
estrutura da cromatina. A fracdo proteica de nao-histona da cromatina consiste em um grande
numero de proteinas heterogéneas, que varia de composi¢ao entre tipos celulares diferentes do
mesmo organismo. Sendo assim, estas proteinas provavelmente ndo tém papéis centrais na
condensagao do material genético, mas podem desempenhar algum papel na expressao de genes

especificos.
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Quando a cromatina isolada é examinada pela microscopia eletrénica, observa-se que ela
consiste em uma série de contas elipsoidais unidas por finos filamentos. Esta estrutura epipsoidal
ou subunidade cromossdmica é chamada de nucleossomo (@ = 100 A) e os finos filamentos (@ =
20 A) sao de DNA ligador (Figura 29). Sua estrutura, invariante em todos os eucariontes, consiste
em 146 pares de nucleotideos de DNA e duas moléculas de cada das histonas H2a, H2b, H3 e
H4. O octadmero de histonas forma uma particula central ao redor do qual o DNA, 146 pb da uma
quase duas voltas ao seu redor. A subunidade completa de cromatina consiste de; nucleossomo,
DNA ligador, uma média de uma molécula de histona H1 e negativamente proteinas
cromossémicas ndo-histona associadas. O tamanho do DNA ligador varia entre os tipos celulares
e entre as espécies. In vivo, os nucleossomos provavelmente estdo justapostos uns sobre os
outros, sem regides ligadoras detectaveis, formando a fibra nucleoss6mica. Se esta fibra é
enrolada em uma super-hélice ha o aparecimento de uma estrutura tipo solenoide (@ = 300 A)
denominada de fibra de cromatina (Figura 30). As eletromicrografias de cromossomos
metafasicos isolados dos quais as histonas foram removidas, revelam um arcaboug¢o ou
esqueleto, composto de proteinas cromoss6micas nao-histonas, que é rodeado por um enorme
halo de DNA. Entretanto, é necessario pelo menos um nivel maior de compactagao para converter
os solenoides na estrutura tridimensional que chamamos de cromossomo (@ = 700 A). Muitos
estudos citogenéticos mostram que os cromossomos parecem estar helicoidizados e para tanto a
melhor evidéncia sugere que os solenoides se dispdem em alcas ligadas ao arcabouco central
que também tém uma forma de espiral formando uma grande super-hélice (Figura 31). Essas
algas parecem se ligar em regides especiais ao longo do DNA chamadas regides de ligacao ao
arcabouco (SARs).

Figura 29 — estrutura do nucleossomo.
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Figura 30 — Estrutura do solendide.
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Figura 31 — Modelo de helicoidizacao cromoss6mica.
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Fonte: Snustad, D.P.; Simmons, J. modificado por Pess6a, H.L.F.

Os cromossomos estdo envolvidos em duas atividades celulares principais: (a) a
transmissao da informacao genética de célula a célula e de geracdo a geracéo e (b) a liberacao
ordenada dessa informacao para controlar o funcionamento celular e o desenvolvimento. Visto ao
microscépio 6ptico, o cromossomo replicado é formado por duas cromatides irmas que sdo duas
coOpias idénticas do cromossomo parental unidas por um centromero ou constricao primaria que
pode variar de posicdo em diferentes cromossomos. No centrdmero existe o cinetécoro, uma
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estrutura proteica que atua na movimentagao do cromossomo durante a multiplicagéo celular. As
extremidades cromossomicas sdo denominadas de telémero (Figura 32).

Figura 32 - Cromossomo metafasico.
Telémeros

\

Centréomero

LS

*— Telémeros
Fonte: www.guia.hew.nom.br modificado por Pessoa, H.L.F.

Na Figura 33 vocés podem observar uma representagdo esquematica do processor de
condensagao cromossomica.

Figura 33 — Representacao esquematica do processo de condensacao cromossémica.
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UNIDADE 8
O CICLO CELULAR

Para que um organismo cresga, seja ele unicelular ou multicelular, a sua massa celular
deve aumentar, deve haver uma duplicagdo do material genético e deve ocorrer um processo de
multiplicacdo o que assegura que cada célula filha receba da célula mae um complemento igual
de material genético para garantir a sua perpetuacdo. Esta sucessdo de eventos que ocorre
durante a vida da célula é denominada de ciclo celular.

Apds a multiplicagao, as células crescem e aumentam a sua massa celular em uma fase
denominada de Gi (gap = intervalo) onde ocorrem atividades metabdlicas associadas ao
crescimento e preparacdo do DNA para replicacdo. A fase subsequente é denominada de S
(sintese) onde o material genético de cada cromossomo é replicado ficando cada cromossomo
com duas cromatides irmas ligadas pelo centrébmero. Em seguida, a célula entra em outra fase de
crescimento, Gy, onde ocorrem os preparativos para a multiplicacdo mitética, denominada de M,
que a parte final do ciclo celular. As fases Gy, S e G, fazem parte da interfase (Figura 34).

Figura 34 - O Ciclo celular eucarotico.
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Fonte: Snustad, D.P.; Simmons, J.

A capacidade de uma célula para se reproduzir é talvez a propriedade mais fundamental
da vida. A multiplicacdo celular através da mitose (Figura 35), que ocorre em todas as células
eucarioticas, é o processo pelo qual uma célula reproduz a si mesma e 0s organismos
multicelulares crescem. A principal caracteristica da mitose é que as células filhas sdo idénticas
entre si e a célula mae. A célula parental e as células filhas sao diploides (2n) ou seja, possuem

duas cépias de cada tipo de cromossomo.
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Figura 35 - Principais estagios da mitose em lirio Haemanthus.
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Fonte: Snustad, D.P.; Simmons, J. modificado por Pess6a, H.L.F.

A mitose consiste em dois processos relacionados; a multiplicacdo do nucleo e a
citocinese que corresponde as mudancgas que ocorrem no citoplasma e que incluem a duplicacao
da célula. A mitose &€ um processo continuo, mas para facilitar o seu entendimento ela é
subdividida em cinco fases sequenciais: interfase, profase, metafase, anafase e teléfase. Cada
fase é definida pela estrutura e comportamento dos cromossomos. A préfase e a tel6fase sao
comumente longas enquanto que a metafase e a anafase sao geralmente curtas.

Os primeiros sinais de que a mitose vai comecar, € o aparecimento do centrossomo, uma
organela de localizag@o central que € o centro primario de organizagdo dos microtlbulos e atua
como polo do fuso durante a mitose em animais. Os microtlbulos que se irradiam do
centrossomo, organizam e coordenam o movimento dos cromossomos durante a multiplicacao
mitética da célula. O centrossomo é duplicado pela célula durante a interfase, de modo que cada
célula filha recebe um ao final do processo de divisdo. O centrossomo da maioria das células
animais tem um par de centriolos em seu centro e eles se duplicam antes da replicacdo. A medida
que a mitose comega, o centrossomo se parte em dois e os microtlbulos se irradiam ficando cada
par de centriolos no interior de um aster.

No inicio da préfase, os cromossomos, ainda bem distendidos, se separam e séo
movimentados, pelos microtibulos, para polos opostos da célula. Ao final da préfase, os
cromossomos se apresentam altamente condensados como entidades distintas. As duas
cromatides de cada cromossomo sdo mantidas juntas pelo centrémero. Os cinetdécoros se ligam
aos microtubulos que guiam os movimentos dos cromossomos. Os centrossomos se deslocam
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para polos opostos da célula e uma rede de microtubulos interconecta estes pélos, formando o
fuso mitotico. O envoltério nuclear e o nucléolo se fragmentam e se dispersam no citoplasma.
Cada uma das cromatides irmas se associam a um polo diferente do fuso apesar dos centrobmeros
ainda permanecerem juntos.

Na metafase, os cromossomos condensados, compostos por cromatides irmas se
localizam no centro da célula ou placa equatorial, entre os dois pdlos. As cromatides metafasias
sao altamente helicoidizadas e distintas o que facilita as contagens cromossOmicas precisas
assim como analises estruturais.

Na anafase, as cromatides que compdem cada cromossomo Sse separam e se movem
para polos opostos da célula, devido ao encurtamento dos microtibulos. Cada cromatide mantem
0 seu centrOmero e passa a ser considerada como um cromossomo. As cromatides se alongam
devido a uma diminuicao da helicoidizacdo e se movem para os polos do fuso.

Na telofase, o movimento cromossdémico se completa e os microtlbulos se desmontam. O
envoltério nuclear é reconstituido ao redor de cada nucleo filho, o nucléolo comeca a reaparecer,
os cromossomos ficam mais distendidos e a mitose termina. A mitose garante que cada célula
filha tenha a mesma informacao genética que a célula mae.

A citocinese divide o citoplasma para as duas células filhas. As células animais que
apresentam acamadas externas flexiveis fazem isso através de uma constricdo mediana que
depois separa as duas células. A superficie ao redor da regido equatorial da célula migra para o
centro e fraciona a célula em duas partes. As células vegetais com suas rigidas paredes celulares
formam uma estrutura denominada placa celular entre as células filhas sobre a qual paredes de
celulose sao depositadas de ambos os lados.

O processo de mitose geralmente requer algumas horas ou varios dias, dependendo do
tipo de organismo e das condi¢cdes ambientais. Podem ocorrer variagbes no processo descrito em
fungos e eucariontes unicelulares.

A meiose é um processo no qual o nimero cromossémico diploide (2n) é reduzido a
metade no estado haploide (n) durante a formacdo dos gametas. Nas células diploides, cada
cromossomo tem um homélogo e em cada par de homélogos um cromossomo é contribuicdo do
espermatozoide (origem paterna) e o outro é contribuicao do ovécito (origem materna). Ao final da
meiose, cada célula tem um membro de um par de homologos e é, portanto, haploide. A meiose
garante um namero cromossOmico constante de geracao a geracao.

A meiose apresenta duas divisdes sucessivas. A primeira (meiose |), chamada de divisao
reducional reduz o nimero de cromossomos pela metade e a segunda (meiose |l) denominada
de divisao equacional separa cromatides irmas que irdo para quatro nicleos diferentes. Sendo
assim, quatro nucleos haploides resultam da divisdo meidtica de um nucleo diploide. As principais
diferencas entre a meiose nos animais e nas plantas envolvem os processos de formacao do fuso
e a citocinese.

O primeiro estagio da meiose é uma longa e complexa préfase constituida de cinco
subestagios sequenciais: leptoteno, zigdteno, paquiteno, dipléteno e diacinese.

No leptéteno, regides cromossdmicas denominadas de cromdémeros, onde ha maior
condensagao, se tornam visiveis ao microscopio Optico, esses se espessam e se unem para
formar estruturas filamentares. Os teldmeros dos cromossomos estdo ligados ao envolt6rio
nuclear e esta ligacdo parece ter um papel importante no pareamento subsequente dos
cromossomos homologos.
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No zigéteno, os cromossomos homélogos se alinham lado a lado (ponto a ponto) para
formar os bivalentes, pares de cromossomos fortemente associados. Este processo de
pareamento entre homélogos é chamado sinapse. Como os cromossomos ja se replicaram, cada
bivalente contém quatro moléculas de DNA, uma em cada cromatide. Portanto, um par de
cromossomos homoélogos é um complexo de quatro filamentos, ou tétrade. Em algumas espécies
a sinapse comeca pelas pontas dos cromossomos e se espalha para as regides medianas. A
sinapse é acompanhada da formagao de uma estrutura proteica entre os cromossomos pareados
denominada de complexo sinaptonémico. O papel deste complexo no pareamento dos
cromossomos e nos subsequentes eventos meidticos ainda ndo esta totalmente compreendido e
alguns tipos celulares ele nem mesmo aparece.

No paquiteno, os cromossomos duplicados continuam a se condensar e podem ser
visualizados ao microscépio Optico. Durante o paquiteno, as cromatides irmas dos cromossomos
pareados podem se romper e os pedagos quebrados podem ser trocados (crossing-over).

No diploteno, os cromossomos pareados separam-se um pouco, entretanto eles
permanecem em contato intimo onde fizeram o crossing. Estes pontos de contato sdo chamados
de quiasmas e cada um deles envolve apenas duas das quatro cromatides na tétrade.

Na diacinese, os cromossomos condensam-se mais, a membrana nuclear fragmenta-se e
um fuso acromatico se forma. Os microtibulos do fuso se ligam aos cinetécoros dos
cromossomos. Os cromossomos ainda mantidos juntos pelos quiasmas movem-se para a regiao
central da célula.

Durante a metafase I, os cromossomos pareados migram para polos opostos do fuso o
que garante que quando a célula se dividir, um membro de cada par ird para cada pélo. Os
quiasmas que unem os bivalentes afastam-se dos centrOmeros para as pontas dos cromossomos.
Este fendbmeno, chamado terminalizacéo, reflete a crescente repulsdo entre os membros de cada
par cromossémico.

Durante a anafase |, ocorre a disjuncdo cromossémica mediada pelo fuso que age em
cada um dos bivalentes da célula. Quando os cromossomos separados atingem os polos opostos,
a primeira divisdo meidtica chega ao fim.

Durante a teléfase I, o fuso é desfeito, as células filhas sdo separadas umas das outras
por membranas, os cromossomos se descondensam e um nulcleo é formado ao redor dos
cromossomo em cada uma das células filhas. Em algumas espécies, a descondensagédo dos
cromossomos € incompleta, ndo ha a formacdo de nlcleos e as células filhas entram
imediatamente na segunda divisao meidtica. As células produzidas pela meiose | contém o
numero haploide de cromossomos. Cada cromossomo ainda é formado por duas cromatides
irmas, que podem néo ser, geneticamente idénticas porque podem ter trocado material com outros
cromossomos durante a préfase |.

Durante a meiose Il, os cromossomos condensam-se e se ligam a um novo fuso
acromatico (profase Il). Eles entdo se movem para posicdes no plano equatorial da célula
(metafase Il) e seus centrébmeros se dividem para permitir que as cromatides irmas se movam
para polos opostos (anafase Il). Na telofase Il as cromatides separadas, agora chamadas
cromossomos, atingem os polos e nicleos filhos se formam ao redor deles. Cada nucleo filho
contém um conjunto haploide de cromossomos. A meiose |l é semelhante a uma mitose porém
seus produtos sao haploides e as células nao sdo geneticamente idénticas (Figura 36).
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Figura 36 — Estagios da meiose emna planta Lilium regale.
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Fonte: Snustad, D.P.; Simmons, J.

93



2. Genética Molecular

BIBLIOGRAFIA

FARRELL, S.O.; CAMPBELL, M.K. Bioquimica. 52 ed. Sao Paulo, Thomson, 2007.

CHAMPE, P.C.; HARVEY, R.A.; FERRIER, D.R. Bioquimica llustrada. 42 ed. Rio Grande
do Sul, Artmed, 2009.

SNUSTAD, D.P. Fundamentos de Genética. 42 ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan,
2008.

GRIFFITHS, A.J.F. Introducdo a Genética. 9 ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan,
2009.

94




