Os Genes Sao DNA

Introducao

0 DNA E o Material Genético das Bactérias

e A transformacdo bacteriana forneceu a primeira prova de
que o DNA é o material genético das bactérias. As pro-
priedades genéticas podem ser transferidas de uma linha-
gem bacteriana para outra, extraindo-se o DNA da primei-
ra linhagem e adicionando-o a segunda.

0 DNA E o Material Genético dos Virus

e Ainfecgdo por fagos provou que o DNA é o material gené-
tico dos virus. Quando o DNA e as proteinas de bacteri6-
fagos sdo marcados com diferentes isétopos radioativos,
apenas o DNA é transmitido para a progénie de fagos pro-
duzida pelas bactérias infectadas.

0 DNA E o Material Genético das Células Animais

e 0 DNA pode ser utilizado para introduzir novas carac-
teristicas genéticas em células animais ou em animais
inteiros.

e Em alguns virus, o material genético é RNA.

As Cadeias Polinucleotidicas Possuem Bases Nitro-
genadas Ligadas a um Esqueleto de Aciicar-Fosfato
e Um nucleosideo consiste em uma base de purina ou piri-

midina ligada a posicdo 1 de um agdcar do tipo pentose.

e As posicdes no anel de ribose sdo designadas por um apds-
trofo (') para distingui-las.

o A diferenca entre o DNA e o RNA esta no grupamento da
posicdo 2’ do acdcar. O DNA possui um aglcar do tipo
desoxirribose (2'-H); o RNA tem um aglcar do tipo ribose
(2'-0H).

e Um nucleotideo consiste em um nucleosideo ligado ao
grupamento fosfato tanto na posicdo 5" ou 3’ da
(desoxi)ribose.

e Residuos sucessivos de (desoxi)ribose de uma cadeia po-
linucleotidica sao ligados por um grupamento fosfato en-
tre a posicao 3’ de um aclcar e a posicdo 5" do aglcar
adjacente.

e Uma das extremidades da cadeia (convencionalmente, a
esquerda) possui uma extremidade 5 livre, e a outra, uma
extremidade 3’ livre.

e 0 DNA contém as quatro bases: adenina, guanina, citosi-
na e timina; o RNA possui uracila, ao invés de timina.

0 DNA E uma Dupla Hélice

e Aforma B do DNA é uma dupla hélice consistindo em duas
cadeias polinucleotidicas de sentido antiparalelo.

e As bases nitrogenadas de cada cadeia sao anéis planos de
purinas ou pirimidinas que se projetam para o interior da

dupla hélice e pareiam umas com as outras por meio de
pontes de hidrogénio, formando somente os pares A-T ou
G-C.

e 0 diametro da dupla hélice & de 20 A, havendo uma volta
completa a cada 34 A, com cada volta composta por dez
pares de bases.

e A dupla hélice forma um sulco maior (largo) e outro me-
nor (estreito).

A Replicagdo do DNA E Semiconservativa

e 0 experimento de Meselson-Stahl empregou marcacao por
densidade para provar que uma Gnica cadeia polinucleoti-
dica é a unidade de DNA que é conservada durante a repli-
cacao.

o (ada fita de um duplex de DNA atua como molde na sinte-
se de uma fita filha.

o As seqiiéncias das fitas filhas sdo determinadas pelo pa-
reamento de bases complementares com as fitas paren-
tais separadas.

As Fitas de DNA Sdo Separadas na Forquilha de Re-

plicagao

o Areplicagdo do DNA é realizada por um complexo enzima-
tico que separa as fitas parentais e sintetiza as fitas fi-
lhas.

o A forquilha de replicacdo é o ponto onde as fitas paren-
tais sdo separadas.

e As enzimas que sintetizam DNA sdo denominadas DNA po-
limerases; as enzimas que sintetizam RNA sdo denomina-
das RNA polimerases.

e Nucleases sdo enzimas que degradam acidos nucléicos;
estas incluem DNAases e RNAases e podem ser divididas
em endonucleases e exonucleases.

A Informacdo Genética Pode Ser Fornecida pelo DNA
ou RNA

e 0s genes celulares sdo de DNA, embora virus e virdides
possam apresentar genomas de RNA.

e 0 DNA é convertido em RNA pela transcricdo, e o RNA
pode ser convertido em DNA pela transcricao reversa.

e A traducdo do RNA em proteina é unidirecional.

0s Acidos Nucléicos Hibridizam-se por Pareamento
de Bases

e 0 aquecimento promove a separa¢do das duas fitas de um
DNA duplex.

e AT, éo ponto médio da faixa de temperatura de desnatu-
racdo.

e Fitas simples complementares podem renaturar quando a
temperatura é reduzida.

Continua na proxima pdgina
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e Adesnaturacdo e a renaturacdo/hibridizacdo po-
dem ocorrer entre combinagdes de DNA-DNA,
DNA-RNA ou RNA-RNA e podem ser intermole-
culares ou intramoleculares.

e A capacidade de duas preparagdes de acidos nu-
cléicos de fita simples hibridizarem & uma me-
dida de suas complementaridades.

As Mutacdes Modificam a Segiiéncia do DNA

e Todas as mutagdes consistem em modificacoes
na seqiiéncia do DNA.

e Mutacdes podem ocorrer espontaneamente ou
serem induzidas por agentes mutagénicos.

As Mutacbes Podem Afetar Pares de Bases
Unicos ou Seqiiéncias mais Longas

e Uma mutacdo pontual altera um Gnico par de
bases.

e Mutagdes pontuais podem ser causadas pela con-
versdo quimica de uma base em outra, ou por
erros que ocorrem durante a replicagdo.

e Uma transicdo substitui um par de bases G-C
por um par de bases A-T, ou vice-versa.

e Uma transversao substitui uma purina por uma
pirimidina, tal como a modificagdo A-T em T-A.

o Insercdes sao o tipo mais comum de mutacdo e
resultam da movimentacdao de elementos de
transposigao.

Os Efeitos das Mutacdes Podem Ser
Revertidos

e As mutagdes diretas inativam um gene, e as mu-
tacdes reversas (ou revertentes) revertem seus
efeitos.

e As insercdes podem ser revertidas pela delecao
do material inserido, e as delegdes ndo sdo re-
vertidas.

e A supressdo ocorre quando uma mutacdo em um
segundo gene anula o efeito da mutagdo do pri-
meiro gene.

As Mutacdes Sdo Concentradas em
Hotspots

o A freqiiéncia de uma mutacdo em qualquer par
de bases é determinada por uma flutuagao esta-
tistica, exceto nos hotspots (“sitios quentes”),
onde a freqiiéncia é aumentada em pelo menos
uma ordem de grandeza.

Muitos Hotspots Resultam de Bases
Modificadas

e Uma causa comum de ocorréncia de hotspots é a
presenca da base modificada 5-metilcitosina, que
é espontaneamente desaminada, originando ti-
mina.

Alguns Agentes Hereditarios Sao
extremamente Pequenos

e Alguns agentes hereditarios muito pequenos ndo
codificam proteinas e consistem em RNA ou pro-
teina com propriedades hereditarias.

Resumo

Introducao

A natureza hereditdria de todo o organismo vivo é
definida por seu genoma, que consiste em uma lon-
ga seqiiéncia de dcido nucléico, que fornece a in-
Jformagdo necessdria para construir o organismo. Uti-
lizamos o termo “informagdo”, porque o genoma
por si sé nio desempenha qualquer papel ativo na
construcio do organismo: na realidade, ¢ a seqiién-
cia das subunidades individuais (bases) do dcido
nucléico que determina as caracteristicas hereditd-
rias. Por meio de uma complexa série de intera-
cOes, essa seqiiéncia ¢ utilizada para produzir todas
as protefnas do organismo no momento e local apro-
priados. As proteinas fazem parte da estrutura do
organismo, ou apresentam a capacidade de cons-
truir as estruturas, ou ainda realizam as reacoes me-
tabdlicas necessdrias a vida.

O genoma contém o conjunto completo da in-
formagao hereditdria para qualquer organismo. Fi-
sicamente, o genoma pode ser dividido em algu-
mas moléculas diferentes de dcidos nucléicos. Fun-
cionalmente este pode ser dividido em genes. Cada
gene corresponde a uma seqiiéncia no interior do
4cido nucléico, a qual representa uma tnica protei-
na. Cada uma das diferentes moléculas de 4cidos

nucléicos que compreendem o genoma pode con-
ter um grande nimero de genes. Genomas de seres
vivos podem conter de menos de 500 genes (no
caso de um micoplasma, um tipo de bactéria) até
mais de 25.000, em um ser humano.

Neste capitulo, analisaremos as propriedades dos
genes no que se refere a sua construgio molecular
bdsica. A resume os estdgios de transi-
4o a partir do conceito histdrico do gene até a de-
finicdo moderna do genoma.

Um genoma consiste no conjunto completo de
cromossomos de qualquer organismo em particu-
lar. Este compreende, portanto, uma série de mo-
léculas de DNA (uma para cada cromossomo), cada
uma contendo muitos genes. A defini¢io final de
um genoma estd na determinagio da seqiiéncia de
DNA de cada cromossomo.

A primeira defini¢io de gene como uma unidade
funcional se seguiu & descoberta de que genes indivi-
duais eram responsdveis pela producio de proteinas
especificas. A diferenca na natureza quimica entre o
DNA do gene e o seu produto protéico levou ao con-
ceito de que um gene codifica uma proteina. Isso, por
sua vez, levou 2 descoberta de um aparato complexo
que permite a seqiiéncia de DNA de um gene origi-
nar a seqiiéncia de aminodcidos de uma proteina.
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Principais eventos no século da genética

18501 ~—1865 Genes sdo fatores particulados

1871 Descoberta dos acidos nucléicos

1903 Cromossomos s&o as unidades da hereditariedade
1910 Os genes localizam-se em cromossomos

1913 Os cromossomos s&o arranjos lineares de genes
1900 1927 Mutacdes séo alteragdes fisicas nos genes

1931 A recombinacéo ocorre por crossing over

1944 O DNA é o material genético

1945 Um gene codifica uma proteina

1951 Primeira seqtiéncia de uma proteina

1953 O DNA é uma dupla hélice

1958 A replicacdo do DNA é semiconservativa

1950

1961 O cddigo genético é composto de trincas
1977 Os genes eucaridticos séo interrompidos
2000 1977 O DNA pode ser seqlienciado
1995 Genomas bacterianos séo seqlienciados

2001 O genoma humano é sequienciado

Uma breve historia da genética.

Um gene é uma unidade codificadora

Gene Natureza quimica

1
DNA ‘Ww Sequéncia de nucleotideos

RNA Sequéncia de nucleotideos

|
}
Proteina M

Um gene codifica um RNA, o qual pode codificar
uma proteina.

Sequéncia de aminoacidos

A compreensio acerca do processo pelo qual um
gene ¢ expresso nos permite fazer uma definicio
mais rigorosa de sua natureza. A apre-
senta o tema base deste livio. Um gene ¢ uma se-
qiiéncia de DNA que produz outro 4cido nucléico,
o RNA. O DNA possui duas fitas de dcido nucléi-
co, e 0 RNA possui apenas uma fita. A seqiiéncia
do RNA ¢ determinada pela seqiiéncia do DNA.
(De fato, ela ¢ idéntica a uma das fitas de DNA.)
Em muitos, mas nio em todos, casos, o RNA ¢
utilizado para a dirigir a produgio de uma protei-
na. Assim, um gene é uma seqiiéncia de DNA que
codifica um RNA; em genes que codificam proteinas,
0 RNA, por sua vez, codifica a proteina.

A partir da demonstragao de que um gene con-
siste em DNA, e que o cromossomo consiste em
um longo segmento de DNA representando mui-
tos genes, podemos passar para a organizagao geral
do genoma no que se refere A sua seqiiéncia de
DNA. No Capitulo 3 — O Gene Interrompido —,
abordaremos em maior detalhe a organizacio do
gene e a sua representagio na forma de proteinas.
No Capitulo 4 — O Contetddo do Genoma —, con-
sideraremos o nimero total de genes e, no Capitu-
lo 6 — Agrupamentos e Repetigoes —, discutiremos
outros componentes do genoma e a manutengio
de sua organizagio.

0 DNA E o Material Genético
das Bactérias

Conceitos Essenciais

e A transformagdo bacteriana forneceu a primeira prova
de que o DNA é o material genético das bactérias. As
propriedades genéticas podem ser transferidas de uma
linhagem bacteriana para outra, extraindo-se o DNA da
primeira linhagem e adicionando-o a segunda.

A idéia de que o material genético ¢ um 4cido nu-
cléico tem suas rafzes na descoberta da transforma-
¢d0, em 1928. A bactéria preumococo mata camun-
dongos causando-lhes pneumonia. A viruléncia
desta bactéria ¢ determinada por seu polissacarideo
capsular. Esse é um componente de superficie que
permite & bactéria escapar da destrui¢io pelo hos-
pedeiro. Muitos tipos (I, II e III) de pneumococo
apresentam diferentes polissacarideos capsulares.
Estes possuem uma aparéncia lisa (S, do inglés smoo-
th). Cada um dos tipos lisos de pneumococo pode
originar variantes que nio produzem o polissacari-
deo capsular. Essas bactérias tém uma superficie
rugosa (R, do inglés rough) (consistindo no mate-
rial que se encontra abaixo do polissacarideo cap-
sular). Estas sio avirulentas. Nio sdo capazes de
matar os camundongos, pois a auséncia do polissa-
carfdeo permite ao animal destrui-las.

Quando bactérias lisas sdo mortas por tratamen-
to térmico, elas perdem a capacidade de causar da-
nos ao animal. No entanto, bactérias S mortas pelo
calor misturadas a bactérias variantes R ineficazes
produzem um efeito bastante diferente daquele
obtido por cada uma isoladamente. A
mostra que quando estas sdo injetadas simulta-
neamente em um animal, o camundongo morre
em decorréncia de uma infec¢io preumocdcica.
Bactérias virulentas S podem ser recuperadas do
camundongo morto.
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Transformacao de bactérias

Tipos de pneumococos Injecao de células  Resultado

Com cépsulat S vivas Morr
Aparéncia &b
lisa (S
® S mortas Vive
pelo calor
R vivas

Vive @—
Sem cépsula S mortas pelo calor Morre
Aparéncia R vivas @

rugosa (R)

Bactérias do tipo S mortas pelo calor, ou bactérias
vivas do tipo R ndo matam os camundongos, mas a injecao
simultanea de ambas pode matar os camundongos tao eficien-
temente quanto células do tipo S vivas.

O principio transformante é o DNA

Camundongo injetado com
bactérias S mortas pelo calor
- | e bactérias R vivas

Bactérias S vivas
recuperadas do
camundongo morto

DNA
extraido
NANRY

Transformacao

Bactérias R Bactérias S

0 DNA das bactérias do tipo S pode transformar as
bactérias do tipo R em bactérias do mesmo tipo S.

Neste experimento, as bactérias S mortas eram
do tipo III. As bactérias R vivas eras derivadas do
tipo II. As bactérias virulentas recuperadas da in-
fecgdo mista apresentavam um envoltério liso do
tipo III. Assim, alguma propriedade das bactérias S
do tipo III mortas podia transformar as bactérias R
vivas, de tal forma que eram capazes de sintetizar o
polissacarideo capsular do tipo III, tornando-se vi-
rulentas.

A ilustra a identifica¢do do compo-
nente das bactérias mortas que é responsdvel pela
transformacio. Este foi denominado principio
transformante. Ele foi purificado por meio do de-
senvolvimento de um sistema livre de células, no
qual extratos das bactérias S mortas podiam ser adi-
cionados as bactérias R vivas antes da inje¢do no

animal. A purificagdo do principio transformante,
em 1944, revelou que se tratava do 4cido desoxir-

ribonucléico (DNA).

0 DNA E o Material Genético
dos Virus

Conceitos Essenciais

e A infeccdo por fagos provou que o DNA é o material
genético dos virus. Quando o DNA e as proteinas de
bacteri6fagos sdo marcados com diferentes is6topos ra-
dioativos, apenas o DNA é transmitido para a progénie
de fagos produzida pelas bactérias infectadas.

A partir da demonstragio de que o DNA era o ma-
terial genético das bactérias, o préximo passo foi
demonstrar que 0 DNA era o material genético de
um sistema bastante diferente. O fago T2 ¢ um vi-
rus que infecta a bactéria Escherichia coli. Quando
particulas do fago (virus) sio adicionadas as bacté-
rias, estas as adsorvem em sua superficie externa,
parte do material penetra na bactéria e, apds cer-
ca de 20 minutos, cada bactéria se rompe (sofre
lise), liberando um grande nimero da progénie
de fagos.

A ilustra os resultados de um expe-
rimento realizado em 1952, no qual bactérias fo-
ram infectadas com fagos T2, os quais haviam sido
marcados radioativamente oz em seu DNA (com
32P), ou em seu componente protéico (com ¥S).
As bactérias infectadas foram agitadas em um ho-
mogeneizador, ¢ duas fra¢des foram separadas por
centrifugagdo. Uma fragio continha os capsideos
vazios dos fagos que foram liberados da superficie
das bactérias; a outra consistia nas préprias bacté-
rias infectadas.

A maior parte da marcagio de 3P estava pre-
sente nas bactérias infectadas. A progénie de parti-
culas virais produzidas pela infecgao continha ~30%
da marcagao original de 3?P. A progénie recebeu
muito pouco — menos de 1 % — da proteina conti-
da na populacio original de fagos. Os capsideos
virais consistem em protefnas e, portanto, apresen-
tavam a marcagio com 3°S radioativo. Portanto, este
experimento mostrou diretamente que apenas o
DNA dos fagos parentais entra nas bactérias ¢ en-
tdo se torna parte da progénie viral, o que corres-
ponde exatamente ao padrao de hereditariedade es-
perado para o material genético.

Um fago se reproduz comandando a maquina-
ria de uma célula hospedeira infectada, no sentido
de que esta produza mais cdpias suas. O fago pos-
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Apenas DNA é herdado pela progénie de fagos

Bactérias infectadas com

fagos marcados N 32p no DNA
RSN

8

1 B 35S na Proteina

Separacao dos capsideos
e das bactérias

2\

As bactérias

Ve~ infectadas
g < i $ A\ contém 70%
Os capsideos da marca
> de %P

contém 80% da
marca de 35S  Particulas virais da
progénie sao separadas
A progénie
de fagos tém
e B 30% da marca
de %P
f i e menos de
/@ 1% da marca
f de 35S

0 material genético do fago T2 é DNA.

sui um material genético cujo comportamento ¢é
andlogo ao apresentado por genomas celulares: seus
tragos sdo reproduzidos de forma fiel e sio subme-
tidos as mesmas regras que governam a hereditarie-
dade. O caso do T2 refor¢a a conclusio geral de
que 0 DNA ¢ o material genético, sendo este parte
do genoma de uma célula ou de um virus.

0 DNA E o Material Genético
das Células Animais

Conceitos Essenciais

e 0 DNA pode ser utilizado para introduzir novas carac-
teristicas genéticas em células animais ou em animais
inteiros.

e Em alguns virus, o material genético é RNA.

Quando DNA ¢ adicionado a populages de célu-
las eucaridticas em cultura, o dcido nucléico entra
na célula e, em algumas delas, resulta na produgio
de novas proteinas. Quando um DNA purificado ¢
usado, sua incorporagio leva & produgio de uma
protefna em particular. A representa um
dos sistemas-padrio.

Apesar de, por razdes histdricas, esses experi-
mentos serem denominados transfec¢ao, quando

A transfeccao introduz DNA novo em células

Células que ndo possuem o gene TK nao
conseguem produzir timidina-quinase e morrem
na auséncia de timidina

P
-

i

4@ Células mortas
i Células vivas

/~ | Adigéo do

< DNA TK*

/5

« ® o

Colbnia de - =

células TK*

Algumas células incorporam o gene TK;
descendentes de uma célula transfectada se
acumulam, originando uma col6nia

Células eucariéticas podem adquirir um novo fe-
noétipo como resultado de transfeccdo pela adicdao de DNA.

realizados em células eucaridticas, sio um equiva-
lente direto da transformacio bacteriana. O DNA
que ¢ introduzido na célula receptora se torna par-
te do seu material genético e é herdado da mesma
forma que qualquer outra parte. Sua expressio con-
fere um novo trago as células (sintese de timidina-
quinase, no exemplo da Figura 1.6). Inicialmente,
esses experimentos foram bem-sucedidos apenas
com células individuais, adaptadas ao crescimento
em meio de cultura. Desde entdo, no entanto, DNA
foi introduzido em évulos de camundongos por
microinje¢o, tornando-se uma parte estével do ma-
terial genético do camundongo.

Tais experimentos mostram diretamente que
além do DNA ser o material genético de eucario-
tos, ele pode ser transferido entre diferentes espécies e
ainda permanecer funcional.

O material genético de todos os organismos co-
nhecidos e de muitos virus é o DNA. Entretanto,
alguns virus usam um tipo alternativo de 4cido nu-
cléico, o dcido ribonucléico (RNA), como material
genético. Assim, o principio geral em relagdo  na-
tureza do material genético ¢ tal que este é sempre
um 4cido nucléico, o DNA, exceto nos casos dos
virus de RNA.
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As Cadeias Polinucleotidicas
Possuem Bases Nitrogenadas
Ligadas a um Esqueleto de
Aclcar-Fosfato

Conceitos Essenciais

e Um nucleosideo consiste em uma base de purina ou
pirimidina ligada a posicdao 1 de um agtcar do tipo
pentose.

e As posi¢oes no anel de ribose sdo designadas por um
apostrofo (') para distingui-las.

o A diferenca entre o DNA e o RNA esta no grupamento
da posicdo 2’ do aglicar. 0 DNA possui um aglcar do
tipo desoxirribose (2'-H); o RNA tem um agdcar do tipo
ribose (2'-OH).

e Um nucleotideo consiste em um nucleosideo ligado ao
grupamento fosfato tanto na posicdao 5" ou 3’ da
(desoxi)ribose.

e Residuos sucessivos de (desoxi)ribose de uma cadeia
polinucleotidica sao ligados por um grupamento fosfa-
to entre a posicao 3’ de um aglicar e a posicao 5" do
aclcar adjacente.

e Uma das extremidades da cadeia (convencionalmente,
a esquerda) possui uma extremidade 5’ livre, e a outra,
uma extremidade 3 livre.

e 0 DNA contém as quatro bases: adenina, guanina, citosi-
na e timina; o RNA possui uracila, ao invés de timina.

O bloco constituinte bédsico dos 4cidos nucléicos é
o nucleotideo, o qual possui trés componentes:

e Uma base nitrogenada,
® um agucar, e
e um fosfato.

A base nitrogenada é um anel de purina ou pi-
rimidina. A base ¢ unida a posi¢do 1 de um agticar
do tipo pentose por uma ligacio glicosidica a par-
tir do N, das pirimidinas ou Ny das purinas. Para
eliminar ambigiiidades entre os sistemas de nume-
racio dos anéis heterociclicos e do agicar, as posi-
¢bes na pentose sio designadas pelo apdstrofo ().

Os dcidos nucléicos sio denominados de acor-
do com o tipo de agticar; o DNA possui uma 2’-
desoxirribose; o RNA possui ribose. A diferenga estd
no fato de o agticar no RNA apresentar um grupa-
mento OH na posi¢ao 2 do anel de pentose. O
agucar pode ser ligado por suas posigoes 5" ou 3" a
um grupamento fosfato.

Um dcido nucléico consiste em uma longa ca-
deia de nucleotideos. A mostra que o
esqueleto da cadeia polinucleotidica consiste em
uma série alternada de resfduos de pentose (agd-
car) e de fosfato. Essa cadeia é construida pela liga-
¢do da posi¢io 5” do anel de pentose & posi¢io 3’
do anel da préxima pentose, por meio do grupa-
mento fosfato. Assim, o esqueleto de agicar-fosfa-
to consiste em ligacoes fosfodiéster 5'-3". As bases
nitrogenadas “salientam-se” a partir do esqueleto.

Cada dcido nucléico contém quatro tipos de ba-
ses. As duas purinas, adenina e guanina, estao pre-
sentes no DNA e no RNA. No DNA, as duas piri-
midinas sdo citosina e timina; no RNA, a uracila é
encontrada no lugar da timina. A dnica diferenga
entre uracila e timina ¢ a presenga de um metil na
posi¢ao Cs. As bases sdo em geral referidas por ini-
ciais. O DNA contém A, G, C e T; o RNA contém
A G, Cel.

O nucleotideo terminal em uma extremidade
da cadeia possui um grupamento 5’ livre; ¢ o nu-
cleotideo terminal na outra extremidade possui um
grupamento 3 livre. Convencionou-se redigir as
seqiiéncias de DNA na direcdo 5 para 3" —isto é,
a partir da extremidade 5, 4 esquerda, para a ter-
minacio 3’, a direita.

O DNA E uma Dupla Hélice

o A forma B do DNA é uma dupla hélice consistindo em
duas cadeias polinucleotidicas de sentido antiparalelo.

o As bases nitrogenadas de cada cadeia sdo anéis planos
de purinas ou pirimidinas que se projetam para o inte-
rior da dupla hélice e pareiam umas com as outras por
meio de pontes de hidrogénio, formando somente os
pares A-T ou G-C. .

e (O diametro da dupla hélice é de 20 A, havendo uma
volta completa a cada 34 A, com cada volta composta
por dez pares de bases.

e A dupla hélice forma um sulco maior (largo) e outro
menor (estreito).

A observagdo de que as bases estavam presentes em
diferentes quantidades em DNAs de diferentes es-
pécies levou ao conceito de que a seqiiéncia de bases
¢ a forma pela qual a informagio genética é transmi-
tida. Por volta dos anos 1950, o conceito de infor-
magdo genética era comum: os dois problemas im-
postos referiam-se a como trabalhar na estrutura
do 4cido nucléico e a explicar de que maneira uma
seqiiéncia de bases no DNA podia representar a se-
qiiéncia de aminodcidos de uma proteina.

A convergéncia de trés conceitos levou 4 cons-
trugio do modelo de dupla hélice do DNA pro-
posto por Watson e Crick, em 1953:

e Dados de difra¢ao de raios X revelaram que
0 DNA possuia a forma de uma hélice regu-
lar, apresentando uma volta completa a cada
34 A (3,4 nm), com um didmetro de ~20 A
(2nm). Uma vez que a distAncia entre nu-
cleotideos adjacentes ¢ de 3,4 A, deveriam
haver 10 nucleotideos por volta.

e A densidade do DNA sugere que a hélice

deve conter duas cadeias polinucleotidicas.
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O didmetro constante da hélice pode ser
explicado se as bases em cada cadeia estive-
rem voltadas para o interior e restrinjam-se
de tal forma que uma purina estd sempre
em oposi¢ao a uma pirimidina, evitando o
pareamento de purina-purina (muito largo)
e pirimidina-pirimidina (muito estreito).

e Independente das quantidades absolutas de
cada base, a proporgio de G ¢ sempre igual
a proporgio de C no DNA, e a proporgio
de A é sempre a mesma de T. Assim, a com-
posicao de qualquer DNA pode ser descrita
pela proporgao de suas bases, isto é G + C.
Essa propor¢ao varia de 26 a 74% nas dife-
rentes espécies.

Watson e Crick propuseram que as duas ca-
deias, polinucleotidicas na dupla hélice se asso-
ciavam por pontes de hidrogénio entre as bases ni-
trogenadas. G pode formar especificamente pon-
tes de hidrogénio apenas com C, e A pode for-
mar especificamente com T. Essas reacoes sao des-
critas como pareamento de bases, e as bases pa-
readas (G com C, ou A com T) sio ditas com-
plementares.

O modelo propos ainda que as duas cadeias po-
linucleotidicas corriam em diregbes opostas (anti-
paralelas), como ilustrado na . Obser-
vando-se ao longo da hélice, uma fita corre na dire-
¢ao 5 para 3, e a outra, de 3" para 5".

O esqueleto de agtcar-fosfato situa-se na face
externa e apresenta cargas negativas nos grupamen-
tos fosfato. Quando o DNA estd em solugio 77 vi-
tro, as cargas sio neutralizadas pela ligagao de fons
metdlicos, tipicamente Na*. Na célula, proteinas
carregadas positivamente contribuem com parte da
forca de neutralizagio. Essas proteinas desempe-
nham um importante papel na determinagio da or-
ganizacio do DNA na célula.

As bases encontram-se voltadas para o interior.
Estas sdo estruturas planas, que se dispdem aos pa-
res, perpendiculares ao eixo da hélice. Consideran-
do a dupla hélice como uma escada em espiral, os
pares de bases seriam os degraus, conforme ilustra-
do esquematicamente na . Prosseguin-
do ao longo da hélice, as bases estio empilhadas
umas sobre as outras, semelhante a uma pilha de
pratos.

Cada par de bases é rotado em aproximadamente
36° ao redor do eixo da hélice, em relagao ao préxi-
mo par. Assim, ~10 pares de bases formam uma
volta completa de 360°. A tor¢ao das duas fitas for-
ma uma dupla hélice contendo um sulco menor
(-12 A de largura) e um sulco maior (-22 A de

largura), como pode ser visto no modelo em escala

Um polinucleotideo apresenta uma estrutura repetitiva
54

Subunidade de

Ho nucleotideo

Base de pirimidina

Esqueleto de —
acucar-fosfato
Base de purina

Ligacoes
fosfodiéster 5'-3"

Uma cadeia polinucleotidica consiste em uma série de liga-
coes de aclicar-fosfato 5-3" que forma um esqueleto a partir do qual as
bases se projetam.

A dupla hélice apresenta largura constante

Ponte de hidrogénio

Os fosfatos
tém carga
negativa

ESQUELETO
DE AGUCAR-
FOSFATO

Q
\
3

O interior é hidrofébico

A dupla hélice mantém uma largura constante, porque as purinas sempre se
posicionam frente a pirimidinas nos pares de bases complementares A-T e G-C. A segiiéncia
na figura é T-A, C-G, A-T, G-C.
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Acucar  Base Fosfato

Os pares de bases planos estdo perpendiculares ao
esqueleto de aglcar-fosfato.
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As duas fitas de DNA formam uma dupla hélice.
Photo® Photodisc.

da . A dupla hélice é dextrdgira; as vol-
tas se ddo no sentido hordrio ao longo do eixo da
hélice. Essas caracteristicas representam o modelo
aceito para o que é conhecido como forma B do
DNA.

E importante notar que a forma B representa
uma média, e nio uma estrutura precisamente es-
pecificada. A estrutura do DNA pode sofrer altera-
¢oes locais. Se esta apresenta mais bases por voltas ¢
denominada superenovelada; se apresenta menos
bases por volta é denominada relaxada. O enovela-
mento local pode ser afetado pela conformagao glo-
bal da dupla hélice de DNA no espago ou pela liga-

¢do de protefnas em sitios especificos.

A Replicacdo do DNA E
Semiconservativa

Conceitos Essenciais

e 0 experimento de Meselson-Stahl empregou marcacao
por densidade para provar que uma Gnica cadeia poli-
nucleotidica é a unidade de DNA que é conservada du-
rante a replicacdo.

o (ada fita de um duplex de DNA atua como molde na
sintese de uma fita filha.

o As seqiiéncias das fitas filhas sdo determinadas pelo
pareamento de bases complementares com as fitas pa-
rentais separadas.

E crucial que o material genético seja reproduzido
de forma precisa. As duas fitas polinucleotidicas sao
ligadas apenas por pontes de hidrogénio; assim, sao
capazes de se separar sem requerer quebras de liga-
¢oes covalentes. A especificidade do pareamento de
bases sugere que cada uma das fitas parentais se-
paradas possa agir como fita molde na sintese de
uma fita filha complementar. A mos-
tra o principio pelo qual uma fita filha ¢ monta-
da sobre cada uma das fitas parentais. A seqiién-
cia da fita filha ¢ determinada pela fita parental,
um A na fita parental promove a colocagio de
um 7 na fita filha, um G parental direciona a in-
corporacio de um C na fita filha, e assim suces-
sivamente.

A parte superior da Figura 1.11 ilustra um du-
plex parental (ndo-replicado) que consiste nas duas
fitas parentais originais. A parte inferior mostra os
dois ddplices filhos que estdo sendo produzidos por
meio do pareamento de bases complementares.
Cada um dos duplices filhos possui uma seqiiéncia
idéntica a parental original, contendo uma fita pa-
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O pareamento de bases é responsavel

pela especificidade da replicacao

_ Asfitas =
parentais
sao

deseno-
veladas

Fita filha / \ Fita filha

0 pareamento de bases fornece o mecanismo de
replicacdo do DNA.

rental e uma recém-sintetizada. A estrutura do DNA
carrega a informagio necessdria para perpetuar a sua
seqiiéncia.

As conseqiiéncias desse modo de replicagio sao
ilustradas na . O duplex parental ¢ re-
plicado, formando dois duplices filhos, cada um
consistindo em uma fita parental e uma fita filha
(recém-sintetizada). A unidade conservada de uma
geragio para a proxima ¢é uma das duas fitas indivi-
duais que compreendiam o duplex parental. Esse com-
portamento ¢ denominado replicagao semiconser-
vativa.

A Figura 1.12 ilustra a predi¢io desse modelo.
Se 0 DNA parental carrega uma marca de densida-
de “pesada” devido ao organismo ter sido cultivado
em um meio contendo um isétopo apropriado (por
exemplo, 1°N), suas fitas podem ser diferenciadas
daquelas que sio sintetizadas quando o organismo
¢ transferido para um meio contendo isétopos nor-
mais “leves”.

O DNA parental, consiste em um duplex com
duas fitas pesadas (vermelhas). Apds uma geracio
de crescimento em meio leve, o duplex de DNA
apresenta densidade “hibrida” — que consiste em
uma fita parental pesada (vermelha) e uma fita fi-
lha leve (azul). Apds uma segunda geracio, as duas
fitas de cada duplex hibrido foram separadas. Cada
uma recebe uma complementar leve, de forma que

agora metade dos duplices de DNA permanece hi-

As fitas simples de DNA sdo as unidades conservadas

DNA parental Geragéo 1 Geracgao 2
Replicacdo AN/\N'/4
em meio de HIBRIDO
densidade %
leve AN

A% LEVE

PESADO e

AN/ N/ /4

Wy —< LEVE
HIBRIDO AR
Andlise de densidade HIBRIDO

----- Leve --=-Leve -=-Leve
----- Hibrido -~==-Hibrido -~=--Hibrido
-r=r:Pesado = -r3r Pesado ---- Pesado

A replicacdo do DNA é semiconservativa.

brida e a outra metade ¢ inteiramente leve (as duas
fitas sdo azuis).

As fitas individuais desses didplices sio inteiramente
pesadas ou leves. Esse padrio foi confirmado experi-
mentalmente pelo experimento de Meselson-Stahl
em 1958, que acompanhou a replicagio do DNA
por trés gerages de crescimento de E. coli. Quan-
do o DNA era extraido das bactérias e sua densi-
dade medida por centrifugagio, o DNA origina-
va bandas correspondentes a sua densidade —
pesada para o parental, hibrida na primeira gera-
¢do e metade hibrida e metade leve na segunda
geragao.

As Fitas de DNA S3o Separadas
na Forquilha de Replicacao

Conceitos Essenciais

o A replicagao do DNA é realizada por um complexo enzi-
matico que separa as fitas parentais e sintetiza as fitas
filhas.

o A forquilha de replicagcdo é o ponto onde as fitas pa-
rentais sao separadas.

e As enzimas que sintetizam DNA sdo denominadas DNA
polimerases; as enzimas que sintetizam RNA sao deno-
minadas RNA polimerases.

o Nucleases sdo enzimas que degradam acidos nucléicos;
estas incluem DNAases e RNAases e podem ser dividi-
das em endonucleases e exonucleases.

A replicagio requer a separagio das duas fitas do
duplex parental. No entanto, a ruptura da estrutu-
ra é apenas transiente, sendo revertida & medida
que o duplex filho é formado. Somente um peque-
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Uma forquilha de replicacao move-se ao longo do DNA

—

IR\ /X
/YA,
DNAs replicados
Forquilha de replicagao

DNA parental

A forquilha de replicagdo é a regido do DNA na
qual ha uma transicao entre o duplex parental desenovelado e
os ddplices filhos recém-sintetizados.

Endonucleases atacam liga¢oes internas

Ligacao quebrada

\MW\MW\WW

Uma endonuclease cliva uma ligagdo no interior
de um acido nucléico. Esse exemplo mostra uma enzima que
ataca uma fita de um duplex de DNA.

Exonucleases degradam a partir das extremidades

Uma exonuclease remove uma base de cada vez,
clivando a altima ligagcdo em uma cadeia polinucleotidica.

no segmento do duplex de DNA ¢ separado em
fitas simples, em qualquer momento.

A estrutura helicoidal de uma molécula de DNA
envolvida na replica¢io ¢ ilustrada na
A regido nio rephcada consiste no duplex parental
que se abre na regido replicada, onde os dois dipli-
ces filhos se formaram. A estrutura em dupla hélice
¢ rompida na jungdo entre as duas regides, a qual ¢
denominada forquilha de replicagdo. A replicacio
envolve a movimentagio da forquilha de replica-
¢ao ao longo do DNA parental; assim, ocorre um
desenovelamento continuo das fitas parentais e um
enovelamento dos duplices filhos.

A sintese de dcidos nucléicos ¢ catalisada por
enzimas especificas, que reconhecem o molde e rea-
lizam a tarefa de catalisar a adi¢ao de subunidades
a cadeia polinucleotidica que estd sendo sintetiza-
da. As enzimas sio denominadas de acordo com o
tipo de cadeia que estd sendo sintetizada: as DNA

polimerases sintetizam DNA e as RNA polimera-
ses sintetizam RNA.

A degradagio de dcidos nucléicos também re-
quer enzimas especificas: desoxirribonucleases
(DNAases) degradam DNA e ribonucleases
(RNAases) degradam RNA. As nucleases sio
agrupadas nas classes gerais de exonucleases e en-
donucleases:

e As endonucleases clivam ligagbes no interior
de moléculas de RNA ou DNA, gerando
fragmentos distintos. Algumas DNAases cli-
vam as duas fitas de um duplex de DNA no
sitio-alvo, e outras clivam apenas uma das
duas fitas. As endonucleases estao envolvi-
das em reagoes de clivagem conforme apre-
sentado na .

e Asexonucleases removem sucessivos residuos
individuais da extremidade da molécula, ge-
rando mononucleotideos. Elas sempre atuam
em uma unica fita de 4cido nucléico, sendo
que cada exonuclease prossegue em uma di-
regdo especifica, isto é, a partir da extremi-
dade 5’ ou 3’, prosseguindo em dire¢io a
outra extremidade. Tais enzimas estio en-
volvidas em reagdes que aparam as extremi-
dades, como mostrado na

A Informacao Genética Pode Ser
Fornecida pelo DNA ou RNA

Conceitos Essenciais

o 0s genes celulares sao de DNA, embora virus e virdides
possam apresentar genomas de RNA.

e 0 DNA é convertido em RNA pela transcricao, e o RNA
pode ser convertido em DNA pela transcricao reversa.

e A traducao do RNA em proteina é unidirecional.

O dogma central define o paradigma da biologia
molecular. Os genes so perpetuados como seqiién-
cias de 4cidos nucléicos, mas atuam sendo expres-
sos sob a forma de protefnas. A replicagio ¢é res-
ponsdvel pela heranca da informagio genética. A
transcricdo e a tradugio sdo responsdveis pela con-
versdo dessa informagdo de uma forma para outra.

A ilustra os papéis da replicacio,
da transcrigio e da tradugio, vistas pela perspectiva
do dogma central:

o A perpetuagio do dcido nucléico pode envolver
tanto DNA ou RNA como material genético.
As células utilizam apenas DNA. Alguns vi-
rus usam RNA, e a replicagio do RNA viral
ocorre na célula infectada.
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O dogma central descreve o fluxo da informacao

e AN/ T

Replicacao —
reversa
RNA l-l--l---:
Replicacdo

M Proteina

0 dogma central afirma que a informagdao no
acido nucléico pode ser perpetuada ou transferida, mas a trans-
feréncia de informacao em proteina é irreversivel.

7

o A expressio da informacdo genética celular ¢
geralmente unidirecional. A transcri¢ao do
DNA gera moléculas de RNA que podem
ser usadas em seguida apenas para gerar se-
qiiéncias de proteinas; via de regra, os RNAs
ndo podem ser recuperados e usados como
informagio genética. A traducio do RNA
em proteinas é sempre irreversivel.

Esses mecanismos sdo igualmente efetivos em
relagdo & informagdo genética de procariotos ¢ de
eucariotos e para a informagao carreada por virus.
Os genomas de todos os seres vivos consistem em
um duplex de DNA. Virus tém genomas que con-
sistem em DNA ou RNA, havendo exemplos de
cada um dos tipos, que sdo fitas duplas (fd) ou fitas
simples (fs). Detalhes do mecanismo usado para re-
plicar o 4cido nucléico variam dentre os sistemas
virais, mas o principio da replicagdo via sintese de
fitas complementares é 0 mesmo, como ilustrado
na .
Os genomas celulares reproduzem o DNA pelo
mecanismo de replicagio semiconservativa. Os ge-
nomas virais de fita dupla, DNA ou RNA, tam-
bém se replicam usando as fitas individuais do du-
plex como moldes para a sintese das fitas comple-
mentares.

Os virus com genomas de fita simples usam a
fita simples como molde para sintetizar uma fita
complementar; essa fita complementar é, por sua
vez, utilizada para sintetizar o seu complemento,
que ¢, obviamente, idéntico 2 fita original. A repli-
ca¢io pode envolver a formacio de intermedidrios

Os acidos nucléicos replicam-se
por meio de fitas complementares
Molde de fita
M\( Fita antiga

dupla
m—< :|- Fitas novas
{ MX Fita antiga

A g

A replicagcao gera dois duplices filhos,
cada um contendo uma fita parental e
uma fita recém-sintetizada

Molde de
fita simples

W\—zW%(
VAVAVAEZAVAVAN
A fita simples parental

€ usada para sintetizar
a fita complementar

A fita complementar
€ usada para sintetizar
uma copia da fita parental

Acidos nucléicos de fita dupla e de fita simples
replicam-se pela sintese de fitas complementares, dirigida pe-
las regras do pareamento de bases.

estdveis de fita dupla ou o uso de 4cidos nucléicos
de fita dupla somente como um estdgio transitdrio.

A restrigio em relagdo 2 transferéncia unidire-
cional de DNA para RNA nio ¢ absoluta. Esta ¢
superada pelos retrovirus, cujos genomas consis-
tem em moléculas de RNA de fita simples. Duran-
te o ciclo infectivo, 0 RNA ¢ convertido pelo pro-
cesso de transcri¢ao reversa em um DNA de fita
simples, o qual ¢, por sua vez, convertido em um
DNA de fita dupla. Esse duplex de DNA torna-se
parte do genoma da célula, sendo herdado como
qualquer outro gene. Assim, a transcrigio reversa per-
mite que uma seqiiéncia de RNA seja recuperada e
utilizada como informagio genética.

A existéncia da replicagio de RNA e da trans-
crigio reversa estabelece o principio geral de que a
informagdo sob a forma de seqiiéncias de qualquer
um dos tipos de dcido nucléico pode ser convertida no
outro tipo. No entanto, durante o curso habitual
dos eventos, a célula baseia-se nos processos de re-
plicagio do DNA, de transcrigio e de tradugio. En-
tretanto, em ocasides raras (possivelmente media-
das por um virus de RNA), a informa¢io de um
RNA celular ¢ convertida em DNA e inserida no
genoma. Embora a transcri¢ao reversa nio desem-
penhe um papel nas operages regulares da célula, esta
torna-se um mecanismo de potencial importincia
quando consideramos a evolu¢io do genoma.

Os mesmos principios sdo seguidos na perpe-
tuagdo da informagio genética de genomas enor-



12 CAPITULO 1 0S GENES SAO DNA

Os genomas apresentam uma
grande variagao de tamanho

Numero de Pares de
Genoma genes bases
Organismos
Plantas <50.000 <10
Mamiferos 30.000 ~3x10°
Vermes 14.000 ~108
Moscas 12.000 1,6 x 108
Fungos 6.000 1,3x 107
Bactérias 2-4.000 <107
Micoplasmas 500 <108
Virus de fdDNA
Variola <300 187.000
Papovavirus (SV40) ~6 5.226
Fago T4 ~200 165.000
Virus de fsDNA
Parvovirus 5 5.000
Fago X174 1 5.387
Virus de fdRNA
Reovirus 22 23.000
Virus de fsRNA
Coronavirus 7 20.000
Influenza 12 13.500
T™MV 4 6.400
Fago MS2 4 3.569
STNV 1 1.300
Virdides
RNA PSTV 0 359

A quantidade de acido nucléico no genoma varia
em uma escala enorme.

mes de plantas ou anfibios, de pequenos genomas
como de micoplasmas, ou ainda informagdes ge-
néticas menores de virus de RNA ou DNA. A
resume alguns exemplos que ilustram a
variagdo de tipos e tamanhos de genomas.

Ao longo de toda a gama de organismos, cujo
contetdo total dos genomas varia em uma ordem
de até 100.000 vezes, um principio comum preva-
lece: O DNA codifica rodas as proteinas que a(s)
célula(s) do organismo devem sintetizar, e as protei-
nas, por sua vez, (direta ou indiretamente) fornecem
as fungoes necessdrias i sobrevivéncia. Um principio
similar descreve a funcio da informagio genética
dos virus, sejam de DNA ou RNA: O dcido nucléi-
co codifica a(s) proteina(s) necessdria(s) para empaco-
tar o genoma e também para quaisquer outras fungoes
adicionais aquelas fornecidas pela célula hospedeira,
necessdrias i reprodugio viral durante seu ciclo infec-
tivo. (O menor virus — o virus satélite da necrose
do tabaco [STNV] — niao se replica independente-
mente. Ele requer a presenca simultinea de um vi-
rus “auxiliar” — o virus da necrose do tabaco [TNV]
— que é um virus normalmente infeccioso.)

Os Acidos Nucléicos
Hibridizam-se por Pareamento
de Bases

Conceitos Essenciais

e (0 aquecimento promove a separacao das duas fitas de
um DNA duplex.

e AT, &o ponto médio da faixa de temperatura de des-
naturacgao.

o Fitas simples complementares podem renaturar quando
a temperatura é reduzida.

e A desnaturacdo e a renaturagdo/hibridizacdo podem
ocorrer entre combinagdes de DNA-DNA, DNA-RNA ou
RNA-RNA e podem ser intermoleculares ou intramo-
leculares.

e A capacidade de duas preparacdes de acidos nucléicos
de fita simples hibridizarem é uma medida de suas com-
plementaridades.

Uma propriedade crucial da dupla hélice ¢ a ca-
pacidade de separar-se sem romper as ligages co-
valentes. Isso torna possivel a separacio e a reu-
niao das duas fitas sob condigoes fisioldgicas, em
velocidades (muito rdpidas) necessdrias & manu-
tengao das fung¢des genéticas. A especificidade de
processo ¢ determinada pelo pareamento de ba-
ses complementares.

O conceito de pareamento de bases ¢ central para
todos os processos envolvendo dcidos nucléicos. A rup-
tura dos pares de bases é um aspecto crucial da funcio
de uma molécula de fita dupla, enquanto a capacida-
de de formar pares de bases é essencial & atividade de
um dcido nucléico de fita simples. A
mostra que o pareamento de bases permite que 4ci-
dos nucléicos de fita simples formem uma estrutu-
ra em duplex.

e Uma regido de duplex intramolecular pode
ser formada pelo pareamento de bases en-
tre duas seqiiéncias complementares que
fazem parte de uma molécula de fita sim-
ples.

e Uma molécula de fita simples pode parear
suas bases com uma molécula de fita sim-
ples complementar independente, forman-
do um duplex intermolecular.

A formagio de regides de duplex a partir de 4ci-
dos nucléicos de fita simples é mais importante para
0 RNA, embora DNAs de fita simples também exis-
tam (em genomas virais). O pareamento de bases
entre fitas simples complementares independentes
nao ¢ restrito a DNA-DNA ou RNA-RNA, po-
dendo ocorrer também entre uma molécula de
DNA e uma molécula de RNA.

A auséncia de ligag6es covalentes entre fitas com-
plementares permite a manipulagio do DNA iz
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Pareamento
intramolecular no
interior do RNA

RNA
Pareamento gliayencs
intermolecular AN/ RNAcurto
entre RNAs

NN

0 pareamento de bases ocorre no duplex de DNA
e também em interagdes intra- e intermoleculares no RNA (ou
DNA) de fita simples.

longos e curtos

vitro. As forcas nio-covalentes que estabilizam a
dupla hélice sao rompidas pelo aquecimento ou pela
exposi¢ao a baixas concentracoes de sal. As duas
fitas de uma dupla hélice separam-se completamente
quando as pontes de hidrogénio entre elas sao des-
feitas.

O processo de separagdo das fitas é denomina-
do desnaturagao ou (mais coloquialmente) fisdo.
(O termo “desnaturacio” é também utilizado para
descrever a perda da estrutura verdadeira de uma
proteina; este é um termo geral e implica que a con-
formagao natural de uma macromolécula foi con-
vertida em alguma outra forma.)

A desnaturagio do DNA ocorre em uma faixa
estreita de temperatura e promove modificagoes
profundas em muitas de suas propriedades fisicas.
O ponto médio da faixa de temperatura na qual as
fitas de DNA se separam ¢ denominado temperatu-
ra de fusdo (T,) (do inglés: melting temperature).
Essa temperatura é dependente da proporgio de
pares de bases G-C. Uma vez que o par G-C apre-
senta trés pontes de hidrogénio, ¢ mais estdvel que
um par A-T, que apresenta apenas duas pontes de
hidrogénio. Quanto maior o contetido de pares de
bases G-C, maior serd a energia necessdria para se-
parar as duas fitas. Em solucdo, sob condicées fi-
siolégicas, um DNA que contém 40% de G-C — um
valor tipico de genomas de mamiferos — se desnatura
auma 7' de cerca de 87°C. Assim, o duplex de DNA
¢ estdvel em temperaturas existentes na célula.

A desnaturagao do DNA ¢ reversivel sob condi-
¢oes apropriadas. A capacidade das duas fitas com-
plementares separadas formarem novamente uma
dupla hélice é denominada renaturagao. A renatu-
racio depende do pareamento de bases especifico
entre as fitas complementares. A mos-
tra que a reagio ocotre em dois estdgios. Inicial-

DNA de fit
NANNL e

dupla

VVVV DNA de fita
/\\/ \\/I\\/\\ Simples

RIS

}\.\0\.\0\.\0\. ?eﬁgturado

Fitas simples de DNA desnaturado podem ser
renaturadas, originando a forma de duplex.

mente, as fitas simples do DNA em solugio encon-
tram-se aleatoriamente; se suas seqiiéncias forem
complementares, as duas fitas pareiam suas bases e
geram uma regido curta de dupla hélice. Em segui-
da, a regido de pareamento de bases estende-se ao
longo da molécula por um efeito semelhante a um
ziper, formando uma longa molécula de duplex. A
renaturagio da dupla hélice restaura as propriedades
originais perdidas quando o DNA foi desnaturado.

A renaturagio descreve a reacio entre duas se-
qiiéncias complementares que foram separadas por
desnaturacio. Entretanto, a técnica pode ser esten-
dida para permitir que duas seqiiéncias complemen-
tares de quaisquer dcidos nucléicos reajam entre si
e formem estruturas em duplex. Isso algumas ¢ ve-
zes chamado de anelamento, embora a reagio seja
geralmente descrita como hibridizagdo, sempre que
4cidos nucléicos de diferentes origens estio envol-
vidos, como no caso quando uma das preparagdes
consiste em DNA, e a outra, em RNA. 4 mpﬂcz’da-
de de duas preparacies de dcidos nucléicos hibridiza-
rem constitui um teste preciso de sua complementari-
dade, visto que apenas seqiiéncias complementares po-
dem forma uma estrutura em duplex.

O principio da reagao de hibridizagao baseia-se
na exposi¢io de duas preparagoes de dcidos nucléi-
cos de fita simples uma 2 outra, medindo-se em
seguida a quantidade de material em fita dupla for-
mado. A ilustra um procedimento no
qual uma preparagio de DNA ¢ desnaturada e as
fitas simples s3o adsorvidas a um filtro. Entao, uma
segunda preparagio de DNA (ou RNA) desnatura-
do ¢ adicionada. O filtro ¢ tratado de forma que a
segunda preparagio pode adsorver-se a ele somen-
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O DNA é desnaturado O DNA é desnaturado
e adsorvido ao filtro em solucao

1
© =

O filtro € mergulhado na solugao

O DNA ligado ao filtro € medido

A hibridizagdo no filtro estabelece se uma solu-
cao de DNA (ou RNA) desnaturado contém seqiiéncias comple-
mentares as fitas imobilizadas no filtro.

te se for capaz de parear suas bases com o DNA
que foi inicialmente adsorvido. Geralmente, a se-
gunda preparagio ¢ marcada radioativamente, de
maneira que a reagio pode ser medida pela quanti-
dade de marcacdo radioativa retida pelo filtro.

A extensao da hibridizacao entre dois 4cidos nu-
cléicos de fita simples é determinada por sua com-
plementaridade. Duas seqiiéncias ndo precisam ser
perfeitamente complementares para hibridizarem. Se
estas forem bastante relacionadas, mas nio idénti-
cas, um duplex imperfeito é formado, no qual o
parecamento de bases ¢ interrompido nas posicoes
onde as duas fitas nao sdo correspondentes.

As Mutacoes Modificam a
Seqiiéncia do DNA

Conceitos Essenciais

e Todas as mutacdes consistem em modificacdes na se-
qgliéncia do DNA.

e Mutacdes podem ocorrer espontaneamente ou serem
induzidas por agentes mutagénicos.

As mutagdes fornecem evidéncias decisivas de que
0 DNA ¢ o material genético. Quando uma modi-
ficagdo na seqiiéncia de DNA provoca uma altera-

¢do na seqiiéncia de uma proteina, podemos con-
cluir que o DNA codifica aquela proteina. Além
disso, uma modificagao no fenétipo do organismo
pode permitir-nos identificar a fungdo da proteina.
A existéncia de muitas mutagdes em um gene pode
possibilitar a comparagio entre as muitas formas
variantes de uma dada proteina, e uma andlise de-
talhada pode ser usada para identificar as regioes
da proteina responsdveis por fungbes enzimdticas
individuais, ou outras funcoes.

Todos os organismos estdo sujeitos a um certo
ndmero de mutagdes como resultado de operacoes
celulares normais ou interagoes aleatdérias com o0 am-
biente. Essas sao denominadas mutagoes esponta-
neas; a sua taxa de ocorréncia é caracteristica de
um determinado organismo, sendo algumas vezes
denominada nivel basal. As mutagdes sio eventos
raros e, obviamente, aquelas que causam danos em
um gene sio selecionadas negativamente durante a
evolugdo. Assim, ¢ dificil obter-se grandes niime-
ros de mutantes espontineos para um estudo, a
partir de populagbes naturais.

A ocorréncia de mutagbes pode ser aumentada
pelo tratamento com determinados compostos.
Estes sao chamados de compostos mutagénicos, e
as modificagdes que causam sio referidas como
mutagoes induzidas. A maioria dos compostos mu-
tagénicos atua diretamente devido a sua capacidade
de modificar uma determinada base do DNA, ou de
incorporar-se ao dcido nucléico. A eficiéncia de um
composto mutagénico é avaliada pelo aumento da taxa
de mutagdes em relagio aos niveis basais. A partir do
uso de compostos mutagénicos, tornou-se possivel a
indugio de muitas modificagdes em qualquer gene.

Mutagoes espontineas que inativam a fungio
génica ocorrem em bacteriéfagos e bactérias em uma
taxa relativamente constante de 3-4 x 10 por ge-
noma, por geragdo. Dada a grande variagio no ta-
manho dos genomas entre bacteriéfagos e bacté-
rias, essa taxa corresponde a grandes diferengas na
taxa de mutagio por par de bases. Isso sugere que a
taxa global de mutagoes esteve sujeita a forgas sele-
tivas que equilibraram os efeitos deletérios da maio-
ria das mutagoes e os efeitos vantajosos de algumas
mutagoes. Essa conclusio ¢é reforgada pela observa-
¢ao de que um microrganismo do dominio Archaea,
que habita ambientes em condigdes extremas de
temperatura e acidez (condigdes que normalmente
danificariam o DNA), nio apresenta uma taxa ele-
vada de mutagio e, de fato, tem uma taxa um pou-
co abaixo da taxa média.

A mostra que a taxa de mutagdes em
bactérias corresponde a cerca de 10 eventos por 16-
cus, por geragao, ou a uma taxa média de 10°a 10°1°
de modificagio por par de bases, por geragio. A taxa
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As taxas de mutacao aumentam
com o tamanho do alvo
Taxa de mutagao

Qualquer par

b = N de bases
7 \‘E H\N)\L?/H 1 em 109-101°
\\H_N)\ NN geragdes

~ATCGGACTTACCGGTTA.. Qualquer gene
LI HIITH] ot omtonaer
..TAGCCTGAATGGCCAAT.. 9eracoes
é@i@% O genoma
=y
A\{@)& 1 em 300
%4@ geracoes

Um par de bases é mutado com uma taxa de

109-10-10 por geragdo, um gene de 1.000 pares de bases é
mutado a ~10 por geracdo, e o genoma bacteriano é mutado
a 3 x 1073 por geragao.

em pares de bases individuais varia amplamente, em
uma escala de 10.000 vezes. Nao temos medidas pre-
cisas da taxa de mutagdo em eucariotos, apesar de, em
geral, considerarmos que ¢ similar aquela encontrada
em bactérias por l6cus, por geragao.

As Mutagoes Podem Afetar
Pares de Bases Unicos ou
Seqiiéncias mais Longas

Conceitos Essenciais

e Uma mutacdo pontual altera um dnico par de bases.

e Mutagdes pontuais podem ser causadas pela conversao
quimica de uma base em outra, ou por erros que ocor-
rem durante a replicagdo.

e Uma transicdo substitui um par de bases G-C por um
par de bases A-T, ou vice-versa.

e Uma transversao substitui uma purina por uma pirimi-
dina, tal como a modificacao A-T em T-A.

o Insercdes sdo o tipo mais comum de mutagao e resul-
tam da movimentacdo de elementos de transposicao.

Qualquer par de bases de DNA pode ser mutado. Uma
mutagio pontual modifica apenas um dnico par
de bases e pode ser causada por qualquer um dos
dois tipos de eventos:

e Modificacoes quimicas do DNA provocam
diretamente a troca de uma base por outra
diferente.

e Um mau funcionamento durante a replica-
¢do do DNA promove a inser¢io de uma

O acido nitroso desamina a citosina,

convertendo-a em uracila

H
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Mutacgdes podem ser induzidas por modificacdo
quimica em uma base.

base errada em uma cadeia polinucleotidica
durante a sintese do DNA.

Mutagbes pontuais podem ser classificadas em
dois tipos, dependendo da natureza da modifica-
¢do quando uma base ¢ substituida por outra:

e A classe mais comum € a transi¢do, que cor-
responde & substitui¢ao de uma pirimidina por
outra, ou de uma purina por outra. Isso troca
um par G-C por um par A-T, ou vice-versa.

e A classe menos comum ¢ a transversao, na
qual uma purina ¢é trocada por uma pirimi-
dina, ou vice-versa. Assim, um par A-T se
torna um par T-A ou C-G.

Os efeitos do 4cido nitroso sao um exemplo clds-
sico de uma transi¢do causada pela conversio qui-
mica de uma base em outra. A mostra
que o 4cido nitroso realiza uma desaminagio oxi-
dativa que converte a citosina em uracila. No ciclo
de replicacio apds a transi¢do, U pareia com um A,
a0 invés do G, que pareava com o C original. Des-
sa forma, o par C-G ¢ substituido por um par T-A,
quando A parear com T no préximo ciclo de replica-
¢do. (O dcido nitroso também desamina a adenina,
causando uma transigio reversa de A-T para G-C.)

Transigoes também podem ser causadas pelo pa-
reamento incorreto de bases, quando membros pou-
co comuns se pareiam, desobedecendo as restrigoes
usuais dos pares de Watson-Crick. O pareamento in-
correto geralmente é uma aberragio resultante da in-
corporacio de uma base anormal com propriedades
ambiguas de pareamento no DNA. A
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BrdU provoca a troca do par A-T por um G-C
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Mutacdes podem ser induzidas pela incorporacdo de
analogos de bases no DNA.

ilustra o exemplo da bromouracila (BrdU), um and-
logo de timina que contém um 4tomo de bromo
no lugar do grupo metil da timina. A BrdU ¢ in-
corporada no DNA no lugar da timina. Entretan-
to, essa base apresenta propriedades ambiguas de
pareamento, devido & presenca do dtomo de bro-
mo que permite a ocorréncia de uma mudanga na
qual a base altera sua estrutura de um grupo ceto
(=0) para uma forma enol (-OH). A forma enol
pode parear com guanina, o que leva a substitui¢io
do par original A-T por um par G-C.

O pareamento incorreto pode ocorrer tanto du-
rante a incorporagio original da base ou no ciclo
de replicagdo subseqiiente. A transi¢do ¢ induzida
com uma certa probabilidade a cada ciclo replicati-
vo; por isso, a incorporagio de BrdU tem efeitos
continuados na seqiiéncia de DNA.

As mutag¢des pontuais foram consideradas du-
rante um longo tempo como a principal forma de
modificagio de genes individuais. No entanto, sa-
bemos que as inser¢des de segmentos de material
adicional sao bastante freqiientes. A fonte de mate-
rial inserido normalmente corresponde a elemen-
tos transponiveis, que sdo seqiiéncias de DNA ca-
pazes de se mover de um sitio para o outro (Ver
Capitulo 21, Transposons, e Capitulo 22, Retrovi-
rus e Retrotransposons). Uma inser¢io geralmente
abole a atividade de um gene. Quando tais inser-
¢oes ocorrem, delegdes de parte ou de todo o ma-
terial inserido, e algumas vezes de regies adjacen-
tes, podem ocorrer subseqiientemente.

Uma diferenca significativa entre mutagoes pon-
tuais e insercoes/deleces é que a freqiiéncia de mu-
tagbes pontuais pode ser aumentada por compos-
tos mutagénicos, e a ocorréncia de modificagdes
causadas por elementos transponiveis nio ¢ afeta-
da. No entanto, inser¢oes e dele¢bes podem tam-
bém ocorrer por outros mecanismos — por exem-
plo, aqueles envolvendo erros durante replicacio
ou recombinagio —, apesar de, provavelmente, se-
rem menos comuns. Além destes, uma classe de
compostos mutagénicos denominados acridinas in-
troduz inser¢oes e delegbes (muito pequenas).

Os Efeitos das Mutagdes Podem
Ser Revertidos

Conceitos Essenciais

e As mutacdes diretas inativam um gene, e as mutacoes
reversas (ou revertentes) revertem seus efeitos.

o As insercoes podem ser revertidas pela delecdo do mate-
rial inserido, ao passo que as delecoes nao sao revertidas.

e A supressdo ocorre quando uma mutacao em um segun-
do gene anula o efeito da mutacdo do primeiro gene.

A mostra que o isolamento de rever-
tentes ¢ uma caracteristica importante que distin-
gue as mutagdes pontuais e insercoes das delecoes:

e Uma mutagdo pontual pode ser revertida
pela restauragio da seqiiéncia original ou
pelo ganho de uma mutagio compensatéria
em outro local do gene.

e Uma inser¢do de material adicional pode ser
revertida pela delecio do material inserido.

e Uma dele¢do de parte de um gene nio pode
ser revertida.

Mutagbes que inativam um gene sio denomi-
nadas mutagbes diretas. Seus efeitos sao revertidos
por mutagdes reversas, que sio dois tipos: rever-
soes verdadeiras ou reversoes de segundo sitio.
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Algumas mutacoes podem ser revertidas

ATCGGACTTACCGGTTA
TAGCCTGAATGGCCAAT

Mutacdes
pontuais

ATCGGACOACCGGTTA
TAGCCTGAGTGGCCAAT

Reversao l

ATCGGACTTACCGGTTA
TAGCCTGAATGGCCAAT

ATCGGACTTACCGGTTA
TAGCCTGAATGGCCAAT

Insercao l

ATCGGACTTXXXXXACCGGTTA
TAGCCTGAAYYYYYTGGCCAAT

Reverséao por
delecao

ATCGGACTTACCGGTTA
TAGCCTGAATGGCCAAT

ATCGGACTTACCGGTTA
TAGCCTGAATGGCCAAT

}

ATCGGACGGTTA
TAGCCTGCCAAT

Nenhuma reversao é possivel

Mutacdes pontuais e inser¢des podem ser rever-
tidas, mas delecdes nao sao revertidas.

Uma reverso exata da mutagio original é cha-
mada de reversio verdadeira. Assim, se um par A-
T foi substituido por um par G-C, uma outra mu-
tagao que restaure o par A-T ird regenerar exata-
mente a seqiiéncia selvagem.

O segundo tipo de mutagdo reversa — a rever-
sao de segundo sitio — pode ocorrer em outro local
no gene e seu efeito compensa a primeira mutagao.
Por exemplo, uma modifica¢io de um aminodcido
em uma proteina pode abolir a fun¢io de um gene,
mas uma segunda alteracdo pode compensar a pri-
meira e restaurar a atividade da proteina.

Uma mutagio direta resulta de qualquer mu-
danca que inative um gene; uma mutagao rever-
sa deve restaurar a fun¢io de uma proteina dani-
ficada por uma mutagdo direta em particular. A
taxa de mutagao reversa é correspondentemente
inferior & de mutagdo direta, tipicamente na ot-

dem de ~10.

Mutagbes também podem ocorrer em outros ge-
nes, de modo a contornar os efeitos da muta¢io no
gene original. Esse efeito ¢ denominado supressao.
Um l6cus no qual uma mutagio suprime o efeito
de uma mutagio em outro lécus é chamado de su-
pressor.

As Mutacoes Sao Concentradas
em Hotspots

Conceitos Essenciais

o A freqiiéncia de uma mutacao em qualquer par de bases
é determinada por uma flutuacdo estatistica, exceto
nos hotspots (“sitios quentes”), onde a fregiiéncia é
aumentada em pelo menos uma ordem de grandeza.

Até agora lidamos com mutagbes em relagio as
mudancas individuais na seqiiéncia do DNA que
influenciam a atividade da unidade genética na qual
estas ocorrem. Quando consideramos as mutagoes
no que tange 2 inativa¢io do gene, a maioria dos
genes de uma espécie revela taxas mais ou menos
similares de muta¢ao em relagio ao seu tamanho.
Isso sugere que o gene pode ser considerado como
um alvo de mutagio, ¢ que danos em qualquer par-
te de um gene podem abolir sua fun¢do. Como re-
sultado, a suscetibilidade & mutagio ¢ aproximada-
mente proporcional ao tamanho do gene. Ao con-
siderarmos os sitios de mutagdes no interior da se-
giiéncia de DNA: todos os pares de bases em um
gene sdo igualmente suscetiveis, ou existem alguns
mais provéveis de serem mutados que outros?

O que acontece quando isolamos um grande
ndmero de mutagdes independentes em um mes-
mo gene? Muitos mutantes sao obtidos. Cada um ¢
resultado de um evento mutacional individual.
Entao, o sitio de cada mutacio é determinado. A
maioria das mutages ocorrerd em sitios diferentes,
mas algumas ocorrerdo na mesma posi¢do. Duas
mutagdes independentemente isoladas em um mes-
mo sitio podem corresponder exatamente 3 mesma
alteragio no DNA (neste caso, o mesmo evento mu-
tacional ocorreu em mais de uma ocasiao), ou po-
dem corresponder a modificagdes diferentes (trés
mutag¢des pontuais diferentes sao possiveis para cada
par de bases).

O histograma da revela a freqiién-
cia com a qual mutagdes sdo encontradas em cada
par de bases do gene lacl de E. coli. A probabilida-
de estatistica de mais de uma mutagdo ocorrer em
um sitio particular é dada pela cinética de acerto alea-
tério (como observado na distribuicio de Poisson).
Assim, alguns sitios apresentardo uma, duas ou trés
mutagdes, ¢ outros, nenhuma. Alguns sitios apre-
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Um hotspot tem um aumento de
> 10 vezes em mutacoes
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Mutagdes espontdneas ocorrem ao longo do gene
lacI de E. coli, mas estdo concentradas em um hotspot.

sentam nimeros muito maiores de mutagdes que o
esperado para uma distribuicdo aleatdria; tais sitios
apresentam 10 ou mesmo 100 vezes mais muta-
¢bes que o predito para acertos casuais. Esses sitios
sdo chamados de sitios quentes (do inglés: hozspors).
Mutagbes espontineas podem ocorrer em hotspots
e diferentes agentes mutagénicos atuar sobre dife-
rentes hotspots.

Muitos Hotspots Resultam de
Bases Modificadas

Conceitos Essenciais

e Uma causa comum de ocorréncia de hotspots é a pre-
senca da base modificada 5-metilcitosina, que é es-
pontaneamente desaminada, originando timina.

Uma das principais causas de mutagio espontinea
¢ decorrente da presenga de bases incomuns no
DNA. Além das quatro bases inseridas no DNA
quando este ¢ sintetizado, bases modificadas sio
algumas vezes encontradas. Este nome reflete sua
origem; estas sao produzidas pela modifica¢ao qui-
mica de uma das quatro bases j4 presentes no DNA.
A base modificada mais comum ¢ a 5-metilcitosi-
na, a qual é gerada por uma enzima metilase que
adiciona um grupo metil a certos residuos de cito-
sina, em sitios especfﬁcos no DNA.

Os sitios que contém 5-metilcitosina correspon-
dem a hotspots de mutagbes pontuais espontineas
em E. coli. Em cada caso, a mutacio assume a for-
ma de uma transi¢o de G-C para A-T. Os hotspots
ndo sio encontrados em linhagens de E coli inca-
pazes de metilar a citosina.

A razio para a existéncia de hotspors deve-se ao
fato de as bases citosinas sofrerem desaminagio es-
pontinea com uma freqiiéncia considerdvel. Nessa

A desaminacao espontanea altera uma base
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A desaminacdo da citosina produz uracila, e a
desaminacdo da 5-metilcitosina produz timina.

reagdo, o grupamento amino ¢ substituido por um
grupo ceto. Lembre-se de que a desaminagio de
uma citosina gera uracila (ver Figura 1.23). A
compara essa reagao com a desaminagio
da 5-metilcitosina, onde a desaminagdo gera uma
timina. O efeito no DNA ¢ a geragdo de pares de
bases G-U ¢ G-T, respectivamente, promovendo o
pareamento incorreto entre os parceiros.

Todos os organismos possuem sistemas de re-
paro que corrigem os parcamentos incorretos de
bases por meio da remogao e da substitui¢do de uma
das bases. A atuagio desses sistemas determina se
os pares incorretos, tais como G-U e G-T, resulta-
rdo em mutagoes.

A mostra que as conseqiiéncias da
desaminagio sdo diferentes para 5-metilcitosina e
citosina. A desamina¢do da (rara) 5-metilcitosina
provoca uma mutagio, ao passo que a desaminacio
da citosina, que ¢ mais comum, nio tem esse efei-
to. Isso acontece porque os sistemas de reparo sao
muito mais eficientes no reconhecimento de G-U
que de G-T.

E. coli contém uma enzima, uracila-DNA-gli-
cosidase, que remove residuos de uracila do DNA
(ver Se¢do 20.5, A Inversio de Bases E Utilizada
por Metilases e Glicosilases). Essa atividade deixa
um residuo de G nio-pareado, e entdo um “siste-
ma de reparo” insere uma base C, a qual se torna o
seu par. O resultado liquido dessas reacoes ¢ a res-
tauragdo da seqiiéncia original de DNA. Esse siste-
ma protege o DNA contra as conseqiiéncias da de-
saminag¢ao espontinea da citosina. (Esse sistema nio
¢, no entanto, ativo o suficiente para impedir os
efeitos do nivel aumentado de desaminagdo provo-
cado pelo 4cido nitroso; ver Figura 1.23.)

Observe que a desaminagio da 5-metilcitosina
origina timina. Este processo cria um par de bases
incorreto, G-T. Se o erro nio for corrigido antes
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Mutacao Nao ha mutacao

A desaminacdo da 5-metilcitosina produz timina
(por transicao C-G para T-A); a desaminacao da citosina produz
uracila (que normalmente é removida e entdo é substituida por
citosina).

do préximo ciclo de replicagio, ocorrerd uma mu-
tagdo. Na replicagdo seguinte, as bases incorretas
do par G-T serdo separadas e formardo pares com
novas bases, produzindo um par G-C selvagem e
um par mutante A-T.

A desaminagio da 5-metilcitosina é a causa mais
comum de formagdo de pares G-T incorretos no
DNA. Sistemas de reparo que atuam em erros do
tipo G-T tendem a repor o T por um C (ao invés
da reposigao alternativa de repor o G por um A), o
que ajuda a reduzir a taxa de mutagdo (ver Secio
20.7, O Controle da Diregao do Reparo de Parea-
mentos Incorretos). No entanto, esses sistemas nao
sdo tdo efetivos quanto a remogio do U do par G-
U incorreto. Assim, a desaminag¢ao da 5-metilcito-
sina promove mutagdes com muito mais freqiién-
cia que a desaminagio da citosina.

A 5-metilcitosina também cria hozspors no DNA
eucaridtico. Isto é comum em dinucleotideos CpG
que estdo concentrados em regides denominadas
ilhas CpG (ver Se¢ao 24.19, Ilhas CpG Sio Alvos
Regulatérios). Embora a 5-metilcitosina correspon-
da a apenas cerca de 1% das bases do DNA huma-
no, sitios contendo esta base modificada sio res-
ponsdveis por ~30% de todas as mutagbes pontuais.

Isso torna o estado de 5-metilcitosina um determi-
nante particularmente importante de mutagdes em
células animais.

A importincia dos sistemas de reparo na redu-
¢ao da taxa de mutagoes ¢ enfatizada pelos efeitos
decorrentes da elimina¢io da enzima MBD4 de
camundongo, uma glicosilase que remove T (ou U)
de pares formados incorretamente com G. O resul-
tado € o aumento, com um fator de 3x, da taxa de
mutagdo nos sitios CpG. (Esse efeito ndo é ainda
maior porque MBD4 é apenas um dos vdrios siste-
mas que atuam em pares incorretos G-T; podemos
imaginar que a eliminagdo de todos os sistemas
aumentaria muito mais a taxa de mutagoes.)

A atuagio desses sistemas traz uma luz interes-
sante em relagdo ao uso de T no DNA comparado
a0 uso de U no RNA. Talvez essa propriedade este-
ja relacionada a necessidade de estabilidade da se-
qiiéncia no caso do DNA; o uso de T implica que
quaisquer desaminagdes em C sdo imediatamente
reconhecidas, pois geram uma base (U), a qual em
geral ndo estd presente no DNA. Isso aumenta mui-
to a eficiéncia com a qual os sistemas de reparo po-
dem atuar (se comparado 2 situagdo onde estes de-
vem reconhecer erros G-T, os quais podem ser pro-
duzidos também por situagdes onde a remogio do
T ndo seria a resposta adequada). Além disso, a li-
gacao fosfodiéster do esqueleto é mais 14bil quando
a base é U.

Alguns Agentes Hereditarios
Sdo extremamente Pequenos

Conceitos Essenciais

o Alguns agentes hereditarios muito pequenos nao codi-
ficam proteinas e consistem em RNA ou proteina com
propriedades hereditérias.

Virdides sao agentes infecciosos que causam doen-
cas em plantas superiores. Estes correspondem a mo-
léculas muito pequenas e circulares de RNA. Dife-
rentemente dos virus — para os quais os agentes in-
fecciosos correspondem a um virion, um genoma
encapsulado em um envoltério protéico —, 0 RINA
do virdide é, ele mesmo, o agente infeccioso. O virdide
consiste somente em RNA, que exibe um extenso,
porém imperfeito, pareamento de bases, e assume
uma forma de bastiao caracteristica, como mostra-
do na . Mutagbes que interferem com
a estrutura de bastio reduzem a sua infectividade.

Um RNA de virdide consiste em uma tinica es-
pécie molecular, a qual ¢ replicada de forma autd-
noma nas células infectadas. Sua seqiiéncia é preci-
samente perpetuada em seus descendentes. Virdi-
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Os genomas de viréides sao de RNA
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0 RNA de PSTV é uma molécula circular que forma uma extensa estrutura em dupla fita, interrompida por muitas

alcas internas. As formas severa e suave diferem em trés sitios.

des sdo classificados em diferentes grupos. Um de-
terminado viréide € identificado como membro de
um grupo devido a similaridade da sua seqiiéncia
com a seqiiéncia de outros membros do grupo. Por
exemplo, quatro virdides relacionados ao PSTV
(viréide do Tubérculo Afilado de Batata, do inglés
potato spindle tuber viroid) apresentam de 70 a 83%
de similaridade de seqiiéncia com PSTV. Diferen-
tes isolados de uma mesma linhagem de virdide
variam entre si, ¢ a modificagio pode afetar o fené-
tipo das células infectadas. Por exemplo, as linha-
gens suave e severa de PSTV diferem em trés substi-
tuicoes de nucleotideos.

Os virdides se assemelham aos virus por possui-
rem genomas de dcidos nucléicos herddveis. Assim,
preenchem os critérios em relagao a informagio gené-
tica. Entretanto, os virdides, que por vezes sio cha-
mados de patdgenos subvirais, diferenciam-se dos vi-
rus tanto na estrutura quanto na funcio. O RNA do
vir6ide parece no ser traduzido em proteinas e, desta
forma, ndo é capaz de codificar as fungdes necessdrias
a sua sobrevivéncia. Essa situagdo leva a duas ques-
toes: como o RNA do viréide ¢ replicado e como o
vir6ide afeta o fenétipo da célula vegetal infectada?

A replicagdo deve ser realizada pelas enzimas da
célula hospedeira, subvertidas de suas fungées nor-
mais. A natureza herddvel da seqiiéncia do virdide
indica que o RNA do virdide atua como molde.

Os virdides sdo presumivelmente patogénicos
porque interferem com os processos celulares nor-
mais. Esta agdo ¢ realizada de forma relativamente
aleatdria, por exemplo, seqiiestrando uma enzima
essencial para a sua prépria replicagio, ou interferin-
do com a produgio de RNAs celulares necessdrios.
Alternativamente, os virdides podem se comportar
como moléculas regulatérias anormais, exercendo efei-
tos particulares na expressio de genes individuais.

Um agente ainda mais incomum ¢ o scrapie — o
causador de uma doenga neuroldgica degenerativa

em ovelhas e cabras. A doenca estd relacionada as
doencas humanas kuru e sindrome de Creutzfeldt-
Jacob, que afetam a fungdo cerebral.

O agente infeccioso do scrapie ndo contém dcido
nucléico. Esse extraordindrio agente ¢ chamado de
prion (agente infeccioso proteindceo). Este corres-
ponde a uma glicoproteina hidrofébica de 28 kDa,
PrP. PrP é codificada por um gene celular (conser-
vado nos mamiferos) que é expresso no cérebro nor-
mal. A proteina é encontrada sob duas formas: o
produto encontrado no cérebro normal é denomi-
nado PrP¢ e ¢ totalmente degradado por proteases.
A proteina encontrada em cérebros infectados ¢
denominada PrPs e é extremamente resistente a
degradagio por proteases. PrP<é convertida em PrPs
por uma modifica¢io ou alteragao conformacional
que confere resisténcia a proteases, a qual ainda nio
estd completamente definida.

O agente do scrapie, PrP* deve, de algum forma,
modificar a sintese do seu equivalente celular normal,
tornando-o infeccioso, ao invés de indcuo (ver Secio
31.12, Prions Causam Doencas em Mamiferos). Ca-
mundongos que nio possuem o gene PrP nio sio in-
fectados e nao desenvolvem scrapie, demonstrando que
PrP ¢é essencial ao desenvolvimento da doenga.

Resumo

Dois experimentos cldssicos provaram que o
DNA ¢ o material genético. O DNA isolado de
uma linhagem das bactérias pneumococos conferiu
propriedades dessa linhagem em outra linhagem.
Além disso, o DNA ¢ o tnico componente que é
herdado pela progénie de fagos a partir dos fagos
parentais. O DNA pode ser usado para transfectar
novas propriedades em células eucaridticas.

O DNA ¢ uma dupla hélice, consistindo em
fitas antiparalelas nas quais as unidades de nucleo-
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tideos sao unidas por ligacoes fosfodiéster 5°-3". O
esqueleto corresponde 4 por¢ao externa; bases de
purinas ou de pirimidinas encontram-se empilha-
das no interior aos pares, nos quais A é comple-
mentar a T e G é complementar a C. As fitas sepa-
ram-se e usam o pareamento de bases complemen-
tares para originar fitas filhas em uma replicagdo
semiconservativa. O pareamento de bases comple-
mentares ¢ também utilizado para transcrever um
RNA representando uma das fitas do duplex de
DNA.

Um segmento de DNA pode codificar uma pro-
tefna. O cédigo genético descreve a relagio entre a
seqiiéncia de DNA e a seqiiéncia da proteina. Ape-
nas uma das duas fitas do DNA codifica a protei-
na. Um cédon consiste em trés nucleotideos que
representam um dnico aminodcido. Uma seqiién-
cia codificadora de DNA consiste em uma série de
c6dons, os quais sao lidos a partir de um ponto de
iniciagdo fixo. Normalmente, apenas uma das trés
possiveis fases de leitura ¢ traduzida em proteina.

Uma mutagio é uma mudanga na seqiiéncia dos
pares de bases A-T e G-C no DNA. Uma mutagio
em uma seqiiéncia codificadora pode modificar a
seqiiéncia de aminodcidos na proteina correspon-
dente. Uma mudanca de alteragio de fase modifica
a fase de leitura subsegiiente pela inser¢ao ou dele-
¢ao de uma base; isso gera a codificagio de uma
série inteiramente nova de aminodcidos apds o si-
tio da mutagio. Uma mutagio pontual modifica
apenas o aminodcido representado pelo cédon onde
a mutagdo ocorre. As mutagdes pontuais podem ser
revertidas por mutagbes reversas da mutagao origi-
nal. Inser¢des podem ser revertidas pela perda do
material inserido, e as dele¢bes nio sio revertidas.
Mutagbes podem ser também suprimidas indireta-
mente, quando uma mutagio em um gene diferen-
te compensa o defeito original.

A incidéncia natural de mutages é aumentada por
compostos mutagénicos. Mutagdes podem ser con-
centradas em hozsposs. Um tipo de hotspor responsdvel
por algumas mutagdes pontuais é provocado pela de-
saminagao da base modificada 5-metilcitosina.

Mutagdes ocorrem em uma taxa de ~10 por 16-
Cus, por geragao; as mutagOes reversas sao mais raras.
Nem todas as mutagdes tém efeitos no fenétipo.

Apesar de toda a informagio genética das célu-
las ser carreada pelo DNA, virus apresentam geno-
mas de fita dupla ou fita simples de DNA ou RNA.
Virdides sio patdgenos subvirais que consistem
apenas em pequenas moléculas circulares de RNA,
desprovidas de envoltério protetor. O RNA nio co-
difica proteinas e o seu modo de perpetuagio e de
patogénese ¢ desconhecido. O scrapie consiste em
um agente infeccioso proteindceo.
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