FUNDAMENTOS
DO DNA

E sta se¢ao fornece uma visao geral da genética e das ferramentas
utilizadas no DNA recombinante e em andlises gendmicas. Come-
camos com Mendel, cujos estudos através de cruzamentos de plantas
resultaram nos fundamentos de uma das mais importantes dreas de in-
vestigacao cientifica do século XX e, indiscutivelmente, a mais impor-
tante do inicio do século XXI. Os cromossomos foram rapidamente
considerados a base fisica do gene mendeliano, mas a natureza quimica
do gene ndo tinha sido determinada até 1953. A descoberta do DNA
de fita dupla marca o inicio da idade dourada da genética molecular; foi
neste periodo que o mecanismo de tradugao da informagao do DNA
em protefnas e a regulagio da expressao génica foram decifrados. No
final da década de 1960, tinha-se a impressao de que a genética mole-
cular havia se tornado universal e que poucas novas descobertas viriam
a tona. Esta visio, entretanto, foi bastante pessimista. No inicio da dé-
cada de 1970, uma série de técnicas coletivamente conhecidas como
“DNA recombinante” foi desenvolvida, abrindo assim novos campos
de investigagdo. Essas técnicas foram surpreendentes e a partir delas,
inesperadamente, detalhes da estrutura molecular, dos arranjos de ge-
nes e ainda de fené6menos previamente estudados, como os genes mé-
veis, foram revelados. Atualmente, novas e extraordindrias descobertas

tém sido feitas na genética molecular.






O DNA E o Material
Genético Primario

N a0 existe nenhuma substincia tao importante quanto o DNA. Por
carregar em sua estrutura a informagao hereditdria que determi-
na as estruturas de proteinas, ¢ a principal molécula da vida. As regras
que direcionam as células ao crescimento e a divisao sao codificadas por
ele; a diferenciagao dos ovos fertilizados em uma gama de células espe-
cializadas de plantas e animais superiores é determinada por mensagens
especializadas emanadas dele. A forma molecular do DNA permite um
ndmero infinito de variacoes estruturais refletido nas variagoes da in-
formagao hereditdria que ele transmite. Ele é a base do processo evolu-
tivo que gerou milhées de diferentes formas de vida que tém ocupado a
Terra desde que os organismos vivos comegaram a surgir 3 a 4 bilhoes
de anos atrds.

A extraordindria capacidade de moléculas de DNA alteradas da-
rem origem a novas formas de vida mais bem adaptadas em relago aos
seus progenitores tornou possivel o aparecimento de nossa prépria es-
pécie com habilidade de perceber a natureza de nosso ambiente e utili-
zar esta informagao para construir as civilizagoes humanas. Como re-
sultado de nossa habilidade para um rdpido pensamento conceitual,
temos perguntado durante vdrios séculos sobre a natureza dos objetos
inanimados como a dgua, as pedras e o ar, bem como sobre as estrelas
do espago. E a biologia, a ciéncia dos objetos vivos conhecida hd 50
anos como uma ciéncia inferior, tem se desenvolvido rapidamente. Hoje
existe um consenso das mentes mais bem informadas de que a esséncia da
vida pode ser explicada pelas mesmas leis da fisica e da quimica, as quais
tém nos ajudado a entender, por exemplo, por que a maga cai para a terra e
por que a lua ndo, ou por que a dgua ¢ transformada em vapor quando

alcanca temperaturas superiores ao seu ponto de ebuli¢ao.
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Do DNA partem todos os comandos que regulam a
natureza e o nimero de praticamente todas as moléculas
celulares. Trabalhando na estrutura exata da multiplicidade
de manuscritos genéticos codificados nas moléculas de DNA,
atualmente estamos dando passos gigantescos para o enten-
dimento da série de complexas reagbes quimicas que se in-
terconectam e que levam os ovos fertilizados a se desenvol-
verem em organismos multicelulares altamente complexos.
S6 em meados da década de 1980 foi possivel determinar
toda a informagio genética dos organismos multicelulares,
isto ¢, determinar a seqiiéncia de DNA dos seus genomas.
Inicialmente houve muita resisténcia a execug¢io de um pro-
jeto tao grande como o Projeto Genoma Humano, existin-
do duvidas sobre sua exeqiiibilidade técnica. O progresso
subseqiiente, porém, foi extraordinariamente ripido. Hoje
conhecemos a escrita genética completa de centenas de
espécies, incluindo a nossa prépria, e veremos ao longo
deste livro como estes novos conhecimentos tém trans-
formado nossa visao sobre o mundo vivo e como esta-
mos inseridos nele.

O papel essencial do DNA na genética foi estabeleci-
do somente em meados do século XX, mas nossa fascinacao
pela hereditariedade remonta hd vdrios séculos. Neste capi-
tulo estudaremos como os padroes de hereditariedade fo-
ram determinados antes mesmo de se conhecer suas bases
fisicas e faremos em seguida uma revisio do DNA como
molécula da vida.

As Experiéncias de Cruzamento de Mendel
com Ervilhas Revelaram os Padroes
da Hereditariedade

Para se conhecer muitas das caracteristicas humanas, como
a cor dos olhos ¢ o formato dos rostos, que nos sao transferi-
das pelos nossos pais, é preciso retornar aos primeiros seres
humanos. Nos primérdios, os seres humanos domestica-
ram animais ou cultivaram plantas e sempre procuraram
desenvolver algumas caracteristicas especiais em seus caes
e suas cabras por meio de cruzamentos seletivos. Entre-
tanto, apesar do grande sucesso dos cruzamentos através
dos séculos — todos realizados de forma empirica — nao se
conseguia prever, com certeza, os padroes de hereditarie-
dade. A defini¢ao desses padroes deve ser atribuida ao
esfor¢o de um cientista que, trabalhando sozinho em Brno
(agora Republica Tcheca), elaborou os fundamentos para
o entendimento de como os organismos herdavam suas
caracteristicas.

Tal cientista era um monge, Gregor Mendel, que, em
1856, comegou suas experiéncias de cruzamento pelo acasa-
lamento de organismos progenitores com caracteristicas es-
pecificas e pela observagao de como essas caracteristicas eram
transmitidas aos seus descendentes. Apesar de outros cien-

tistas terem feito experiéncias semelhantes, o grande sucesso
de Mendel se deveu a escolha do organismo de estudo (um
tema recorrente através da histdria da genética), seu deline-
amento experimental, seu registro cuidadoso e sua andlise
numérica dos resultados.

Mendel utilizou a ervilha, Pisum sativum, que ¢ ficil
de cultivar e tem caracteristicas bem distintas, ou caracteres
(termo de Mendel), que sdo féceis de observar. Esses caracte-
res, presentes em pares contrastantes, incluem sementes que
sa0 amarelas ou verdes, lisas ou rugosas; plantas que sao bai-
xas ou altas (haste curta ou longa), e as pétalas das flores, que
podem ser de cor rosa ou branca. Mendel cruzou linhagens
com determinados caracteres por muitas geragdes até que
elas nao mais mostrassem variagoes naquele caractere — estas
“plantas puras” resultantes de vdrios cruzamentos e seus des-
cendentes foram, por exemplo, ou sempre altos ou sempre
baixos. Ele entdo cruzou linhagens com essas caracteristicas
contrastantes ¢ examinou seus descendentes (geragio F),),
contando o nimero de plantas que mostrou um ou outro
caractere. No caso da altura da planta, Mendel notou que
toda a geragio resultante do cruzamento de uma planta alta
com uma baixa era alta; nenhuma foi de estatura mediana.
A maior altura foi entao considerada dominante em relacio
a baixa estatura, que foi considerada recessiva.

Mendel entdo cruzou a geragao F, para produzir uma
geragio F,. De forma marcante, diferente do resultado obti-
do com o cruzamento das linhagens altas “puras”, a geragdo
F, originada do cruzamento das plantas altas de F, era cons-
tituida de plantas altas e baixas: na média, havia trés plantas
altas para cada planta baixa na geragao F,. Esta relagio de
3:1 na geragao F, foi mantida para outros pares de caracteres
dominantes e recessivos.

Finalmente ele analisou as conseqiiéncias do cruzamen-
to cruzado de linhagens de plantas que tinham dis caracte-
res contrastantes: por exemplo, plantas altas com sementes
amarelas foram cruzadas com plantas baixas com sementes
verdes. Todos os descendentes da geragio F, foram plantas
altas com sementes amarelas (alta dominante em relacio a
baixa, e amarela dominante em relagdo a verde). Na segun-
da gerago, todas as quatro possiveis combinagoes aparece-
ram — plantas altas, sementes amarelas; plantas altas, semen-
tes verdes; plantas baixas, sementes amarelas; plantas baixas,
sementes verdes. Parecia que diferentes caracteres eram trans-
mitidos de forma independente (segregagio independente).
Além disso, esta série de quatro caracteres sempre apareceu,
na média, na propor¢ao de 9:3:3:1.

Os Fatores Discretos de Hereditariedade
Obedecem as Leis Mendelianas

A partir destes experimentos simples descritos anteriormen-
te, Mendel deduziu que caracteres como a cor das sementes
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e a altura da planta ocorrem como fatores discretos (agora
chamados de genes). Esses fatores nao surgem espontanea-
mente nem se misturam entre si, pois No cruzamento apare-
ceram somente sementes que eram verdes ou amarelas e plan-
tas que eram altas ou baixas. A relagao observada por Men-
del pode ser computada assumindo-se que cada linhagem
de ervilha possui dois fatores para cada caractere. Durante a
formagio do gameta (células sexuais), os dois fatores res-
ponséveis por determinado caractere se separam de forma
que cada espermatozdide ou vulo recebe somente um dos
fatores. Cada gameta tem igual chance de receber um ou
outro fator para determinado caractere. No processo de fer-
tilizagao, um descendente recebe um fator do progenitor
macho e um do progenitor fémea.

A caracteristica mostrada pela planta depende dos
pares de fatores que ela recebe de seus progenitores. Se
ambos os fatores sao os mesmos, isto é, dois dominantes
(semente amarela) ou dois recessivos (semente verde), en-
tao a planta exibird aquelas caracteristicas — sementes
amarelas para o primeiro e sementes verdes para o segun-
do. Se um dos fatores ¢ dominante e o outro recessivo, o
caractere dominante é expresso; neste caso, a planta com
um fator para semente amarela e um para semente verde
mostrard o trago dominante, ou seja, semente amarela.
Mas o fator para a semente verde persiste mesmo quando
a planta é amarela, podendo reaparecer nas geragoes sub-
seqiientes. Esta foi uma observagao primordial, pois no
século XIX se acreditava que as caracteristicas dos proge-
nitores estavam combinadas na progénie e, uma vez mis-
turadas, nunca mais seriam recuperadas. Nesta época, esta
teoria causava um sério problema para a teoria da evolu-
¢do pela selegdo natural anunciada por Charles Darwin.
Sua critica era de que qualquer caracteristica favordvel
que aparecia em um individuo nio teria um efeito de
longa duragao, pois poderia ser imediatamente perdida
por meio de um cruzamento.

As contribui¢des de Mendel, publicadas em 1865,
foram efetivamente ignoradas até 1900, quando os resul-
tados de sua pesquisa foram independentemente confir-
mados por renomados cientistas da Europa que realiza-
vam cruzamentos, de plantas como Carl Correns, Hugo
deVries e Erich von Tschermak-Seysenegg. Na Inglater-
ra, William Bateson tornou-se um entusiasta de Mendel
e em 1906 deu o nome de genética (do latim genetikos,
que significa “o produtor”) para esta nova drea de conhe-
cimento. Em 1909, um cientista dinamarqués, Wilhelm
Johannsen, denominou os fatores mendelianos de genes
(do latim genos, origem). Cada gene pode existir em dife-
rentes formas ou alelos (originalmente alelomorfos, ou-
tra contribui¢ao de Bateson). Por exemplo, existem ale-
los verdes ou amarelos para a cor das sementes da ervilha,
e quando os dois alelos do gene sdo iguais, o individuo é
considerado homozigoto para aquele gene; quando os ale-

los sao diferentes, o individuo ¢ considerado heterozigoto.
Em 1911, Johannsen também mostrou a diferenca entre
fendtipo e gendtipo. O gendtipo é a composi¢ao genética
de um organismo, enquanto o fendtipo é a expressao fisi-
ca do gendtipo.

Os Cromossomos Sao os Portadores
Celulares da Hereditariedade

Grandes avangos na microscopia na tltima metade do sécu-
lo XIX permitiram que as estruturas das células fossem vi-
sualizadas com maiores detalhes. Células de plantas e ani-
mais mostraram ter um corpo central, o ntcleo, circundado
por um citoplasma relativamente amorfo. Tanto o nucleo
como toda a célula estao envolvidos por membranas e, em
plantas, visualizou-se ainda uma parede espessa recobrindo
a membrana celular. O citoplasma contém muitas formas
de inclusao — como vactiolos e gotas de lipideos — assim
como granulos na forma de bastao, hoje conhecidos como
mitocondria e cloroplastos. Mas foi o nicleo que atraiu a
maior aten¢do por causa de seu desaparecimento no inicio
da divisdo e do concomitante aparecimento de corpos alon-
gados, denominados cromossomos (eles podiam ser corados
com corantes especiais; chromo, do grego, significa “cor”).

Como os embrides sao formados pela fusio dos évu-
los com o espermatozdide, tornou-se evidente que a he-
reditariedade ¢ transmitida por estas células especiais.
Como o espermatozéide tem pouco material citoplasmd-
tico quando comparado com a quantidade no nicleo, a
hipétese ébvia foi de que a fungio do nicleo era de car-
regar os determinantes hereditdrios da célula.

Em 1902, observou-se a grande correlagao entre o
comportamento dos cromossomos e o que era esperado
dos fatores de Mendel. Naquele ano, o americano Walter
Sutton descreveu a estrutura e o comportamento dos cro-
mossomos do gafanhoto Brachystola magna e assinalou
que os cromossomos ‘podem se constituir na base fisica
das leis da hereditariedade de Mendel”. Em um determi-
nado tipo de célula, uma variedade de diferentes cromos-
somos foi observada, sendo que cada tipo de cromosso-
mo estava normalmente presente em duas cépias (o par
de cromossomos homdlogos). Observou-se que o nimero
de cromossomos apresentava-se duplicado durante a di-
visao celular (mitose), produzindo duas células-filhas, cada
uma recebendo um conjunto completo de cromossomos
da célula parental. O ndmero de cromossomos das célu-
las sexuais do espermatozéide e do 6vulo é exatamente a
metade daquele observado nas células somdticas. Duran-
te a formagao das células germinativas (meiose), o nime-
ro de cromossomos das células dipléides, 27, é reduzido
pela metade nas células hapldides, n (Figura 1-1). O pro-
cesso de fertilizagdo entre o espermatozdide e o évulo
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FIGURA 1-1

Comparag3o da divisio celular por mitose e meio-
se. A mitose, divisdo da célula somética, produz
duas células-filhas idénticas, cada uma tendo o
mesmo ntmero de cromossomos da célula paren-
tal. A meiose, divisao da célula sexual, produz qua-
tro células-filhas (gametas), cada uma tendo me-
tade do nimero de cromossomos da célula pa-
rental. O crossing-over, mostrado na profase I,
ocorre durante a meiose.
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restaura o 27 caracteristico das células dipldides, com um
cromossomo de cada par originado do progenitor macho
e o outro do progenitor fémea.

Mapeamento dos Genes nos Cromossomos
pela Técnica de Ligagado

Se os cromossomos sao os portadores dos genes, seria entao
possivel associar a heranga de um fenétipo especifico com os
cromossomos. A primeira caracteristica a ser atribuida aos
cromossomos foi a sexual. O trabalho foi feito em 1905 na
Universidade de Columbia, na cidade de Nova lorque, onde
Nettie Stevens e Edmund Wilson descobriram a existéncia
dos tao conhecidos cromossomos sexuais. Um cromossomo, o
X, estd presente em duas cdpias (XX) nas células somdticas
femininas, mas em uma dnica cépia nas células somdticas
masculinas, que também carregam o cromossomo Y, mor-
fologicamente distinto (XY) (Figura 1-2). Durante a divisao
do nimero de cromossomos na meiose, todos os évulos re-
cebem necessariamente um tnico cromossomo X, enquan-
to os espermatozéides podem receber ou o cromossomo X
ou o Y. A fertilizagio por um espermatozdide contendo um
cromossomo X vai gerar uma fémea (XX), enquanto a ferti-
lizagao por um espermatozéide contendo um cromossomo
Y dard origem a um macho (XY). O fato de as caracteristicas
sexuais se localizarem em um simples par de cromossomos
explica por que os descendentes machos e fémeas sao pro-

FIGURA 1-2

duzidos na relagao de 1:1; metade dos fetos recebe um cro-
mossomo X de cada progenitor — originando uma fémea —e
metade recebe o cromossomo X de sua progenitora e um
cromossomo Y do progenitor — originando um macho.
Um segundo exemplo de associagio das caracteris-
ticas com os cromossomos foi dado pelo laboratério de
Thomas Hunt Morgan, também na Universidade de Co-
lumbia. Em 1910, enquanto realizava seus estudos expe-
rimentais de evoluc¢ao usando a mosca-das-frutas Droso-
phila de olhos vermelhos, ele observou um dnico macho
de olhos brancos. Esta variante mostrou ser uma caracte-
ristica tipicamente mendeliana quando os machos de
olhos brancos foram cruzados com as fémeas de olhos
vermelhos — toda a progénie tinha olhos vermelhos, con-
cluindo-se que olhos brancos eram recessivos — mas Mor-
gan notou que todas as moscas de olhos brancos da gera-
¢ao F, eram machos (Figura 1-3). A cor branca dos olhos
nao era uma caracteristica limitada aos machos, pois Mor-
gan poderia produzir fémeas de olhos brancos cruzando ma-
chos de olhos brancos com fémeas de olhos vermelhos da
geragio F,. A simples explicagdo para estes dados era de
que o gene para a cor dos olhos, assim como o que
determina o sexo, precisa se localizar no cromossomo
X. Nos anos que se seguiram, outras mutagdes (ou
“sports”, como foram entdo denominadas*) foram ob-

*N. de T. “Sports” na lingua inglesa pode significar algo incomum
ou fora da normalidade.

Fac-simile da figura do trabalho publicado por Nettie Stevens em 1905 mostrando os cromossomos sexuais da mosca-varejei-
ra, Calliphora vomitoria. A e Bmostram os cromossomos das células somaticas, respectivamente, de machos e fémeas. Existem
cinco pares de cromossomos autossdmicos e um par de cromossomos sexuais. O macho tem o cromossomo X mais longo e o
cromossomo Y mais curto e a fémea tem dois cromossomos X. (C) Durante a meiose, os cromossomos X e Y se unem mostrando
que sdo homologos e (D) se separam de forma que os espermatozoides contém um namero hapléide de autossomos, ou o

cromossomo X (E)ouo Y (F).
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servadas em muitos outros genes de Drosophila. Du-
rante outros estudos, muitos exemplos mostraram uma
tendéncia de duas caracteristicas serem sempre herda-
das juntas, ou ligadas. Apés o estudo de um grande
ndmero de variantes, ficou claro que formavam qua-
tro grupos ligados, correspondendo a um dos quatro
cromossomos da Drosophila; isto é, os genes ligados
estavam no mesmo cromossomo. Isto fol um marco
histérico e um poderoso argumento para a teoria cro-
mossomal da hereditariedade.

FIGURA 1-3

Experimento de Morgan com a Drosophila macho de olhos brancos.
A Drosophila macho é menor que a fémea, e a cor dos olhos do tipo
selvagem de ambos os sexos é vermelha. O simbolismo é moderno e
nao aquele usado por Morgan. X e Y representam, respectivamente,
os cromossomos X e Y, e os indices superiores w+ e w representam a
cor dos olhos, respectivamente, vermelha e branca. Os nimeros de
cada tipo de mosca sao aqueles do trabalho original de Morgan da
Science de 1910. (a) No cruzamento inicial, Morgan descobriu que
todas as trés geragdes originadas do macho de olhos brancos e da
fémea de olhos vermelhos tinham olhos vermelhos, de um total de
1.237 machos e fémeas. Isso indicava que o branco era recessivo em
relacdo ao vermelho. Existiam trés machos de olhos brancos que fo-
ram considerados mutantes, assim como o macho de olhos brancos
original. (b) Os machos e as fémeas de olhos vermelhos originados do
primeiro cruzamento foram entdo cruzados um com o outro. Moscas
de olhos brancos reapareceram nesta geracdo, mas eram todos ma-
chos. Isso sugeriu que a cor dos olhos estava de alguma forma asso-
ciada com a masculinidade. (c¢) Entretanto, no terceiro cruzamento,
usando o macho de olhos brancos original e as descendentes fémeas
de olhos vermelhos, apareceram filhas de olhos brancos, mostrando
que a associacdo ndo estava limitada a masculinidade. Todos estes
resultados e aqueles de outros cruzamentos podem ser explicados
considerando que o gene para a cor dos olhos é carregado pelo cro-
mossomo X e que as fémeas sdo homozigotas (XX) enquanto os ma-
chos sao heterozigotos para os cromossomos sexuais (XY). Com so-
mente um cromossomo X, os machos mostram um mutante fenotipi-
co mesmo para uma caracteristica como os olhos brancos.

Contudo, a ligacao entre duas caracteristicas algu-
mas vezes foi quebrada em conseqiiéncia da troca fisica
entre pares de cromossomos (denominada crossing-over)
que ocorre quando cromossomos homdlogos ficam parea-
dos durante a meiose (Figura 1-4). Em 1913, Morgan
sugeriu que, quanto mais longe dois genes estiverem no
mesmo cromossomo, maior a chance de a troca ocorrer
e, portanto, haver uma recombinagio de genes. Alfred
Sturtevant, na época um estudante de graduagio no la-
boratério de Morgan, descobriu que podia estimar quan-
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Redistribuicao dos genes por crossing-over. Be C(e b e c) estao ligados porque se movem sempre juntos durante a recombina-
¢do. O gene A na outra extremidade do cromossomo parece estar fracamente ligado ao B pelo fato de o cruzamento ter
ocorrido em algum lugar entre A e B. Duas novas recombinagdes foram produzidas em decorréncia desta recombinagao:
Abc e aBC. Em geral, quanto mais afastados estiverem os genes, mais fracamente estardo ligados e maior sera a chance de

crossing-over.

titativamente a distdncia entre um par de genes calculan-
do a freqiiéncia de crossing-over entre os dois pares de
genes. Sturtevant foi para casa aquela noite e retornou
no dia seguinte pela manha com o primeiro mapa gené-
tico — o posicionamento de cinco genes no cromossomo

X da Drosophila (Figura 1-5).

(@)

Um exemplo simples de mapeamento mostra a de-
terminagio da distincia entre a localizagao (loci) de dois
genes, pr, para olhos de cor roxa, e vg, para asas vestigiais
(Figura 1-6). Dos 2.839 descendentes analisados, um to-
tal de 305, ou seja, 10,7% mostraram recombinagdes.
Sturtevant definiu a unidade de mapa como a distdncia

Cruzamento entre | Recombinantes | Total de meioses | Freqgiiéncia de recombinagao
y w 214 21.736 0,010
WV 491 1.584 0,297
v m 17 573 0,030
v or 109 405 0,269
y=amarelo w=branco v=rubro m=miniatura  r=rudimentar
(b)
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FIGURA 1-5

O primeiro mapa genético produzido por Sturtevant em 1913.
determinacao da freqiiéncia de recombinagao entre pares de ge

(a) Selecao dos resultados de Sturtevant do cruzamento de moscas e
nes. (b) As posi¢des relativas dos genes mapeados por Sturtevant sao

mostradas na barra representando o cromossomo 1 da Drosophila. 1. Os valores de Sturtevant sdo muito proximos dos valores mais
modernos mostrados entre parénteses acima da barra. (c) As posi¢des dos mesmos genes sao indicadas no desenho do cromossomo
1 obtido da glandula salivar. Estes cromossomos sdao muito grandes e mostram notaveis detalhes da organizagao cromossémica. O
mapa foi feito em 1935 por Calvin Bridges, outro protegido de Morgan e colega de Sturtevant. (Os desenhos de Bridges sdo tao
precisos que continuam sendo uma representagao definitiva dos cromossomos politénicos da Drosophila melanogaster.)
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FIGURA 1-6

Determinando distancias genéticas utilizando recombinagao. O 16-
cus prcontrola a cor do olho: pr* é a cor vermelha dos olhos do tipo
selvagem, enquanto pr é a cor dos olhos roxa, recessiva. O locus vg
afeta o desenvolvimento da asa: vg* produz asas normais, enquanto
vg é para asa vestigial. Devido ao fato de pr* e vg* serem dominantes,
moscas com olhos roxos e asas vestigiais sdo prvg/prvg. Stutervant
cruzou estas moscas com moscas de olhos vermelhos e asas normais,
mas que eram heterozigotas para estas caracteristicas, isto é, prtvg*/
prvg. Sdo possiveis quatro gametas a partir de moscas heterozigotas:
prtvg* e prvg e, se sofreram crossing-over durante a meiose, prtvg e
prvg*. Somente um gameta, prvg, é possivel a partir de moscas du-
plamente recessivas. Sturtevant contou o niimero de moscas e des-
cobriu que, das 2.839 moscas, existiam 305 recombinantes: 151
moscas com olhos vermelhos, mas asas vestigiais (prtvg) e 154 com
olhos roxos e asas normais (prvg*). A freqiiéncia de recombinacgdo
pre vg é 305/2.389 = 0,107. A frequiéncia de recombinagdo de
0,01 é 1 unidade de mapa e, entdo, pr e vg estao distantes 10,7
unidades de mapa.

entre um par de genes, a qual estd relacionada a freqiién-
cia de recombinagdo entre os genes em cada 100 meioses
(esta unidade tem sido desde entio denominada centi-
morgan — cM — em homenagem a Morgan). Neste caso,
os loci de pre vgestao a 10,7 cM de distincia. A andlise se
torna mais complicada quando sao considerados mais /oc?,
mas o principio continua o mesmo — determina-se o
ndmero de crossing-over entre os loci e calcula-se a fre-
qiiéncia de recombinagdo. A anilise de ligagdo tem sido
mantida como a estratégia fundamental para o mapea-
mento de genes em todos os organismos que se reprodu-
zem sexualmente, desde as moscas-das-frutas até os seres
humanos. Entretanto, ¢ importante relembrar que as fre-
qiiéncias de recombina¢ao medem as distincias genéti-
cas e que podem diferir das distdncias fisicas entre os ge-
nes. Isto ¢ particularmente verdadeiro para os genes que
estao separados por grandes distincias onde ocorrem
multiplas trocas por crossing-over.

Nestes casos, um nimero de crossing-over nao serd
detectado porque os genes serao mantidos ligados, levan-
do assim a uma estimativa mais baixa da verdadeira fre-
qiiéncia de recombinagio.

Nem Todos os Genes Sao Encontrados
nos Cromossomos do Nucleo

Na primeira metade do século XX, Morgan, Sturte-
vant e outros geneticistas concentraram-se na andlise
das caracteristicas carregadas pelos cromossomos do
nucleo, em parte porque essas caracteristicas poderiam
ser estudadas a luz da heranga mendeliana e também
porque as mudangas dos genes nucleares produziam
diferencas significativas no fenétipo. Contudo, na mes-
ma época, alguns geneticistas estavam estudando o pa-
pel da heranca citoplasmdtica, isto ¢, os padroes da
heran¢a que nao eram consistentes com a heran¢a nu-
clear mendeliana. Durante muitos anos, a importin-
cia da heranga citoplasmdtica foi matéria de muita con-
trovérsia.

Um exemplo bem precoce, jd descrito em 1909, é a
heranga materna, mostrada por plantas variegadas como
a Mirabilis jalapa (também conhecida como “four o’clock
plant” ou marvel do Peru). Uma dnica planta apresenta
diferentes partes com coloragbes brancas ou verdes ou
com manchas brancas e verdes misturadas, que refletem
a presenga dos cloroplastos sintetizadores de clorofila (ver-
des) ou nio-sintetizadores (brancas). Flores sio observa-
das em todas as trés partes das plantas, que podem entao
ser cruzadas por transferéncia do pélen. As andlises mos-
traram que a fonte do pélen nio tem nenhum efeito na
cor da progénie, que depende somente da flor que forne-
ce o 6vulo. Para explicar esta heranga niao-mendeliana,



O DNA E o Material Genético Primario ® 11

foi postulado que os cloroplastos carregavam seu préprio
material genético e que a linhagem pura com cloroplas-
tos contendo clorofila dard origem a plantas com cloro-
plastos verdes, ao passo que os mutantes, contendo clo-
roplastos sem clorofila, dardo origem a plantas com clo-
roplastos sem clorofila. Os zigotos fertilizados recebem
quase todos os seus cloroplastos do citoplasma do évulo;
os espermatozdides, devido a escassez de citoplasma, pra-
ticamente nao contribuem com nada. Sao, portanto, os
cloroplastos maternos que reproduzem e povoam as plan-
tas em crescimento (Figura 1-7).

De forma semelhante, as mitocondrias também tém
seus préprios genes, e seus padroes de hereditariedade
tém sido extensivamente analisados em fungos como a

(b)

Neurospora e em leveduras como o Saccharomyces cerevi-
siae. Assim como os cloroplastos, as mitocondrias sao pre-
dominantemente herdadas do citoplasma carregado com
o 6vulo. Mitocondria e cloroplastos tém genes porque
sao remanescentes de células semelhantes a bactérias que
foram assimilados pelas células eucaridticas.

Mutacdes Sao Alteracdes nos Genes

Os primeiros experimentos em cruzamento foram realiza-
dos em variantes que, assim como o macho de olhos bran-
cos de Morgan, apareceram espontaneamente em uma bai-
xa freqiiéncia. Sabemos agora que estes mutantes esponta-

Ovulo

(a) Mirabilis jalapa

originado de
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Broto todo
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Caule e folhas
“variegados”
(com manchas)
FIGURA 1-7

Genes extracelulares. (a) A Mirabilis jalapa (planta quatro horas) é uma planta variegada com areas verdes e outras brancas, caules ramificados
completamente verdes, completamente brancos ou variegados. (b) Polens obtidos de flores com estes caules podem ser usados para polinizar
flores com caules com pigmentacao igual ou diferente. Em todos os casos, a pigmentagao das plantas F, é dada por aquela que carrega a flor que
foi polinizada; a cor do caule que fornece o polen parece irrelevante. Assim, plantas derivadas de 6vulos nascidos de um caule verde serao
sempre verdes, independentemente da fonte do polen. Isto contrasta com a hereditariedade mendeliana, na qual a transmissao de uma caracte-
ristica ndo é influenciada pela origem parental do gameta (exceto no fenémeno denominado imprinting; ver Capitulo 8).
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neos resultam da mudanga em um simples gene e sao gene-
ticamente tdo estdveis quanto a versio normal do gene, de-
nominado #po selvagem. Mutagbes sdo ferramentas essen-
ciais para a andlise genética— a descoberta de uma Drosophi-
la de olhos brancos nos revelou que precisa haver um gene
que controle a cor dos olhos, e assim fendtipos mutantes
atuam como bandeiras sinalizadoras para os genes.

Entretanto, ¢ dificil estudar as mutagdes, pois elas
ocorrem em uma freqiiéncia muito baixa — dezenas de
milhares de individuos tém de ser analisados para que
seja descoberto um tnico mutante. Foi com alivio e certa
descrenga que geneticistas receberam a observagio de
Herman Muller, de que os raios X induziram mutagoes
com alta freqiiéncia em Drosophila; Muller produziu 100
mutantes de Drosophila induzidos por raio X em dois
meses, em comparagao com 200 mutantes naturais de
moscas-das-frutas produzidos nos 16 anos anteriores. A
descoberta de Muller teve profundas implicagdes para a
sadde do ser humano e levou a um rédpido alerta quanto
aos perigos que fontes de radia¢io ionizantes pode-
riam acarretar se fossem manipuladas sem nenhuma
protegao.

Mais tarde, observou-se que as mutagdes podem ser
produzidas por uma grande variedade de agentes — na ver-
dade, qualquer agente que de alguma forma influencie na
cépia adequada do gene. Reagentes quimicos como o gds de
mostarda e o metanossulfonato de etila (EMS — ethyl metha-
nesulfonate) sio potentes mutagénicos, sendo a presenga de-
les no meio ambiente motivo de muita polémica. Notavel-
mente, observou-se que o préprio material genético poderia
induzir mutagoes. Em 1940, no Laboratério Cold Spring
Harbor em Long Island, Barbara McClintock observou que
o genoma do milho possui pequenos elementos genéticos
que podem se mover de um local do cromossomo para ou-
tro simplesmente inserindo seu material genético em dife-
rentes sitios do genoma. Hoje sabemos que muitos organis-
mos tém uma ou mais classes de elementos méveis (de trans-
posicao) que, quando inseridos em um gene, podem que-
brar sua funcionalidade (mutagénese insercional). Os retro-
virus — virus que se propagam inserindo seu material genéti-
co nos cromossomos das células hospedeiras — podem da
mesma forma causar mutagoes. Considerando que o risco,
com base nos estudos em animais, de ocorrer uma mutagé-
nese insercional é muito baixo, os retrovirus tém sido usados
na terapia génica como vetores para carrear genes em pa-
cientes. Infelizmente, vdrias criangas que receberam a tera-
pia retroviral para uma imunodeficiéncia que poderia cau-
sar-lhe a morte desenvolveram leucemia (Capitulo 14). (Fe-
lizmente, a maior parte das leucemias desenvolvidas pode
ser tratada com sucesso.)

Mutagénicos continuam sendo bastante utilizados
para a detecgio de genes por meio de mutacio ou rastrea-
mento genético; 0s OIganismos sao expostos a um mutage-

nico e sua progénie ¢ examinada para anormalidades fe-
notipicas. No caso da Drosophila, as mutagoes tém sido
induzidas tanto por agentes quimicos como pela utiliza-
¢ao de um elemento de transposigao da Drosophila, de-
nominado elemento P. Quando o peixe-zebra (um pe-
queno peixe de aqudrio contendo listras semelhantes as
da zebra — Brachydanio rerio) foi adaptado para ser utili-
zado como um organismo modelo, a sele¢ao genética foi
realizada usando o agente quimico etilnitrosouréia (ENS).
Os machos foram expostos 2 ENS e entdo cruzados com
fémeas nao-tratadas. Para o cruzamento da segunda ge-
ragdo foram necessdrias centenas de tanques de peixes,
resultando na identificacio de mais de 1.000 mutacoes.

Mutagbes sao quase que invariavelmente deletérias.
As vias metabdlicas e o desenvolvimento dos organismos
sao altamente controlados, e a introducio de uma distor-
¢do por uma mutagio no trabalho celular raramente leva
aum melhor desempenho do individuo. Mutagoes nos
organismos dipldides em geral sdo recessivas porque
somente uma tnica cépia das duas cépias do gene é
mutada. Ainda assim, mutag¢bes sao essenciais para a
evolu¢do. Sem a variabilidade que as muta¢oes produ-
zem, nio terfamos novas formas onde a selecao natu-
ral pudesse atuar.

Os Cromossomos Contém tanto
Acidos Nucléicos como Proteinas

Embora estivesse definido que os cromossomos carrega-
vam os genes, 0s antigos geneticistas nao focalizaram sua
aten¢do em como os genes eram constituidos; eles nio
tinham a necessidade de saber qual era a natureza fisica
do gene para realizar sua andlise. Na verdade, a andlise
da natureza quimica dos cromossomos precedeu qual-
quer conhecimento de seu papel na hereditariedade.
Em 1869, Friedrich Miescher, trabalhando em Tiibin-
gen, na Alemanha, isolou do ntcleo de células brancas
degeneradas de pus (abundante antes da produgao de
antibiéticos) um material contendo fésforo que, por
causa de sua origem, ele chamou de nucleina. Por vol-
ta de 1874 ele verificou que os espermatozdides de sal-
mao eram mais adequados como matéria-prima para
o isolamento da nucleina do que o pus. Miescher mos-
trou que a nucleina era uma mistura de protefnas car-
regadas positivamente e um material 4cido que, em
1889, Richard Altman chamou de 4cido nucléico.
Pela andlise de produtos de degradagio de dcidos
nucléicos utilizando vdrias fontes, o quimico alemio Al-
brecht Kossel descobriu a existéncia de bases contendo
nitrogénio, guanina (1882), adenina (1886), timina
(1893) e citosina (1894). A quinta base, uracila, foi iso-
lada em 1900 (Figura 1-8). Erroneamente, acreditava-se



O DNA E o Material Genético Primario ® 13

Purinas
H O, N H
_J N ST
H—N N H C—C ]
e S H—N// \\C/N
/N /o H
N_ /S o
C—N H—N
/ \
H H
Adenina Guanina
(A) (G)
Pirimidinas
H H H
H HC
N N—H o) -
\ 7C/ \Cfc// \ 7
/7 N\ 7\ /
H— N H—C N—H H—C N—H
\ / / \
*C\\ /N*C\\ N— \
H O H O H
Citosina Uracila Timina
© (U) (T
FIGURA 1-8

As bases dos acidos nucléicos. Adenina, guanina, citosina e timina
sdo encontradas no DNA. A uracila é um constituinte do RNA, onde
toma o lugar da timina.

que algumas células (p. ex., as do timo de bezerro) ti-
nham moléculas de 4cidos nucléicos contendo somente
timina, enquanto outras fontes de células como as leve-
duras continham 4cidos nucléicos contendo somente ura-
cila. Os componentes glucidicos dos dcidos nucléicos de
levedura e do timo de bezerro também eram diferentes.
Phoebus Levene, do Instituto Rockefeller, descobriu que o

aglcar no primeiro ¢ a ribose (daf a terminologia dcido
ribonucléico — RNA), enquanto no dltimo ¢ a desoxirri-
bose (daf o nome, 4cido desoxirribonucléico — DNA).
Pouco a pouco, os pesquisadores perceberam que esses
dcidos nucléicos nao eram exclusivos de leveduras e célu-
las animais, mas ocorriam, em diferentes quantidades,
em todas as células conhecidas.

Levene mostrou também que tanto o DNA como o
RNA eram constituidos de polinucleotideos — conjunto de
blocos construtores, nucleotideos, covalentemente ligados.
Cada nucleotideo contém também um grupo fosfato, uma
porcio glucidica (ribose ou desoxirribose), e ou uma purina
ou uma pirimidina (moléculas planas contendo carbono e
nitrogénio). A Figura 1-9 mostra os trés constituintes de um
nucleotideo. Duas purinas e duas pirimidinas so observa-
das tanto no DNA como no RNA. Duas purinas, adenina e
guanina, e uma pirimidina, citosina, sao utilizadas tanto para
0 DNA como para o RNA. A pirimidina timina é encontra-
da somente no DNA ¢ a uracila, quimicamente semelhante
a pirimidina timina, ocorre somente no RNA.

Nesta época, os quimicos nao se preocupavam em usar
condigdes mais brandas para o isolamento de forma a pre-
servar as estruturas macromoleculares dos dcidos nucléicos;
na verdade, estavam mais interessados em determinar os cons-
tituintes dos dcidos nucléicos a partir de seus produtos de
degradagio. Levene erroneamente acreditou que a molécula
de dcido nucléico era constituida de uma tnica cadeia de
quatro nucleotideos e continha somente um de cada tipo de
nucleotideo. Posteriormente, 4 medida que foram identifi-
cados 4cidos nucléicos contendo centenas de nucleotideos,
a hipétese do tetranucleotideo tornou-se cada vez mais in-
sustentdvel. A possibilidade, no entanto, que nao podia ser

Desoxirribose

FIGURA 1-9

O nucleotideo de DNA. A base (azul) esté ligada ao anel desoxirribose (laranja) que, por sua vez, esta ligado ao grupo fosfato
(amarelo). A base mostrada aqui, guanina, pode ser substituida por qualquer uma das trés bases do DNA — adenina, citosina,
timina. Nas moléculas de DNA, os nucleotideos formam uma longa cadeia e estao unidos pelo grupo fosfato de um nucleotideo

e a desoxirribose do nucleotideo adjacente.
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descartada era de que o DNA e o RNA eram polimeros
uniformes, com cada base sendo repetida a cada quatro nu-
cleotideos em toda a extensdo da cadeia polinucleotidica.
Se assim fosse, os dcidos nucléicos nao seriam efetiva-
mente especificos e seriam assim diferentes nas proteinas
nas quais um ndimero efetivamente ilimitado poderia, em
teoria, ser construido pelo alinhamento dos 20 amino4-
cidos em diferentes ordens.

A Determinacao Quantitativa das Bases do
DNA em Diferentes Organismos Sugere uma
Variedade llimitada de Moléculas de DNA

Somente no final de 1940 foi possivel uma quantificagao
mais precisa de nucleotideos utilizando uma técnica de
cromatografia desenvolvida na Inglaterra por A. J. P Mar-
tine R. L. M. Synge para a determinagao das quantidades
de vdrios aminodcidos em proteinas. As bases do DNA
foram, pela primeira vez, quantitativamente analisadas
por Erwin Chargaff em seu laboratério no College of Phy-
sicians and Surgeons da Universidade de Columbia. Em
1951 estava claro que as quatro bases nio estavam pre-
sentes em quantidades iguais (Tabela 1-1) e que 0 DNA
nio poderia ser feito de unidades de tetranucleotideos
como na hipétese de Levene. Isso também significava que
existiria uma grande restri¢ao estrutural para a ordem dos
nucleotideos na molécula de DNA, ao passo que, se a
seqiiéncia das quatro bases fosse irregular, o nimero de
diferentes seqiiéncias de DNA seria astronomicamente
grande, na ordem de 4”, onde 7 ¢ o nimero de nucleoti-
deos na molécula de DNA. Chargaff também notou que
as quantidades das quatro bases também nao variavam
de forma independente (Tabela 1-1). De todas as espécies
que ele estudou, as quantidades de adenosina (A) foram
muito préximas das quantidades de timina (T). De forma
semelhante, a quantidade da segunda base, guanina (G), foi
sempre similar & segunda base, citosina (C). Entretanto, exis-
tiam alguns casos andmalos que podem ter mascarado de
maneira significativa estas relagdes. Como exemplo, o bac-
teriéfago T2, um virus que infecta bactéria, nao tem citosi-

TABELA 1-1. Analise de bases de Chargaff

Fonte de DNA
Espermatozo6ide
Base humano Timo de boi Levedura
A 0,29 0,28 0,30
T 0,31 A/T 0,94 0,24 A/T1,16 0,29 A/T1,03
G 0,18 0,24 0,18
C 0,18 G/C 1,00 0,18 G/C 1,33 0,15 G/C1,20

Estas sdo as trés melhores analises de Chargaff, onde a recuperagdo do material
foi de mais de 90% e a relacdo de bases variou entre 0,94 e 1,33.

na. O fato é que Chargaff falhou em considerar que as rela-
¢oes A/T e G/C eram restritas a estrutura do DNA.

Determinagbes quantitativas de DNA nas células
sustentaram o ponto de vista de que o DNA seria 0 ma-
terial genético. A mesma quantidade de DNA foi obser-
vada em todas as células dipléides de uma dada espécie
com a metade dessa quantidade observada nas respecti-
vas células de espermatozdides e évulo. Igualmente im-
portante foi o fato de que a relagio A + T e G + C nao foi
similar em todos os organismos. Alguns tém predomi-
nancia de A e T, enquanto outros, predominincia de G e
C. Ambos os resultados estao de acordo com a hipétese
de que os genes poderiam ser feitos de DNA.

A Natureza Longa e Linear da
Molécula do DNA e seu Diametro Sao
Determinados por Microscopia Eletrénica

Apesar de no final de 1930 fisico-quimicos suecos mostra-
rem evidéncias de que a molécula de DNA era altamente
assimétrica devido ao seu comportamento em solugio, uma
medida direta de seu tamanho s6 se tornou possivel quando
o microscdpio eletronico foi popularizado apds a Segunda
Guerra Mundial. Amostras preparadas cuidadosamente mos-
traram moléculas extremamente alongadas com milhares de
angstrons (A = 10° m) de comprimento e aproximada-
mente 20 A de espessura. Todas as moléculas eram lineares e
sem ramificagdo, confirmando a estrutura proposta pelos
quimicos orginicos. Considerando o comprimento das
moléculas e o fato de um nucleotideo nao medir mais do
que 3A, ficou claro que em sua maioria as moléculas de
DNA eram compostas de milhares de nucleotideos e possi-
velmente eram mais longas do que qualquer outra molécula
polimérica natural.

Os Nucleotideos de DNA e RNA Estao
Ligados por Ligacoes Fosfodiéster 3°-5

Contudo, como os milhares de nucleotideos, que cor-
respondem aos blocos construtores do DNA, estao li-
gados para formar moléculas tao grandes? Vdrios anos
apds o término da Segunda Guerra Mundial, Alexan-
der Todd, j4 um quimico inglés renomado, decidiu in-
vestigar esta questdao. Em 1952, seu grande grupo no
laboratério de quimica da Universidade de Cambrid-
ge decifrou com precisdo as ligagdes ésteres de fosfato
que mantém os nucleotideos unidos. Seus resultados
foram incontestavelmente simples. Essas liga¢oes fo-
ram sempre as mesmas, com um grupo fosfato do car-
bono 5" de um desoxirribonucleotideo ligado ao car-
bono 3’ do desoxirribonucleotideo adjacente (Figura 1-10).
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Os nucleotideos da molécula de DNA est3o ligados por ligagdes fos-
fodiéster entre a desoxirribose de um nucleotideo e o grupo fosfato
do nucleotideo que se segue. Esta cadeia nucleotideo-fosfato forma o
“esqueleto” da molécula de DNA.

Isso significa que a fita de DNA termina com um grupo
fosfato 5" em uma extremidade e um grupo hidroxila 3
do outro lado. Nenhum trago de qualquer outra ligagao
incomum foi observado, e assim o grupo de Todd con-
cluiu que as cadeias de polinucleotideo do DNA, assim
como as cadeias polipeptidicas das proteinas, sao molé-
culas estritamente lineares. Demorou-se muito para es-
tabelecer a natureza da ligagdo no RNA; mas trés anos
mais tarde, em 1955, observou-se que o RNA também
era uma cadeia linear altamente regular e que também
utilizava somente ligacoes fosfodiéster 3’-5" para manter
os seus nucleotideos juntos.

Dosagens Biologicas Mostram o DNA
como o Material Genético Primario

Em 1928, o microbiologista inglés Frederick Griffith,
enquanto investigava a patogenicidade da bactéria cau-
sadora da pneumonia, Dz'p[ococcm pneumoniae, fez uma
inesperada observagio. Células patogénicas mortas pelo
calor, quando misturadas com células vivas nao-pato-

génicas e injetadas em camundongos, foram capazes
de transformar uma pequena porcentagem de células
nao-patogénicas em células patogénicas. Ao se torna-
rem patogénicas, as células nao-virulentas adquiriam
uma espessa parede celular rica em polissacarideos (cdp-
sula), que confere patogenicidade as células. Griffith
demonstrou que alguma substincia da célula patogé-
nica, nio destruida pelo calor, poderia ser absorvida
pelas células ndo-patogénicas, capacitando-as a fazer
cdpsulas. Posteriormente, estas novas bactérias pato-
génicas mantinham sua patogenicidade quando isola-
das e reinjetadas em camundongos. Esta mudanga po-
dia ser, portanto, herdada.

Griffith nao tentou identificar esta substincia. Esta
tarefa coube a Oswald Avery, cientista do Instituto Ro-
ckefeller em Nova lorque, que trabalhava na quimica de
carboidratos contidos nas paredes das bactérias. Quando
comegou a trabalhar no “fator de transformagio”, Avery
pensou que a substincia ativa poderia ser um polissacari-
deo complexo que de alguma forma induzia a sintese de
mais polissacarideos do mesmo tipo. Na verdade, apds
uma década de estudo intensivo, Avery e seus jovens co-
legas, Maclyn McCarty e Colin MacLeod, concluiram,
em 1943, que o fator de transformagao era o DNA (Fi-
gura 1-11). Nio somente foi o DNA a molécula pre-
dominante em sua preparagio purificada do fator de
transformagio, como a atividade de transformagao era
destruida por uma preparagao altamente purificada de
DNase, uma enzima recém-descoberta capaz de de-
gradar o DNA. Ao contrdrio, a atividade transformante
nio era afetada por exposi¢io a enzimas que degra-
dam proteinas ou RNA.

Os experimentos de Avery, publicamente anun-
ciados em 1944, tinham sido realizados tio cuidado-
samente que muitos cientistas aceitaram sua conclu-
sa0 de que o DNA era o fator de transformagao. Con-
tudo, alguns céticos, incluindo colegas do préprio Ins-
tituto Rockefeller, preferiram acreditar que de alguma
forma Avery tinha perdido a “proteina genética” e que
o DNA era necessdrio para a atividade na dosagem de
transformagio somente porque funcionava como um
suporte, sem nenhuma especificidade, no qual o ver-
dadeiro material genético — a proteina — estava ligado.
Havia outra critica, relacionada a generalidade da ob-
servagio de Avery. Talvez suas conclusdes obtidas do
estudo com bactérias patogénicas nao fossem verda-
deiras para todos os genes e poderiam nio ser aplicé-
vels a organismos superiores. Oito anos se passaram
até que um experimento usando virus bacterianos (bac-
teriéfagos — fagos vem do grego phagos, que significa
“comendo”) também mostrasse 0o DNA como a molé-
cula genética.
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FIGURA 1-11

Experimento de transformagao de Avery. (a)
Formas virulentas da bactéria pneumoco-
co tém uma capsula de polissacarideo e
formam col6nias de superficie lisa (“S”) em
cultura. A variante “rugosa” nao tem a cap-
sula de polissacarideo e forma colénias com
caracteristicas rugosas (“R”). (b) Avery pre-
parou DNA a partir de bactéria do tipo 11 S.
Em alguns casos, ele pré-tratou o DNA com
enzimas para determinar a natureza do fa-
tor de transformacdo. Em seguida adicio-
nou bactéria do tipo Il R. (c) Sem nenhum
extrato da bactéria do tipo S, a bactéria R
continuou a produzir colénias rugosas. Com
DNA, as bactérias R foram transformadas e
produziram a capsula de polissacarideo, e
entao cresceram como col6nias lisas. O pré-
tratamento com enzimas proteoliticas (trip-
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sina e quimotripsina) ou ribonuclease niao
produziu nenhum efeito, enquanto a ativi-
dade de transformagao foi completamente
abolida pelo tratamento com um extrato da
mucosa intestinal de cachorro (conhecido

)

Pneumococos rugosos transformados
em lisos pelo DNA de pneumococos lisos

Virus Sdo Colegbes Empacotadas de Genes que
Transmitem suas Instru¢des de Célula a Célula

O interesse pelo DNA também aumentou, em 1930,
com a descoberta de sua ocorréncia em vdrios virus
altamente purificados, dentre eles os bacteriéfagos. A
natureza destas pequenas particulas, causadoras de
doengas e que s6 se multiplicam em células vivas, foi
motivo de muito debate no meio cientifico. Alguns
cientistas consideravam os virus como um tipo de ge-
nes “nus’; outros preferiram considerd-los como a
menor forma de vida. Somente quando foi possivel
purificar os virus e visualizd-los no microscépio ele-

por destruir DNA).

tronico comegou-se a revelar a sua natureza. Obvia-
mente, nao eram uma célula mindscula e, como o DNA
pode ser liberado por choque osmético, pareciam ser
nada mais do que pacotes de proteinas contendo 4ci-
dos nucléicos. A melhor hipétese, portanto, foi de que
seriam parasitas obrigatérios em nivel genético, inca-
pazes de multiplica¢io exceto quando dentro de célu-
las vivas. Presumivelmente estudando estes virus sim-
ples e descobrindo como se multiplicam, poderfamos
entender como os genes sao trabalhados e replicados.

Em 1940, o fisico Max Delbriick, o médico Salva-
dor Luria e o fisico-quimico Alfred Hershey estudaram
intensivamente um grupo de fagos denominados T1, T2,
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T3, T4, etc., os quais se multiplicam dentro da bactéria
intestinal Escherichia coli. Eles sio adequados para a and-
lise genética, pois uma simples particula infectante ne-
cessita somente de 20 minutos para produzir, dentro da
célula hospedeira, milhares de particulas virais. Em 1944,

Particula de fago 356

Fago infecta P /L/'\j\f\
bactéria; somente

o DNA penetra

355

Liberagao do fago
da bactéria usando
um liquidificador

do tipo Blender

Fago sem o DNA

Fagos parentais com p

o DNA marcado E’\

com 32P replicam /‘t)
32P o

Fagos-filhos se

organizam: somente % r‘@ A

as fitas de DNA g

parental estao 05 >
@~ 28

marcadas com 32P

32P

Fagos-filhos, alguns deles tendo o
DNA parental marcado com 32P

Luria isolou o primeiro fago mutante, somente dois anos
antes de Hershey ter demonstrado que os cromossomos
dos fagos também participam dos eventos semelhantes
a0s crossing-over que rearranjam genotipos parentais. Esta
estratégia genética culminou com os experimentos reali-
zados na Universidade de Purdue por Seymour Benzer
em meados de 1950. Seus resultados geraram um grande
avango no entendimento da natureza do gene. Ele isolou
milhares de mutantes oriundos de mutagées do gene 7//
do fago T4 e mostrou que as recombinagdes genéticas
podem ocorrer tanto dentro dos genes como entre os
genes.

O DNA do Fago por si s6 Carrega
a Informacao Genética

Experimentos puramente genéticos nao puderam deter-
minar se o responsdvel pela especificidade genética seria
o DNA ou um dos componentes protéicos da particula
viral. Foi em 1951, por fotografias de microscopia ele-
trénica de um bacteriéfago infectando uma célula, que
se mostrou que a cdpsula do fago ficava retida na parte
externa da bactéria. Isto sugeriu que somente o DNA do
fago era suficiente para a produgio de novos fagos. Pre-
sumivelmente, a proteina do fago era apenas uma cdpsu-
la protetora e o veiculo pelo qual o DNA era introduzido
na célula bacteriana. Para testar esta hipdtese, em 1952,
Alfred Hershey e Martha Chase, do Laboratério Cold
Spring Harbor de Nova lorque, realizaram uma das ex-
periéncias cldssicas da genética molecular (Figura 1-12).
Usando %S para marcar a protefna e 3P para marcar o
DNA do fago, eles mostraram que a maior parte do S
permanecia fora da bactéria infectada e que a maior
parte do 32P era encontrada dentro da bactéria. Poste-
riormente, cerca de 30% deste *2P ¢ menos de 1% do
35§ apareciam na progénie do fago, indicando a conti-
nuidade do DNA original do fago na progénie. De
forma semelhante, o DNA por si s6 era essencial para
uma infec¢io produtiva.

FIGURA 1-12

O experimento de Hershey-Chase. Bacteriofagos T2 foram crescidos
em meio contendo 32P para marcar seu DNA e 3°S para marcar a
capsula de proteina. Os fagos foram adicionados a cultura de Esche-
richia coli e, em vérios tempos ap6s a infeccdo, foram liberados das
bactérias por uma vigorosa homogeneizagao em liquidificador de tipo
Blender. A analise mostrou a maior parte da atividade 3°S foi removi-
dada E. coli, enquanto a maior parte da atividade de 32P permaneceu
dentro da E. coli. Além disso, se a infec¢do ndo fosse interrompida e a
progénie analisada, o Gltimo continha 32P, indicando assim que exis-
tia uma preservacdo do DNA do fago infectante para a sua progénie.
Estes resultados eram esperados se o DNA fosse realmente o material
hereditario do fago.
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Entretanto, a mesma objegao feita contra os experi-
mentos de Avery e suas conclusoes de que 0 DNA era o
material genético foi, igualmente, feita em relagio aos
experimentos de Hershey e Chase. Eles nao descartavam
a possibilidade de que uma pequena quantidade da “pro-
tefna genética” que estivesse presente na proteina >°S do
fago tivesse sido introduzida nas células bacterianas. Con-
tudo, o experimento de Hershey e Chase, devido a sua
ingenuidade e elegincia, aumentou a expectativa de que,
para se aprender a esséncia quimica do gene, 0 DNA era
a molécula a ser estudada.

O DNA Tem uma Forma Regular e Repetitiva

Para se conhecer profundamente a fun¢ao de uma molé-
cula bioldgica e como ela realiza tal fun¢ao, é necessdrio
conhecer sua estrutura. Atualmente, toda a biologia estd
voltada para o estudo de como as moléculas interagem
entre si e como estas interagdes ocorrem em nivel de 4to-
mos. A forma como a hemoglobina capta o oxigénio, por
exemplo, s6 foi entendida quando Max e seus colaboradores
na Universidade de Cambridge conheceram a estrutura at6-
mica da molécula de hemoglobina. O mesmo é verdade para
o DNA. Assim, as primeiras tentativas para determinar a
forma molecular do DNA comecaram em 1930.

De uma forma geral, as cadeias de DNA sao muito
regulares; elas contém residuos repetitivos de desoxirri-
bose-fosfato que sao unidos pelos mesmos tipos de liga-
¢oes quimicas. Estes grupos repetitivos idénticos formam
o esqueleto do DNA. Todavia, se as quatro bases no DNA
estao ligadas em qualquer ordem ao longo do esqueleto,
esta variabilidade originaria moléculas de DNA com alto
grau de individualidade. Assim, dependendo da parte da
molécula de DNA focalizada, ela poderia ser vista como
regular ou possivelmente como altamente irregular. Mais
importante, entretanto, ¢ a questao da configuragao glo-
bal da molécula de DNA. Pode a molécula de DNA do-
brar em uma configuragio tridimensional (3D) regular
determinada pelo esqueleto regular? Neste caso, a confi-
guracio seria mais semelhante a uma hélice onde todos
os grupos agtcar-fosfato teriam uma vizinhanga quimica
idéntica. Por outro lado, se as bases predominam na es-
trutura da molécula, isso poderia ser terrivel, pois ne-
nhuma das duas cadeias teria configuracio 3D idéntica,
visto que as seqiiéncias das bases sao irregulares. Pois este
foi o caso: a tarefa de descobrir como cada uma destas
moléculas com diferentes formas poderia servir como mol-
de para a formagao de outra cadeia de DNA realmente
estava fora do nosso alcance.

A tnica forma direta de examinar a estrutura tridi-
mensional do DNA era observar como ele difrata (des-
via) os raios X. O DNA seco tem a aparéncia de filetes

irregulares de algodao, mas se torna altamente viscoso
quando colocado em dgua, podendo assim ser retirado
da solu¢do aquosa como finas fibras. Na andlise estrutu-
ral, as fibras s3o colocadas no caminho do feixe de raios
X e o padrio de difragio ¢ registrado em um filme foto-
grifico. O DNA foi pela primeira vez examinado desta
maneira em 1938, por William Astbury na Inglaterra,
com material preparado na Suécia por Einar Hammars-
ten, que usou condi¢des neutras de pH e baixas tempera-
turas para isolar o DNA a partir de moléculas de alto
peso molecular das glandulas do timo. Este DNA na ver-
dade produziu padrdes muito distintos de difragdo, e sao
tantas as moléculas individuais de DNA que elas preci-
sam compartilhar algumas orienta¢oes preferenciais. En-
tretanto, as fotografias de difragao de raios X nao foram
tdo precisas como aquelas produzidas pelas substancias
verdadeiramente cristalinas, o que indica a possibilidade
de as cadeias de DNA nunca terem uma configuragao
definida, comum para todas as cadeias. Um pouco antes
da Segunda Guerra Mundial, Astbury e seu aluno Flo-
rence Bell propuseram que as bases puricas e pirimidicas
estavam posicionadas perpendicularmente ao longo
eixo da molécula de DNA como se formassem uma
pilha de moedas. Melhores padroes de difragao de raios
X obtidos apds a guerra ainda eram de dificil interpre-
tacdo; agora sabemos que as preparagoes de Astbury
foram misturas de formas de DNA hoje conhecidas
como formas A e B.

Entao em 1950 o fisico Maurice Wilkins e seu alu-
no de pesquisa Raymond Gosling do King’s College, Lon-
dres, trabalhando com o DNA que tinha sido cuidadosa-
mente preparado em Bern pelo quimico suico R. Singer,
obtiveram o verdadeiro padrao de difragao da estrutura
cristalina, o padrao “A” (Figura 1-13a). As moléculas in-
dividuais de DNA que se juntam para formar as fibras
cristalinas precisam ter formas muito similares ou nio
seriam capazes de se empacotar tao regularmente. Assim,
tivemos a certeza de que o DNA tem uma estrutura pre-
cisa, uma definigdo essencial que comecaria a revelar a
maneira pela qual as moléculas de DNA sao copiadas com
tanta precisao durante o processo de replicagio.

Duas Cadeias Polinucleotidicas Entrelacadas
Constituem a Unidade Fundamental
do DNA (a Dupla Hélice)

Os dados obtidos dos padrées de difragao de raios X de
uma molécula tdo complicada como o DNA em geral
nio fornecem informagao suficiente para revelar a estru-
tura molecular em estudo. Uma andlise de tais padroes,
entretanto, freqiientemente fornece parimetros-chave que
marcam bastante as caracteristicas estruturais da molé-
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cula em investigacdo. Esse foi o caso do DNA. Os pa-
droes de raios X, contudo, niao foram os obtidos das fi-
bras cristalinas do DNA, mas sim de formas menos agre-
gadas obtidas quando as fibras sio expostas a uma alta
umidade com mais 4gua de hidratagdo. Estes pardmetros
paracristalinos, a forma “B” (Figura 1-13b), foram vistos
pela primeira vez no verao de 1951 pela fisico-quimica
inglessa Rosalind Franklin, uma colega de Wilkins do King’s
College. Suas fotografias mostraram um padrao dominante
de ligagdes cruzadas, uma figura tipica de hélice. Assim, apesar
da presenca de uma seqiiéncia irregular de bases, o esqueleto
agticar-fosfato do DNA de alguma forma assumia a confi-
guracdo de hélice. Um nucleotideo foi observado a cada 3,4
A a0 longo do eixo da fibra, com 10 nucleotideos, ou 34 A,
sendo necessdrios para cada volta da hélice.

Uma conclusao importante originada das determi-
nagdes de raios X for obtida quando se mediu o didmetro
da hélice. A largura de 20 A estava longe de corresponder
a uma molécula de DNA contendo somente uma cadeia
de DNA. Mas realmente quantas cadeias estavam na mo-
lécula de DNA? A dificuldade de se medir a quantidade
exata de moléculas de d4gua na fibra de DNA levou a con-
fusao inicial sobre se existiam duas ou trés cadeias entre-
lagadas. Felizmente a simetria observada na difracao de
raios X ¢ favordvel a moléculas contendo duas cadeias
que se dispoem em dire¢bes opostas. Antes da utilizagao
dos métodos de difragao de raios X, nenhum quimico
suspeitou que o DNA fosse constituido de uma molécu-
la com cadeias multiplas.

As Duas Cadeias Polinucleotidicas Sao
Mantidas Juntas por Pontes de Hidrogénio
Formadas entre as Bases Complementares

A forma como as duas cadeias s3o mantidas juntas na
molécula de DNA nio poderia ser deduzida somente pelos

FIGURA 1-13

Padrio de difragdo de raios X. (a) A forma cristalina A;
(b) a forma B produzida na presencga de alta umidade.
Os pontos que aparecem no padrao de difragao de raios
X sao caracteristicos de uma estrutura de hélice.

dados de raios X. Com esta finalidade, o bidlogo James
Watson e o fisico Francis Crick do laboratério de Caven-
dish na Universidade de Cambridge idealizaram, em fe-
vereiro de 1953, um modelo tridimensional do DNA com
uma configuragao mais favordvel e mais compativel com
os parAmetros da hélice fornecidos pelos dados de raios X
obtidos pelos pesquisadores do King’s College. Esta es-
tratégia os conduziu a um modelo molecular no qual os
aguicares-fosfatos da cadeia estivessem voltados para o lado
externo da molécula de DNA e as bases puricas e pirimi-
dicas para o seu interior, orientadas de tal forma que as
bases de uma fita pudessem formar pontes de hidrogénio
com as bases da outra fita. Embora as interagoes por pon-
tes de hidrogénio sejam bem mais fracas do que as inte-
racoes covalentes, existe uma quantidade tao grande de
pontes entre as duas cadeias que faz com que elas sejam
mantidas juntas de forma bem estdvel.

O padrio exato de pontes de hidrogénio utilizado
no DNA surgiu somente apés a constru¢ao do modelo
no qual ficou estabelecido que, se uma purina de uma
cadeia forma pontes de hidrogénio com uma pirimi-
dina da outra cadeia, as dimensdes das bases pareadas
s30 as mesmas ao longo de todo o comprimento do
DNA. Também importante, as duas purinas adenina e
guanina ligam-se seletivamente as duas pirimidinas ti-
mina e citosina, de tal forma que a adenina (A) pode
parear somente com a timina (T) e a guanina (G) so-
mente com a citosina (C), o que fornece uma explica-
¢ao quimica para as regras de Chargaff: A=TeG=C
(Figura 1-14). A observag¢ao anterior de que o bacte-
riéfago T2 nao continha citosina serviu de suporte para
uma nova estrutura do DNA. Em 1952, uma citosina
modificada — 5-hidroximetil citosina — foi descoberta
no DNA de T2. Assim como a citosina em outros
DNAs, a quantidade de metil citosina em T2 foi exa-
tamente igual 2 de guanina, mostrando que ela forma
um par de bases tal como a citosina.
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FIGURA 1-14

Pontes de hidrogénio formadas entre os pares de bases adenina-timi-
na e guanina-citosina. Existem duas pontes de hidrogénio que man-

tém unidas A:T e trés entre G:C.

Cada um destes pares de bases possui uma simetria
que permite a inser¢ao na dupla hélice sob duas orientagoes
(A:T e T:A; G:C e C:G); assim, em qualquer cadeia de DNA,
as quatro bases podem existir em todas as varia¢des possiveis
de seqiiéncia. Devido ao pareamento especifico entre as ba-
ses, se a seqiiéncia de uma cadeia (p. ex., TCGCAT) é co-
nhecida, a seqiiéncia da outra cadeia (AGCGTA) também o
serd. A seqiiéncia da cadeia oposta ¢ denominada comple-
mentar e as cadeias pareadas sao conhecidas como cadeias
complementares. Somente com o pareamento de bases seria
possivel ter uma cadeia de grupos agticar-fosfato com orien-
tagoes idénticas e assim permitir que o DNA tenha a mesma
estrutura com qualquer seqiiéncia de bases (Figura 1-15).
Ficou também evidente que para se ter uma molécula simé-
trica é necessdrio que as duas fitas da dupla hélice estejam
em direcdes opostas; o fosfato 5" no final de uma fita sendo
oposto ao hidroxil 3’ da outra fita. (Por convengio, as fitas
tinicas de DNA em geral sao desenhadas com a por¢ao 5’ no
lado esquerdo.)

Uma Cadeia Complementar do DNA
Funciona como Molde para a Sintese da
Nova Cadeia Durante a Duplicacao

Antes de sabermos como os genes se apresentavam era
praticamente impossivel especular de forma inteligen-

te como eles poderiam ser exatamente duplicados du-
rante a divisdo celular. Qualquer proposi¢io tinha que
ser geral. Linus Pauling e Max Delbriick sugeriram em
1940 que a superficie de um gene de alguma maneira
atua como uma matriz positiva, ou molde, para a for-
macio de uma molécula complementar (negativa), da
mesma maneira que um material pode ser moldado a
partir de um pedago de escultura para se fazer uma
férma. A molécula complementar matriz poderia en-
tdo servir como um molde para a formacio de seu pré-
prio complemento, produzindo assim uma cépia idén-

Pareamento de
bases complementares

Esqueleto
acglcar-fosfato

Esqueleto
aclcar-fosfato

FIGURA 1-15

Amolécula de DNA tem duas cadeias agGcar-fosfato mantidas juntas
por pontes de hidrogénio formadas entre as bases complementares,
A:Te G:C.
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FIGURA 1-16

Duplas hélices filhas idénticas sdo geradas através da replicagio se-
miconservativa do DNA. As fitas da hélice original se separam e atuam

como moldes para a sintese das fitas-filhas complementares.

tica a0 molde original. Assim, a descoberta de que as
duas cadeias tinham forma complementar causou gran-
de entusiasmo, sendo imediatamente proposto que as
duas fitas da dupla hélice estariam relacionadas como
moldes positivos e negativos, cada uma especificando
o seu complemento e, portanto, capaz de gerar duas
moléculas de DNA filhas com seqiiéncias idénticas as
da dupla hélice parental (Figura 1-16). O que nio se
sabia era se a duplicagdo ocorria de maneira conserva-
tiva, na qual as duas fitas originais s3o mantidas jun-
tas e novas fitas complementares formam uma nova
dupla hélice, ou de maneira semiconservativa, em que
as duas fitas originais se separam completamente du-
rante a sintese das novas fitas complementares, de tal for-
ma que a nova dupla hélice contém uma fita parental e
uma nova fita.

A Replicacdo do DNA E Semiconservativa,
Produzindo uma Nova Fita Sintetizada
Pareada com uma Fita Parental

Somente cinco anos depois apareceu uma evidéncia de
que as duas fitas se separavam. A prova definitiva veio
com os experimentos de Matthew Meselson e Franklin
Stahl do California Institute of Technology, em 1958.
Eles tiveram a brilhante idéia de usar diferencas de densi-
dade para separar as moléculas de DNA parental das
moléculas-filhas (Figura 1-17). Inicialmente cresceram
culturas da bactéria E. coli em meio enriquecido com
o isétopo pesado N'>. Em fungio de seu contetido iso-
tépico, o DNA nestas bactérias era muito mais pesado
do que o DNA produzido quando estas células eram
crescidas na presenga de um meio enriquecido com o
isétopo natural N4, Por causa da maior densidade, o
DNA mais pesado poderia ser separado do DNA mais
leve por uma ultracentrifugacio utilizando gradiente
de densidade formado por cloreto de césio. Quando
as células contendo o DNA mais pesado foram trans-
feridas para um meio “leve” normal (N'4) e se multi-
plicaram por uma geragao, todo o DNA pesado foi
substituido por um DNA cuja densidade estava entre
leve e pesada. O desaparecimento do DNA pesado mos-
trou que os produtos da replicagiao nao incluem a du-
pla hélice original, e entao o processo era semiconser-
vativo, com cada molécula-filha tendo uma fita pesa-
da (parental) e uma fita leve (recém-sintetizada).
Ainda nio se sabia se as fitas complementares se se-
paravam completamente antes da replicagio. Mais tarde,
muitas evidéncias reveladas por microscopia eletronica
mostraram que a forma de Y que aparecia na forquilha
de replica¢ao indicava que a separagao das duas fitas e a
replicagio ocorrem simultaneamente. T30 logo a dupla
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hélice comega a separar para a replicagdo, as regides da
fita simples sio imediatamente utilizadas como molde,
tornando-se novas regioes de fita dupla.

A Replicagao de DNA em Tubos-Teste
Exige DNAs-Molde Preexistentes

Uma prova independente de que as cadeias de DNA
servem como moldes para a formagiao do DNA da pro-
génie foi fornecida pelos experimentos no laboratério
de Arthur Kornberg na Universidade de Washington
em St. Louis entre 1956 e 1958. Trabalhando com
extratos livres de células de E. coli, Kornberg inicial-
mente observou a incorporagao de desoxirribonucleo-
tideos radiativos em moléculas caracterfsticas de DNA;
isto ¢, eles eram insoldveis em 4cidos, destruidos pela
DNase e resistentes 2 RNAse. Através de um extensi-
vo fracionamento dos extratos livres de células, nao sé
a enzima de polimeriza¢io do DNA, DNA polimera-
se, foi descoberta, como também foi observada a ne-
cessidade da presenga de cadeias preexistentes de DNA
para servir como moldes na formagio da nova cadeia
de seqiiéncia complementar. De forma interessante, a

DNA
“pesado”

TSN 14N

FIGURA 1-17

O experimento de Meselson-Stahl demonstrando a
replicagdo semiconservativa do DNA. Escherichia
coli foram crescidas em meio contendo >NH,Cl
para produzir moléculas de DNA “pesado”. Amos-
tras foram coletadas desta cultura em varios tem-
pos apos a adigao em excesso de *NH,Cl. O N
foi entdo incorporado no DNA que estava sendo
replicado, produzindo moléculas com menor den-
sidade do que aquelas contendo ">N. Moléculas
com diferentes densidades podem ser separadas
por ultracentrifugagcao em gradiente de cloreto de
césio — moléculas com maior densidade formam
uma banda mais baixa no gradiente do que molé-
culas de menor densidade. Apés uma geragao
crescendo em *NH,Cl, uma @nica banda foi ob-
servada com menor densidade do que a primeira
amostra coletada antes da adi¢do do *NH,CI. O
desaparecimento da banda correspondente ao
DNA contendo >N mostrou que ndo existiam mo-
léculas de DNA contendo duas fitas marcadas com
15N — uma Gnica banda precisa conter moléculas
hibridas de DNA, uma fita marcada com >N e a
outra fita marcada com "N. Apos duas geragoes ob-
servou-se que, além da banda do DNA hibrido, apa-
recia uma banda ainda mais leve. Esta nova banda

" correspondia a uma molécula de DNA onde as duas
fitas estavam marcadas com "#N.

DNA
“hibrido”

composi¢ao de bases do DNA produzido no tubo-tes-
te foi idéntica 2 composi¢ao do DNA-molde, mostran-
do que a dltima determina a composi¢ao da primeira
(Tabela 1-2). Isto foi um marco para os bioquimicos,
pois aqui uma enzima estava tomando as instrugies a
partir de um molde, em vez de simplesmente estar pro-
movendo uma reagao catalitica.

TABELA 1-2. Composigdo de nucleotideo de um DNA enzimatica-
mente sintetizado comparada com aquela do DNA-molde

DNA A T G C
Bacteriofago T2

Molde 1,31 1,32 0,67 0,70

Produto 1,32 1,29 0,69 0,70
Mycobacterium phlei

Molde 0,65 0,66 1,35 1,34

Produto 0,66 0,65 1,34 1,37
Timo de bezerro

Molde 1,14 1,05 0,90 0,85

Produto 1,12 1,08 0,85 0,85
Copolimero A:T

Produto 1,99 1,93 <0,05 <0,05

A composicdo de bases do DNA produto assemelha-se a do DNA-molde, en-
quanto o DNA sintetizado quimicamente composto somente de A e T direcio-
na a sintese de uma nova molécula de DNA contendo somente Ts e As.
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Curiosamente, a DNA polimerase de Kornberg nao
¢ a polimerase que a E. coli utiliza para sintetizar DNA in
vivo. John Cairs e Paula De Lucia do Laboratério Cold
Spring Harbor fizeram um mutante de E. coli e dosaram
a atividade de DNA polimerase destes mutantes. Apds
testar mais de 3.000 mutantes, observaram que um dos
mutantes, apesar de nio ter a atividade de polimerase
mensurdvel, mantinha a capacidade de crescimento. Este
mutante era mais suscetivel a danos do DNA por luz ul-
travioleta, sugerindo que provavelmente a polimerase de
Kornberg, hoje chamada de polimerase I, estava envolvi-
da no mecanismo de reparo do DNA. Mais tarde, duas
outras DNA polimerases de E. coli foram descobertas por
Tom Kornberg, um dos filhos de Arthur Kornberg. Uma
delas, a DNA polimerase III, é a principal enzima utili-
zada para replicar o DNA.

Antes de iniciar este trabalho, Kornberg, assim como
seus colegas, focalizaram sua atengdo na bioquimica en-
zimdtica, considerando a dupla hélice como uma hipéte-
se ainda nao estabelecida. Existiam muitas ddvidas sobre
se a realidade da dupla hélice se tornaria intelectualmen-
te insustentdvel apés a divulgagao dos experimentos de
Kornberg e Meselson-Stahl.

A Replicacdo do DNA E Realizada por um
Conjunto Altamente Complexo de Proteinas

A DNA polimerase I1I é uma maquinaria molecular bem
grande composta de nove proteinas, condizente com a
variedade de atividades que ela tem de desempenhar du-
rante a replicago. Essas atividades incluem ligar-se 4 fita
de DNA, mover-se ao longo da fita, sintetizar uma nova
fita, verificar se a sintese estd sendo feita de maneira cor-
reta e ainda interagir com outras proteinas essenciais para
o processo de replicacdo. Existem helicases, responsdveis
pela desespiralizagao da hélice, topoisomerases, que di-
minuem a tensao criada pela desespiralizacao, e protei-
nas, que se ligam ao DNA de forma a estabilizar o DNA
desespiralizado. O ponto onde as duas fitas sao separadas
¢ chamado de forquilha de replicagio, o qual avanca ao
longo do DNA quando ele ¢ desespiralizado e uma nova
fita ¢ sintetizada.

Contudo, a replicagio do DNA ¢ complicada. To-
das as DNA polimerases adicionam o novo nucleotideo
no grupo 3’-OH do dltimo nucleotideo da cadeia em
crescimento. Ele ¢ sintetizado na diregao de 5’ para 3’, de
forma que a polimerase se movimenta ao longo da fita-
molde de DNA na diregao de 3’ para 5’. Para uma das
duas fitas (/der), ele trabalha muito bem, mas para a ou-
tra fita (atrasada) ele deve correr em diregdo reversa. Reiji
Okazaki mostrou que a nova fita é sintetizada na fita atra-
sada em segdes curtas, denominadas fragmentos de Oka-

zaki. A sintese das duas fitas é realizada pelo mesmo com-
plexo da polimerase, sendo que a fita atrasada deve for-
mar uma alga através do complexo. Os espagos entre os
fragmentos de Okazaki sao preenchidos pela DNA poli-
merase | e os fragmentos s3o unidos pela DNA ligase.
Levando-se em conta a complexa coreografia de tantas
enzimas na forquilha de replicacdo, a sintese de DNA ¢
relativamente rdpida, cerca de 1.000 nucleotideos por
segundo.

As Moléculas de DNA Podem Ser
Desnaturadas e Renaturadas

As moléculas de DNA contém tantos pares de bases que
as cadeias complementares do DNA nunca se separam
espontaneamente sob condigdes fisiolégicas. Se, entre-
tanto, as duplas hélices sao expostas a temperaturas pré-
ximas 2 ebuli¢io ou a extremos de pH, elas se separam
em suas fitas simples (isto é, elas sao desnaturadas ou se
fundem — “melt”). A temperatura na qual metade das
moléculas de DNA de uma amostra ¢ desnaturada ¢ cha-
mada de temperatura de fusao (melting temperature— T );
duplas hélices com um excesso de pares de bases G:C sao
mais estdveis do que duplas hélices com predominincia
de pares de bases A:T e tém conseqiientemente maior
T . Isto ocorre devido ao fato de que G e C no DNA tém
um aumentado poder de empilhamento dos pares de ba-
ses adjacentes, levando a uma maior estabilizagao da du-
pla hélice, assim como a presenga de trés pontes de hi-
drogénio entre G:C em comparagio com a formagio de
somente duas pontes entre os pares A:T. De fato, a pro-
porcao de A:T e G:C pode ser diretamente avaliada pela
medida da 7, da amostra.

No inicio, a desnaturagio foi considerada essencial-
mente irreversivel, mas em 1960 Julius Marmur, Paul
Doty e seus colaboradores, trabalhando na Universidade
de Harvard, mostraram que duas fitas complementares
podem se recombinar e formar a dupla hélice nativa quan-
do sao mantidas por vdrias horas em condigdes subdes-
naturantes, como a 65°C (Figura 1-18). Esta renatura-
¢ao de uma molécula tao grande é notdvel. Mais surpreen-
dente é que a renaturagio ¢ muito especifica e produzird
uma dupla hélice perfeita quando as seqiiéncias de bases
das duas fitas forem exatamente complementares. Estas
moléculas reaneladas sao biologicamente funcionais quan-
do introduzidas em células.

O anelamento ¢ agora chamado de hibridizacio e
constitui uma ferramenta poderosa e essencial utilizada
no rol das técnicas da genética molecular. Por exemplo,
tendo em maos um pedago de DNA, ele pode ser usado
para se descobrir seu complemento, até mesmo no DNA
do genoma total. Marcando-se o fragmento de DNA com
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FIGURA 1-18

O pareamento de bases de um pequeno fragmento de uma molécula
de DNA. As trés pontes de hidrogénio entre guanina e citosina e as
duas pontes de hidrogénio entre adenina e timina sdo representadas,
respectivamente, por trés linhas ou duas linhas. Quando aquecidas a
aproximadamente 95°C, as duas fitas se separam. Com um resfria-
mento lento até aproximadamente 65°C, as duas fitas voltam a se
parear, mas o reanelamento ocorre somente quando hd uma comple-

mentaridade perfeita ou quase perfeita entre as duas fitas.

um composto fluorescente, o local do seu complemento
pode ser descoberto em uma se¢ao de tecido; e pela ob-
servacio da extensao entre as duas fitas de DNA em solu-
G40, os pesquisadores podem determinar o grau de simi-
laridade existente entre moléculas de DNA de diferentes
espécies e entdo mostrar o quio préximo duas espécies
estao geneticamente relacionadas.

TABELA 1-3. Moléculas de DNA em cromossomos

Cromossomos Sao Moléculas
de DNA muito Longas

Quando a estrutura da dupla hélice foi determinada, nao
se sabia se os cromossomos do tamanho da E. coli conti-
nham uma ou mais moléculas de DNA. Da mesma for-
ma, existiria uma dnica molécula de DNA em cromosso-
mos maiores como os de plantas e animais superiores? O
tltimo contém em média 20 vezes mais DNA do que
aquele que ocorre nos cromossomos da E. coli. Inicial-
mente acreditava-se que mesmo o mais simples dos cro-
mossomos era constituido por muitas moléculas separa-
das de DNA, ligadas através de proteinas. Este quadro
mudou com a descoberta de que as longas moléculas de
DNA eram muito frdgeis e ficeis de serem quebradas em
fragmentos menores. Quando tais quebras foram mini-
mizadas, foi possivel observar o DNA dos cromossomos
do fago T2 contendo cerca de 200.000 pares de bases.

Agora que os genomas de muitos organismos jd
foram totalmente seqiienciados, sabemos que o cro-
mossomo da E. coli é constituido de uma molécula
simples de DNA, contendo 4.639.221 pares de bases,
enquanto o DNA humano do cromossomo 6 tem
166.880.988 pares de bases, além de aproximadamen-
te 480.000 pares de bases adicionais que ainda nao
foram seqiienciados (Tabela 1-3). Um cromossomo ¢
entdo apropriadamente definido como uma molécula
simples de DNA, geneticamente especifica de cada
espécie ligada a um grande nimero de proteinas en-
volvidas na manuten¢io da estrutura dos cromosso-
mos e na regulagio da expressio génica.

Alguns Virus Tém um Genoma de RNA

Nem todos os organismos usam o DNA como seu ma-
terial genético. Na verdade, o primeiro virus que foi

Organismos e cromossomos Tipo Tamanho (bases) Comprimento (mm)?
Bacteriofago A Virus 48.502b 0,016
Mycoplasma genitalium Micoplasma 580.074b 0,197
Escherichia coliK12-MG1655 Bactéria 4.639.221b 1,577
Saccharomyces cerevisiae Cromossomo V¢ Levedura 1.531.9744 0,521
Caenorhabditis elegans Cromossomo V¢ Nematoda 20.922.238d 7,11
Arabidopsis thaliana Cromossomo 1¢ Planta 30.494.4254 9,90
Drosophila melanogaster Cromossomo 111¢ Inseto 51.243.0034 17,42
Homo sapiens Cromossomo 1¢ Mamifero 246.047.9414 83,65

2O comprimento dos cromossomos foi calculado usando o valor de 0,34 nm por nucleotideo. (Existem dez nucleotideos por volta na dupla hélice, e cada volta

corresponde a 3,4 nm.)
b Estes cromossomos ja foram completamente seqiienciados.
¢ Estes sdo os cromossomos mais longos destes organismos.

d Estes cromossomos ainda nao foram completamente seqiienciados; algumas regides que sao muito dificeis de ser seqiienciadas (p. ex., os centromeros) ainda nio

foram seqtienciadas.
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isolado e cristalizado — virus do mosaico do tabaco — ¢
constituido de RNA ao invés de DNA. Outros virus
que contém genomas de RNA incluem bacteriéfago
R17, virus da influenza e poliovirus; vale ressaltar a
existéncia de virus com uma fita simples de RNA e
outros contendo um RNA de fita dupla. Estes virus
replicam seus genomas de RNA da mesma forma que
os outros organismos replicam seu DNA — o RNA de
fita simples serve como molde para fazer cadeias com
seqiiéncias complementares.

Os retrovirus — por exemplo, o virus da imuno-
deficiéncia humana (HIV) — tém genomas de RNA,
mas se replicam de forma completamente diferente dos
outros virus RNA. Os retrovirus foram inicialmente
conhecidos por causar cdncer em animais; quando in-
fectam as células, os retrovirus as transformam em cé-
lulas tumorais. Assim como a transformacao dos pneu-
mococos de um tipo celular em outro foi acompanha-
da de mudancas nas caracteristicas da bactéria, as cé-
lulas de mamiferos transformadas pelos virus tumo-
rais de RNA adquirem novas caracteristicas — um ré-
pido crescimento, diminui¢io da necessidade de nu-
trientes, além da capacidade de induzir tumores quan-
do injetadas em animais. Estas mudangas sio heredi-
tdrias e os cientistas observaram que as células trans-
formadas continuavam a expressar novas proteinas, pre-
sumivelmente de origem viral. Esta observagao levou
a proposigao de que os virus tumorais de RNA de al-
guma forma se integram no DNA cromossomal das
células transformadas. Como isto é possivel — ou seja,
como o RNA pode ser convertido em DNA antes da
integracdo no genoma do hospedeiro — foi decifrado
em 1970, quando, por meio de duas pesquisas inde-
pendentes, Howard Temin e Satoshi Mizutami de um
lado e David Baltimore do outro descobriram uma
enzima capaz de promover a transcrigio reversa do RNA
cromossomal dos virus infectantes em uma fita com-
plementar de DNA.

A enzima envolvida, transcriptase reversa, é codi-
ficada por todos os genomas virais e estd presente na
particula viral de forma que é capaz de agir no mo-
mento que o RNA infectante entra nas células hospe-
deiras apropriadas. A primeira cadeia de DNA produ-
zida pela transcriptase reversa — complementar ao RNA
viral — atua como molde para fazer a segunda fita de
DNA, produzindo assim um DNA de fita dupla, que
pode agora ser integrado como um provirus no DNA
cromossomal da célula hospedeira. O provirus de DNA
¢ agora replicado com o DNA da célula hospedeira. O

ciclo de vida do virus ¢ completado pela transcri¢ao
do DNA do provirus em uma fita de RNA idéntica
aquela do virus infectante e pela sintese de proteinas
de superficie do virus. Os retrovirus podem se inte-
grar nas células germinativas e perpetuarem-se de gera-
¢ao a geragio. Eles em geral podem sofrer mutagdes sem
capacidade de replicar, tornando-se retrovirais “fésseis”
no genoma do hospedeiro. Existem centenas de milhares
de seqiiéncias relacionadas aos retrovirus dispersas nos
cromossomos de muitos organismos.

Os retrovirus tém se mostrado ferramentas bastan-
te Uteis para os geneticistas moleculares. O comporta-
mento dos retrovirus — infectando células, integrando seu
DNA nos cromossomos do hospedeiro — ¢ explorado na
geneterapia, onde o vetor retroviral pode carrear um gene
corrigido para as células defeituosas e o gene se torna per-
manentemente integrado no genoma (Capitulo 6). A
transcriptase reversa permite aos pesquisadores sintetiza-
rem uma cépia de DNA a partir de qualquer RNA e cons-
titui hoje, como veremos no Capitulo 4, um elemento-
chave para o desenvolvimento de técnicas para o isola-
mento e a clonagem de genes.

No final da década de 1960, um considerdvel pro-
gresso foi alcangado usando virus e bactérias como siste-
mas-modelo para o estudo da regulagio génica e do cin-
cer, mas parecia ser impossivel entendermos, em nivel
molecular, como as células trabalham nos organismos su-
periores. Mesmo sabendo que os genes eram feitos de
DNA, parecia nao existir um caminho para explorar tal
conhecimento — nenhuma forma de determinar a estru-
tura e a seqiiéncia de bases de um determinado gene.
Além disso, havia a idéia de que seria impossivel isolar e
manipular segmentos especificos do DNA celular, e o en-
tendimento de como os genes sdo controlados, como o
embrido se desenvolve e como os cinceres surgem pare-
cia ser necessariamente um objetivo para um futuro bas-
tante distante. Tudo isso foi mudado com o desenvolvi-
mento das técnicas do DNA recombinante (Capitulo 4).
Como ilustram muitos capitulos deste livro, essas técni-
cas conduziram ao nosso entendimento da vida — uma
abundancia de conhecimentos que continua hoje e mos-
tra sinais de que nunca acabard.

Em 1953, o primeiro objetivo de trabalho era des-
cobrir como a informagio genética era armazenada no
DNA, e como essa informagio era usada pelas células
para sintetizar proteinas. Aqueles que esperavam que isso
fosse um trabalho para toda uma vida ficaram surpresos
quando todos estes aspectos foram decifrados em uma
tinica década.
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