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PREFACIO

Este livro nasceu do desejo dos autores de contribuir com a formacao dos
estudantes da area de Biologia sobre um tema muito atraente no campo da Gené-
tica, que é a Genética Molecular. Embora a Genética seja atualmente assunto de
grande evidéncia na midia, é ainda considerada um campo de muita dificuldade
no ensino de Ciéncias Bioldgicas como area interdisciplinar. O despertar do inte-
resse para escrever tépicos de Genética Molecular veio da necessidade de oferecer
aos estudantes de Biologia temas elaborados de forma clara e direta para melhor
compreensao textual dos conceitos abordados em Genética Molecular. O objetivo
principal é oferecer aos leitores uma fonte de conceitos basicos de Genética Mole-
cular, descritos em uma linguagem simples, légica e sintética, com a intencao de
contribuir para exercitar e ampliar os conhecimentos em cada tema abordado.
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CAPITULO 1: MATERIAL GENETICO HEREDITARIO

Ana Cristina Lauer Garcia
Martin Alejandro Montes

Em alguma reunido familiar vocé ja se perguntou: “por que sou tao pare-
cida/o com os meus parentes (pais, irmaos, avos, tios)?”. Passeando ao ar livre, ao
encontrar vdrias pessoas com seus cachorros, vocé se questionou: “por que as ra-
cas desses animais sdo tao diferentes?” Vocé escutou falar que os frangos tém au-
mentado seu tamanho em um curto intervalo de tempo, nao por horménios, mas
por melhoramento genético? Para comecar a entender esses e outros assuntos do
nosso cotidiano, devemos conhecer o material genético hereditario. Neste capitulo
trataremos sobre os acidos nucleicos responsaveis por gerar o fenétipo dos dife-
rentes seres vivos e pela transmissao das caracteristicas ao longo das geragdes. A
informacao estd organizada em tépicos sobre a composicao, estrutura e funcdo do
material genético.

1.1 Composicao dos acidos nucleicos

No final de 1860 o médico suico Friedrich Miescher (1844-1895) chegou a
universidade de Tiibingen (sul da Alemanha) e se incorporou ao laboratério do qui-
mico Felix Hoppe-Seyler. Por sugestao de Hoppe-Seyler, Miescher comegou a estu-
dar a quimica das células do pus. Em um de seus experimentos com estas células,
Miescher obteve um precipitado que diferia quimicamente de todas as substancias
proteicas conhecidas. Essa nova substancia se concentrava no nucleo celular, orga-
nela que nessa época era considerada de pouca importancia para o funcionamento
da célula. Miescher denominou esta substancia de nucleina, pelo fato dela estar
concentrada no nucleo das células. A andlise quimica mostrou que as quantidades
relativas de hidrogénio (H), carbono (C), oxigénio (O) e nitrogénio (N) presentes
na nova substancia diferiam das encontradas nas proteinas. Além disso, a nucleina
continha fésforo (P), ausente nas proteinas, estes conhecimentos foram publicados
em 1871. Em 1889, Richard Altmann obteve prepara¢des altamente purificadas de
nucleina e, pelo fato da substancia ter carater acido, sugeriu que fosse chamada de
acido nucleico.

Entre 1885 e 1901, Albrecht Kossel fez varias descobertas em relacao a com-
posicdo dos 4cidos nucleicos, especialmente em relacdao as bases nitrogenadas,
descobrindo a Adenina e Guanina, e posteriormente, a Timina, Citosina e Uracila
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(Figura 1). O grupo de pesquisa liderado por Kossel também descobriu que os aci-
dos nucleicos apresentavam pentose, um acgucar de cinco carbonos. Por suas con-
tribuicoes, em 1910, Kossel recebeu o Nobel de Fisiologia ou Medicina.

Figura 1. Bases nitrogenadas presentes nos acidos nucleicos

Em 1909, Phoebis Levine e Walter Jacobs propuseram que os acidos nuclei-
cos estao constituidos por trés unidades: uma base nitrogenada, uma pentose e
fosfato, estrutura que recebeu o nome de nucleotideo (Figura 2).

Fosfato Base
nitrogenada

Acucar

Figura 2. Nucleotideo formado por um fosfato, um acticar e uma base nitrogenada.

Phoebus Levene verificou, em 1929, que ha dois tipos de acidos nucleicos
gue diferem em relacédo ao tipo de pentose (aclicar) em sua composicao. Um deles
é acido ribonucleico (RNA), formado pelo acgucar ribose, que possui o grupo hidro-
xila (OH) no carbono 2. Ja o acido desoxirribonucleico (DNA) é composto pelo agu-
car desoxirribose, que nao possui OH no carbono 2 (Figura 3). Outra diferenca entre
os dois tipos de acidos nucleicos é em relagao as suas bases nitrogenadas. As bases
adenina, guanina e citosina sao encontradas no DNA e no RNA, ja a timina ocorre
apenas no DNA e a uracila é exclusiva do RNA.

Figura 3. Acucares presentes nos acidos nucleicos: a ribose no RNA e a desoxirribose no DNA.
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Em 1950, Erwin Chargaff, Stephen Zamenhof e Charlotte Green, analisan-
do o DNA de diferentes espécies, descobriram que a quantidade de Adenina era
sempre igual a de Timina (A=T), e a quantidade de Citosina era sempre igual a de
Guanina (C=QG) (Tabela 1).

Nome Nome cientifico Composicao d;r;%a;reczmgggrennadas do DNA
comum Adenina Timina Guanina | Citosina
Humano Homo sapiens 31 31,5 19,1 28,4

Mosca Drosophila melanogaster 273 27,6 22,5 22,5

Milho Zea mays 25,6 25,3 24,5 24,6

Fungo Neurospora crassa 23 233 27,1 26,6
Bactéria Escherichia coli 24,6 24,3 25,5 25,6

Tabela 1. Composicao das bases nitrogenadas do DNA em diferentes espécies.

1.2 Estrutura dos acidos nucleicos

No final da década de 1940 iniciou-se uma corrida para conhecer a estrutura
do DNA, Rosalind Elsie Franklin, utilizando a técnica de difracao de raios X, obteve
uma imagem que se tornou crucial para a elucidacao da estrutura tridimensional
desta molécula (Figura 4).

Figura 4. Imagem do DNA feita por difracao de raios
X por Raymond Gosling, em maio de 1952, sendo ele
a época um estudante de doutorado sob a supervisdao
de Rosalind Franklin no King's College London.

Em 1953, utilizando os dados sobre a composicao quimica do DNA e as
imagens de Rosalind Franklin, James Watson e Francis Crick deduziram a estrutura
desta molécula. As informagdes quimicas foram importantes para elucidar as inte-
ragdes entre os nucleotideos e a difragao de raios X esclareceu o formato helicoidal
da molécula e seu tamanho constante. Watson e Crick desvendaram a estrutura
tridimensional do DNA, a qual esta formada por duas fitas de nucleotideos, que se
arranjam em uma estrutura de dupla hélice que lembra uma escada em caracol.
Os “degraus” da escada correspondem as bases nitrogenadas, unidas por pontes
de hidrogénio. Duas pontes de hidrogénio unem a adenina com a timina e trés
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pontes de hidrogénio unem a citosina com a guanina. O “corrimao” da escada é
formado por acucar (desoxirribose) e fosfato, dispostos alternadamente e unidos
por ligagdes fosfodiéster. Estas ligacdes conectam o carbono 5’ de uma desoxirri-
bose ao carbono 3'do acucar adjacente. As ligacdes fosfodiéster estao em direcoes
opostas nas duas fitas complementares, uma das fitas esta na direcao 5’-3’'e a outra
na direcao 3'-5, sendo consideradas, portanto, antiparalelas. Isto quer dizer que na
extremidade de uma das fitas estd livre o agrupamento fosfato do carbono-5 da
pentose e na outra ponta desta mesma fita esta livre a hidroxila do carbono-3 da
ultima pentose. Na fita complementar este sentido é invertido (Figura 5). O modelo
da estrutura do DNA estabelecido por Watson e Crick foi rapidamente aceito pela
comunidade cientifica, porque permitiu compreender como esta molécula se repli-
ca, se transcreve e pode sofrer mutagoes.

~ Timina
Adenina
=) terr'mnal
u.._, ¢ 3' terminal
Gl "'-u
PA"
Esqueleto de k(}‘Q/ um

fosfato-

desuxmbnse f
ﬂh.‘ ,

(87 & & )
3" terminal ) cmﬂsmat}.&}
Guanina 5" terminal

Figura 5. Estrutura da molécula de DNA formada por duas fitas antiparalelas 5'-3" e 3'-5. A parte
externa de cada fita é formada pelos acucares e fosfatos dos nucleotideos unidos covalentemente
por ligacoes fosfodiéster. As bases nitrogenadas ficam para o interior da molécula. As bases de uma
fita se unem as bases da outra fita por pontes de hidrogénio, a adenina € ligada a timina por duas
pontes de hidrogénio e a guanina se une a citosina por trés pontes de hidrogénio.
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A estrutura do RNA estd formada por uma fita de nucleotideos ligados cova-
lentemente por ligagdes fosfodiéster.

1.3 Funcao dos acidos nucleicos

O primeiro indicativo de que o DNA é o material hereditario foi obtido por
Frederick Griffith em 1928 em experimentos com bactérias pneumococos (Strepto-
coccus pneumoniae). Griffith trabalhou com duas cepas destas bactérias: uma con-
tendo uma capsula de polissacarideos e causadora da pneumonia, e outra sem essa
capsula e que nao produzia a doenca. A capsula apresenta funcao protetora, evi-
tando a destruicao da bactéria pelo sistema imune do hospedeiro. Os experimen-
tos de Griffith se propunham a demonstrar que a capsula bacteriana era herdada,
uma vez que pneumococos capsulados geravam pneumococos com esta mesma
condicao e os nao capsulados originavam bactérias sem a capsula.

Primeiramente Griffith injetou cepas de pneumococos capsulados em
camundongos e observou que os animais morriam. No sangue dos camundon-
gos mortos foi verificada a presenca de pneumococos capsulados. Ao injetar
cepa de pneumococos sem capsula nos camundongos, estes sobreviveram e
no sangue dos animais ndo foram encontrados pneumococos. Griffith deu con-
tinuidade a seus experimentos matando as bactérias capsuladas com calor e
depois as injetando nos camundongos. Neste caso ele observou que os animais
nao morriam, ja que as bactérias estavam mortas e, assim, o camundongo nao
desenvolvia a doenca. Finalmente, Griffith testou uma mistura de pneumoco-
cos vivos sem capsula e bactérias capsuladas mortas pelo calor (lembrando que
a aplicacao em camundongo desses dois tipos de bactérias separadamente nao
produzia a doenca e nao matava os camundongos). Griffith ficou surpreso ao
observar que estes ultimos camundongos morreram e no sangue destes ani-
mais havia bactérias vivas com capsulas. Inicialmente ele pensou que alguma
bactéria viva capsulada poderia estar misturada entre as que foram mortas pelo
calor, porém nenhuma infeccao foi observada quando eram injetadas somente
bactérias mortas pelo calor e, assim, a hipétese foi descartada. A conclusao de
Griffith foi que as bactérias sem capsula tinham se transformado em bactérias
capsuladas, a partir de alguma substancia das bactérias capsuladas mortas pelo
calor, essa substancia era o poder transformante (Figura 6).

Alguns anos depois, James Lionel Alloway, demostrou que a transformacao
de pneumococos sem capsula em capsulados poderia ser feita in vitro a partir
da adicao de um extrato de bactérias capsuladas mortas pelo calor. Em 1933
Alloway demostrou também que adicionando alcool ao extrato de pneumoco-
cos capsulados mortos pelo calor era produzido um precipitado esbranquicado,
o qual tinha o poder de transformar pneumococos sem capsula em capsulados.
O que seria essa substancia esbranquicada com tamanho poder de transforma-
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¢ao? Conforme observado por Griffith, a capsula (ou a falta dela) era uma con-
dicao transmitida a progénie bacteriana. Deste modo, a substancia que causa a
transformacédo de bactérias sem cdpsula em capsuladas deveria ser o material
hereditario.

Figura 6. Experimento de Frederick Griffith realizado em 1928.

Em 1944 Oswald Avery, Colin MacLead e Maclyn MacCarty desvendaram o
mistério sobre a substancia esbranquicada que causava a transformacdo bacteria-
na. Eles trataram essa substancia com enzimas que degradam diferentes tipos de
moléculas. Ao tratar a substancia com enzimas que destruiam polissacarideos ela
mantinha seu poder de transformar pneumococos sem cdpsula em capsulados, o
mesmo se repetiu ao tratar a substancia esbranquicada com enzimas que degra-
dam lipideos, proteinas e RNA. Quando, finalmente, os pesquisadores trataram o
precipitado esbranquicado com enzimas que degradam o DNA, eles observaram
gue a transformacao nao acontecia, o mistério foi esclarecido: a substancia trans-
formante era o DNA (Figura 7).
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Figura 7. Experimento de Oswald Avery, Colin MacLead e Maclyn MacCarty realizado em 1944.
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Mesmo com esses resultados, que mostraram que o DNA é o material here-
ditério, a comunidade cientifica ainda tinha duvidas, ja que essa molécula parecia
muito simples quando comparada com as proteinas. Assim, em 1952, Alfred Her-
shey e Martha Chase elaboraram um experimento para elucidar definitivamente
qual seria o material hereditario. Para isso, eles realizaram experimentos com virus
que tinha em sua composicao DNA e proteinas, assim poderiam saber qual deles é
o material hereditario. Hershey e Chase usaram virus que atacam e matam bacté-
rias, ja que sabiam neste processo os virus injetavam o material hereditario nas bac-
térias para gerar novas copias virais. Para diferenciar o DNA das proteinas os pesqui-
sadores utilizaram marcacodes, sinalizando o DNA com fésforo radiativo 32P (lembre
gue o DNA tem fésforo, mas nao tem esse elemento nas proteinas) e as proteinas
foram marcadas com enxofre radiativo **S (enxofre ndo existe no DNA). Mas como
marcar os virus? Como ndo podiam fazer isso, cultivaram bactérias Escherichia coli
em dois meios separados, uma com fésforo radiativo e outra com enxofre radiativo.
Posteriormente, colocaram virus para atacar as duas linhagens bacterianas, agora
radiativas, e assim obter virus com DNA ou proteinas marcadas radiativamente. Os
virus marcados radiativamente foram colocados separadamente para atacar bac-
térias sem marcacao. A ideia era verificar o que os virus injetavam nas bactérias
para produzir a préxima geracgao viral. Apds um tempo suficiente para que os virus
injetassem seu material hereditario nas bactérias, estes foram desprendidos das
bactérias por centrifugacao. A seguir outra centrifugacao foi realizada para sepa-
rar as partes leves do sobrenadante (contendo virus vazios) das partes pesadas do
precipitado (contendo bactérias). Isto permitiu observar em que porcao do tubo
de centrifugacdo estava a marcacao radiativa nos experimentos que utilizaram o
fésforo radioativo e nos que utilizaram o enxofre.

Hershey e Chase observaram que as proteinas marcadas radiativamente fi-
caram na parte leve do sobrenadante, indicando que nao haviam sido incorpora-
das nas bactérias. No experimento com DNA radioativo, a marcacdo foi detectada
no precipitado do tubo de centrifugacao, ou seja, o DNA dos virus tinha sido trans-
ferido para as bactérias e era, portanto, o material hereditério (Figura 8).

Figura 8. Experimento de Alfred Hershey e Martha Chase realizado em 1952.
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Para acabar definitivamente com as duvidas sobre a identidade do material
hereditario, Hershey e Chase permitiram que as duas linhagens de bactérias do pre-
cipitado do experimento produzissem uma nova geragao de virus. Apenas as bac-
térias infetadas por virus com seu DNA marcado radiativamente geraram virus com
marcacodes radiativas. Assim, os pesquisadores comprovaram que virus transferem
o DNA para as bactérias, sendo esse o material hereditario.
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CAPITULO 2: FLUXO DA INFORMACAO GENETICA

Claudio Galvao de Souza Junior

Dentre os niveis de organizacao da vida, aquele que diz respeito a informa-
¢ao genética responsavel pela formacao de proteinas tem recebido destaque pela
comunidade cientifica desde a primeira metade do século 20.

Dos inumeros esforcos para se desvendar os processos presentes no fun-
cionamento celular em diversos centros de pesquisa pelo mundo, muito ja se des-
cobriu com o advento da genética molecular. Muito se tem estudado sobre como,
em nivel celular, se da a orientacao e a realizacao da producao de enzimas, hormé-
nios, antigenos, anticorpos, membranas, e demais estruturas que compdem desde
a mais simples célula até a complexa relacao celular de organismos pluricelulares.

Abordaremos neste capitulo, sucintamente, os principais avan¢os no co-
nhecimento relacionado as estruturas e funcdes do material genético.

Iniciaremos com o processo de duplicacdo da informacgao genética de
uma célula, a replicacdo, que é uma etapa pelo qual uma célula garante que
suas células filhas recebam material genético igual ao seu apés a divisao ce-
lular. Depois, abordaremos os processos de transcricao e traducdo, que envol-
vem a formacgao de RNAs e proteinas a partir do material genético contido no
DNA. Por fim, traremos um exemplo aplicado do avanco tecnolégico advindo
do conhecimento sobre o fluxo da informacao genética, onde vocé podera
exercitar o conhecimento construido nesta leitura. Ao longo do texto, dispo-
nibilizamos endereco de sites onde animacdes e imagens de dominio publico
podem ser visitadas para facilitar o entendimento e auxiliar na fixacdao do con-
teudo apresentado.

O Dogma Central da Biologia

As informacdes para os tracos e func¢des de qualquer organismo vivo co-
nhecido seguem uma linguagem comum, o que permite uma interacao interce-
lular individual e mesmo interespecifica, independente de classificacbes como
ordem, classe ou reinos. Trata-se do codigo genético, que, fundamentado nos
nucleotideos e seus componentes e sua complementaridade de bases, esta-
belece a comunicacao intracelular e entre diferentes células. Essa linguagem
comum a toda vida na terra estd contida nos acidos nucléicos promovendo as
funcdes genotipicas, fenotipicas e adaptativas, através da replicacao, transcri-
¢ao, traducao (chamado de dogma central da biologia; Figura 1) e mutacdo do
coédigo genético, respectivamente.
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Figura 1. Dogma Central da Biologia. Adaptado de: https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Dogma_
central_-_traduzido.jpg

Vamos tratar, de forma objetiva, do fluxo da informacgdo contida no material
genético e sobre o quando, onde e como se da esse evento fundamental para a
manutencao da vida como conhecemos ao longo de milhares de anos.

2.1 Replicacao do DNA

O processo de replicacao se caracteriza pela duplicacao do DNA de uma
célula. Sua relevancia reside em garantir o mesmo material genético de uma
célula-mae para as duas células filhas resultantes da divisao celular. Sua impor-
tancia pode ser estudada na funcao genotipica da biologia celular, que permite
a reprodutibilidade do patrimoénio genético e tendo relacao direta com a herda-
bilidade de tracos e funcionalidades celulares.

Sao alvos de estudos sobre como se da uma replicagao eficiente a fisio-
logia da reproducdo, a embriologia, crescimento e envelhecimento, teratologia,
o cancer e até o processo da morte celular.

Em termos gerais, quanto a replicacado, estuda-se a formacao de duas du-
plas fitas de DNA a partir de outra dupla fita pré-existente. Ocorre na fase S (sin-
tese) da divisao celular, quando a célula precisa duplicar seu patrimoénio para
garantir que, apds a divisao celular, as células filhas tenham o mesmo nimero
e tipos de genes de sua célula mae. E um evento antecessor tanto da mitose,
proliferacao celular, quanto na meiose, na formacao de gametas.

A replicacdo consiste em trés grandes estdgios (iniciacao, alongamento
e término) que acontecem com a a¢ao de um aparato enzimatico complexo e
eficiente chamado replissoma. A enzimologia do replissoma se constitui de
uma sequéncia progressiva e complementar de proteinas responsaveis por:
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1. localizar as origens da replicacao,

2. realizar a abertura das duplas fitas do DNA-alvo,

3. promover a estabilizacdo das fitas simples resultantes,
4. inserir iniciadores do processo de replicacao,

5. polimerizar fita complementar a fita molde,

6. editoria molecular das novas fitas, e

7. finalizagcao, com a desmontagem do replissoma.

Apesar de se parecerem em varios pontos, a replicacao entre células euca-
ridticas e procariéticas tém suas particularidades, o que poderemos tratar de forma
objetiva neste capitulo onde apresentamos um estudo comparativo. Para fim de
melhor entendimento, apresentaremos como se da nos
procariotos inicialmente, e posteriormente, algumas particularidades dos eu-
cariotos.

2.1.1 Iniciacao da replicacao do material genético

A iniciacao da replicacdo é a etapa em que o replissoma reconhece um
ou mais pontos de partida para duplicacao do material genético, localizadas nas
chamadas origens de replicacao dos cromossomos (oriC)' ricas em sequéncias
AT. A partir dos estudos e registros do modelo de replicacdao em bactérias E. coli,
pelos pesquisadores Matthew Meselson e Franklin Sthal, sabemos hoje que os
cromossomos circulares bacterianos tém em sua imensa maioria apenas uma ori-
gem de replicagao.

Uma unidade de replicacao ou replicon se caracteriza pela regiao abran-
gida por uma origem de replicacao, sequéncia de DNA e regiao finalizadora. Em
bactérias, todo seu cromossomo circular constitui o replicon. Toda replicacao inicia
em uma origem de replicacao e continua até que o replicon inteiro seja duplica-
do. Diferentemente dos cromossomos bacterianos, cada cromossomo eucariotico,
é coberto por varias origens de replicacdo para garantir a eficiéncia e velocidade
de duplicacao do material genético contido em seus longos cromossomos.

O DNA cromossomico é helicoidal e se encontra amplamente espiralado e
enovelado em torno de histonas? para garantir seu super empacotamento, o que
permite que todo DNA seja acomodado dentro de uma minuscula célula. Assim, o
acoplamento do aparato de replicacao (replissoma)?® sé se torna possivel pela locali-

1 Replicacao do DNA circular de bactérias. Acesse: (https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Es-
pecial:Citar&page=Cromossoma_circular&id=66216581&wpFormldentifier=titleform).

2 Histonas sao proteinas envolvidas no empacotamento e regulacao de nucleossomos (acesse ht-
tps://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Histona&oldid=62098819 )

3 Conjunto de enzimas envolvidas na duplicacdo do DNA. Acesse: (https://pt.wikipedia.org/wiki/
Replissoma) .
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QUADRO 1 - Componentes necessarios para replicacao bacteriana (REPLISSOMA)

Componente Funcao

Proteina de iniciacao Liga-se a origem e separa as fitas de DNA

Helicase Desenrola o DNA e abre a bolha

Proteinas aderentes ao DNA de fita tinica— SSB | Evitam reaproximacdo das fitas complemen-
tares

DNA girase Age liberando o torque do avanco das forqui-
Ihas

DNA primase Sintetiza uma sequéncia curta complementar

a origem da fita molde, que oferece um grupo
3"-OH para insercao de novo nucleotideo

DNA polimerase Il Insere novo nucleotideo (complementar) na
extremidade 3'-OH disponivel da fita crescente

DNA polimerase | Remove o iniciador colocado pela primase e
substitui por DNA

DNA ligase Une os fragmentos de polimeros separados

presentes na formacao da fita complementar
descontinuada

Adaptado de: Pierce, 2016

zacao de um sitio de iniciagao, uma sequéncia minima necessaria para a exposicao da
origem de replicacao cromossémica. Em bactérias, um sitio de iniciagao é composto
por uma sequéncia anterior de 254 pares de bases (254 pb) que permite o reconheci-
mento pela proteina de iniciacao (como a proteina DnaA na E. coli), que se liga a sua
origem de replicagao (chamada oriC) e faz um segmento curto de DNA se desenrolar
e se tornar acessivel ao conjunto de proteinas replicativas, o replissoma.

O Desenovelar e Desespiralizar do DNA

A estrutura tridimensional do DNA* (proposta por John Watson e Crick
em meados de 1950) proporciona a estabilidade que caracteriza o acido desoxirri-
bonucleico como a molécula da informatividade biolégica de todos os seres vivos,
mas por outro lado traz a necessidade de um mecanismo complexo para permitir
que a decodificacdo e replicagcao dessa informacgao.

A etapa seguinte a localizacao da origem de replicagcao é o desenrolamento

4 O DNA é um enovelado de dupla fitas antiparalelas, formadas por polimeros de nucleotideos li-
gados por ligacdes fosfodiéster, e conectadas uma a outra por pontes de hidrogénio que associam
bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C) a partir da complementaridade
A=T e G=C. (acesse: https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_desoxirribonuclei-
co&oldid=66902668 ).
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(o alongamento da replicacao) para que a sintese de novas fitas filhas possa acon-
tecer a partir de segmentos molde do DNA original. Para tal, um grupo de proteinas
e enzimas passam a atuar pela exposicao de um segmento curto pds origem de re-
plicacao. Sabe-se atualmente que o processo de exposicao de sequéncias a serem
replicadas ocorre pela acao determinante de enzimas que rompem as pontes de
hidrogénio que ligam as bases nitrogenadas complementares das duplas fitas do
DNA, tornando-se lineares e isoladas.

Assim, para que se inicie a replicacao é necessario, primeiramente, que a fita
dupla de DNA se desenovele, e se apresente como fitas simples e desconectadas
uma da outra pela quebra das pontes de hidrogénio. Contudo, como esse dese-
novelamento da dupla hélice ndo ocorre espontaneamente, para isso, proteinas
especiais chamadas helicases® devem se ligar ao segmento de DNA pos origem,
promover esse desenovelar e separar das fitas complementares.

Estabilizando as Fitas Simples

Mas, uma vez afastadas, as fitas simples de DNA tendem naturalmente a se
reconectar refazendo as pontes. Para que isso ndo ocorra, proteinas chamadas SSB®
(do inglés, single-strand binding) atacam as fitas simples e estabilizam a separacdo
ocupando as regides das pontes, impedindo a reestruturacao em fitas duplas, man-
tendo as fitas separadas.

Uma terceira enzima do replissoma tem papel fundamental na preservacao
da estrutura das regioes ladeadoras da bolha de replicacao, as DNA topoisomera-
ses’, como a DNA girase nas bactérias. Quando desespiralizada a dupla fita de DNA
sofre em suas regides proximas, posteriores as forquilhas, um super-enovelamento
(enovelamento positivo ou aumentado), causando estresse e acimulo de energia
ao comprimir ainda mais a distancia das fitas na dupla hélice nessa regiao, a seme-
Ihanca do que ocorre quando se abre uma bolha em uma liga de borracha enrolada
em si mesma.

Uma vez que a helicase desespiraliza o DNA, e ela expbe as bases das fitas
complementares antiparalelas, uma proteina chamada primase® (uma RNA polime-
rase polimeriza um pequeno fragmento de RNA que tem uma hidroxila (3'-OH) livre

5 Helicases sao enzimas responsaveis pelo desenovelamento e abertura da dupla fita de DNA. (aces-
se: https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Helicase&oldid=64157144).

6 Acesse: (https://pt.wikipedia.org/wiki/SSB).

7 Topoisomerases sao enzimas que desempenham papel na preservacao da estrutura do DNA du-
rante a abertura da dupla hélice.
(acesse: https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Topoisomerase&oldid=54433872).

8 Primase sdo enzimas que polimerizam os iniciadores ou primers de RNA (acesse https://pt.wikipe-
dia.org/w/index.php?title=Primase&oldid=63967870).
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em sua terminacgao, o primer®), adicionando uma série de nucleotideos comple-
mentares as regides expostas das duas fitas abertas. Esse fragmento de RNA atua
como um sinal para que uma terceira proteina chamada DNA polimerase’'® (Figura
2) possa se ligar e iniciar uma sequéncia de inser¢des de nucleotideos complemen-
tares a cada fita molde.

4 N

Replicacao

o /

Figura 2. Desenho esquematico de uma DNA polimerase em uma forquilha de replicacdo. Fonte:
https://tse2.mm.bing.net/th?id=0IP.wsCidbM7K33WQSYaT526HwHaEI&pid=Api&P=0&h=180

A replicacao do DNA é semiconservativa, pois se desenvolve a partir da
separacao da dupla fita inicial e a utilizacao de cada fita separada como moldes
isolados para polimerizacdo de uma nova fita complementar em cada

As fitas simples separadas pela helicase sdo denominadas fitas moldes ou
fitas-mae, e as fitas complementares polimerizadas sobre cada fita-mae passam a
ser chamadas fitas-filhas. Assim, cada fita-mae, fruto da separacéo da fita dupla ini-
cial, é tomada como fita molde para suas respectivas fitas-filhas (complementares).

Uma vez que o complexo enzimatico (o replissoma) localiza a origem de
replicacao, esta se inicia para as duas direcdes do comprimento da dupla fita de
DNA, promovendo a formac¢ao de uma bolha que, a medida que um replissoma se-
gue para cada direcao, vai ampliando seu diametro e promovendo uma separagao
gradativa das fitas duplas iniciais (fitas-mae). A esta bolha formada da-se o nome
de bolha de replicacao e as regides que se formam pela separacao progressiva,
chamam-se forquilhas (Figura 2). Dai podermos dizer que cada bolha contém duas
forquilhas em suas extremidades que se separam a medida que o processo se de-
senvolve. Trata-se, portanto, de um processo bidirecional.

9 Primer de RNA é um fragmento necessario para o inicio de uma polimerizacdo de nucleotideos de
DNA (acesse https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Iniciador&oldid=66286945 ).

10 DNA Polimerases sao enzimas envolvidas na formacao, edicdo ou remocao de nucleotideos.
(acesse https://pt.wikipedia.org/w/index.php?titte=ADN_polimerase&oldid=64605401 ).
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2.1.2 Alongamento de novas fitas

A enzima DNA polimerase catalisa o acoplamento de nucleotideos livres a
uma fita molde, por complementaridade de bases (A=T ou C=G) promovendo uma
ligacdo fosfodiéster entre os nucleotideos da nova fita inseridos e liberando piro-
fosfatos durante o processo. Sabe-se, atualmente, que a DNA polimerase promove
as insergoes a partir da leitura de cada fita-mae, leitura essa que se da na direcao
3’-5" Sendo assim, a polimerizacao de nucleotideos da nova fita (fita-filha) sé ocorre
no sentido oposto (5'- 3’) por serem as fitas-mae e fitas-filha antiparalelas e terem
seus nucleotideos dispostos em sentidos opostos.

Esta propriedade de polimerizar uma nova fita de DNA no sentido 5’-3, com-
plementar a uma fita-mae pela DNA polimerase, trouxe a tona uma estratégia ex-
traordindria do replissoma, isso porque, a forquilha de replicacao funciona como
um ziper sendo aberto, onde uma fita-mae se mostra no sentido 3'-5'e a outra fi-
ta-mae, no sentido 5'-3) lembrando que cada forquilha de uma bolha esta sendo
processada por seu préprio replissoma.

Como cada aparato de replicacao disposto nas diferentes forquilhas é constituido
por uma DNA polimerase, estas disposicoes das fitas-mae exigem que uma fita-filha seja
polimerizada continuamente e a outra fita-filha seja polimerizada de forma descontinua.
Para este fim, a fita descontinua é polimerizada sobre uma alca mével da sua respectiva
fita-mae que permite a DNA polimerase inserir nucleotideos no sentido de abertura da
forquilha. Assim, o replissoma forma a alca, insere um primer, polimeriza um fragmento
de DNA no sentido 5’-3; logo apds desfazendo a alca. Essa estratégia produz ao longo da
forquilha a formacao de uma fita continuada a partir de um Unico primer e outra nova fita,
esta descontinua, com varios fragmentos oriundos de varios primers"'.

Entram em ac¢do outras enzimas do replissoma que seguem a DNA polime-
rase, desfazendo os primers e substituindo-os por sequéncias de DNA, as exonu-
cleases'? e as DNA ligases'®, respectivamente. Isso restabelece o tamanho da fita
continua e estabelece a continuidade a fita-filha descontinua. A medida que as for-
quilhas se afastam, consequentemente a bolha aumenta até que todo DNA (cro-
mossomo) seja replicado.

2.1.3 Terminacao da Replicacao

A replicacao nos procariontes termina quando o replissoma encontra algu-
mas sequéncias terminadoras, as chamadas sequéncias Ter, que promovem a disso-

11 Forquilha de replicacao e replissoma. Acesse: (https://pt.wikipedia.org/wiki/Replissoma)

12 Exonucleases sao DNA polimerases com capacidade de desmontar segmentos de uma fita de
DNA. (acesse https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Exonucleases&oldid=59904942 ).

13 DNA ligase é a de enzima responsével pela reconexdo de ligacdo fosfodiéster entre dois nucleo-
tideos do DNA. (acesse https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=ADN_ligase&oldid=66681329 ).
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ciacdo do aparato. Ao final da replicacdo vemos entdo o surgimento de duas novas
dupla-fitas de DNA, formadas de uma dupla-fita antecessora.

Pode-se dizer entao que a replicagao do material genético, o DNA, se da de
forma semiconservativa, bidirecional e a partir de polimerizacao simultanea conti-
nua e descontinua em cada forquilha™.

Comparativamente, a replicacao em células eucariéticas segue um processo
semelhante por se tratar de material genético o DNA, constituido de nucleotideos
e de estrutura dupla-fita, complementar, antiparalela, helicoidal e super enovelada.
Contudo, estudos tém permitido conhecer particularidades como a necessidade
de multiplas origens de replicagao (para atender ao extenso comprimento de seus
Ccromossomaos), € uma composicao de replissoma mais complexo.

2.1.4 Reparo de Replicacao

A taxa de erro em uma replicacao bacteriana é aproximadamente um erro
por bilhao de nucleotideos inseridos. Estudos demonstram que a DNA polimerase
seleciona um nucleotideo errado a cada 100.000. Nucleotideos errados ficam mal
pareados e sao prontamente alvo de reparo por acao exonucleasica 3°-5'da DNA
polimerase. Uma vez que um evento de metilacao de nucleotideos ocorre apos
uma fita estar totalmente concluida, a substituicdo dos nucleotideos errados tam-
bém ocorre por estes ainda nao estarem metilados (portando grupo metila -CH3) e
serem mais facilmente identificados pelas polimerases de reparo.

2.1.5 Replicacao eucariota

Ao se estudar a replicacdao do material genético dos eucariotos, sabemos
atualmente que um complexo proteico (Quadro 2) toma lugar para que o reconhe-
cimento de origens de replicacdo e recrutamento de moléculas funcionais envol-
vidas aconteca, promovendo também o desespiralizar, o polimerizar de uma nova
fita complementar as fitas moldes e até mesmo a identificacdo do fim da replicacao.

QUADRO 2 - DNA polimerases de eucariotos

Componente Funcao / atividade

alfa (a) Iniciacdo de sintese de DNA nuclear; reparo; sin-
tese de primers

delta (6) Sintese de fita tardia e reparo de DNA

epsilon (g) Sintese de fita lider

gama (Y) Replicacdo e reparo de DNA mitocondrial

14 Assista video resumitivo da replicacdo (https://youtu.be/pin3569Qfgl?si=et4uSFDSCQp9eLuX)
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zeta (§) Reparo de grandes segmentos
eta(n) Reparo de grandes segmentos

teta (6) Reparo de DNA

lota (1) Reparo de grandes segmentos

kapa (k) Reparo de grandes segmentos
lambda (A) Reparo de DNA

mi (p) Reparo de DNA

sigma (o) Replicacdo e reparo de DNA nuclear
fi(d) Reparo de grandes segmentos

Rev1 Reparo de DNA

Fonte: Adaptado de Pierce, 2016

Apesar de bem semelhantes, a replicagdo em eucariotos difere em alguns
pontos com a replicagao procariota, seja em fung¢ao do tamanho bem maior do ge-
noma, seja pela estrutura linear dos cromossomos, seja pela presenca das histonas
que envolvem os nucleossomos', estrutura que necessita ser prontamente refeita
apos as replicacoes.

Em comum com a duplicacao em procariotas, consideram-se, para efeito de
compreensao de todo o processo, trés estagios: uma iniciagdo, um alongamento
e uma terminacgao. No primeiro estagio, chamado iniciacao, ocorre a localizagao
dos sitios especificos do DNA cromossémico onde um complexo de enzimas de
origem (ORC) capacita para o aportamento das demais proteinas responsaveis pela
desnaturacao da dupla hélice, insercao de moléculas para polimerizacao eficiente.
O segundo estagio, o alongamento, trata-se da polimerizacao propriamente dita,
protagonizada pela complementaridade das bases, pontes de hidrogénio e liga-
¢oes fosfodiésteres. Por fim, na terminacao, onde reconhecidos os pontos de termi-
nacao, se dissocia o complexo de replicagao.

A iniciacdo da duplicacdo do material genético nos eucariontes tem origem
na localizacao dos sitios de iniciacao, também conhecidos como ORI, regides ricas
em nucleotideos com bases nitrogenadas Adenina e Timina sucessivas, também
chamadas regides AT. Estes sitios estao situados em grande nimero ao longo da
molécula de DNA de cada cromossomo a ser duplicado, para se garantir uma efi-
ciéncia de replicacao do DNA, visto o grande comprimento dos seus cromossomos
(salvo nao aconteceria em tempo habil). Nas leveduras, principal modelo genético
eucarionte, existem varios sitios de iniciacdo conhecidos com ARS (sequéncia de
replicacao autdbnoma), localizados ao longo de seu material genético.

Entretanto, a finalizacdo da polimerizacao em eucariotos difere por ocorrer
quando a cadeia do DNA termina na extremidade dos cromossomos, nos teléme-

15 Nucleossomos sao estruturas do cromossomo eucarioto que compreendem DNA envolto por
histonas.
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ros. Considerando que a extremidade inicial de um cromossomo se caracteriza pela
presenca de um primer de RNA (iniciador), para algumas células, faz-se necessario
a sintese de um fragmento de DNA substitutivo pela acdo da enzima telomerase,
uma enzima que promove uma transcricao reversa a partir da sequéncia telomé-
rica'. A acdao da telomerase é de ampliar a sequéncia do cromossomo molde, em
sentido 3’- 5/ permitindo que uma primase adiciona um primer a essa extensao, o
que possibilita uma polimerizacao de uma sequéncia de DNA complementar ao
fragmento do teldmero da nova fita, impedindo uma diminuicao de seu tamanho.

Resumo do processo de Replicacao do DNA

Partindo de conceitos, principios e fundamentos basicos que nos fazem co-
nhecer carateristicas e mecanismos da replicacao do material genético, podemos
resumir que:

O DNA é o material genético mais estavel e funcional das células vivas conhecidas.

A estrutura do DNA é de dupla hélice com dois filamentos de nucleotideos,
antiparalelos, espiralizados entre si e unidos por pontes de hidrogénios entre bases
complementares de adenina e timina, e de citosina e guanina.

A replicacdo de uma dupla fita de DNA original para duas duplas fitas é um
processo fundamental para a divisdo celular eficiente e que garante a perpetuacao
das caracteristicas entre células procariotas ou eucariotas.

A replicacao ocorre de modo semiconservativo, onde uma dupla hélice de um
DNA é replicada para duas duplas hélices formando dois novos DNAs a partir de um
inicial; sendo que cada uma das novas duplas hélices sao compostas de uma das fitas
originarias e uma nova (formada da original por complementariedade de bases).

Uma quantidade de enzimas participa do processo garantindo o desenrolar
do DNA helicoidal, a separacao das duplas fitas complementares, a localizacdo de
regides especificas para iniciacdo da replicacao, a polimerizacao de nucleotideos
da fita complementar de cada fita molde separada, a terminacdo da replicacao e
a editoracao das novas fitas formadas, conferindo e corrigindo possiveis erros de
polimerizagao.

A polimerizacao das novas fitas formadas a partir das originais se da nos
dois sentidos, a partir da abertura de duas forquilhas obtidas pela formacao de uma
bolha de replicacao.

A enzima responsavel pela polimerizacdo |é a fita molde conservada e insere
novos nucleotideos na extremidade 3’ de um nucleotideo pré-existente formando a
fita complementar. Uma vez que a DNA polimerase apenas age no sentido 5'-3; para
permitir a disposicao de uma -OH livre em uma extremidade 3; uma fita paralela do
DNA original é replicada para segmentos curtos de uma complementar nova (fita

16 Processo de acao da telomerase. acesse (https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-
-the-genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase).
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descontinua), que depois serao unidos por meio de uma enzima chamada ligase.

2.2 Transcricao e Traducao

Os processos de transcricao e traducao sao fundamentais para a vida, fun-
cionamento e desenvolvimento celular, uma vez que representam o meio de pro-
ducao de moléculas vitais, as proteinas. Por transcricao entende-se o processo de
decodificacao do DNA para formacdo dos diferentes tipos de RNA conhecidos. Por
traducao, compreende-se o processo de polimerizacao de aminoacidos constituin-
tes de uma proteina, a partir da leitura da mensagem contida nos RNA mensagei-
ros, o que tem ocorréncia em ribossomos. Em procariotos ocorrem em sequéncia
e em mesmo ambiente, enquanto em eucariotos, que tém suas células comparti-
mentalizadas, a transcricao € um evento nuclear e a traducao ocorre em ribosso-
mos encontrados no citoplasma, livres ou nos reticulos endoplasmaticos rugosos.
Trata-se de processos complexos e dinamicos, que envolvem enzimas e outras pro-
teinas que promovem descompartimentacao, estabilizacdo, decodificacao, edicao,
degradacao, modulacao e outras atividades em moléculas envolvidas na expressao
da informacao genética (Figura 3).

Figura 3. Sucessao de eventos relacionados com o fluxo da informagao do material genético celular.
Fonte:(https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Modifica%C3%A7%C3%A30_p%C3%B3s-tradu-
cional_de_prote%C3%ADnas&oldid=65693099) .

2.2.1 Transcricao do cédigo Genético do DNA
Importancia da Transcricao

Pode-se dizer que a transcricao é o processo de formagao de uma molécula
intermediaria entre o DNA e a proteina codificada por esse DNA, o acido ribonu-

cléico, ou simplesmente, RNA. Uma importancia de se existir tal molécula é que
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todo RNA mensageiro de uma informacdo genética é usado pela célula para orien-
tar a formacdo de toda proteina celular e ndo é passado para gera¢des futuras. Isso
implica que qualquer dano em um RNA nao sera herdado e como mais de uma
copia pode ser produzida a partir de uma sequéncia molde de DNA, moléculas da-
nificadas podem ser substituidas por outras produzidas corretamente em mesmo
evento. O processo de transcricdo é fundamental para a formacao de proteinas em
todas as células dos organismos, visto que toda informacao para um funcionamen-
to celular esta contida em forma de c6digo no DNA e, portanto, precisa ser decodi-
ficado antes de ser lido pelos ribossomos.

Pode-se comparar a uma linha de producgao a partir de um molde, onde se o
molde esta intacto, mesmo que um produto saia com alguma avaria ou defeito, este
podera ser alvo de um processo de controle de qualidade, sem prejuizo da producao
continuada. Constitui-se, portanto, como uma etapa precursora da polimerizacao
dos aminoacidos na formacao de todas as proteinas, que chamaremos de traducao.

Tipos de RNA

Ha duas classes de RNA celulares: os RNA mensageiros (MRNA), moléculas
intermedidrias entre o cédigo genético dos DNA e o produto génico final por carre-
gar a informacao codificante de proteinas; e os RNA funcionais, atores envolvidos
na estabilizacao de mRNAs e polimerizacao de aminoacidos das proteinas.

Existem RNA que sdo sintetizados apenas em organismos procariotos, os
CRISPR RNA ou simplesmente crRNA.

Existem RNA encontrados apenas em células eucariotas, ditos nao codifi-
cantes: RNA nuclear pequeno (snRNA); RNA nucleolar (snoRNA); microRNA (miR-
NA); RNA de interferéncia (siRNA); RNA pré-mensageiro (pré-mRNA); e os RNAs de
interagdes com proteinas da subfamilia Piwi (piRNA).

Alguns RNA sao encontrados em células procariotas e eucariotas: RNA men-
sageiro (mRNA); RNA ribossomico (rRNA); e o RNA transportador (tRNA).

Um RNA mensageiro (mRNA) representa a sequéncia de nucleotideos que
carrega a informacao genética transcrita a partir do DNA. Trata-se de uma sequén-
cia linear de trincas de bases (Figura 4) que codificam quais aminoacidos devem ser
adicionados na formacdo de um polimero proteico. Localizam-se tanto no nucleo
quanto no citoplasma de células eucaridticas, pois sao sintetizadas a partir do DNA
nuclear e sao alvo da formacdo de proteinas apés sairem do nucleo. Em célula pro-
cariota, que nao possuem compartimentalizacao do DNA, a transcricdo do RNA e a
sua tradugdao ocorrem concomitantemente no mesmo compartimento celular.

O RNA transportador (tRNA) é a molécula citoplasmatica que é responsavel
por conduzir ao ribossomo o aminodacido equivalente ao prescrito no RNA mensa-
geiro. Em média sdo constituidos por 80 nucleotideos e apresentam um formato
semelhante a um trevo invertido por apresentar trés alcas ou grampos.
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Cada aminodcido existente no meio citoplasmatico é ancorado na extremi-
dade 3'de um tRNA que tem sequéncia equivalente a presente no cédon de um
mMRNA. Na al¢a anticddon do tRNA encontra-se uma trinca complementar ao cédon
do mensageiro a ser lido na polimerizacao. Promove-se a polimerizacao de aminoa-
cidos a partir da leitura das trincas da sequéncia do mRNA.

RNA ribossomico (rRNA) é uma molécula basica constituinte de um ribos-
somo, isto porque cada ribossomo, é formado por duas subunidades, uma maior e
outra menor, e cada uma delas contém um rRNA e varias proteinas. Sao moléculas
predominantemente localizadas no citoplasma.

RNA nuclear pequeno (snRNAs) sao tipos de RNA de localizagao nuclear, re-
lacionados com processamento e edicao do pré-RNA em mRNA.

RNA nucleolar pequeno (snoRNA) tem funcao no processamento e monta-
gem de rRNAs a nivel de nucleo celular.

O microRNA (miRNA) é um tipo de RNA de importancia regulatéria por inibir
a traducao de um mRNA de mesma origem pre-RNA comum. Sao de localizagao
nuclear e citoplasmatica.

RNA de interferéncia pequeno (siRNA) tem funcado relacionada com o pro-
cessamento do RNAIi (RNA de interferéncia) envolvido na degradacdo de outros ti-
pos de RNA agindo, portanto, tanto no citoplasma como no nucleo.

O RNA de interacao com Piwi (piRNA) é uma classe de RNA relacionada com a
supressao da expressao de elementos transponiveis em células reprodutoras, tendo sido
encontrada inicialmente em nucleo e citoplasma de células de testiculos de mamiferos.

Recentes estudos identificaram um pequeno tipo de RNA em procariotos que sao
responsaveis por auxiliar na degradacao de DNA exégeno, chamados CRISPR RNAs (crRNA).

Muitos genes eucariéticos possuem regides codificantes chamadas éxons e re-
gides nao codificantes chamadas introns (sequencias intervenientes ou espacadoras de
éxons). Ambos, introns e éxons sao transcritos em pré-RNA, um tipo de RNA em estado
bruto, que apos lapidado por um processamento ou edicao, chamado splicing, tém os
introns removidos e os segmentos éxons unidos formando o RNA maduro (Figura 5).
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Figura 4. Representacao da estrutura da fita de mRNA. Fonte: Genes to proteins: Central Dogma |
BIO103: Human Biology por Autor Desconhecido (adaptado).
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2.2.1.1 Estrutura basica dos RNA

A estrutura de um acido ribonucleico (RNA) padrao é de uma fita de nu-
cleotideos portadores de quatro tipos possiveis de bases nitrogenadas: adenina
(A), uracila(U), guanina (G) ou citosina (C), ligadas entre si por ligagoes fosfodiéste-
res formadas entre uma hidroxila 3’ livre de um nucleotideo e um grupo fosfato 5’
de um nucleotideo seguinte. Sua mensagem esta codificada em cédons, que sao
trincas de nucleotideos que codificam aminodcidos.

Caracteriza também um RNA a presenca de uma hidroxila livre no carbono
2’ do acgucar ribose, que o torna uma molécula mais reativa e degradavel quando
comparada ao DNA.

Mesmo habitualmente se apresentando em fita Unica (estrutura primaria),
um RNA pode exibir uma forma de grampo (grampo-alca), em uma regiao curta,
complementar e antiparalela de sua fita. Sdo chamadas estruturas secundarias de
RNA estao relacionadas com a fung¢ao do tipo do RNA, como veremos a seguir.

2.2.1.2 Estrutura do RNA transportador

Todo tRNA tem uma estrutura secundaria em forma de trevo em virtude
dos pareamentos de nucleotideos complementares de sua fita, com quatro regides
reativas principais: o braco aceptor, o braco TwC, que tem seu nome pela sequéncia
ribotimidina-pseudo-uridina-citosina; o “brago extra’, que possui um nimero varia-
vel de nucleotideos; o braco DHU, que contém varias dihidrouracilas; e o braco do
anticédon. Cada braco é composto por uma haste fita dupla e uma alga formada
por uma sequéncia nao paredvel (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura bidimensional plana (A) e dobrada (B) de um RNA transportador (tRNA) e suas
areas reativas. Componentes da estrutura de tRNA (C). Fonte: Suzuki et al. 2016 (adaptado).
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Um braco funcional para ativacao de um aminodcido especifico, chamado
de braco aceptor, é um sitio de fixacdo do aminoacido. Inclui as extremidades 3’ e
5’ do tRNA sendo a extremidade 3'finalizada por uma trinca nucleotidica citosina,
citosina, adenina (CCA-) conservada para todos os tRNA conhecidos.

O segundo braco principal é o DHU (dihidrouridina, uma base modificada
de uracila), que promove o acoplamento do transportador com a enzima aminoa-
cil-tRNA sintetase, responsavel pela formacao do complexo tRNA-aminoacido.

O braco que se mostra em polo oposto ao brago aceptor é a al¢a anticodon,
onde existe uma trinca complementar ao cédon do mRNA para onde devera ser
levado o0 aminodcido, o que garantird a ordem correta de aminodcidos para a infor-
macao génica.

Um quarto braco do tRNA apresenta uma sequéncia em sua alca composta
por Timina (T), ndo comumente presente em RNAs, a pseudouridina (¥) uma base
modificada de uracila, e citosina (C), é o braco T¥C, importante no ancoramento do
tRNA ao ribossomo (Figura 6A).

2.2.1.3 Estrutura do ribossomo e do RNA ribossomal

O ribossomo é a organela onde as informagdes genéticas de um DNA,
transcritas para um mRNA sdo traduzidas para formacao de polipeptidios (as
proteinas). Constituem as organelas mais numerosas em uma célula (aproxima-
damente 20.000 em células bacterianas), e representam mais de 80 % do RNA
total celular.

Estruturalmente, se apresentam como uma complexa estrutura de RNA
e numerosas proteinas. Um ribossomo funcional em seu estado livre é compos-
to por duas subunidades, uma subunidade menor e uma subunidade maior,
gue devido a sua velocidade de precipitacdao em uma centrifugacdo sdao deno-
minadas em unidades Svedberg (S). Em células bacterianas o tamanho de um
ribossomo é de 70S, constituido por uma subunidade maior de 50S (com mais
de 3.000 nucleotideos e cerca de 30 proteinas) e uma menor de 30S (com 1500
nucleotideos e 20 proteinas) (Figura 7). Ja em células eucariotas, o tamanho
de um ribossomo é medido em 80S, distribuidos em 60S na subunidade maior
(com 5.000 nucleotideos e 49 proteinas) e a subunidade menor com tamanho
de 40S (1.900 nucleotideos e 33 proteinas).

Os rRNA variam entre espécies, mas sao conservadas em individuos de
uma mesma espécie. Existem trés tipos de rRNA em bactéria, o 23S rRNA, o 16S
rRNA e o 55 rRNA, e seus genes sao encontrados dispersos em cromossomos
procariotos.
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Figura 6. Imagem com constituintes das subunidades ribossomais. Fonte: Pierce, 2016. (adaptado)

Em células de eucariotos sao conhecidos 4 tipos de rRNA (28S rRNA, 18S rRNA, 5,85
rRNA e 55 rRNA) codificados por genes que se encontram agrupados e em sequéncia.

Ap06s transcritos, os rRNA sao processados e associados com proteinas na
formacao dos ribossomos maduros. Em eucariotos o processamento ocorre com
acao de pequenos RNA nucleolares (snoRNA). O processamento dos rRNA precur-
sores em procariotos e eucariotos incluem metilagao de bases nitrogenadas, cliva-
gem em sequencias menores e terminagdes aparadas.

2.2.1.4 Etapas da Transcricao
Semelhantemente ao processo de replicagdao de DNA, a transcricao de

DNA em RNA também é estudada em trés estagios: iniciacao, alongamento
e terminacao.

QUADRO 3 - Etapas e processos de uma transcricao

ETAPA PROCESSO

Iniciacdo da transcricdo ® | ocalizacdo do sitio de iniciacao;
® Aporte do complexo transcricional.

Alongamento de um RNA ® Polimerizagdo de uma fita de RNA a partir de
uma sequéncia da fita de DNA

Terminagao da transcricao ® | ocalizacdo do sitio de terminacao;
® Desacoplamento do complexo transcricional.
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A transcricao é um processo assimétrico uma vez que apenas uma das fitas
do DNA é usada por vez. A fita do DNA usada para se obter um transcrito de RNA é
chamada fita molde de DNA e a sua fita complementar antiparalela é chamada de
fita codificante, uma vez que é semelhante a fita de RNA obtida pela transcricao.

Iniciacao da transcricao

Ainiciacao da transcricao do DNA em RNA se da quando o aparato transcri-
cional, composto por um pool de enzimas chamado de fatores de iniciacdo de trans-
cricao, percorre a molécula de DNA de um cromossomo ou de uma mitocOndria até
localizar o sitio inicial do fragmento do gene a ser transcrito. O sitio de iniciacdo é
localizado pelos fatores de iniciacdo a partir da sinalizacdo da regiao promotora, que
é uma regiao do DNA alvo rica em grupos metila, que é conservada em uma espécie,
e que precede o fragmento que contém a informacao. Assim, pode-se dizer que uma
regiao promotora de um gene é uma sequéncia do DNA que aponta onde deve se
comecar uma transcricdo de uma sequéncia do DNA em uma fita de RNA.

Quando os fatores de iniciacdo do complexo transcricional aportam na re-
giao promotora, precursora do gene, inicia-se uma sequéncia de ativag¢des das en-
zimas presentes no complexo, promovendo a linearizacao do fragmento de DNA
alvo, a separacdo das fitas e estabilizacdo da bolha de transcricdo com auxilio da
RNA polimerase.

Alongamento da fita de RNA

A etapa seguinte, conhecida como polimerizacao ou alongamento, caracte-
riza-se como o0 processo em que, a partir da leitura das bases nitrogenadas de uma
das fitas de DNA do fragmento alvo, procede-se a formacao de uma fita de RNA
complementar ao fragmento de DNA molde (Figura 4). A inclusdo dos nucleoti-
deos de RNA que formam a fita recém-formada obedece a complementaridade das
bases purinicas e pirimidicas, sempre pela combinacao de citosina (C) com guanina
(G) e de adenina (A) com uracila (U).

Em procariotos a transcricao do DNA em RNA depende da RNA polimerase,
uma enzima multimérica que contém um fator de ligacdo ao promotor do DNA
(conhecido como fator sigma), um cerne polimerizador de uma fita de RNA com-
plementar e subunidades complementares envolvidas com o desenovelamento e
linearizacdo da fita de DNA.

Nos eucariotos, sdao conhecidas trés RNA polimerases envolvidas no pro-
cesso de transcricdo da informacdo genética contida no DNA, as RNA polime-
rases |, Il e lll, cada uma relacionada a um tipo especifico de molécula de RNA.
A RNA polimerase | transcreve o RNA ribossomal (rRNA) relacionado com a
formacdo da organela conhecida como ribossomo, importante na montagem

36



das proteinas pela correlagcdo de aminodacidos com os c6dons do RNA men-
sageiro. A RNA polimerase Il esta relacionada basicamente com a transcricao
do pré-RNA mensageiro inicial (pré- mRNA), que é a molécula que contém a
informacao das proteinas que devem ser produzidas pela célula. A RNA pol I
também transcreve outras moléculas de RNA de pequenas sequéncias, como
RNA nuclear (snRNAs), RNA nucleolar (snoRNAs) e microRNA (miRNA). A terceira
classe de RNAs transcritos em eucariotos é processada pelas RNA polimerases
[ll, que transcrevem os RNA transportadores (responsdaveis por carrear os ami-
noacidos até aos ribossomos), e também outros RNAs de pequeno porte como
alguns miRNA, pequenos rRNAs e alguns snRNAs. Em vegetais, sao conhecidas
duas outras RNA polimerases, a RNA polimerase |V, relacionadas a RNA de inter-
feréncia (siRNA) e a RNA polimerase V (que participam da formacao da hetero-
cromatina em plantas).

Terminacao da transcricao do RNA

A etapa final da transcricdo é a terminacao, caracterizada pelo término da
leitura da sequéncia DNA molde e desacoplamento do complexo transcricional.
Isso ocorre quando a RNA polimerase termina de adicionar nucleotideos a extremi-
dade hidroxila livre da fita de RNA crescente ao chegar a uma sequéncia de finaliza-
¢ao no DNA molde.

Basicamente uma sequéncia de eventos acontece nessa etapa. A RNA po-
limerase para de sintetizar a fita, a molécula de RNA é liberada da holoenzima da
polimerase, a RNA recém-sintetizada é desacoplada do DNA molde e, por fim, o
complexo transcricional se desconecta do DNA.

A transcricao termina quando a RNA polimerase transcreve um terminador
e para de sequenciar a fita de RNA. Em bactérias, dois tipos de terminador sao co-
nhecidos, o dependente do auxilio da proteina Rho e o tipo independente da pro-
teina Rho para terminar. Nos eucariotos, cada classe de RNA polimerase usa um
mecanismo especifico. Para o término da transcricao pela RNA polimerase |, ocorre
uma ligagao desta com uma sequéncia de DNA de terminagdo. A RNA polimerase
[l para apds polimerizar uma sequéncia de nucleotideos uracila na fita produzida.
A acao da RNA polimerase Il é interrompida quando uma enzima exonucleasica se
liga a uma extremidade 5’ exposta da fita recém-sintetizada e alcanca a polimerase
apo6s degradar fragmento excedente.

Uma etapa pos transcricional importante que ocorre em organismos euca-
riontes é o splicing (processo de edicdo da fita de RNA recém-sintetizada) que acon-
tece porque como as regides codificantes (éxons) do fragmento do DNA molde en-
contram-se espacadas por longas regides nao codificantes (introns), estas precisam
ser retiradas antes das moléculas dos RNAs mensageiros seguirem para o citoplas-
ma para serem lidas pelos ribossomos (Figura 7).
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Figura 7. Edicdo (splicing) do pré-mRNA pela extracao de introns. Adaptado: Precursor mRNA - Wiki-
pedia por Autor Desconhecido (adaptado).

O processo que envolve a escolha das sequéncias de DNA alvo para trans-
cricdo, quais regides devem ser bloqueadas ou liberadas, é fundamental para a
vida celular e consequentemente dos organismos vivos. Esse processo é conhecido
como regulagdo génica e serd abordado com detalhes em capitulo seguinte.

2.2.2 Traducao da Mensagem do DNA

A traducao é a etapa que representa a formacao de polimero de aminoaci-
dos a partir da leitura dos mRNA feita nos ribossomos. Como os ribossomos estao
presentes ativamente livres ou ligados aos reticulos endoplasmaticos (RER), con-
clui-se que diferentemente da replicacao ou transcricado, o processo de traducao da
mensagem genética em proteinas ocorre no citoplasma celular.

O coédigo genético'” do DNA é constituido por trincas ou cédons, no qual
cada trés nucleotideos codificam cada aminoacido de uma proteina.

Da mesma forma dos outros processos moleculares (replicacao e transcricao), a
traducao pode ser classificada em trés fases basicas: iniciacao, alongamento e termina-
¢ao. Nestas trés fases, cinco etapas sao necessarias para formacao de proteinas eficientes.

1. Ativacao do aminodcido;

2. Iniciacao da traducao;

3. Alongamento da proteina (elongacao);

4. Terminacao da traducdao do RNA mensageiro;
5. Processamento pés-traducional (dobramento).

17 Quadro dos cédons do codigo genético onde constam as trincas e os aminoacidos especificos.
Acesse (https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_gen%C3%A9tico) .
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Ativacao do aminoacido - um estagio pré-iniciacao

Um importante estagio pré-iniciacdao é a ligacao dos aminoacidos aos tR-
NAs, que produz o que chamamos de tRNA carregado ou tRNA aminoacetilado.
Lembremos que todos tRNA tém uma sequéncia CCA na sua extremidade 3; justa-
mente onde se conecta o grupo carboxila (COO-) do aminoacido equivalente e que
cada tRNA tem especificidade para um tipo de aminodécido.

A formacao de tRNA aminoacetilado é catalisada pela aminoacil-tRNA sin-
tetase (Figura 8). Existem 20 aminoacil-tRNA sintetases descritas, enzimas que ga-
rantem a especificidade dos aminoacidos aos seus tRNA exclusivos, uma vez que
existe uma para cada aminodcido existente.

Cada sintetase responsavel pela unidao do aminoacido ao seu tRNA espe-
cifico € uma molécula proteica que tem dois sitios que recebem esses elementos
e promovem sua unido. A sintetase reconhece o seu aminoacido especifico pela
carga, tamanho e grupo R, o que o torna unico (Figura 8B e 8C) e reconhece o seu
tRNA exclusivo pela sequéncia de nucleotideos (Figura 8D).

ACAO DA tRNA SINTETASE

N O B B I

- /

Figura 8. Processo de ligacdo dos componentes de formacdo de um tRNA carregado. A enzima é
carregada com ATP (A- B) e, na sequéncia, com seu o aminoacido especifico pela liberacdo de ions
fosfato (C). O tRNA especifico do aminoacido é ancorado na enzima para formar a Aminoacil-tRNA
(D), que entao pode ser liberado no citoplasma (E). Fonte: Suzuki et al.a, 2016 (adaptado).

NA aminoacetilado é formado em duas etapas que envolvem um trifosfato
de adenosina ou ATP, gerador de energia. Primeiramente, o aminoacido reage com
a ATP, produzindo a aminoacil-AMP e liberando dois ions fosfato (PPi) (Figura 8C).
Em sequéncia, o aminoacido é acoplado ao seu tRNA especifico pela acdo da sin-
tetase pela liberacdo da adenosina mono fosfato (AMP) formando um aminoacil-
-tRNA (Figura 8D). Para fins de nomenclatura, um tRNA carregado com seu aminoa-
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cido equivalente é descrito pela sigla do aminodcido ligada por hifen a sigla tRNA
acompanhada pela sigla do aminoacido no modo sobrescrito (p.ex. Met-tRNAMet),

Iniciacao da traducao da mensagem

A etapa de iniciacao da tradugdo ocorre quando o ribossomo, corresponsa-
vel pela leitura da mensagem pelos tRNA, é acoplado ao mRNA.

Sdo componentes requeridos na fase de Iniciacdao da Traducdao de RNA
mensageiro:

e mMRNA - portador da mensagem;

e Subunidades Ribossomais - sitio do processo;

e tRNA-iniciador - transportador do aminoacido iniciante;

e proteinas fatores de iniciacdo - complexo de funcionalidade; e

e trifosfato de guanosina (GTP) - gerador de energia

Montagem do maquinario de traducao

Tanto em procariontes como em eucariontes, o acoplamento se da ini-
cialmente pela subunidade menor ribossomal ao mRNA, seguido pelo acopla-
mento da subunidade maior (Figura 9A). Portanto, como os ribossomos estao
normalmente disponiveis nas células com suas subunidades acopladas, faz-se
necessario a dissociacao prévia das subunidades de um ribossomo, que permite
a interacao primeiro da subunidade menor ribossomal com o mRNA, condicao
encontrada tanto nos seres procariotos como nos eucariontes.

O RNA mensageiro representa uma cépia da informagao génica (contida
no DNA), com a missao de orientar a sintese proteica que acontece no citoplasma.

Em seguida um tRNA ancorado no ribossomo pelo seu braco T¥C, é aco-
plado ao cédon de mRNA por meio de pareamento de bases e pontes de hi-
drogénio entre cédon iniciador do mensageiro e o anticodon do transportador
equivalente. Nos procariotos, esse processo de iniciacdao é mediado por varios
fatores de iniciacdo como os IF-1, IF-2 e o IF-3.

Na sequéncia, uma subunidade maior ribossomica junta-se ao aparato,
constituindo o complexo traducional (Figura 09A). Inicia-se a tradug¢ao quando
se forma o complexo traducional (Figura 9B).

Nos procariotos a formacdao do complexo de iniciacdo se inicia com o
acoplamento da subunidade menor (30S) na extremidade 5 do mRNA, a partir
da complementaridade de bases nucleotidicas do rRNA ribossémico com bases
do mRNA, em uma regiao chamada sequéncia Shine Dalgarno (sequéncia de
aproximadamente 40 nucleotideos que comporta o cédon da metionina, AUG).
Uma outra caracteristica procariota é a realizacao sequencial da transcricao e
traducao, uma vez que nao existe compartimentalizacao nuclear.
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Alongamento da proteina

O alongamento de uma proteina é a formacao da cadeia polipeptidica de
aminoacidos no citoplasma das células.

Figura 9. Esquema da traducdo bacteriana: A- Componentes do complexo de traducdo: Ribosso-
mos, tRNA+aminodcido de iniciacdo e mRNA. B- Inicio da formacdo com complexo C- Esquema da
dinamica da traducdo com destaque para a ligacao peptidica (desenho); D- Término de uma tradu-
¢do com desacoplamento do complexo. Fonte Pierce, 2016 (adaptado).
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QUADRO 4 - Componentes requeridos na fase de alongamento

Componentes Funcao

mRNA Carreia a informacdo genética

Subunidades ribossomais Componentes para interagcao entre os mRNA e
tRNA

tRNA-aminoacil Transportador que carrega um aminodcido
para a reagao

Proteinas fatores de elongacao Promovem a polimerizacdo dos aminoacidos

Fatores de dissociacao Responsaveis pela dissociacao dos ribossomos
ao final da traducao

GTP (guanosina trifosfato) Gerador de energia para reacao de polimeriza-
¢cao

A etapa de alongamento (Figura 09 C) ocorre quando o aparato traducional
promove a insercao progressiva dos aminodcidos equivalentes aos cédons conti-
dos no mRNA maduro ao longo da movimentacao ribossomal.

A sintese tem origem pela extremidade amino da proteina e segue crescendo
pela adicao de novos aminoacidos na extremidade carboxila. O ribossomo se desloca
ao longo do filamento de mRNA semelhantemente a um vagao sobre trilhos.

A medida que cada cédon do mRNA entra no ribossomo este passa a ocupar
um sitio chamado aminoacil (sitio A), onde também um tRNA carregado é inserido.
Como o ribossomo continua a se deslocar sobre 0 mRNA, ocorre um salto para a
trinca seguinte, passando o cédon inicial (geralmente uma metionina, na maioria
dos seres vivos) a ocupar um segundo sitio, chamado sitio peptidil (ou sitio P). Com
a consequente ocupacao do sitio A por outro tRNA portador de um aminoacido
relativo ao cdédon mRNA, temos os sitios peptidil e aminoacil ambos ocupados (Fi-
gura 9C - desenho).

Ocorre a formacao de uma ligacao peptidica entre os aminoacidos presen-
tes nos sitios ribossomicos P e A, passando o aminoacido presente no tRNA do sitio
P para sobre o aminodacido que se encontra no tRNA do sitio A. Uma vez que a
dinamica de deslocamento do ribossomo sobre a fita mensageira é continua, ao
mesmo tempo que ocorre a ligacdao entre os dois primeiros aminoacidos, os tRNA
passam a ocupar novos sitios dentro do ribossomo, ficando o tRNA que ocupava o
sitio A, agora no sitio P e carregado com os dois aminoacidos acoplados. No sitio
A que agora esta sobre o codon seguinte do filamento do RNA mensageiro, sera
adicionado um novo tRNA carregado com seu aminoacido equivalente. Ao se re-
petir o processo de ligacdo peptidica, os dois primeiros aminodcidos que estavam
acoplados ao primeiro tRNA inserido, “pulam” para sobre o aminoacido do tRNA

42



que ocupa o sitio A, que por sua vez é deslocado para o sitio P em virtude da mo-
vimentacao sentido 5’-3" do tRNA do ribossomo. Essa etapa é também conhecida
como translocacao do ribossomo.

Terminacao

A etapa final da traducao se refere ao momento em que o ribossomo en-
contra o codon de parada do mRNA promovendo o fim da leitura e o desacopla-
mento do complexo traducional. Com a passagem do(s) aminodcido(s) acoplado(s)
ao tRNA do sitio P para sobre o tRNA do sitio A, o tRNA do sitio P passa a ficar
descarregado de aminoacidos, sendo desacoplado do complexo mRNA/ribossomo
a0 ocupar o um terceiro sitio do ribossomo, o sitio de saida ou Sitio E (“Exit”). Esse
processo se repete por acao dos fatores de alongamento e uso da energia das GTPs.
Visto que nao existem tRNAs complementares ao cédon de terminagao do mRNA,
nenhum tRNA é inserido, mas sim proteinas chamadas de fatores de liberacdo que
se ligam ao ribossomo promovendo mudanca conformacional e causando a disso-
ciacao dos RNA envolvidos.

2.3 Antibioticos de acao no fluxo da informacao genética

Talvez a maior contribuicao da microbiologia tenha sido a descoberta dos
antibidticos, substancias produzidas por bactérias e fungos que inibem o cresci-
mento de outros microrganismos em sua volta. Varios dos antibioticos isolados e
comercializados sao usados no tratamento de doencas em humanos e outros ani-
mais, em vegetais e até como marcadores genéticos em pesquisas cientificas.

Os quimioterapicos antimicrobianos e antibidticos, quanto o seu mecanis-
mo de acao (Figura 10), podem ser agrupados em cinco classes: os inibidores da
sintese da parede celular, os de interferéncia da membrana celular, os farmacos
antimetabdlicos, os de interferéncia na replicacdo genética e os de interferéncia
na sintese proteica (de ac¢ao inibitéria na sintese de RNA ou na sintese da cadeia
peptidica).

A farmacogenética é parte da farmacologia clinica que pesquisa como di-
ferentes genes podem apresentar respostas frente a uma mesma droga e permite
aperfeicoar a personalizacdo terapéutica. A genética tem contribuido para desen-
volvimento de farmacos utilizados tanto na medicina humana quanto na medici-
na veterindria, com destaque para os antibiéticos. Dessa forma, a farmacogenética
tem se constituido uma tecnologia que se propde a pesquisar e produzir novos far-
macos de maneira a reduzir os efeitos colaterais e aumentar a eficacia da resposta
aos medicamentos.

Os antibioticos de acdo molecular podem ser classificados como a) os inibido-
res das topoisomerases, b) os inibidores da transcricao e c) os inibidores da traducao.
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Figura 10. Desenho esquematico sobre mecanismo de acdo de antimicrobianos moleculares. Adap-
tado de: https://edisciplinas.usp.br/mod/resource/view.php?id=4978429

Os farmacos de interferéncia na replicacao de DNA sdo as quinolonas e
os nitroimidazdicos. As quinolonas atuam através da inibicao de uma ou de ambas
as topoisomerases tipo Il procaridticas, na DNA girase (topoisomerase Il) e na to-
poisomerase IV, enzimas diretamente envolvidas no enovelamento e desenovela-
mento do material genético, comprometendo a leitura e replicacao do DNA. As qui-
nolonas inibem primariamente a DNA girase nos microrganismos Gram-negativos
e também inibem a topoisomerase IV nos microrganismos Gram-positivos, como
Staphylococcus aureus. Uma vez que a replicacao do material genético é o que pos-
sibilita a reproducao de uma célula por ser a primeira etapa da divisao celular, sua
interrupcgao é letal para os microrganismos sob o efeito desses farmacos.

Dentre os conhecidos como inibidores da transcri¢ao, os derivados semis-
sintéticos do antibidtico de ocorréncia natural (rifamicina B), exercem sua atividade
bactericida através da formacao de um complexo estavel com a RNA polimerase
DNA-dependente bacteriana, inibindo, assim, a sintese de RNA quando bloqueia o
alongamento desta molécula apds o inicio da transcricao. Estes farmacos tém alta
seletividade pela RNA polimerase bacteriana, resultando em baixa incidéncia de
efeitos adversos por ser bem tolerada em mamiferos.

Os mecanismos moleculares que envolvem a expressao das caracteristi-
cas e propriedades de um microrganismo dependem do seu material genético e,
igualmente, da sua competéncia transcricional e traducional. Antibiéticos como
o cloranfenicol, os macrolidios e as tetraciclinas atuam na interferéncia da sinte-
se proteica, no evento de traducao do RNA em proteinas. Ao inibir a formacao do
complexo enzimatico responsavel pela traducao do cédigo genético presente nos
RNA mensageiros, esses quimioterapicos comprometem a sobrevivéncia dos agen-
tes infecciosos por nao permitir se formarem suas proteinas.
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Muitos farmacos antimicrobianos sao de acao sobre a traducao (Quadro 4)
pela especificidade sobre agentes infecciosos, isso porque muitos aspectos da tra-
ducao das bactérias sdo significativamente diferentes da traducao em eucariotos.
A tetraciclina pertence a uma classe de antibidticos que se ligam ao sitio A dos ri-
bossomos bacterianos, bloqueando a entrada dos tRNA carregados, mas nao exer-
cem efeito sobre os ribossomos eucariotos. A neomicina também exerce essa acao
bloqueadora em sitio A bacteriano, enquanto o cloranfenicol age sobre a subu-
nidade maior bloqueando a ligacao peptidica. A eritromicina tem efeito inibidor
na translocacdao (movimento ribossomal). A estreptomicina se liga a subunidade
menor ribossomal prejudicando o inicio da traducao.

A puromicina é um antibiético usado para destruir células cancerosas devi-
do a sua agao inibidora tanto em células bacterianas como em células eucariotas,
por se assemelhar a extremidade aceptora 3’ do tRNA carregado, uma estrutura
conservada tanto em procariotos como em eucariotos.

QUADRO 5 - Locais e mecanismos de acao dos Antibacterianos inibidores da tradugao

FARMACO OU CLASSE | LOCAL DE ACAO MECANISMO DE ACAO

Farmacos dirigidos contra subunidade ribossémica 30S

Aminoglicosidios tRNA 16S Induzem uma leitura incorreta;
interrompem a sintese proteica
em concentragdes mais altas

Espectinomicina tRNA 16S Inibe a translocacao

Tetraciclinas tRNA 165 Bloqueiam a ligacdo do ami-
noacil tRNA ao sitio A

Farmacos dirigidos contra a subunidade ribossomica 50S

Macrolidios tRNA 23S Inibe a translocacao

Cloranfenicol tRNA 23S Inibe a peptidil transferase ao
interferir no posicionamento
do tRNA

Lincosamidas tRNA 23S Inibe a peptidil transferase ao

bloquear a cadeia polipeptidi-
ca em crescimento e ao inibir o
sitio A e o sitio P

Estreptograminas tRNA 23S Inibe a peptidil transferase;
provavel superposicdao com o
mecanismo de acdo dos ma-

crolidios
Oxazolindinonas tRNA 2357 Ainda néo conhecido
Oxazolindinonas tRNA 235? Ainda nao conhecido

Fonte: Machado e Souza Junior, 2019.
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CAPITULO 3: MECANISMOS DE CONTROLE DE EXPRESSAO
GENICA EM ORGANISMOS EUCARIOTOS

Maria de Mascena Diniz Maia

3.1 Introducao

Antes de comecar a escrever sobre o tema “controle da expressao génica
em eucariotos’, comeco descrevendo alguns conceitos basicos da biologia mole-
cular que acredito serem fundamentais para entendimento das denominacgbes que
envolvem as propriedades dos genes e melhor compreensao dos itens descritos.

Orientacao de gene e transcricao

A orientacao do gene, por convencao, é determinada pela cadeia de codifi-
cacgao, assim, o inicio de um gene é chamado de extremidade 5’ e o fim de um gene
é chamado de 3 Na Figura 1 pode ser observado que na mesma regiao existem

dois genes que sdo transcritos em sentidos opostos: o gene WRAP53 para a direita
e o gene P53 para a esquerda.

Figura 1. Fonte: Técnicas em Biologia Molecular I. Nucleo de Aprimoramento Cientifico NAC, 2019.

O que sao exons?
Exons sao partes de genes (DNA) que sao convertidas em RNA mensageiro

maduro pelo processo de transcricao. Este RNAm maduro é traduzido em proteinas
através do RNA transportador (RNAt).
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O que sao introns?

Introns sdo partes de genes (DNA) que nao codificam diretamente para pro-
teinas e sao comumente encontrados em organismos eucariotos multicelulares,
como os seres humanos, porém, sao menos comuns em eucariotos unicelulares,
como leveduras e mais raros em bactérias.

Como os introns sao removidos?

Os introns estao presentes no transcrito inicial do RNAm, chamado pré-RNAm,
mas devem ser removidos para que o RNAm possa ser traduzido em proteinas. Assim,
o pré-RNAm sofre um processo, conhecido como splicing, para produzir o RNAm ma-
duro. E fundamental que os introns sejam removidos com precisao, caso contrario,
pode resultar em uma proteina defeituosa.

Splicing de RNAm

O processamento de RNAm ocorre em locais de emenda especiais. Estes
tendem a comecar com o dinucleotideo GU na extremidade 5’ e AG na extremi-
dade final 3’ O processo é realizado por pequenas ribonucleoproteinas nucleares
(snRNPs) que se ligam as extremidades 5 ‘e 3’ do intron e fazem com que ele forme
um loop. Desta forma, o intron é removido da sequéncia e os dois exons restantes se
ligam entre si (Figura 2).

Figura 2. Fonte: https://www.wikidoc.org/images/1/17/Pre-mRNA_to_mRNA.png
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Splicing alternativo

O splicing alternativo é o processo que se refere a forma como diferentes
combinacgdes de exons podem ser unidos. Essa ideia foi do fisico e bioquimico ame-
ricano Walter Gilber em 1932. A proposta dele foi mostrar que as diferentes permu-
tagcoes de exons podem produzir diferentes isoformas de proteinas que, por sua
vez, teriam diferentes atividades quimicas e bioldgicas. Na Figura 3, podem ser vis-
tas trés proteinas diferentes sendo formadas pelo mesmo gene.

Figura 3. Diferentes combinagdes de exons no mesmo gene. Fonte: National Human Genome Research Institute.

Promotores

Um promotor é definido como uma regiao reguladora do gene (DNA) que
fica localizado geralmente na regidao 5'de um gene e fornece um ponto de controle
para a transcricdao. No promotor existem sequéncias especificas de DNA que sao
reconhecidas por fatores proteicos de transcricao. Estes fatores se ligam as sequén-
cias do promotor, recrutando a RNA polimerase para realizar a transcricao.

Promotores procarioticos

Nos procariotos, o promotor consiste em duas sequéncias curtas, a-10 e a -35,
ou seja, localizadas a 10 e 35 bases de distancia do inicio da transcricao de um gene.

A sequéncia em -10 é chamada de caixa Pribnow, e geralmente consiste nos
seis nucleotideos TATAAT. A caixa Pribnow é essencial para comecar a transcricao em
procariotos.

A sequéncia, em -35 pares de bases, que fica antes do inicio da transcricdo, ge-
ralmente consiste dos seis nucleotideos TTGACA e sua presenca permite uma taxa de
transcricao muito alta.
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Promotores eucarioticos

Os promotores eucariéticos sao diversos, complexos e dificeis de caracteri-
zar. Geralmente se encontram antes de um gene e podem ter elementos regula-
torios de varias kilobases antes do local de inicio da transcricao. Lembrando que 1
quilobase é igual a 1.000 bases de DNA ou RNA.

Muitos promotores eucaridticos contém uma caixa TATA (sequéncia TATAAA)
gue se liga a uma proteina de ligacdo a TATA auxiliando na formacao do complexo
transcricional da RNA polimerase II.

Enhancers (intensificadores)

Alguns genes eucaridticos possuem regides que podem aumentar a taxa de trans-
cricdo. Essas regides sdo chamadas de intensificadores ou enhancers, e nao se encontram
necessariamente préximos de um gene, mas podem estar localizados dentro da regido de
codificacdo, a montante (antes) ou a jusante (depois) de um gene, ou estar a milhares de
nucleotideos de distancia.

Um exemplo de enhancer (Figura 4), constituido por pequenas sequéncias de DNA
chamadas elementos de controle distal, interage com proteinas mediadoras e fatores de
transcricao. Quando uma proteina de aderéncia de DNA se liga ao enhancer, leva mudanca
da forma do DNA, o que permite interagdes entre os ativadores e fatores de transcrigao.

Observe que o enhancer permite o dobramento da fita de DNA agrupando e acen-
tuando a maquinaria basica de transcricao. Entretanto, moléculas como os insulators impe-
dem que enhancers associados a um gene regulem inadequadamente os genes vizinhos.

ENHANCER PROMOTOR GENE

DNA

. PROTEINA
PROTEINA ATIVADORA MEDIADORA

DA TRANSCRICAO RNA POLIMERASE

Figura 4. Autor: Jon Cheff.
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Silencers (silenciadores)

Os silenciadores sao sequéncias de DNA encontradas a montante (no inicio),
a jusante (no fim), ou dentro do gene de interesse. Sao locais especificos presentes
no DNA (gene) onde grupos de fatores de transcricao se ligam de forma que, quan-
do um silenciador esta ativo, significa que a transcricdo de um gene esta desativada
em qualquer célula do organismo.

Em genética molecular, entende-se como um repressor uma proteina que,
ao se ligar a silenciadores associados a determinado gene inibe sua expressao. Um
repressor de ligacao ao DNA bloqueia a ligacao da RNA polimerase ao promotor,
evitando assim a transcricao dos genes. Um repressor também pode se ligar a um
RNAm evitando a traducao para a proteina. Esse bloqueio de expressao é chamado
de repressao. Na Figura 5 pode ser vista a disposicao desses elementos em um
gene. Observe que em ambas as regides 5’ ou 3’ pode ser vista a presenca de alguns
elementos como os enhancers e silenciadores.

Figura 5. Mecanismo de ac¢do dos silenciadores e repressores de um gene. A estrutura de um operon
procariotico para codificacdo genética de proteinas. Sequéncia regulatéria controla quando ocorre
expressdo para a regido codificadora de multiplas proteinas (vermelho). As regides promotoras, ope-
radoras e intensificadoras (amarelo) regulam a transcricdo do gene em um RNAm. As regides nao
traduzidas do RNAm (azul) regulam a tradugdo nos produtos proteicos finais. Fonte: https://th.bing.
com/th/id/R.3d6b6100ad86d22971777dd8daf09109?rik=BOIgjks%2fZD2UdQ&riu=http%3a%2f%-
2fpediaa.com%2fwp
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Insulators (isoladores)

Os insulators impedem que enhancers associados a um gene regulem inade-
guadamente os genes vizinhos. Ainda existe uma grande classe de proteinas deno-
minadas de coativadores e co-repressoras que atuam potencializando o efeito de
fatores regulatorios.

3.2 Niveis de controle da expressao génica em eucariotos

Os mecanismos de regulacao da expressao génica em eucariotos com-
preendem diferentes passos, desde a regulacdo da estrutura da cromatina até o
controle pés- traducional. Estes mecanismos foram divididos em dois grandes gru-
pos: regulacao genética e regulacao epigenética. Cada tipo de célula possui um
padrao particular de genes expressos. Esta diferenciacao em células especializadas
ocorre em grande parte como resultado do desligamento da expressao da maioria
dos genes na célula, de forma que é muito importante entender os mecanismos de
ligar e desligar genes no processo de desenvolvimento do organismo.

3.2.1 Regulacao Genética

As células procaridticas e eucaridticas tém mecanismos semelhantes em re-
lacao ao controle da expressao génica, porém as eucarioticas sao mais complexas.
E s6 observar que as células procariéticas de uma dada espécie séo todas iguais,
mas a maioria dos eucariotos sao organismos multicelulares complexos, com mui-
tos tipos de células e, portanto, o controle da expressao génica desses organismos
€ muito mais profundo e efetuado por varios processos.

Em cada célula humana existem cerca de 20-25 mil genes diferentes,
sendo que a maior parte destes ja tem fun¢des conhecidas e cerca de 25%
ainda ndo. A maioria desses genes codifica enzimas e proteinas estruturais
envolvidas no processamento de outras proteinas, em grandes conjuntos de
fatores de transcricdo e em diversas vias metabodlicas da célula. Entretanto,
esses genes nao sao expressos em todas as células do organismo multice-
lular em todos os momentos e nem ao mesmo tempo. Assim, é importante
entender como é controlada a expressao génica, quais genes sao ativos em
diferentes células e tecidos e quais mecanismos estdao envolvidos no contro-
le da expressdo génica. Apods a fertilizacdo, as células do embrido em desen-
volvimento tornam-se cada vez mais especializadas, principalmente ativando
alguns genes e desativando muitos outros. Algumas células do pancreas, por
exemplo, sao especializadas para sintetizar e secretar enzimas digestivas, en-
guanto outras células pancreaticas (células B nas ilhotas de Langerhans) sédo
especializadas para sintetizar e secretar insulina.
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Como nas bactérias, a transcricao nas células eucariéticas é controlada por pro-
teinas que se ligam a sequéncias reguladoras especificas e modulam a atividade da
RNA polimerase. A tarefa complexa de regular a expressao génica nos diversos tipos
celulares é realizada principalmente pelas acbes combinadas de varias proteinas re-
guladoras transcricionais diferentes. A expressao génica em eucariotos também pode
ser regulada por alteragdes no empacotamento do DNA, que modula o acesso das en-
zimas de transcricao da célula por exemplo, a RNA polimerase ao DNA. Sabemos que
quando um gene é transcrito gera uma molécula de RNA e quando conhecemos todas
as moléculas de RNAs (transcritos) expressas em uma determinada situacao da célula
(6rgdos ou tecidos), significa conhecer o transcriptoma, termo que reflete os genes
ativos do genoma em um determinado momento da célula. Assim, a expressao génica
pode ser regulada nos seguintes niveis: no inicio da transcricao (descompactacao da
cromatina), em que o DNA é copiado para uma molécula de RNAm primario, na pos-
-transcricao onde o RNAm primadrio é processado para se tornar um RNAm maduro,
na traduc¢ao quando o RNAm maduro é transportado para o citoplasma (organismos
eucariotos) onde sera traduzido e no nivel pos-traducional que também é um ponto
de controle importante da expressao génica onde afuncdo da proteina vai ser contro-
lada por meio de modificagdes quimicas como fosforilagao, metilacao, acetilacdo entre
outras ou clivagens proteoliticas para finalmente ser enderecada ao compartimento
celular, onde desempenharé sua atividade bioldgica (Figura 6). E importante saber que
a estabilidade do RNAm e da proteina também vai definir a quantidade da expressao
génica de uma célula.

NUCLEO
Cromatina

descompactacdo do DNA
envolvendo desmetilases
DNA . )
gene disponivel
para transcri¢ao
Gene

transcricao Exon
transcrito |&rimairio
intron (pré-RNAm)
processamento .
cauda poli A
capacete RNAm

transporte para
o citoplasma

CITOPLASMA
degradacao RNAm
do RNAm
traducéo

polipeptidio

clivagem, modificagoes
quimicas, enderecamento

proteina ativa

Figura 6. Esquema ilustrando das varias etapas envolvidas na expressao génica em eucariotos. Fon-
te:https://2.bp.blogspot.com/RbrjlgngHxM/WIgPQUfygtl/AAAAAAAAANwW/Xg3V4Uddyj8dVdG7L-
Z7p5WTto4WLYYRcQCLcBGASs/s1600/fig3.png
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3.2.1.1 Regulacao Transcricional

O ponto mais importante do controle da expressao génica é considerado o
inicio do processo da transcricao que envolve dois pontos principais: A acessibilidade
da maquinaria de transcricao ao DNA e o inicio da transcricao propriamente dito.

O mecanismo de regulagao transcricional € mediado por varios tipos de
proteinas que podem ativar ou reprimir este processo, chamadas de fatores de
transcricao, que se ligam a regiao promotora do gene e recrutam a RNA polimera-
se Il. Também existem muitas sequéncias regulatérias conhecidas como elementos
proximais do promotor, que contém elementos reguladores primarios e elementos
distais, que podem conter regides reguladoras adicionais, tais como enhancers (in-
tensificadores), insulators (isoladores) e silencers (silenciadores).

Transcricao é definida como a sintese de RNA a partir de um molde de DNA.
Em bactérias, a transcricao de todos os genes é catalisada por uma Unica Polime-
rase de RNA, enquanto no nucleo eucaridtico, trés diferentes polimerases de RNA
- Pol |, Pol Il e Pol lll - realizam a sintese de diferentes classes de RNA. A RNA polime-
rase | esta localizada no nucléolo, uma subestrutura nuclear especializada na qual
o RNA ribossémico (RNAr) é transcrito, processado e montado em ribossomos. As
moléculas de RNAr sao consideradas RNAs estruturais porque tém um papel celu-
lar, mas nao sao traduzidas em proteinas. Os RNAsr sdio componentes do ribossomo
e sao essenciais para o processo de traducao. A RNA polimerase | sintetiza o pré-R-
NA ribossomal 18 S, 5,8S e 28S.

A RNA polimerase Il esta localizada no nucleo da célula e sintetiza todos os
préRNAsm nucleares codificadores de proteinas e alguns RNAs especializados. Os
préRNAsm eucaridticos passam por extenso processamento apos a transcricao an-
tes da traducdo. A RNA polimerase Il é responsavel pela transcricao da maioria dos
genes eucarioéticos, incluindo todos os genes que codificam proteinas e genes para
varios tipos de RNAs reguladores, incluindo microRNAs (miRNAs) e RNAs longos
nao-codificantes (IncRNAs).

A RNA polimerase Ill também esta localizada no ntcleo e transcreve uma va-
riedade de RNAs estruturais que incluem o pré-RNAr 5S, pré-RNAs de transferéncia
(pré-RNAst) e pequenos pré-RNAs nucleares. Os RNAst tém um papel critico na tra-
ducao: servem como moléculas adaptadoras entre o modelo de RNAm e a crescen-
te cadeia polipeptidica. Pequenos RNAs nucleares tém uma variedade de funcdes,
incluindo préRNAsm de “splicing” e fatores de transcricao reguladores. Nem todos
os miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il, a RNA polimerase lll transcreve
alguns deles.

A transcricao eucaridtica é realizada no nucleo da célula e prossegue em
trés estagios: iniciacao, alongamento e terminacao.
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Iniciacao

Diferente da RNA polimerase procariética que pode se ligar a um molde de
DNA por si s, 0s eucariotos requerem varias outras proteinas, chamadas fatores de
transcricao para primeiro se ligarem a regiao promotora e depois ajudarem a recru-
tar a polimerase apropriada. Os fatores de transcricao e a RNA polimerase se ligam
ao promotor, formando um complexo de pré-iniciacdo da transcricao. O elemen-
to promotor do nucleo mais estudado nos eucariotos é uma sequéncia curta de
DNA conhecida como caixa TATA, encontrada de 25 a 30 pares de bases a montante
do local inicial da transcricdo. Apenas cerca de 10 a 15% dos genes de mamiferos
contém caixas TATA, enquanto o restante contém outros elementos promotores
principais, mas 0os mecanismos pelos quais a transcricao é iniciada em promotores
com caixas TATA sdao bem caracterizados. A caixa TATA, como elemento promotor
central, é o local de ligacdo dos Fatores de Transcricao para formar o complexo de
pré-iniciagcdao, como mostrado na Figura 7. No entanto, a transcricao nao é apenas
impulsionada pelo complexo de pré-iniciacao, outras proteinas conhecidas como
ativadores e repressores, juntamente com quaisquer coativadores ou corepresso-
res associados, sao responsdveis por modular a taxa de transcricdo. As proteinas
ativadoras aumentam a taxa de transcricao enquanto as proteinas repressoras di-
minuem a taxa de transcricao.

RNA polimerase i

A RNA polimerase Il consiste em 12 subunidades, Rpb1 a Rpb12. As Rpb1,
Rpb2, Rpb3, Rpb6 e a subunidade Rpb11 formam o nucleo da Pol Il. Embora essas su-
bunidades sejam Unicas para a Pol I, homologos delas sao encontrados entre todas
as polimerases de RNA de multiplas unidades, incluindo RNA polimerases bacteria-
nas. As subunidades Rpb5, Rpb8, Rpb10 e Rpb12 sao compartilhadas entre as Pol |, I
e lll, conferindo catalisacao e outras fungées comuns as trés polimerases. Rpb4, Rpb7
e Rpb9 sao especificos para Pol ll, embora sejam encontrados homaologos dessas su-
bunidades em Pol | e Pol lll. Rpb4 e Rpb7 sdo especificas para o estagio da iniciacdo
de transcricao e parecem vincular o nucleo de Pol Il com os fatores de transcricao. A
RNA polimerase Il para catalisar a sintese de RNA necessita dos Fatores de Transcricao
Gerais (Figura 7): TBP (ou TFIID e/ou TFIIA, TFIIB, etc (Transcription Fator for Polimerase
I) que identificam o promotor e forma uma placa-suporte para a RNApol ll, desempa-
cota o DNA e outras estruturas da cromatina e ajudam a posicionar a RNApol Il corre-
tamente no promotor. Ajudam na atividade do TFIIH. TBP (proteina ligadora de TATA)
reconhece especificamente a TATA box, TFIIA tem a funcdo de estabilizar a ligacdo do
TFIIB e TBP ao promotor,TFIIB liga-se ao TBP e também recruta o complexo Pol II-TFIIF,
TFIIE recruta o TFIIH e tem atividade de Helicase e ATPase. TFIIF se liga fortemente a
Polll,que também se liga ao TFIIB impedindo aligacao da Pol Il as sequéncias de DNA
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nao especificas. TFIIH desenrola o DNA no promotor (atividade de helicase), fosforila
a Pol Il (o interior do CTD); recruta proteinas de reparo de excisao do nucleotideo. A
RNApol Il contém uma cauda proteica chamada CTD (Carboxi-Terminal Domain) lo-
calizada no local onde surge o RNA recém-transcrito. A fosforilacdo dessa cauda esta
relacionada ao término da fase de inicio e a transicao para a fase de alongamento do
transcrito. Esta cauda é muito importante para outras fases de sintese e amadureci-
mento do RNAm (Figura 7).

Figura 7. Iniciacdo da Transcricdo Eucaridtica: Um promotor generalizado de um gene transcrito
pela RNA polimerase Il. Os fatores de transcricdo reconhecem o promotor e a RNA polimerase Il se
liga e forma o complexo de iniciacdo da transcricdo. Fonte: https://slideplayer.com.br/slide/366859/

Alongamento

O alongamento sintetiza o pré-RNAm na direcdo de 5‘para 3’e a terminacao
ocorre em resposta a sequéncias e sinais de terminacgao.

O TFIIH tem duas fungdes:

1. E uma helicase, o que significa que pode usar o ATP para desenrolar a hé-
lice do DNA, permitindo o inicio da transcricao.

2. Além disso, fosforila a RNA polimerase Il, que faz com que esta enzima
mude sua conformacao e se dissocie de outras proteinas no complexo de iniciacao.
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A fosforilacdo chave ocorre em uma longa cauda C-terminal chamada domi-
nio Cterminal (CTD) da molécula de RNA polimerase Il (Figura 8). Curiosamente, ape-
nas a RNA polimerase Il que possui um CTD nao fosforilado pode iniciar a transcricdo,
mas apenas uma RNA polimerase Il com um CTD fosforilado pode alongar o RNA.A
RNA polimerase Il agora comega a se mover ao longo do modelo de DNA, sintetizan-
do o RNA, ou seja, o processo entra na fase de alongamento. A sintese de RNA ocor-
re na direcao 5~ 3'com a RNA polimerase catalisando um ataque nucleofilico pelo
3-OH da cadeia crescente de RNA no atomo de alfa-fésforo em um ribonucleosideo
Strifosfato de entrada. A molécula de RNA produzida a partir de um gene codificador
da proteina pela RNA polimerase Il € denominada transcrito primaria.

Figura 8. Mecanismo de alongamento do transcrito do RNAm. Fonte: Cell and Molecular Biology
2005 42 ed. Jonh Wiley & Sons.

Processos da transcri¢ao a nivel dos nucleossomos

Apds a formagdao do complexo de pré-iniciacao, a polimerase é liberada dos
outros fatores de transcricao e o alongamento prossegue com a RNA polimerase
sintetizando o RNA na direcao de 5 ‘para 3. Como a RNA Polimerase Il transcreve a
maior parte dos genes eucaridticos, vamos nos concentrar em como essa polime-
rase especifica realiza o alongamento e terminacao.

Embora o processo enzimatico de alongamento seja essencialmente o mes-
Mo em eucariotos e procariotos, o template de DNA eucariético é mais complexo.
Quando as células eucariéticas nao estao se dividindo, seus genes existem como
uma massa difusa empacotada e compactada de DNA e proteinas, chamada cro-
matina. Esse complexo DNA-histona, coletivamente chamados nucleossomos, é
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regularmente espacado e inclui 146 nucleotideos de DNA envolto duas vezes em
torno das oito histonas em um nucleossomo como um fio em torno de um carretel.

Para que a sintese de polinucleotideos ocorra, a maquinaria de transcricao
precisa mover as histonas para fora do caminho toda vez que encontrar um nucleos-
somo. Isso é realizado por um dimero de proteina especial chamado FACT, que sig-
nifica “facilita a transcricdo da cromatina”. O FACT desmonta parcialmente o nucleos-
somo imediatamente a frente (a montante) de um transcrito da RNA polimerase Il
removendo duas das oito histonas (um Unico dimero das histonas H2A e H2B). Isso
presumivelmente afrouxa suficientemente o DNA envolvido em torno desse nucleos-
somo para que o RNA Polimerase possa transcrever através dele. Experimentos in
vitro comparando a transcricao em DNA nu e em DNA incorporado na cromatina re-
velaram que a cromatina bloqueia consideravelmente a transcricdo. Esse estudo for-
neceu o ensaio para identificacao de fatores que facilitam a transcricdo na presenca
da cromatina. Assim, um fator chamado FACT (Facilitates Chromatin Transcription-
Facilita a transcricao da Cromatina) foi identificado em extratos de células humanas.
Este fator torna mais facil e eficiente a transcricdo em moldes de cromatina. FACT é
um heterodimero de duas proteinas bem conservadas Spt16 e SSRP1. O FACT funcio-
na assim: os nucleossomos sdo otctameros constituidos das histonas H2A, H2B, H3
e H4 e DNA. Essas histonas sao arranjadas em dois médulos: os dimeros 2HA-2HB e
o tetramero H3 -H4. Entao, Spt16 liga a 2HA-2HB e SSRP1 liga a H3-H4. O que foi ob-
servado, é que FACT pode desarranjar as histonas removendo um dimero 2HA-2HB e
depois remonta-las restabelecendo esse dimero e dessa forma, FACT atua durante o
alongamento. A frente de uma RNA polimerase que esté transcrevendo, FACT remove
um dimero 2HA-2HB permitindo que a polimerase passe esse nucleossomo (in vitro
demonstrou-se que a remoc¢ao de 2HA-2HB do molde permite a transcricao). FACT
também possui atividade de chaperona de histona que permite que ela restabele-
¢a o dimero 2HA-2HB ao hexamero das histonas imediatamente apds a passagem
da polimerase. Assim, FACT permite que a polimerase alongue, e a0 mesmo tempo,
mantenha a integridade da cromatina. A RNA Polimerase Il continuara a alongar o
RNA recém-sintetizado até a finalizagao da transcricao.

Término

As trés RNA polimerases de eucarioticos empregam diferentes mecanismos
de terminacgao. O alongamento da cadeia de RNA continua até o término (Figura 9)
e ao contrario da RNA polimerase nos procariotas, a RNA polimerase Il nao termina
a transcricdo em um local especifico, mas a transcricdo pode parar em distancias
variaveis a jusante do gene.

Os genes de RNA transcritos pelo RNA Polimerase Il nao possuem nenhum
sinal ou sequéncia especifica que direcione a RNA Polimerase Il para terminar em
locais especificos. A RNA polimerase |l pode continuar a transcrever o RNA em al-
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guns pontos a milhares de pontos ap6s o final real do gene. A transcricao é cliva-
da em um local interno antes que a RNA Polimerase Il termine a transcricao. Isso
libera a por¢ao a montante da transcricdao, que servira como o RNA inicial antes
do processamento (o pré-RNAm no caso de genes que codificam proteinas). Este
local de clivagem é considerado o “fim”do gene. O restante do transcrito é digerido
por uma 5’-exonuclease (chamada Xrn2 em humanos) enquanto ainda esta sendo
transcrito pela RNA Polimerase II.

Quando a 5’-exonulease alcanca a RNA polimerase Il, digerindo todo o RNA
pendente, ela ajuda a desengatar a polimerase da sua fita modelo de DNA, termi-
nando finalmente essa rodada de transcricao.

Embora ainda pouco se conheca sobre a terminac¢ao da transcricao em eu-
cariotos do que em procariotos, sao conhecidas algumas caracteristicas basicas e
suas semelhancas e diferencas com a terminacdo bacteriana. A transcricao de ge-
nes pré-RNAr pela RNA polimerase | é terminada por um mecanismo que requer
um fator de terminacao especifico da polimerase. Essa proteina de ligacdo ao DNA
se liga a jusante da unidade de transcricao, ao contrdrio do fator E. coli Rho, que é
um fator de terminacdo de ligacdo ao RNA. Foi observado que a RNA polimerase llI
purificada termina a sintese de RNA apds polimerizar uma série de residuos U(Ura-
cila), ao contrario da terminacao independente de Rho em bactérias, no entanto, a
terminacao pela RNA polimerase Il ndo requer uma estrutura secundaria a mon-
tante da haste- al¢a no transcrito do RNA.

Ao contrario do que ocorre no término da transcricao em procariotos que
se dar precisamente na extremidade 3'do RNAm, nos eucariotos, geralmente esse
processo ocorre além da extremidade 3’ do RNAm. Na extremidade 3’ da maioria
dos RNAsm de eucariontes, é adicionada cerca de 250 nucleotideos adenina (A),
formando uma cauda denominada cauda poli (A): ..pNpNpA(pA)n pA. Este tipo de
modificacdo é chamado poliadenilacdo e é produzido pela enzima Poli (A) polime-
rase. Isto sugere que a terminacao da transcricao eucariética envolve mecanismos
diferentes da transcricdo procariética. Além disso, é sugerido que o mecanismo de
terminacao desempenhe um papel na regulacao dos genes eucariéticos.

Uma caracteristica Unica da maioria, mas ndo de todos os RNAsm eucario-
ticos, é que o local de adicao de poli (A) na extremidade 3’ é precedido por uma
sequéncia de consenso conhecida como sinal de poli (A), AAUAAA. A terminagao
real da transcricao pelo RNA Pol Il ocorre além do local poli (A), geralmente hetero-
géneo ao longo de uma ou mais kilobases de sequéncia. Um modelo atraente para
terminacao incorpora esse recurso exclusivo: o mecanismo de processamento de
3’desempenha um papel ativo na selecao dos locais de terminacao. As evidéncias
sugerem que o término da transcricdo e o processamento de 3’ nao sao de fato
independentes, mas acoplados. Para um processamento final eficiente de 3 sao
necessarios dois elementos de sequéncia separados: a sequéncia AATAAA e um se-
gundo elemento rico em GT imediatamente a jusante do local de clivagem no qual
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poli (A) é adicionado. Embora o processamento de 3’ possa iniciar o mecanismo de
terminacao, acredita-se que a terminacdo real ocorra nos locais de pausa do RNA
Pol II. O local da pausa pode ser uma estrutura em hairpin e / ou um elemento de
sequéncia que se liga a um fator proteico especifico. Um desses sinais de termi-
nacao foi identificado como a sequéncia da caixa CCAAT que funciona como um
terminador independentemente da posicao e dependente da orientagao. O mais
provavel, é que o sinal de terminacao seja mediado pela proteina de ligagao especi-
fica denominada CP1, semelhante ao papel supostamente desempenhado por um
fator de ligacdo a AATAAA.

Figura 9. Mecanismo de alongamento e término do RNAm em organismo eucarioto. Fonte: https://
microbenotes.com/eukaryotic-transcription/

3.2.1.2 Regulacao Pos-Transcricional
Splicing alternativo

O pré-RNAm eucariotico passa por importante processamento antes de estar
pronto para ser traduzido de forma que as etapas adicionais envolvidas na maturacao
do RNAm eucaridtico criam uma molécula com uma meia-vida mais longa do que um
RNAm procariético. Os RNAsm eucariéticos tem tempo de duragao de varias horas,
enquanto o RNAm de E.coli nao dura mais que alguns segundos. Os pré-RNAsm sao
revestidos primeiro em proteinas estabilizadoras de RNA que protegem o pré-RNAm
da degradacao enquanto é processado e exportado para o citoplasma. Esse mecanis-
mo envolve trés importantes etapas: a adicao de fatores de estabilizacao e sinalizacéao
nas extremidades 5 * (5"CAP) (no inicio do RNAm) e de uma cauda 3 ‘Poly-A Tail ao
final do RNAm e a remocdo de sequéncias nao codificantes (introns) e ligacdo dos
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exons, sequéncias codificadoras da cadeia polipeptidica. Em alguns casos, a transcri-
¢ao do RNAm pode ser “editada” apds ser transcrita.

5'CAP

Enquanto o pré-RNAm ainda esta sendo sintetizado, uma cap 7-metilguanosi-
na é adicionada a extremidade 5‘do transcrito em crescimento por uma ligagao fosfa-
to. Essa cap (grupo funcional) protege o RNAm nascente da degradacao. Além disso,
fatores envolvidos na sintese de proteinas reconhecem a cap para ajudar a iniciar a
traducao pelos ribossomos (Figura 10).

3‘Poly-A Tail

Uma vez concluido o alongamento, o pré-RNAm é clivado por uma endo-
nuclease entre uma sequéncia de consenso AAUAAA e uma sequéncia rica em GU,
deixando a sequéncia AAUAAA no pré-RNAm. Uma enzima denominada poli-A poli-
merase, adiciona uma sequéncia de aproximadamente 250 residuos de A, chamada
cauda poli-A. Essa modificacao protege ainda mais o pré-RNAm da degradacao e si-
naliza a exportacao dos fatores celulares que a transcricdo necessita para o processo
de traducao no citoplasma (Figura 10).

Figura 10. O RNAm eucariético contém introns que devem ser removidos. Uma cap 7-metilguano-
sina 5 e uma cauda poli-A 3’ também sdo adicionadas. Fonte: https://philschatz.com/biology-con-
cepts-book/resources/Figure_09_03_05.jpg

Na etapa da expressao do gene, a molécula de RNAm pode passar por di-
ferentes modificacdes apds o inicio da transcricdo. Na regulagcdo pos-transcricio-
nal um processo conhecido como splicing, é critico para essa etapa que consiste
na remocao dos introns e juncao dos éxons da sequéncia do pré-RNAm. O proces-
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so de clivagem dos introns é realizado pelo spliceossomo e ocorre em sequéncias
conservadas encontradas nas extremidades 5’ e 3’ dos introns designadas por
locais de splicing.

Os éxons também podem ser unidos de maneira diferente, originando di-
ferentes cadeias polipeptidicas a partir de um mesmo RNAm gerando diferentes
isoformas de proteinas no organismo a partir de um mesmo gene com diversas
fungdes e / ou localizagdes na célula. Esse processo é denominado splicing alter-
nativo. Dois pontos também importantes dessas regulacdes, sao o capeamento
do RNAm, que consiste na adicao de uma cauda poly-A na extremidade 3’ (polia-
denilagao) e da adicao do CAP na extremidade 5’ e o seu transporte para o cito-
plasma, onde o RNAm é traduzido, originando uma proteina.

Os genes eucariéticos sao compostos de exons, sequéncias que codifi-
cam as proteinas, e de introns, sequéncias que ndo codificam proteinas, mas
que podem estar envolvidos na regulacao dos genes. Os introns sao removidos
do pré-RNAm durante o processamento tendo em vista que nao codificam pro-
teinas funcionais. A descoberta de introns na década de 1970, surpreendeu os
pesquisadores que esperavam que os pré-RNAsm especificassem sequéncias
de proteinas sem processamento adicional, como observado em procarion-
tes. Os genes dos eucariotos superiores geralmente possuem um ou mais in-
trons e essas regides podem ter sequéncias reguladoras, entanto, o significado
bioldgico de ter muitos introns ou ter introns muito longos em um gene nao
estd esclarecido. A sugestao é que os introns estejam envolvidos na diminui-
¢ao da expressao génica, isso porque o processo para transcrever pré-RNAsm
com muitos introns, leva muito mais tempo. Alternativamente, os introns po-
dem ser remanescentes nao funcionais de sequéncia que restaram da fusao de
genes antigos ao longo da evolucdo. Na maioria das vezes, as sequéncias de
introns podem ser mutadas sem afetar o produto proteico. Todos os introns do
pré-RNAm devem ser totalmente e precisamente removidos antes da sintese
do polipeptidio. Havendo erro no processo, mesmo com um uUnico nucleoti-
deo, a estrutura de leitura dos exons reunidos podera mudar e gerar uma pro-
teina disfuncional. O splicing, portanto, corresponde ao processo de remover
introns e reconectar exons ao longo do RNAm (Figura 11). Os introns sao re-
movidos e degradados enquanto o préRNAm ainda esta no nucleo. O splicing
do pré-RNAm ocorre por um mecanismo especifico da sequéncia que garante
gue os introns sejam removidos e os éxons se unam novamente a exatidao e
precisao de um unico nucleotideo. O splicing de pré-RNAsm é conduzido por
complexos de proteinas e moléculas de RNA chamadas spliceossomos. Erros
no mecanismo do splicing podem levar ao surgimento de canceres e outras
doencas humanas.
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Figura 11. O splicing do pré-RNAm envolve a remocao precisa dos introns do transcrito primario do RNA. O
processo de splicing é catalisado por complexos de proteinas chamados spliceossomas, que sdo compostos
de proteinas e moléculas de RNA chamadas snRNAs. Os spliceossomas reconhecem sequéncias nas extremi-
dades 5e 3'do intron. Fonte: https://i.pinimg.com/736x/fd/3a/6f/fd3a6f70f9df4c08fa3bd423b28aefeb.jpg

Processamento do RNAt e RNAr

Os RNAst e RNAsr sao moléculas estruturais envolvidas na sintese de protei-
nas, porém nao sao traduzidos. Os pré-RNAsr sao transcritos, processados e mon-
tados em ribossomos no nucléolo. Os pré-RNAst sao transcritos e processados no
nucleo e depois migram para o citoplasma, onde funcionam como transportadores
de aminoacidos livres para a sintese de proteinas conforme codificado pelo RNAm.

A maioria dos RNAst e RNAsr dos eucariotos e procariontes é primeiro
transcrita como uma molécula precursora longa que abrange varios RNAsr ou
RNAst. As enzimas especificas separam os precursores em subunidades corres-
pondentes a cada RNA estrutural. Algumas das bases dos pré-RNAsr sao metila-
das, isto é, um grupo metil funcional -CH3, é adicionada para sua estabilidade. As
moléculas pré-RNAt também sofrem metilacao. Tal como acontece com os pré-R-
NAsm, a excisao de subunidades ocorre em pré-RNAs eucaridticos destinados a
se tornar RNAst ou RNAsr.

Os RNAsr maduros representam aproximadamente 50% de cada ribosso-
mo. Algumas das moléculas de RNA de um ribossomo sao puramente estruturais,
enquanto outras tém atividades cataliticas ou de ligagao. Os RNAst maduros assu-
mem uma estrutura tridimensional através da ligacao intramolecular de hidrogé-
nio para posicionar o local de ligagao de aminoacidos em uma extremidade e o
anticédon na outra extremidade (Figura 12). O anticédon é uma sequéncia de trés
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nucleotideos presente no RNAt que interage com um cédon do RNAm por meio
de emparelhamento de bases do anticddon do RNAt com o cédon do RNAmM com
ligacdao complementar e antiparalela, onde o cédon do mRNA é lido de 5" para 3’
por um anticédon pareado (RNAt) em orientacao invertida (3'-5’).

Sitio de ligagao
ao aminoacido

RNAt

G C G —anticédon

1 ]
I A C rereeren coédon

RNAmM

Figura 12. Uma molécula de RNAt adiciona o aminodcido arginina a uma cadeia polipeptidica crescente. O
anticodon GCG liga-se ao codon UAC no RNAm. Adaptado de: https://pt.slideshare.net/janaina_leitinho/sinte-
se-de-proteina-2.

3.2.1.3 Regulacao Pos-Traducional

A modificacdo pds-traducao é um processo que ocorre com as proteinas apos
sua sintese, dobramento e montagem. Foi evidenciado que vérias modificagcdes pds-
-traducionais ocorrem dentro das células, sendo que em geral, essas modificacoes
proteicas podem ser reversiveis, exceto, quando a modificacao envolve a degrada-
¢ao da proteina. Diferentes tipos de modificacdao pds-traducao em geral, envolvem a
formacao de uma ligacdo covalente ligando um grupo quimico especifico a cadeias
laterais especificas de aminodcidos na proteina - estes grupos podem variar desde
grupos fosfato (fosforilacao), um grupo acetato (acetilacao), a ligacao de lipideo/hi-
drofébico grupos (modificacao lipidica) ou carboidratos (glicosilacdo). Estas modifi-
cagoes pos-traducao em geral sao reversiveis, ou seja, uma enzima adiciona o gru-
po modificador e outra pode remové-lo. Um exemplo, é a fosforilacao das proteinas
que ocorre pela acao de enzimas conhecidas como proteinas quinases, porém, num
processo reversivel, as proteinas fosfatases podem remover os grupos fosfatos. As
modificacdes pds-traducdao agem de forma semelhante aos efetores alostéricos: mo-
dificam a estrutura e, por sua vez, a atividade do polipeptideo ao qual estao ligados.
E também podem modificar as interacbes de uma proteina com outras proteinas, a
localizacao da proteina dentro da célula ou a sua estabilidade.

3.2.2 Regulacao epigenética

Os mecanismos de regulacao epigenética compreendem: metilacao do DNA,
modificacdo de histonas, remodelamento de cromatina e RNAs ndo-codificantes.

64



3.2.2.1 Composicao quimica da cromatina

A estrutura da cromatina (cromossomo) de organismos eucariéticos é com-
plexa e dinamica. A cromatina é formada por DNA mais proteinas histonas represen-
tadas por cinco tipos principais: H1, H2A, H2B, H3 e H4, todas com alta percentagem
dos aminoacidos arginina e lisina que conferem as histonas carga final positiva. A
cromatina pode ser de dois tipos: eucromatina, que passa pelo processo de conden-
sacao e descondensacao durante o ciclo celular, e heterocromatina, que permanece
em estado de condensacao durante o ciclo celular, mesmo na interfase. Esta é encon-
trada nos centromeros e teldomeros de todos os cromossomos, em lugares especificos
de alguns cromossomos e em todo o cromossomo X inativo nas fémeas de mamife-
ros. As proteinas ndao-histonas constituem cerca de metade da massa de proteina do
cromossomo, algumas dessas proteinas nao-histonas, estao associadas a cromatina
e podem ser divididas naquelas com papéis estruturais e nas que tomam parte nos
processos de expressao génica tais como, replicacao e transcricao.

A cromatina tem uma estrutura muito complexa apresentando varios niveis
de organizagao. O nivel de estrutura mais simples é a dupla hélice do DNA e no nivel
mais complexo a molécula do DNA esta associada a proteinas e é altamente dobrada
para formar o cromossomo. Quando a cromatina € isolada do nucleo de uma célula
e vista em microscopia eletrénica, pode ser comparada as contas de um colar (Figu-
ra13). Experimentalmente foi mostrado que se uma enzima nuclease for adicionada a
essa estrutura, esta corta o“colar” entre as contas, deixando contas individuais ligadas
a 200pb de DNA. Se mais nuclease é adicionada, esta corta o DNA entre as contas e
deixa um cerne de proteinas ligado a fragmentos de DNA. Esse experimento mostra
que a cromatina nao é uma associacao aleatéria de proteinas e DNA, mas tem uma
estrutura essencialmente repetida. Este cerne repetido de proteina e DNA produzi-
dos por digestao com a nuclease é o nivel mais simples da estrutura da cromatina
que é o nucleossomo (Figura 13). O nucleossomo portanto, € uma particula cerne
central que consiste em oito proteinas histonas (duas de cada H2A, H2B, H3 e H4)
envolvendo 146 pares de bases de DNA de fita dupla em aproximadamente 1,7 voltas
em contato direto com o octamero de histonas com giro para esquerda e fortemente
superelicoidizado. O DNA dentro de cada nucleossomo é geralmente inacessivel aos
fatores de ligacao ao DNA. A histona H1 ndo é parte da particula do cerne, ficando
por fora do octamero e tem papel importante na estrutura do nucleossomo.

A composicao dos nucleossomos nao é imutavel, na verdade, as proprias his-
tonas podem ser substituidas por variantes de histonas ou modificadas por enzimas
especificas, tornando assim o DNA circundante mais ou menos acessivel a maqui-
naria transcricional. Os cientistas ja entenderam que o nucleossomo, que antes se
pensava ser estatico, na verdade desempenha um papel fundamental dinamico no
direcionamento de alguns elementos da maquinaria basica de transcricao.
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Figura 13. Fonte: http://www.78stepshealth.us/plasma-membrane/eukaryotic-chromosomes.html

3.2.2.2 Modificacao de histonas

Como o DNA eucariético esta firmemente enrolado em torno dos nu-
cleossomos e as cargas positivas das histonas se ligam firmemente as cargas
negativas do DNA, os nucleossomos atuam essencialmente como uma barreira
fisica aos fatores de transcricao que precisam se ligar a certas regides do DNA.O
nucleossomo é a unidade basica da cromatina, formado por um filamento de
DNA envolvido em um octamero de proteinas histonas, numa composicao de
dois dimeros de cada histona (H2A, H2B, H3, H4) e a histona H1 que tem a fun-
¢ao de unir e empacotar os nucleossomos adjacentes. As caudas das proteinas
histonas se estendem da superficie do nucleossomo abrigando a maioria dos
sitios para modificacdes pds-traducionais que incluem acetilacao, fosforilacao,
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metilacao e ubiquitinacao. A acetilacao (Figura 14) consta da adicao de um
grupamento acetil (-COCH;) aos residuos de lisina, levando a neutralizacao da
carga positiva da lisina com consequente enfragquecimento da interacao DNA-
-histona, promovendo a abertura da cromatina. As enzimas chamadas de histo-
na acetiltransferases (HATs) catalisam a transferéncia do grupamento acetil aos
residuos de lisina. Essa reacdo é reversivel, e a remog¢ao do grupamento acetil
é feita pelas histonas desacetilases (HDACs). Acetilagcdes especificas podem re-
mover a carga positiva do grupo amino da lisina que é acetilado, de modo que
o nucleossomo “perde o controle” do DNA, resultando em um afrouxamento da
‘bobina” facilitando a transcricao do gene. As histonas do nucleo (H2A, H2B, H3
e H4) tém dois dominios: um dominio de dobra de histonas, que esta envolvido
nas interacdes com outras histonas e na quebra do DNA em torno da particula
do nucleo do nucleossomo, e um dominio da cauda amino terminal, que se
estende para fora do nucleossomo. Os dominios da cauda amino terminal sao
ricos em lisina e podem ser modificados por acetilacdo em residuos especificos
de lisina. A acetilacdo reduz a carga positiva liquida das histonas e pode enfra-
quecer sua ligacao ao DNA, além de alterar suas interacbes com outras protei-
nas. E importante ressaltar que experiéncias recentes forneceram evidéncias
diretas de que a acetilacdo da histona facilita a ligacao de fatores de transcricao
ao DNA nucleossémico, indicando que a acetilagao da histona aumenta a aces-
sibilidade da cromatina as proteinas de ligacao ao DNA. Além disso, as ligacoes
diretas entre a acetilacdo da histona e a regulacao da transcricao vieram de
experimentos que mostram que ativadores e repressores da transcricao estao
associados as histonas acetiltransferases e desacetilases, respectivamente. Essa
associacao foi revelada pela clonagem de um gene que codifica uma histona
acetiltransferase do Tetrahymena. Foi também observado que a sequéncia des-
ta histona acetiltransferase revelou que estava intimamente relacionada a um
coativador transcricional de levedura conhecido anteriormente chamado Gc-
n5p, que estimula a transcricdao em associacao com varios ativadores transcri-
cionais especificos de sequéncias diferentes. Experiéncias adicionais revelaram
gue o préprio Gen5p possui atividade da histona acetiltransferase, sugerindo
gue a ativacao transcricional resulta diretamente da acetilacao da histona. Por
outro lado, as histonas desacetilases (que removem os grupos acetil das cau-
das de histonas) estdao associadas a repressores transcricionais nas células de
levedura e mamifero. A acetilacdo da histona é assim regulada por ativadores
e repressores da transcricao, indicando que ela desempenha um papel funda-
mental na expressao do gene eucariotico.
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Figura 14. Acetilacdo de histonas. (A) As histonas do nucleo tém dominios de dobras de histonas, que intera-
gem com outras histonas e com o DNA no nucleossomo, e caudas do N terminal, que se estendem para fora do
nucleossomo. As caudas do N terminal das histonas do ntcleo (por exemplo, H3) sdo modificadas pela adi¢do
de grupos acetil (Ac) as cadeias laterais de residuos especificos de lisina. (B) Ativadores e repressores transcri-
cionais estdo associados a coativadores e corepressores, que possuem atividades de histona acetiltransferase
(HAT) e histona desacetilase (HDAC), respectivamente. A acetilacdo da histona é caracteristica da cromatina
ativamente transcrita e pode enfraquecer a ligacdo das histonas ao DNA ou alterar suas interagdes com outras
proteinas. Fonte: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK9904/

A metilacao de histonas consiste na adicao de um radical metil (CHs-) nos
residuos de lisina e arginina, numa reacao catalisada pelas histonas metiltrans-
ferases (HMTs) de forma reversivel que pode ser desfeita pela acao de histona
demetilases (HDMs).

A arginina pode ser mono-ou di-metilada, a lisina pode ser mono- (me),
di- (2me) e tri- (3me) metilada. A metilacao pode promover tanto a ativacao quan-
to a repressao génica, dependendo do residuo que for modificado.

A fosforilacao das histonas também esta associada a ativacao génica e a
outros mecanismos celulares como o reparo de DNA e a condensagao cromosso-
mica. Este processo consiste na adicao de um grupo fosfato (PO4), em residuos de
serinas, treonina e tirosina, modificacdo essa, catalisada por quinases e fosfatases
gue adicionam e removem a modificacao, respectivamente.

A ubiquitinacdo compreende a ligacao de uma ou mais moléculas de ubi-
quitina nos residuos de lisina das caudas das histonas sendo catalisada pelas en-
zimas E1,E2 e E3 e pode promover tanto a ativagao quanto a repressao da expres-
sdao génica, dependendo do residuo que for modificado (Figura 15).

68



Figura 15. Estrutura da cromatina e enzimas modificadoras de histonas. (a) A cromatina é constituida por uni-
dades repetidas de nucleossomos, formando um octamero de proteinas histonas envolvidas por um filamento
de DNA. (b) As modificacdes que ocorrem nas caudas das histonas sdo vistas juntamente com as enzimas que
realizam e removem as marcas epigenéticas. Fonte: (Adaptado de FULLGRABE; HAJJI; JOSEPH, 2010).

3.2.2.3 Remodelamento da cromatina e acessibilidade da maquinaria
de transcricao ao DNA

Em organismos eucariotos, o DNA esta fortemente enrolado em um com-
plexo chamado cromatina em unidades basicas chamadas nucleossomos, mas gra-
¢as ao processo de remodelacdao da cromatina, este complexo pode ser “aberto”
para que genes especificos sejam expressos. Esse enrolamento rigido caracteristico
da estrutura da cromatina limita o acesso da RNA polimerase e dos fatores de trans-
cricao ao DNA eucaridtico, e assim, para que a transcricao ocorra, a cromatina de
uma célula deve “abrir” para que a expressao genética aconteca. Este processo de
“abertura”é denominado remodela¢ao da cromatina e é muito importante para o
funcionamento de todas as células dos organismos eucariéticos. Nos ultimos anos,
os pesquisadores descobriram muito sobre a remodelacao da cromatina, incluindo
os papéis que diferentes complexos proteicos, variantes de histonas e modifica-
¢oes bioquimicas desempenham neste processo. No entanto, ainda ha muito a ser
compreendido antes que a remodelacdao da cromatina seja totalmente esclarecida.
Todos os remodeladores da cromatina contém uma subunidade com um domi-
nio ATPase conservado. Além da ATPase conservada, cada complexo remodelador
também possui proteinas Unicas que o especializam por seu papel bioldgico unico.
No entanto, como todos os remodeladores movem os nucleossomos e todo esse
movimento é dependente de ATP, a mobilizacao é provavelmente uma proprieda-
de da subunidade conservada da ATPase. As varias moléculas remodeladoras da
cromatina fornecem o mecanismo para modificar a cromatina e permitir que os
sinais de transcricao cheguem aos seus destinos na cadeia de DNA. A compreen-
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sao da natureza e dos processos dessas moléculas da construcao celular continua
sendo uma drea ativa de descoberta na pesquisa genética, mas sabe-se que os re-
modeladores da cromatina sao grandes complexos multiproteicos que convertem
a energia da hidrélise do ATP em forcas mecanicas para mobilizar e reestruturar os
nucleossomos e, portanto, sao necessarios para fornecer acesso ao DNA subjacente
para permitir a transcricdo, montagem da cromatina, reparo do DNA e outros pro-
cessos. Ainda ndo esta bem esclarecido como diferentes complexos remodeladores
selecionam quais nucleossomos mover e reestruturar.

E importante saber, que os dominios ATPase dos remodeladores s&o seme-
Ilhantes em sequéncia e estrutura as proteinas conhecidas de translocacao de DNA
em virus e bactérias. Foi evidenciado que estudos sobre as familias remodeladoras
SWI/SNF e ISWI também revelaram que as ATPases remodeladoras sao translocases
direcionais de DNA que sao capazes de bombear direcionalmente o DNA. Mas como
essa propriedade é aplicada aos nucleossomos? Parece que a ATPase se liga a aproxi-
madamente 40 pares de bases dentro do nucleossomo, de onde bombeia o DNA ao
redor da superficie do octamero da histona. Isto permite o movimento do nucleosso-
mo ao longo do DNA, facilitando a exposicao do DNA a fatores reguladores.

Os dominios e proteinas adicionais que estao ligados a ATPase sao impor-
tantes para a selecao do nucleossomo e ajudam a regular a atividade da ATPase.
Estas proteinas que estdo ligadas a ATPase, ligam-se as histonas e ao DNA nucleos-
sOmico, e sua ligacdo a essas moléculas é afetada pelo estado de modificacdo das
histonas que ajuda a determinar se o nucleossomo é um substrato apropriado
para um complexo remodelador. Nesse processo de remodelacao da cromatina é
possivel remover nucleossomos? A resposta pode ser dada baseada em estudos
que identificaram dois fatores fundamentais no processo de remocao de nucleos-
somos: O fator de transcricdo GAGA e o fator de remodelagem de nucleossomos
(NURF). O fator de transcricao GAGA (proteina constitutiva expressa em Drosophila
gue estd ligada a varios promotores com sequencias GA) foi identificado como um
dos fatores que podem romper nucleossomos. Assim, quando o fator de transcri-
¢ao GAGA se liga a um nucleossomo contendo a sequéncia TATA do gene hsp70
(que codifica a proteina do choque térmico de 70-kDa), o nucleossomo se rompe
criando um sitio hipersensivel a DNase | no sitio da sequéncia TATA, sendo eviden-
ciado que esse processo é muito eficiente quando o nucleossomo nao tem histona
H1. Foi observado também que o fator GAGA nao produz esse efeito isoladamente,
porém, funciona quando em conjunto com uma proteina que contém quatro pep-
tideos chamada fator de remodelagem de nucleossomos (NURF). Este complexo
foi descrito pela primeira vez em Drosophila Melanogaster e compreende as pro-
teinas BPTF, a subunidade ATPasica SNF2L (SMARCAT1) e RBBP4, entre outras pro-
teinas como SNF2H (SMARCA5), BAP18 e HMG2L1. O complexo NURF, assim como
SWI/SNF, promove o deslizamento do nucleossomo de maneira ATP-dependente
promovendo a transcricao génica (Figura 15). NURF pode hidrolizar ATP e utilizar
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a energia para reconfigurar as interacées histona-DNA (ou histona-histona). Essas
perturbacdes parecem facilitar a acessibilidade dos fatores de transcricdo ao DNA
nucleossémico podendo levar a novas modificagdes na estrutura do nucleossomo.

Na auséncia de fatores de transcricao, o NURF pode perturbar o nucleos-
somo num mecanismo dependente de ATP, permitindo que fatores de transcricao
como o GAGA se liguem as regides promotoras, rompendo os nucleossomos. (Figu-
ra 16). O complexo SWI/SNF (SWitch/Sucrose Non-Fermentable), também conhecido
como BAF, foi primeiro descrito em leveduras e posteriormente evidenciado em
Drosophila e humanos. Este complexo de remodelamento da cromatina é compos-
to pela ATPase Swi2/Snf2p, duas proteinas relacionadas a actina (Arp7p e Arp9) e
outras subunidades envolvidas nas interacbes com DNA e proteina-proteina. Atua
promovendo o deslizamento dos nucleossomos ao longo do DNA, de maneira
dependente de ATP, abrindo a cromatina e promovendo a transcricao de genes.
Ainda, desempenha papel importante em outros processos, como diferenciacao
celular e reparo de DNA. Este complexo SW1/SNF é parte da RNA polimerase e esta
ligado ao seu dominio carboxiterminal (Wilson et al., 1996) e pode ser ativado por
fatores de transcricdo capazes de romper nucleossomos.

Figura 16. Complexos SWI/SNF e NURF. Os complexos SWI/SNF e NURF ligam-se ao DNA e histonas efeti-
vando o deslocamento do nucleossomo, melhorando a acessibilidade do DNA e facilitando a instalacdo da
maquinaria de transcricdo. Ambos atuam de maneira ATP-dependente. Fonte: Adaptado de BOGERSHAUSEN;
WOLLNIK, 2018 e KATO; KOMATSU, 2015.

A atividade de remodelacao da cromatina por SWI/SNF ou outras maquinas
de remodelacao, também, pode ser necessaria para recrutar atividade adicional de
remodela¢ao da cromatina para locais adicionais a jusante. As modificacdes em um
promotor podem ocorrer em multiplas etapas que sao reguladas independente-
mente, e modificacdes adicionais podem acontecer passo a passo a partir do ponto
da primeira modificacao estendendo-se ao longo da fita de DNA em uma direcao a
jusante na direcao do promotor.

A modificacdo das histonas pode abrir a cromatina, permitindo assim a liga-
¢ao seletiva de fatores de transcricao que, por sua vez, recrutam a RNA polimerase
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Il. Varios niveis e tipos de modificacdes de histonas estao correlacionados com os
niveis de ativacdo da cromatina. Por exemplo, estudos de imunoprecipitacao foram
realizados baseados em experimentos usando anticorpos para determinar que a
acetilacao da histona H3 e a metilacao no residuo de lisina K4 pareciam coincidir
entre si e coincidem durante com a ativacao transcricional em embrides de galinha.
A metilacao no residuo de lisina K9 marcou a cromatina inativa.

3.2.2.4 Metilacao do DNA

Outro mecanismo de controle da expressao génica em eucariotos é conheci-
do como metilacao do DNA ou modificacdes quimicas ligadas a estrutura da croma-
tina. A bases nitrogenadas citosinas no DNA dos eucariotos, podem ser modificadas
pela adicao de grupos metil na posicao 5-carbono. Os residuos de citosina alterados
sao em geral préximos a um nucleotideo de guanina, resultando em dois residuos de
citosina metilados colocados diagonalmente um ao outro em fitas opostas de DNA
(Figura 17). A metilacao da cadeia do DNA nédo deve ser confundida com a metilacdo
das histonas, a metilacao do DNA envolve a conversao de bases citosinas do DNA eu-
cariético em 5-metilcitosina, resultando na repressao da transcricao, particularmente
em vertebrados e plantas. O DNA é metilado especificamente nas Cs(citosinas) que
precedem as Gs(guaninas) na cadeia do DNA (dinucleotideos CpG ou ilhas CpG).
Esta metilagcao esta associada com a atividade transcricional reduzida de genes que
contém altas frequéncias de dinucleotideos CpG nas proximidades de seus promoto-
res. A metilacao inibe a transcricao desses genes através da acao de uma proteina, a
MeCP2 (Merhyl-CpG Binding Protein 2), que se liga especificamente ao DNA metilado
e reprime a transcricao. A MeCP2, se liga ao DNA metilado e recruta o complexo Sin-
3-HDAC para a cromatina. O HDAC entao, remove grupos acetil das histonas, tornan-
do a cromatina compacta, deixando a estrutura do nucleossomo mais fechada sem
acesso aos fatores de transcricdo ao DNA resultando na transcricao génica silenciada.

Figura 17. Metilacdo do DNA e Ilhas CpG. Um grupo metil é adicionado a posicao 5-carbono dos residuos de
citosina no DNA. Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9904/
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3.2.2.5 RNAs nao codificantes (nc-RNAs)

Os RNAs das células dos organismos eucariotos estao presentes em dois
grupos: RNAs codificantes e RNAs nao-codificantes. Os RNAs codificantes sao
transcritos e traduzidos originando proteinas, enquanto, os nao-codificantes sao
transcritos, mas nao originam proteinas. As pesquisas cientificas tem evidenciado
que aproximadamente 2% do genoma humano codifica proteinas, e por muito
tempo se considerou que os 98% restantes do genoma, eram material inativo,
ou seja, regides de varios megabases sem qualquer funcao, chamado “DNA lixo”".
Porém, com os avangos no desenvolvimento de refinadas técnicas para avaliagcao
de transcritos, como microarrays, sequenciamento de ultima geracao (NGS), bem
como ferramentas de analises de bioinformatica, foi observado que o genoma é
amplamente transcrito. Assim, foi constatado que a transcricao de genomas euca-
ridticos produz uma infinidade de transcritos nao-codificantes, que sao atualmente
reconhecidos como fundamentais reguladores envolvidos em diversos processos
celulares incluindo, diferenciacao e desenvolvimento celular, imprinting genémico,
regulacdo da expressao génica, controle do ciclo celular e adaptacao a mudancas
ambientais. A seguir estudaremos os grupos de RNAs nao codificantes.

Os RNAs nao codificantes (ncRNAS) sao representados em duas classes: hou-
sekeeping ncRNAs e ncRNAs reguladores. Os housekeeping ncRNAs sao os RNAs de
transferéncia (tRNAs) e ribossomicos (rRNAs). Os ncRNAs reguladores se dividem
em duas subclasses de acordo com sua funcao e seu tamanho: os pequenos RNAs
nao codificantes (snc-RNA), com menos de 200 nucleotideos e RNAs longos nao co-
dificantes (Inc-RNA), com tamanho maior que 200 nucleotideos. snc-RNA incluem
microRNAs, pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs), pequenos RNAs de interferén-
cia (siRNAs), RNAs nucleares (snRNAs) e PIWI-iinteracting RNAs (piRNAs) (Figura 18).

Figura 18. Classes de RNA. Os RNAs sao divididos em duas classes principais: RNA mensageiro (mRNA), codifi-
cador de proteina e RNA nao codificante (ncRNA). Os ncRNAs incluem os ncRNAs (housekeeping) e os ncRNAs
(reguladores). Esse ultimo grupo, é divido em IncRNAs e snRNAs. Os snRNAS sao subclassificados em snc-RNA
representados por microRNAs, pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs), pequenos RNAs de interferéncia (siR-
NAs), RNAs nucleares (snRNAs) e PIWI-iinteracting RNAs (piRNAs). Fonte:(Adaptado de INAMURA, 2017).
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A seguir estudaremos os grupos de RNAs nédo codificantes.
3.2.2.5.1 Micro-RNAs (miRNAs)

Os miRNAs séao RNAs néo codificantes (de 19 a 22 nucleotideos), de fita sim-
ples, transcritos no nucleo da célula eucariética pela RNA polimerases Il ou pela
RNA polimerase Il e que tem funcdo de regular a expressao de diferentes genes
no organismo em nivel pds-transcricional, como por exemplo, durante o desenvol-
vimento. Em humanos, a maior parte dos microRNAs identificados exerce o efeito
pelo processo de repressao da traducao. Aproximadamente 50% dos microRNAs
identificados no genoma humano estdo em sitios genémicos associados ao de-
senvolvimento de tumores. Foram inicialmente descritos no verme Caenorhabditis
elegans e, a partir dai, milhares de miRNAs foram identificados, compreendendo o
grupo mais bem estudado dos snRNAs (RNAs nucleares).

Os genes codificadores dos miRNAs estao localizados em todo o genoma e
uma grande proporc¢ao é encontrada organizada dentro clusters compreendendo
varios miRNAs. Os miRNAs sdo codificados dentro ou se sobrepdem a genes que
codificam proteinas ou nao codificantes, estando sua expressao ligada a transcri-
¢ao e processamento desses genes.

Na biogénese dos miRNAs observa-se que apos a transcricao sao forma-
dos precursores conhecidos como pri-miRNA de dupla fita com uma alca que tem
funcao de estabilizar o pri-miRNA tendo em vista que essa molécula é uma estru-
tura muito instavel devido principalmente ao seu tamanho e deve ser protegido
das enzimas endonucleases até chegar ao citoplasma. (Figura 19). Assim como
o mRNA, o primiRNA passa por modificacdes pds-transcricionais que incluem
o capeamento da extremidade 5’ e a poliadenilagao em 3. Os pri-miRNA exi-
bem uma estrutura em grampo com uma cauda de nucleotideo, que em segui-
da é processada por dois importantes eventos: primeiro, o pri-miRNA deve ser
metabolizado pela acdo do complexo proteico nuclear enzimatico, formado pela
proteina DGCR8 e pela endonuclease DROSHA, que faz a clivagem da cauda
do pri-miRNA, originando o pré-miRNA (Figura 19). Na sequéncia, o pré-miRNA
é transportado do nucleo para o citoplasma através da proteina de membrana,
a Exportin5 e a RAN-GTP. O segundo evento, acontece no citoplasma, onde pré-
-miRNA vai ser convertido em micro-RNA processo mediado pela acdo do com-
plexo enzimatico chamado DICER que, interagindo com TRBP, cliva o pré-miRNA
perto do loop terminal liberando duplex de RNA (para manter a estabilidade).
Esse micro- RNA duplex, em seguida se separa em fitas simples para se tornar um
micro RNA maduro. Esse micro -RNA maduro, pode controlar (impedir) o processo
de traducao do RNA mensageiro de duas maneiras: Primeiro, se ligando ao RNAm
pelo processo de pareamento incompleto de bases reprimindo a tradugao por
impedir que o ribossomo se desloque ao longo do RNAm (Figura 19). Segundo
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o micro-RNA degrada o RNA mensageiro se o pareamento de bases entre o mi-
cro-RNA e o RNA mensageiro for completo. Nos dois casos, nao ocorre a traducao
da proteina. Em humanos, a maior parte dos micro-RNAs ja identificados exerce
o efeito pelo processo de repressao da traducdo pelo pareamento incompleto de
bases. O processo de interacdao entre o miRNA-RISC induz a repressao da tradu-
¢ao por dificultar o acesso da maquinaria basica de traducao ou pode favorecer a
degradacao do mRNA. A degradag¢ao do mRNA alvo, se da pela retirada do cap 5’
e da cauda poli-A em 3. Os miRNAs podem também influenciar a biogénese de
outros miRNAs ou outras espécies de RNAs, podem também ser incorporados em
vesiculas ou microparticulas, atuando como moléculas de sinalizacao para trans-
feréncia de informacdo genética entre células ou tecidos.

Figura 19. Biogénese e funcao de microRNAs (miRNAs). Os miRNAs séo transcritos como precursores (pri-
miRNA) ou derivados de introns. O processo de interacdo entre o miRNA-RISC induz a repressao da traducdo
por dificultar o acesso da maquinaria basica de traducéo ou pode favorecer a degradacdo do mRNA. Os miRNAS
também podem ser secretados para o meio extracelular interagindo com proteinas ou através de vesiculas,
atuando como moléculas de sinalizagao. Fonte: www.nature.com/sigtrans

3.2.2.5.2 RNAs longos nao codificantes (Inc-RNAs)

RNAs longos nao codificantes (IncRNAs) sao uma classe de RNAs com ta-
manhos superiores a 200 nucleotideos que nao possuem potencial codificante,
mas atuam como reguladores da expressao génica tanto na transcricdo quanto
na postranscricao através de diversos mecanismos moleculares. Isso os distin-
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gue de pequenos RNAs nao codificantes, como microRNAs (miRNAs) e pequenos
RNAs interferentes (siRNAs). Os IncRNAs foram por muito tempo considerados
“lixo” transcricional, mas, nos ultimos anos, estudos crescentes revelaram que es-
tas moléculas desempenham papéis cruciais em varios processos fisioldégicos e
patolégicos, como regulacao da expressao génica, desenvolvimento embrionario
e carcinogénese.

Com o desenvolvimento do sequenciamento de RNA e da bioinformati-
ca, um grande numero de IncRNAs foi identificado. Algumas classes deles sdo
geradas a partir de elementos distintos de DNA nos genomas, incluindo promo-
tores, intensificadores, regides intergénicas e a fita oposta de genes codificado-
res de proteinas, enquanto outros sao produzidos a partir de longos transcritos.

Os IncRNAs sao moléculas tipicas de RNA transcritas pela RNA polimera-
se Il e polimerase Il e abrigam uma capa de metil-citosina 5 e uma cauda 3’ poli
(A). De acordo com suas diferentes caracteristicas, os IncRNAs séo classificados
em muitos tipos diferentes. Por exemplo, os IncRNAs podem ser divididos em
cinco classes com base em suas origens gendmicas distintas, incluindo sense,
antisense, bidirecional, intronico e intergénico (Figura 20). Além disso, de acor-
do com a sua localizacao celular, os IncRNAs também podem ser divididos em
IncRNAs nucleares, IncRNAs citoplasmaticos e IncRNAs mitocondriais.

A biogénese dos IncRNAs ocorre no nucleo das células e podem ser
transcritos pelas RNA Pol Il ou lll. Suas regides promotoras podem ser epigene-
ticamente reguladas por modificacées de histonas/remodelamento de croma-
tina bem como por ligacédo e regulacdo de fatores de transcricao que favorecem
ou dificultam a expressdao génica. O processamento pds-transcricional é outra
particularidade que os IncRNAs compartilham com genes codificadores de
proteinas: uma grande proporcao de IncRNAs também é capeada com 7-me-
tilguanilato a extremidade 5’ terminada por trifosfato ndo modificada de uma
molécula de RNA e poliadenilada na sua extremidade 3" Também podem sofrer
splicing (normal ou alternativo), processos de edicao de RNA e padrdes de ati-
vacao transcricional. Os IncRNAs podem ser encontrados em diferentes com-
partimentos da célula, podendo permanecer no nucleo, serem transportados
para o citoplasma ou até mesmo exportados para fora das células por vesiculas.
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Figura 20. De acordo com sua origem gendmica os IncRNAs podem ser classificados em cinco classes: (A) IncR-
NA sense ou (B) antisense que se localiza dentro ou se sobrepbe aos exons do gene codificador de proteina as-
sociado na mesma fita ou na fita oposta. O IncRNA antisense transcreve na direcdo oposta do gene codificador
de proteinas. (C) O IncRNA bidirecional localiza préximo ao promotor (dentro de 1 kb) do gene codificador de
proteina associado e transcreve na direcdo oposta. (D) O IncRNA intrénico surge de introns longos e transcreve
de dentro de um intron do gene codificador de proteina associado. (E) O IncRNA intergénico origina-se do
segmento intergénico de dois genes codificadores de proteinas. Fonte: Mol Ther Oncolytics. 2021 23: 458-476.

REFERENCIAS

Bermudez M., Aguilar-Medina M., Lizarraga-Verdugo E., Avendano-Félix M., Silva-
Benitez E., Lopez-Camarillo C., Ramos-Payan R. LncRNAs as regulators of autophagy
and drug resistance in colorectal cancer. Front. Oncol. 2019;9: 1008.

Wu H., Yang L., Chen L.L. The diversity of long noncoding RNAs and their genera-
tion. Trends Genet. 2017;33: 540-552

Zhang X.,Hong R., Chen W., Xu M., Wang L. The role of long noncoding RNA in major
human disease. Bioorg. Chem. 2019;92: 103214.

Ying Liu, Wei Ding, Wanpeng Yu, Yuan Zhang,3 Xiang Ao, and Jianxun Wang.Long
non-coding RNAs: Biogenesis, functions, and clinical significance in gastric cancer.

Mol Ther Oncolytics. 2021, 17; 23: 458-476.

Phillips, T. & Shaw, K. (2008) Chromatin Remodeling in Eukaryotes. Nature Educa-
tion 1(1):209.

77



Nina Bogershausen and Bernd Wollnik. Mutational Landscapes and Phenotypic
Spectrum of SWI/SNF-Related Intellectual Disability Disorders. REVIEW article. Fron-
tiers in Molecular Neuroscience Volume 11 - 2018.

Maia, Maria de Mascena Diniz Conceitos basicos de epigenética para universitarios
/ Maria de Mascena Diniz Maia, Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva. 12. ed. - Re-
cife: EDUFRPE, 2020. 87 p.:il. Inclui referéncias. ISBN: 978-65-86547-17-7.

Benjamin A. Pierce.Genética - Um Enfoque Conceitual. 52. Ed-2017.

GUQ, X. et al. Advances in long noncoding RNAs: identification, structure prediction
and function annotation. Briefings in Functional Genomics, v. 15, n. 1, p. 38-46, 2016.

BEERMANN, J. et al. Non-coding RNAs in development and disease: background, me-
chanisms, and therapeutic approaches. Physiological Reviews, v. 96, p. 1297-1325, 2016.

Bruna Aguiar do Amaral, Cassiano Francisco Weege Nonaka, Roseana de Almeida
Freitas, Lélia Batista De Souza, Ledo Pereira Pinto. MicroRNAs - Biogenesis, func-
tions and its potential role in oral carcinogenesis. Odontol. Clin.-Cient., Recife, 9

(2) 105-109, abr./jun., 2010 www.cro-pe.org.br

Singh SK, Bhadra MP, Girschick HJ, Bhadra U. MicroRNAs — micro in size but macro in
function. FEBS Journal, 2008; 275: 4929-4944.

Schmittgen TD. Regulation of microRNA processing in de velopment, differentia-
tion and cancer. J Cell Mol Med, 2008; 12: 1811-1819.

Zhang W, Dahlberg JE, Tam W. MicroRNAs in tumorigen esis: a primer. Am J Pathol,
2007;171:728-738.

Yong Peng and Carlo M Croce. REVIEW ARTICLE: The role of MicroRNAs in human
cancer. Signal Transduction and Targeted Therapy (2016) 1, 15004; doi:10.1038/sig-
trans.2015.4 www.nature.com/sigtrans

OZSOLAK, F. et al. Chromatin structure analyses identify miRNA promoters. Genes &
Development, v. 22, p. 3172-3183, 2008.

Inamura Kentaro. Review: Major Tumor Suppressor and Oncogenic Non-Coding
RNAs: Clinical Relevance in Lung Cancer. Cells 2017, 6, 12; doi:10.3390/cells6020012.

ANDRES-PABLO, A.; MORILLON, A.; WERY, M. LncRNAs, lost in translation or licence
to regulate? Current Gene Therapy, v. 63, p. 29-33, 2017.

78



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9904/ VISITADO EM 14 DE MARCO DE
2024.

BOGERSHAUSEN, N.; WOLLNIK, B. Mutational landscapes and phenotypic spectrum
of SWI/SNF-related intellectual disability disorders. Frontiers in Molecular Neuros-

cience,n.252,v.11,p. 1-18, 2018.

KATO, A.; KOMATSU, K. RNF20-SNF2H pathway of chromatin relaxation in DNA dou-
ble-strand break repair. Genes, v. 6, p. 592-606, 2015.

LU, C,; ALLIS, C. D. SWI/SNF complex in cancer: remodeling’mechanisms uncovered.
Nature Genetics, v. 49, n. 2, p. 178-179, 2017.

T Tsukiyama and C Wu. Purification and properties of an ATP-dependent nucleoso-
me remodeling fator. Cell, 15;83(6):1011-20. 1995.

Modificagdes pds-traducionais das histonas (1library.org) visitado em 14 de marco de 2024

KOLUDROVIC, D. et al. Chromatin-Remodelling Complex NURF is essential for diffe-
rentiation of adult melanocyte stem cells. PLoS Genetics, v. 11, n. 10, p. 1-29, 2015.

J Fullgrabe , N Hajji, B Joseph. Cracking the death code: apoptosis-related histone
modifications. Cell Death Differ, 2010;17(8):1238-43.

SAWAN, C.; HERCEG, Z. Histone modifications and cancer. Advances in Genetics, V.
70, p. 58-85, 2010.

CAOQ, J,; YAN, Q. Histone ubiquitination and deubiquitination in transcription, DNA
damage response and cancer. Frontiers in Oncology, v. 2, n. 26, p. 1-9, 2012.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9904/ visitado em 12 de marco de 2024.

Andrew J Bannister and Tony Kouzarides, Review: Regulation of chromatin by histo-
ne modifications. Cell Res. 201,21(3):381-95.

http://www.78stepshealth.us/plasma-membrane/eukaryotic-chromosomes.html
visitado em 12 de marco de 2024.

https://pt.slideshare.net/janaina_leitinho/sintese-de-proteina-2. visitado em 12 de
marco de 2024.

79



ALBERTS, B. et al. Molecular biology of the cell. 6. ed. United States: Garland Science,
2017, p. 1463.

BARALLE, F. E.; GIUDICE, J. Alternative splicing as a regulator of development and
tissue identity. Nature Reviews: Molecular Cell Biology, v. 18, p. 437-451, 2017.

RAMANOUSKAYA, T.V.; GRINEV, V. V. The determinants of alternative RNA splicing in
human cells. Molecular Genetics and Genomics, v. 292, p. 1175-1195, 2017.

Cell and Molecular Biology 2005 42 ed. Jonh Wiley & Sons.

LEE, R. C,; FEINBAUM, R. L.; AMBROST, V. The C. elegans heterochronic gene lin-4 enco-
des small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, n. 75, p. 843-854, 1993.

80



CAPITULO 4: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Fernanda Cristina Bezerra Leite
|éda Ferreira de Oliveira

4.1 Introducao

A PCR (Polymerase Chain Reaction - Reagao em Cadeia da Polimerase) foi
descrita em meados da década de 1980 por Mullis e Faloona. E uma técnica podero-
sa e relativamente simples que permite a sintese enzimatica in vitro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase
(DNApol).

Anteriormente, a obtencdo de fragmentos de DNA dependia de técnicas
de clonagem in vivo, que sdo laboriosas, dependem de grandes quantidades de
amostras e necessitam de dias para atingir os resultados. Nesse contexto, a PCR
revolucionou o campo da Biologia Molecular, visto que trouxe consigo alta especi-
ficidade (uma simples cdpia do gene pode ser extraida de uma mistura complexa
da sequéncia gendmica de forma rotineira) e sensibilidade (é capaz de amplificar a
partir de pequena quantidade de DNA), além de apenas horas para a obtengao dos
produtos.

Esses fatores contribuiram para sua popularizacdo e amplo uso, ndo somen-
te na ciéncia basica, como também na pesquisa aplicada e uso comercial, como
em exames genéticos, diagnosticos moleculares de patégenos, genética forense,
controle de qualidade industrial e melhoramento vegetal e animal. Dada sua im-
portancia, em 1993, o prémio Nobel de Quimica laureou os seus desenvolvedores.

4.2 Fundamentos da PCR

A PCR é uma técnica basica em laboratérios de Biologia Molecular. O méto-
do tradicional, também conhecido como PCR especifica, amplifica fragmentos de
DNA, a partir de uma sequéncia molde extensa, usando um par de primers espe-
cificos (forward e reverse) que flanqueiam a regiao-alvo. Os primers ou iniciadores
sao pequenas moléculas de DNA (oligonucleotideos) fita simples sintetizadas ar-
tificialmente que possuem sequéncia complementar a uma regiao especifica que
delimitam o local de interesse. Eles fornecem o grupo 3" hidroxila (3’-OH) livre para
o inicio da sintese da nova cadeia de nucleotideos pela DNA polimerase.

Atualmente, com a disponibilidade de sequéncias genémicas em bancos
de dados publicos, é possivel isolar genes ou outros tipos de sequéncias de DNA
de interesse pelo emprego da PCR, ja que os primers podem ser prontamente de-
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senhados pelo uso de softwares, muitos disponiveis em versdes gratuitas e online.
Comumente, esses programas seguem alguns critérios essenciais para o desenho
dos primers, como: a) presenca de uma extremidade hidroxila livre no carbono 3’;
b) conteddo GC bem distribuido em todo o primer (35% a 60%); c) complementari-
dade com a fita molde (é toleravel algum mau-pareamento ou mismatch, exceto na
extremidade 3’; d) temperatura de anelamento de 52 °C a 58 °C e nao ultrapassar a
diferenca de 5 °C entre eles); e) tamanho do primer de 10 a 30 nucleotideos; f) dis-
tancia minima e maxima entre os primers de 20 pares de bases (pb) a 20 kilobases
(kb) (média de 100 pb e 5 Kb); g) evitar o auto-pareamento (self-annealing) e for-
macao de dimeros (dimers). Ao final, a analise visual detalhada pelo pesquisador é
primordial para a escolha do par a ser testado experimentalmente.

Numa reacdo, além do DNA molde, par de primers e DNA polimerase, sao
adicionados: solucao tampao, cloreto de magnésio (MgCl.) e uma mistura equimo-
lar de desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs). O primeiro reagente propicia o
pH 6timo para a reacao, enquanto o ion magnésio (Mg*?) atua como cofator, ati-
vando a DNA polimerase. Por fim, os dNTPs representam os nucleotideos necessa-
rios a sintese da cadeia, sendo do tipo dATP, dTTP, dCTP e dGTP. Comumente, esses
reagentes sao transferidos com o auxilio de micropipetadores para microtubos de
200 microlitros (uL) de capacidade. Portanto, uma PCR é realizada em pequenos
volumes, variando de 10 a 100 microlitros.

Uma vez preparadas, as reagdes sao depositadas no termociclador, um equi-
pamento que as expde a uma série de diferentes temperaturas durante intervalos
de tempos pré-determinados. Esses ajustes de tempo e temperatura correspon-
dem ao ciclo de amplificacao. Basicamente, cada ciclo de PCR ocorre em trés eta-
pas: 1) desnaturacao ou melting, que consiste na separacao da dupla-fita de DNA
a ser amplificado, ocorrendo com a elevacao da temperatura (90°C a 95°C); anela-
mento, annealing ou hibridizacao, quando os iniciadores ou primers ligam-se por
complementaridade de bases a sequéncia de interesse, tornando o molde de DNA
parcialmente dupla-fita (45°C a 65°C); 3) extensao ou elongacao, caracterizada pela
ligacdo da DNA polimerase a extremidade 3’ do primer, iniciando a sintese do frag-
mento de interesse, cuja temperatura 6tima é cerca de 72°C (Figura 1).

Sendo uma reagcdao em cadeia, essas etapas sao programadas para serem
repetidas algumas dezenas de vezes. Teoricamente, ao final de cada ciclo de PCR
sdo formadas o dobro de moléculas iniciais e, portanto, considera-se que a reacao
ocorre de modo exponencial (2", onde n corresponde ao niumero de ciclos). Logo,
no final da reacao, cerca de 20 ciclos sao suficientes para amplificar na ordem de
mais de um milhdo de vezes a regido de interesse, enquanto 30 ciclos amplificam
mais de um bilhao de fragmentos. Na pratica, como a eficiéncia da reacao nao é de
100% e devido a alteragcdo nas concentra¢Oes de substratos e produtos ao longo
do processo, esse numero é menor. Todavia, a quantidade final é suficiente para ser
analisada de modo satisfatoério.
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Além do uso de termocicladores, uma importante condicao na automati-
zacao do processo foi a substituicao da DNA polimerase originalmente utilizada
(fragmento Klenow da bactéria Escherichia coli) por outra termoestavel extraida da
bactéria termofilica Thermus aquaticus (Tag DNA polimerase — Tag DNA pol), a qual
resiste as diferentes temperaturas utilizadas nas trés etapas que compreendem um
ciclo de PCR. Os experimentos costumam ser otimizados de acordo com a com-
plexidade do DNA molde e da combinacao de primers. Além disso, recomenda-se
incluir nos ensaios controles negativos e positivos, a fim de descartar problemas de
execucao e da qualidade dos reagentes. Neste caso, o controle negativo representa
uma reacdo de PCR isenta de DNA molde. Ao final, os produtos amplificados po-
dem ser diretamente analisados por eletroforese quanto ao tamanho e quantida-
de.Também podem ser empregados como componentes de outros procedimentos
moleculares, como na clonagem vetorial e reagées de sequenciamento de DNA.

Figura 1. Ciclo de PCR. Na etapa de desnaturacédo (1), as altas temperaturas promovem o rompimento das
pontes de hidrogénio, separando as duas fitas de DNA. Na etapa de anelamento (2), cada primer hibridiza em
uma das fitas do DNA molde, de modo que a orientacao da sintese do DNA ocorra na regido localizada entre
eles. Na etapa de extensdo (3), a DNA polimerase (representada pelo circulo cor de rosa), uma vez ativada pelos
fons magnésio (circulo em amarelo), promove a adi¢cdo dos nucleotideos no sentido 5’-3" Ao final, ocorre a
duplicacdo do segmento de DNA.
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Devido a sua versatilidade, ao longo do tempo, a PCR passou por diversas
modificacdes. A maioria envolve alteracdes nos tipos e nimero de primers usados
nas reacoes. Algumas dessas variagdes sao descritas no capitulo sobre marcadores
moleculares.

4.3 Transcricao reversa

Na década de 1970, um novo tipo de enzima foi identificado como parte
do ciclo de vida de retrovirus. Denominadas de transcriptases reversas, sao DNA
polimerases dirigidas por RNA capazes de sintetizar uma molécula de DNA comple-
mentar (DNACc) a partir de um RNA mensageiro (RNAm), primer, dNTPs e ions mag-
nésio. Posteriormente, o DNAc obtido pode ser amplificado por PCR convencional
com a Tag DNA Pol.

A técnica de RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction -
Transcricao Reversa-Reacao em Cadeia da Polimerase) permite avaliar a presenca
de moléculas de RNA numa determinada amostra, permitindo tanto a deteccao
como também a quantificacdo da expressdo génica. Além disso, é fundamental
para a andlise do material genético de virus de RNA, sobretudo na deteccao mole-
cular de patdégenos desse grupo. Também possibilita a identificacdo de variantes de
splicing durante o processamento do RNAm.

4.4 PCR em Tempo Real

O ensaio de PCR em tempo real é um método quantitativo capaz de moni-
torar passo a passo o progresso da PCR, ou seja, é capaz de detectar e quantificar
as moléculas de acidos nucleicos amplificadas (DNA ou DNAc) durante cada ciclo
de reacao. Isto deve-se ao uso de compostos fluorescentes capazes de ligar-se a
dupla-fita de moléculas de DNA e ao uso de termocicladores capazes de detectar
esta fluorescéncia. Consequentemente, o acimulo de fluorescéncia é monitorado
durante o processo, ciclo a ciclo da reacao, e ndo ao final, permitindo o acompanha-
mento e a obtencao de dados com mais rapidez, pois dispensa a necessidade de
realizar a eletroforese apds a PCR.

Entre os kits comerciais disponiveis, destacam-se aqueles que empregam
SYBR Green |, um corante fluorescente (fluoréforo) altamente especifico que se liga
ao DNA fita-dupla, detectando os produtos de PCR acumulados durante os ciclos.
Como cada vez mais fragmentos sao sintetizados ao longo da PCR, o resultado é o
aumento da fluorescéncia, cuja intensidade é proporcional a quantidade de pro-
duto de PCR produzido durante a fase exponencial (Figura 2). Desse modo, SYBR
Green | pode ser usado para monitorar a amplificacdo de qualquer sequéncia de
DNA fita-dupla (Figura 3) e, como nao requer o uso de sondas, facilita o planeja-
mento dos ensaios e diminui seus custos. Sua principal desvantagem consiste na
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geracao de sinais falso-positivos, devido a deteccdao de fragmentos inespecificos e
dimeros de primers.

Figura 2. Representacdo de uma curva de amplificacdo por PCR em Tempo Real. A partir do gréfico, observa-se
a relacdo entre o aumento da fluorescéncia detectada e o aumento no niimero de ciclos na amostra amplifica-
da (linha azul). Nos ciclos iniciais de PCR, ha pouca deteccao no sinal fluorescente (baseline). O cycle threshold
ou Ct (linha vertical pontilhada) corresponde ao nimero de ciclos a partir dos quais a fluorescéncia gerada pela
reacao é detectada acima do background (linha horizontal pontilhada). No controle negativo, ndo ha amplifica-
¢ao e, portanto, auséncia de emissao de fluorescéncia.

Com a finalidade de aumentar a especificidade de ensaios desenvolvidos
com este método, o uso de sondas com alta especificidade ao alvo de amplificacao
pode ser adotada. Neste caso, além de desenhar os primers especificos, o pesqui-
sador deverd também desenhar uma sonda de alta especificidade a uma regiao
interna ao alvo de ampilificacao, a qual devera anelar-se ao alvo sequéncia-especi-
fica, assim como os primers da reacao (Figura 4). Esta sonda, uma curta sequéncia
de nucleotideos, possui em suas extremidades 5” e 3" dois componentes quimicos.
Ligada a extremidade 3’, ha um componente emissor de fluorescéncia (ou Reporter
- R) e, a extremidade 5°, hd um componente capaz de capturar esta fluorescéncia
(Quencher - Q). Desta forma, a sonda integra ndo é capaz de emitir tal fluorescén-
cia, devido a proximidade entre os compostos emissor e capturador. Uma vez que
a amplificacao tenha sido iniciada pela DNA polimerase, a partir da sequéncia de
primers, ao encontrar a sonda pareada ao filamento-molde, a atividade exonuclea-
se da DNA polimerase ird degradar a sonda, excisando nucleotideo a nucleotideo e,
portanto, removendo o componente capturador da extremidade 5°, distanciando-
-0 do componente emissor de fluorescéncia. Desta forma, a fluorescéncia emitida
pode ser capturada pelo equipamento termociclador. Assim, este método garante
maior especificidade aos fragmentos detectados.
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Figura 3. Sistema SYBR Green para deteccao de amplificacdo por gPCR. Quando o DNA (barras pretas) esta
desnaturado, o fluoréforo (pontos verdes) esté liberado e a fluorescéncia é drasticamente reduzida. Apos a poli-
merizagao, o fluoréforo liga-se ao DNA fita-dupla, resultando no aumento da fluorescéncia, que é proporcional
a quantidade de produtos amplificados, que séo detectados pelo instrumento. Setas em vermelho indicam
sentido da amplificacao.

Figura 4. Sistema de sonda TagMan para deteccao de amplificacdo por qPCR. A atividade exonuclease da DNA
polimerase hidrolisa a sonda, permitindo a emissao de fluorescéncia. As barras pretas representam o DNA.
Setas em vermelho indicam sentido da amplificacdo. R: Repdrter. Q: Quencher.
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A transcricao reversa seguida por PCR em tempo real ou RT-PCR quantitati-
va (RT-gPCR) é uma poderosa ferramenta que pode amplificar e detectar transcritos
de baixa abundancia, RNA parcialmente degradado e amostras limitadas de tecido.
Essa técnica é empregada em varios estudos, como na analise do padrao de ex-
pressao diferencial em importantes processos fisioldgicos, eficacia de tratamentos
e na validacao de ensaios com microarranjos de DNA. Entre suas vantagens, com-
paradas aos métodos convencionais, estao a alta sensibilidade e especificidade,
boa reprodutibilidade e amplo intervalo de quantificacdo. O Quadro 1 resume as
principais diferencas entre os sistemas SYBR Green e Sonda Tagman.

QUADRO 1 - Comparacao entre os métodos SYBR Green e Sonda Tagman

Caracteristicas SYBR Tagman
Especificidade Inespecifico Especifico
Custo Menor Maior
Permite multiplex? Nao Sim
Distingue alelos? sim, m;;edrgr:?ézanhos Sim

4.5. Quantificacao Absoluta e Quantificacao Relativa por qPCR

A Quantificacao Absoluta (QA) e a Quantificacao Relativa (QR) sdao dois dife-
rentes métodos utilizados para analisar dados de qPCR. A Quantificacao Absoluta
determina o numero absoluto de cépias do transcrito de interesse, interpolando o
sinal de PCR de amostras cuja concentracdo é desconhecida a uma curva padrao
absoluta. Por exemplo, QA pode ser usada para correlacionar o nimero de cépias
de um virus com o estado de uma doenca. Nesse caso, o interesse é conhecer o
numero exato de cépias do acido nucleico alvo em uma amostra biolégica, a fim de
monitorar o progresso de uma doenca.

Em outras situagoes, é desnecessario determinar o niumero absoluto de c6-
pias de um transcrito, mas é importante avaliar a mudanca relativa na expressao gé-
nica em comparag¢ao a uma condicao referéncia. Por exemplo, saber que um dado
tratamento aumentou a expressao de um determinado gene em 2,5 vezes, em rela-
¢ao ao seu controle, é mais relevante do que saber que o tratamento aumentou a ex-
pressao desse gene de 1.000 para 2.500 copias. Desse modo, a Quantificacao Relativa
ou Quantificagcao Comparativa analisa mudancgas na expressao de um gene alvo em
uma amostra biolégica em relacao a um grupo de referéncia, como um controle ndao
tratado ou uma amostra no tempo zero em um estudo realizado ao longo do tempo.
QR nao requer curva de calibracao e a amostra de referéncia pode ser qualquer trans-
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crito (gene referéncia ou controle endégeno), que tenha expressao génica estavel,
nao variavel, dentre as condicdes teste e referéncia analisadas, ou seja, um gene cuja
expressao seja constitutiva. Alguns exemplos desses genes de referéncia sdo: $-acti-
na, gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase (GAPDH) e RNA ribossomal.

No entanto, para estudos de expressao relativa por PCR em tempo real, va-
rios controles sao necessarios para garantir a validade e precisao dos dados obtidos.
Isto inclui verificacdo da qualidade de extracdo, rendimento, grau de pureza e inte-
gridade do RNA, eficiéncia da transcricao reversa e da reacdo de PCR, quantidade
uniforme de RNA adicionado em cada reacao, entre outros. Mesmo com todo este
ajuste refinado, a normalizacdo entre as amostras biolégicas continua a ser etapa
critica na utilizagcao desta técnica, sendo, o tratamento mais comumente adotado, a
normalizacao da quantidade de RNA total com relacdao a um gene referéncia, como
citado anteriormente. Alguns modelos matematicos ja foram propostos para calcu-
lo da expressao relativa de um determinado gene-alvo em relacdo ao gene referén-
cia a citar: método 2-*2<t, proposto por Livak e colaboradores em 2001, e que apesar
de ter sido bastante aceito, este método de analise assume que as eficiéncias de
amplificacdo dos genes teste e referéncia sejam 6timas e idénticas e que a expres-
sdo do gene referéncia seja perfeitamente estavel para o conjunto de amostras em
questao; e o método GeNorm, proposto por Vandesompele e colaboradores em
2002, o qual baseia-se na média geométrica de um numero de candidatos a genes
de referéncia para uma determinada condicao. Este método de andlise resulta num
fator de normalizacao (FN) para cada uma das amostras a serem testadas.

Esse método pode ser aplicado para investigar pequenas mudancas fisiol6-
gicas na expressao génica, como na resposta a um agente toxico ou resposta a uma
infeccdo, na determinacao de padrdes de circuitos regulatérios, na caracterizacdo
de genes envolvidos em respostas a drogas e na descricao de padrdes temporais
e espaciais de expressao génica. Com a finalidade de padronizar a quantidade da
amostra de RNA ou DNA adicionada a reacdo, executa-se a amplificacdo de um
gene de expressao constitutiva ou gene de referéncia (controle endégeno), que
pode ser co-amplificado no mesmo tubo, em um ensaio multiplex, ou ser amplifi-
cado em tubos separados.

REFERENCIAS

AZEVEDO, M. O. et al. Técnicas basicas em Biologia Molecular. Brasilia: Editora da
Universidade de Brasilia, 2003. 211 p.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using real-

-time quantitative PCR and the 2-AACT method. Methods, v. 25, n. 4, p. 402-408,
2001.

88



MATIOLI, S. R. Ribeirdo Preto: Holos Editora, 2001. 202 p.

PCR amplification. Disponivel em: https://www.promega.com.br/resources/guides/
nucleic-acid-analysis/pcr-amplification/. Acessado em: 15 de abril de 2024.

VANDESOMPELE, J.; DE PRETER, K.; PATTYN, F; POPPE, B.; VAN ROY, N.; DE PAEPE,
A.; SPELEMAN, F. Accurate normalization of real-time quantitative RT- PCR data by
geometric averaging of multiple internal control genes. Genome biology, v. 3, n. 7,
p. 34, 2002.

89



CAPITULO 5: CLONAGEM GENICA

Fernanda Cristina Bezerra Leite

Na década de 1970, a biologia experimental passou por uma grande re-
volugdo a partir do desenvolvimento de diversas ferramentas moleculares que,
em conjunto, constituem o que chamamos de Tecnologia do DNA recombinan-
te. Estas ferramentas possibilitaram que o pesquisador pudesse, em laboratoé-
rio, criar e/ou modificar moléculas de DNA e ainda transferir um segmento de
DNA de um organismo doador para outro organismo hospedeiro.

A clonagem génica pode ser utilizada para diversos fins, por exemplo:

a) clonagem de um determinado segmento de DNA com o objetivo de
posterior sequenciamento;

b) manipulacao de uma determinada sequéncia de DNA, resultando na
modificacao da sequéncia codificante, visando engenharia de proteinas;

c) expressao de proteinas heterélogas em sistemas celulares hospedeiros.

De forma didatica, a clonagem génica convencional pode ser explicada
em trés etapas:

5.1 Construcao de molécula de DNA recombinante

Para transferir uma sequéncia codificante de um organismo doador
para um organismo hospedeiro, os cientistas utilizam pequenas moléculas de
DNA como vetores de clonagem, a exemplo dos plasmideos, para carrear esta
sequéncia. Os plasmideos sao moléculas DNA dupla-fita circulares, capazes de
armazenar segmentos de DNA de interesse e de serem reconhecidos pela célu-
la hospedeira. Originalmente, os plasmideos foram identificados em bactérias
e um dos seus principais papéis é de armazenar sequéncias de DNA codifican-
tes que conferem resisténcia a antibidticos. Portanto, para que um plasmideo
tenha a funcdo de vetor de clonagem, esta molécula precisa conter trés impor-
tantes caracteristicas (Figura 1):
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Origem de

replicagao MSC

Plasmideo
(Vetor de clonagem)

Marca de selecédo
(gene bla)

Figura 1. Plasmideo (Vetor de clonagem). MSC. Mdltiplo Sitio de Clonagem. Gene bla. Gene que confere resis-
téncia a ampicilina.

a) Origem de replicacao: sequéncias que os tornam reconheciveis pelo siste-
ma de replicacao da célula hospedeira, denominadas origem de replicacao, permi-
tindo a replicacao desta molécula de DNA acessoria e sua propagagao por sucessi-
vas geragoes;

b) Marca de selecao: um gene que confere a célula hospedeira uma nova
caracteristica fenotipica que permitira distinguir as células transformadas (que re-
ceberao o plasmideo) das células nao transformadas (que nao receberao o plas-
mideo). Como exemplo de genes marcadores podemos citar: gene que confere
resisténcia a um determinado antibiético, gene que resulta na producao de um
pigmento, gene que promove complementag¢ao metabdlica relacionada a uma ca-
réncia presente na célula hospedeira, dentre outros. Desta forma, ao utilizar um
plasmideo, cujo gene marcador confere resisténcia a ampicilina, é possivel distin-
guir as células transformadas de nao transformadas por sua habilidade em crescer
em meio contendo ampicilina.

¢) Multiplo sitio de clonagem (MSC): representam um conjunto de sequén-
cias que sao reconhecidas por endonucleases denominadas enzimas de restricao.
Estas enzimas sdo capazes de promover a quebra do duplo-filamento da molécula
de DNA circular, tornando-o um duplo-filamento linear. As sequéncias reconheci-
das constituem palindromos, podendo estar localizadas em ambas as fitas do du-
plo-filamento. O sitio de quebra da ligacao fosfodiéster é altamente conservado
e, portanto, resulta em extremidades altamente reprodutiveis. Outra caracteristica
importante da atividade das enzimas de restricao é que podem resultar em extre-
midades coesivas, permitindo que diferentes segmentos de DNA, ao serem expos-
tos a mesma enzima de restricao, tornem- se coesivos, permitindo unir fragmentos
de diferentes moléculas de DNA.

91



Figura 2. Enzimas utilizadas na construcdo de DNA recombinante. A) Atividade da enzima de restricdo (endo-
nuclease) EcoRl ao reconhecer o sitio de clivagem 5- GAATTC-3’, resultando em extremidades coesivas. B) Ati-
vidade da enzima DNA ligase, que permite restaurar a ligacdo fosfodiéster entre nucleotideos de extremidades
coesivas resultantes da digestdo por endonucleases.

Uma vez que um vetor de clonagem tenha sido escolhido por suas carac-
teristicas, é necessario entao isolar a sequéncia de DNA de interesse a ser clonado.
No geral, este isolamento é realizado por meio da Reacao em Cadeia da Polimera-
se (PCR), técnica discutida em capitulo anterior, utilizando primers especificos que
ladeiam a regido gendmica a ser amplificada. Neste caso, visando a clonagem em
vetor, usa-se o artificio de adicionar a extremidade 5° dos primers as sequéncias de
reconhecimento para as enzimas de restricao que serao utilizadas para a clonagem
deste segmento de DNA na molécula do plasmideo. Desta forma, os produtos da
reacao de PCR resultam na sequéncia desejada ladeada por sitios de restricao (Figu-
ra 3). Assim, por meio dos sitios de clonagem, é possivel inserir a sequéncia do DNA
de interesse no vetor de clonagem mediante a atividade da DNA ligase, resultando
na molécula de DNA recombinante (Figura 4). A enzima DNA ligase é ATP-depen-
dente para realizar a ligagao fosfodiéster entre os nucleotideos de segmentos de
DNA, devendo-se adicionar ATP a reacgao in vitro.

Figura 3. Amplificacdo por PCR e digestdo enzimatica de uma sequéncia nucleotidica de interesse pela en-
donuclease EcoRI. Primeiramente, a sequéncia-alvo é amplificada por primers contendo, além da sequéncia
complementar ao molde, uma “cauda” com sequéncia correspondente ao sitio de restricao para EcoRI. Poste-
riormente, o produto de amplificacdo é clivado pela enzima de restricdo.
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Figura 4. Construcao de vetor recombinante. Apds a clivagem por uma enzima de restricdao no sitio MSC, a
sequéncia de interesse é integrada ao vetor com o auxilio da DNA ligase.

5.2 Transformacao da célula hospedeira

A depender da célula hospedeira, diferentes métodos de transformacao celular
podem ser utilizados com o objetivo de tornar a membrana e/ou parede celular mais per-
meavel, permitindo a entrada da molécula de DNA recombinante no interior da célula.

A bactéria Escherichia coli € um microrganismo amplamente utilizado por sua fa-
cilidade de manipulacdo genética e rapido cultivo. Dois métodos sao comumente utili-
zados para promover a transformacao de células recombinantes: choque térmico e ele-
troporacao. Uma célula, ao adquirir capacidade de receber DNA ex6geno, é chamada de
célula competente.

O método por choque térmico é precedido pela exposicao das células a uma so-
lucdo de cloreto de calcio em presenca de gelo, cujos ions reduzem a repulsao entre as
cargas da membrana celular e da molécula de DNA recombinante. Um rapido choque
térmico é realizado, ao transferir as células expostas ao DNA para uma banho-maria com
temperatura de 42°C, por um breve tempo de 30 segundos, provocando a abertura de
poros na membrana celular e permitindo a entrada do DNA exdgeno na célula. Este mé-
todo é relativamente simples, de baixo custo e de rapida realizacdo.

Por outro lado, o método por eletroporagao consiste em expor as células a um
breve choque elétrico de milissegundos, por meio de um aparelho denominado eletro-
porador, com o objetivo de também promover a abertura de poros na membrana celu-
lar. O método de transformacao por eletroporacao resulta em maior nimero de células
transformantes, ou seja, apresenta uma maior eficiéncia de transformacao. E o método de
escolha principalmente quando se deseja transformar células utilizando grandes molécu-
las de plasmideos. Apesar disso, a possibilidade de promover quebras cromossémicas e
consequentes rearranjos e a necessidade de aquisicao de equipamento para seu uso sao
as suas principais desvantagens.

Vale ressaltar que nem todas as células expostas serao transformadas, ou seja, irao
receber o plasmideo recombinante. Assim, faz-se necessario que métodos de selecao se-
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jam utilizados para isolar as células transformadas (desejaveis) das células nao-transfor-
madas (ndao desejaveis).

5.3 Selecao de células transformadas

O isolamento das células transformadas estd intrinsecamente relacionado ao
gene marcador presente no vetor de clonagem (plasmideo) utilizado. A partir desta esco-
Iha, o meio de cultivo seletivo é também definido.

Por exemplo, se o plasmideo contém o gene bla como gene marcador, o qual
confere mecanismo de resisténcia ao antibiético ampicilina, as células pés- transformacao
deverao ser plaqueadas em meio de cultivo contendo todos os nutrientes necessarios ao
crescimento da E. coli acrescido do antibiotico ampicilina. Uma vez que as células sejam
colocadas em placa contendo este meio, apenas aquelas células que receberam o plas-
mideo serdo capazes de crescer e resultar numa coldnia visivel. Células ndo transformadas
(sem plasmideo) sao susceptiveis ao antibiético ampicilina e, portanto, ndo conseguem
prosperar neste meio de cultivo (Figura 5A e 5B).

Além disso, € comum em vetores comerciais para uso em bactérias como células
hospedeiras, a presenca do gene LacZ, codificador da enzima beta-galactosidase. Quan-
do expressa, esta enzima é capaz de hidrolisar o substrato comercial cromdgeno, andlogo
a lactose, denominado X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-D- galactopiranosideo), resul-
tando na liberacao de um pigmento azul.

Nestes vetores de clonagem, a sequéncia referente ao MSC encontra-se interna a
sequéncia do gene LacZ, de forma que a clonagem de sequéncias génicas nos sitios de
clonagem presentes no MSC interrompem o quadro de leitura desse gene, impedindo a
sua expressao. Assim, este sistema permite diferenciar, por inspecdo visual da cor da co-
|6nia, clones que possuem o vetor recombinante desejavel, cuja sequéncia do gene LacZ
foi interrompida pela clonagem do segmento de DNA no muiltiplo sitio de clonagem, os
quais resultam em colonias brancas (Figura 5C). Por outro lado, as col6nias azuis, indicam
células transformadas cujos vetores plasmidiais ndo sao recombinantes.

Figura 5. Placas ilustrando o plaqueamento de células de Escherichia coli apés o ensaio de transformacao utili-
zando vetor plasmidial. Todas as placas contém meio LB acrescido de ampicilina. (A) Controle negativo: células
submetidas ao protocolo de transformacgéo na auséncia de plasmideo. (B) Placa sem X-gal: células submetidas
ao protocolo de transformacao evidenciando clones. (C) Placa com X-gal: células submetidas ao protocolo de
transformacao evidenciando clones, porém colénias azuis ou brancas, indicando a presenca de vetores sem e
com sequéncia de interesse clonada, respectivamente.
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Ao utilizar plasmideos que ndao contenham o sistema LacZ para a inspecao
de clones, é possivel confirmar a correta construcdo do vetor recombinante utili-
zando o método de PCR de col6nia (Figura 6). Para isso, uma pequena porcao da
colbénia é adicionada diretamente a uma reacao de PCR contendo primers que la-
deiam aregidao MSC de insercao da sequéncia de interesse. O resultado é facilmente
verificado pela diferenca no tamanho, em pares de bases, do fragmento amplifica-
do. O fragmento maior representa o vetor recombinante (plasmideo + sequéncia
de interesse), enquanto o fragmento menor representa o vetor ndao-recombinante
(apenas o plasmideo).

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose de um ensaio de PCR de col6nia para confirmacao da transformagao
em Escherichia coli. Pistas 1 e 6: clones contendo vetor recombinante. Pistas 2, 3, 4, 5 e 7: clones contendo veto-
res ndo-recombinantes. M: Marcador molecular GeneRuler 1Kb.
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CAPITULO 6: MARCADORES MOLECULARES

|éda Ferreira de Oliveira

A variacdo genética dos seres vivos pode ser analisada de diferentes mo-
dos. Por muito tempo, avancos nas pesquisas em Genética basica e aplicada
foram alcancados pelo entendimento da diversidade biolégica em nivel morfo-
l6gico. Caracteristicas comuns visiveis, tais como cor dos olhos, presenca ou au-
séncia de estruturas, entre outros, foram usados como marcadores fenotipicos.
No entanto, a disponibilidade de marcadores controlados por genes associados
a caracteres morfolégicos é bastante reduzida. Além disso, eles descrevem ape-
nas uma pequena parte da variacao genética subjacente, sdo sensiveis a fatores
ambientais e sdao de dificil contextualizacdo com processos biolégicos.

6.1. Introducao

Os marcadores moleculares sao valiosos porque sdao capazes de distin-
guir gendtipos. Embora metabdlitos secundarios (antocianinas e compostos
fendlicos, por exemplo) tenham sido as primeiras moléculas utilizadas como
marcadores moleculares, sua instabilidade e disponibilidade limitada restrin-
gem seu amplo uso.

Por um curto periodo, com o desenvolvimento de novas metodologias
bioquimicas, na década de 1960, os marcadores de proteinas tornaram-se bas-
tante populares. Conhecidos como marcadores isoenzimaticos ou aloenzimati-
cos, a técnica consiste na identificacdao de diferentes alelos de um determinado
gene por meio da analise de um perfil eletroforético de isoenzimas, obtidas
de um extrato de tecido, separadas através de uma matriz de gel de amido, de
agarose ou de poliacrilamida. Duas consequéncias importantes decorrentes do
emprego dessa tecnologia foram o aumento no numero de marcadores genéti-
cos disponiveis em pelo menos uma ordem de magnitude e sua aplicabilidade
a potencialmente qualquer espécie.

Alguns anos mais tarde, com o surgimento dos novos sistemas de mar-
cadores moleculares baseados em DNA, maior nivel de polimorfismo pode ser
revelado, uma vez que mutagdes em introns ou mesmo nos cédons de um gene
podem potencialmente fornecer maior informacgao do que em nivel de protei-
nas. De modo geral, comparados aos marcadores morfoldgicos, os marcadores
moleculares sao abundantes, ja que sao encontrados em maior numero de lo-
cus e estes geralmente apresentam muita variabilidade; sdo neutros em relagao
a efeitos fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotrépico; sao
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versateis, pois podem ser analisados a partir de amostras de células e/ou teci-
dos de diversos estagios do desenvolvimento; sao objetivos, uma vez que sua
identificacdo costuma ser de definicao mais simples; permitem o estudo dos
seres vivos em diferentes niveis, de individuos a dominios da vida.

6.2. Definicao de marcadores moleculares

Apesar de ter descoberto o “gene’, Mendel desconhecia a natureza ce-
lular e molecular dos conceitos que estava elaborando. Atualmente, sabemos
gue os genes geralmente funcionam por meio das proteinas e que a informacao
genética estd fisicamente localizada nos cromossomos. Por sua vez, cada cro-
mossomo é composto por uma Unica molécula de DNA e proteinas que atuam
em seu empacotamento. Portanto, levando em consideracao o Dogma Central
da Biologia Molecular e que diferencas na molécula de DNA podem refletir em
diferentes fenétipos, podemos acessar e analisar a biodiversidade molecular
em diferentes niveis (DNA, RNA ou proteinas) utilizando técnicas moleculares.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcador molecular é todo e
qgualquer fenétipo molecular oriundo da expressdao de um gene, como é o caso
das isoenzimas, ou de segmentos especificos de DNA (correspondentes a re-
gides expressas ou nao do genoma). Quando se verifica seu comportamento
de acordo com as leis basicas da heranca Mendeliana, um marcador molecular
é definido como marcador genético. E importante enfatizar que o simples fato
de um marcador ser de DNA, um produto da transcricao ou da traducao de uma
sequéncia de DNA, nao implica que se constitua em um marcador “genético”, ou
seja, que tenha segregacao mendeliana.

As diferencas genéticas existem naturalmente entre os organismos e sdo
produtos primarios da mutagao. Sua ocorréncia esta condicionada a detecgao
de, ao menos, duas formas alélicas diferentes para uma determinada carac-
teristica. Quando elas sao observadas em individuos de uma mesma espécie,
sao conhecidas como polimorfismos. Se estdo acumuladas entre as espécies,
recebem o nome de divergéncia genética. Por outro lado, quando a variagao
ndo é observada, trata-se de um monomorfismo. J& o conceito quantitativo de
polimorfismo genético (P) esta relacionado a proporcdo de loci variaveis em
determinado genoma e é um importante indicador em estudos de diversidade
genética populacionais.

Dados experimentais gerados por métodos moleculares podem ser usa-
dos para estudar polimorfismos genéticos. Por exemplo, apés a separacao de
fragmentos de DNA de uma regido especifica por eletroforese em gel de aga-
rose, as bandas monomoérficas serdao aquelas que mostram todas o mesmo ta-
manho, em pares de bases, para todos os individuos analisados. Por outro lado,
guando ocorre variacdo no tamanho das bandas, a regido sera polimorfica (Fi-
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gura 1). Logo, nenhuma analise genética é possivel sem a existéncia de varian-
tes (mutantes).

N NN | T
1000 pb 1000 pb
I ped
o p——— ] —
- | [ -

Figura 1. Representacao de perfis de marcadores moleculares monomorficos (A) e polimoérficos (B) apds sepa-
racao por eletroforese em gel. Em A, observa-se que todas as amostras possuem fragmentos de mesmo tama-
nho, com aproximadamente 600 pares de bases (pb). Em B, observa-se que as amostras apresentam diferentes
tamanhos, variando de 300 pb a 1000 pb. O monomorfismo é resultante da falta de variagdo na regido conside-
rada (loco) para todas as amostras, enquanto o polimorfismo é decorrente de sua presenca. Ladder: marcador
de peso molecular. (1), (2), (3), (4): amostras.

6.3. Marcadores dominantes e codominantes

Com relagao ao poder discriminatoério dos genétipos analisados, os marca-
dores moleculares podem ser do tipo dominantes ou codominantes.

Os resultados de algumas técnicas moleculares sao visualizados como a
presenca (1) ou auséncia de uma banda (0) de tamanho especifico, que sao inter-
pretadas como um loco génico. Nesse caso, observam-se duas classes fenotipicas,
dominante e recessiva, pois apenas uma de duas variantes alélicas existentes é ex-
pressa. Independentemente da causa para a auséncia de banda, essa condicdo é
interpretada como homozigética recessiva. Por outro lado, na presenca da banda,
nao é possivel determinar se o loco corresponde a um genétipo homozigoto ou
heterozigoto. Sendo assim, marcadores moleculares dessa natureza sao chamados
de dominantes (Figura 2). Em geral, tais marcadores sao multilocos, com apenas
dois alelos por loco, e sao interpretados como dados binarios (1 e 0), dada a presen-
¢a ou auséncia do alelo. Alguns exemplos sao as técnicas de RAPD (Random Am-
plified Polymorphic DNA - Polimorfismo de DNA Amplificado Randomicamente),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo de Comprimento
de Fragmento Amplificado), DAF (DNA Amplification Fingerprinting - Impressao
Digital de DNA Amplificado) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Regiao Entre
RepeticOes de Sequéncia Simples).
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Figura 2. Base genética e deteccdo de marcadores dominantes. No exemplo, A, representa a forma alélica
dominante, uma vez que a regido-alvo (barras pretas) é amplificada por PCR e pode ser visualizada como uma
banda no gel. A, representa a forma alélica recessiva, ja que seu produto nao pode ser visualizado no gel. A
causa para isso é decorrente de alguma mutacéo (simbolo de estrela) no sitio de anelamento do primer (barra
de cor cinza), ocasionando a ndo amplificacdo da regido por ele flanqueada. Considerando individuos dipléi-
des, da combinagao desses dois alelos podem resultar trés diferentes genétipos: A A, (homozigoto dominante)
A A, (heterozigoto) e A A, (homozigoto recessivo). Observando-se o perfil no gel, como o fenétipo “presenca
de banda” pode corresponder aos gendétipos A A, ou A A, portanto, ndo sendo possivel distingui-los um do
outro, os marcadores sdo do tipo dominante. O fenétipo “auséncia de banda” corresponde ao genétipo homo-
zigoto recessivo (A,A,). As setas indicam a direcao da amplificacdo.

Quando na analise molecular é possivel visualizar a expressao fenotipica in-
dependente de cada variante alélica de um individuo, o marcador molecular é do
tipo codominante. Portanto, estes marcadores permitem a distincao entre genoti-
pos homozigotos e heterozigotos (Figura 3). Comumente, sao interpretados como
um unico loco com varios alelos e, portanto, permitem o célculo das frequéncias
alélicas de uma populacao. Isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism - Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdao), microssa-
télites ou SSR (Simple Sequence Repeats - Repeticdes de Sequéncia Simples) sao
alguns dos principais marcadores codominantes.
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Figura 3. Base genética e deteccao de marcadores codominantes. No exemplo, A, A, e A, representam trés
diferentes variantes alélicas, cujas regides-alvo (barras pretas) sao reconhecidas pelos primers (barras de cor
cinza) que as flanqueiam e sdo amplificadas por PCR. Porém, elas diferem quanto ao tamanho interno da regido
amplificada. Quando seus produtos sdo separados em gel, é possivel identificar cada uma dessas variantes por

tamanho, em pares de bases. Os genétipos homozigotos (A,A,, A,A e A A.) sao determinados pela presenca de

uma Unica banda no gel de tamanho correspondente a sua variante, enquanto os heterozigotos sao aqueles
com duas bandas de tamanhos diferentes, cada uma correspondente ao seu respectivo alelo (A A, A A e A A).
As setas indicam a direcdo da amplificagao.

6.4. Principais marcadores moleculares baseados em PCR

Os avancos decorrentes da tecnologia do DNA recombinante e das técnicas de
PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacao em Cadeia da Polimerase) e de sequencia-
mento de nucleotideos permitiram um enorme desenvolvimento cientifico a partir da
informacado genética acessada. Atualmente, existem inumeros marcadores molecula-
res de DNA, principalmente baseados em PCR e sequenciamento direto. Cada técni-
ca possui suas proprias vantagens e limitagdes. Geralmente, elas diferem no poder de
deteccao das diferencas genéticas, nos tipos de dados gerados e na sua aplicabilidade
a niveis taxondmicos em particular. Portanto, o cientista deve ter muito claro qual a per-
gunta a ser respondida ao optar pela escolha de determinado marcador molecular em
detrimento de outro. Além disso, ele deve considerar se a infraestrutura disponivel, os
recursos financeiros, o tempo, a disponibilidade de recursos humanos com treinamen-
to apropriado e conhecimento genético da espécie estudada sao adequados para a
execucao do trabalho. Quanto a infraestrutura basica necessaria, um laboratério basico
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de Biologia Molecular precisa contar com insumos e equipamentos para a realizacao de
extracdo de DNA, amplificacdo de material genético via PCR, separacdo por eletrofore-
se horizontal em gel de agarose, fotodocumentacao e analise estatistica dos dados.

Nos ultimos anos, a gama de métodos disponiveis para a deteccao da variabili-
dade genética a nivel de sequéncia de DNA e RNA, com o desdobramento das - dmicas,
permitiu a obtencao de um numero virtualmente ilimitado de marcadores, cobrindo
todo o genoma do organismo. Apesar de poderosas, as técnicas moleculares basea-
das em sequenciamento ainda sdo caras e oferecem melhor resolucdo nos niveis acima
de intragénero, enquanto os dados gerados pelos marcadores classicos de DNA sao
capazes de identificar a variacdo genética dentro da espécie, podendo discriminar in-
dividuos, com um custo e tempo reduzidos. A seguir, algumas das principais técnicas
moleculares baseadas em PCR sao brevemente descritas, com o intuito de esclarecer
seu funcionamento bdsico.

6.4.1. PCR-RFLP

Por algum tempo, os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism - Polimorfismos de Comprimento de Fragmento de Restricao) foram amplamente
utilizados na analise da variabilidade genética. A metodologia consiste na digestao de
amostras de DNA com enzimas de restricao, que reconhecem sitios especificos e fazem
cortes. Os fragmentos de DNA séo posteriormente separados de acordo com o tamanho
por eletroforese em gel, transferidos para uma membrana e hibridizados com sondas
sequéncia-especificas marcadas. Apds revelacdo por técnicas de autorradiografia ou
fluorescéncia, os polimorfismos sao identificados e analisados. As variacdes observadas
sao interpretadas como eventos de mutagao que criam ou eliminam sitios de reconheci-
mento para as enzimas de restricao. Portanto, dependendo da constituicao genética do
individuo analisado, diferentes tamanhos de bandas podem ser observados no gel.

Com o surgimento da PCR, a técnica RFLP tradicional foi modificada, eliminando
muitas desvantagens. Desse modo, a metodologia PCR-RFLP (Polymerase Chain Reac-
tion-Restriction Fragment Length Polymorphism - Reacao em Cadeia da Polimerase-Po-
limorfismos de Comprimento de Fragmento de Restricdo) passou a permitir a determi-
nacao de gendtipos de individuos a partir da amplificacdo de uma sequéncia especifica
de DNA, seguida pela digestao enzimatica por uma endonuclease de restricao e separa-
¢ao dos fragmentos por eletroforese em gel. Quando ocorre o reconhecimento de um
Unico sitio de corte para a enzima de restricao utilizada, interno a sequéncia amplificada,
uma das formas alélicas é identificada. Ela é evidenciada por duas bandas no gel, cuja
soma corresponde ao tamanho total da sequéncia original amplificada em pares de ba-
ses. Caso nao existam sitios de restricao, o produto sera visualizado como uma unica
banda de tamanho esperado no gel, correspondendo ao outro alelo (Figura 4).

Entre suas principais vantagens, com relacao a metodologia RFLP tradicional,
estdao: nao necessitar de grandes quantidades de tecido para analise, permitindo seu
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emprego em individuos muito pequenos ou em quantidade infimas de amostras; nao
requer o uso de sondas marcadas e, portanto, & mais segura, rapida e de menor custo;
€ um método alternativo ao sequenciamento direto de DNA; além disso, uma vez a
sequéncia-alvo esteja disponivel, os primers alelo-especificos podem ser desenhados e
prontamente usados combinados as centenas de enzimas de restricao comercialmente
disponiveis. Entre as desvantagens estao: cobrir uma regiao restrita do genoma, a pos-
sibilidade de néo existéncia de polimorfismos identificaveis por esse método nos loci
estudados e o alto custo de algumas enzimas de restricao.

Os marcadores produzidos por PCR-RFLP sao do tipo codominantes, ou seja,
permitem distinguir entre gendtipos homozigotos e heterozigotos (Figura 4). Desse
modo, esta técnica é amplamente utilizada na analise da diversidade genética entre
individuos ou populac¢des, identificacdo de associacdes entre variantes genéticas e ca-
racteristicas fenotipicas e diagnéstico de doencas genéticas, entre outros.

Figura 4. Base genética e deteccdo de polimorfismos de marcadores PCR-RFLP. No exemplo, primeiramente,
amostras de DNA foram amplificadas por PCR pelo uso de um par de primers especificos (barras de cor cinza)
que flanqueiam uma regido de 400 pares de bases (pb) de comprimento (linha superior de cor laranja). Quando
os produtos dessa reacdo sao digeridos pela endonuclease EcoR|, se a variante alélica A, estiver presente, ndo
ocorrera clivagem. Por outro lado, na presenca da variante A,, devido a existéncia do sitio de restricdo para EcoRl
(GAATTCQ), ocorre clivagem aproximadamente na regido correspondente aos 100 primeiros pares de nucleotideos
(simbolo de tesoura). Quando seus produtos sao separados em gel, é possivel identificar cada uma das variantes.
O fragmento de 400 pb corresponde ao alelo A,, enquanto os fragmentos de 100 pb e de 300 pb juntos corres-
pondem ao alelo A,. Consequentemente, individuos com genétipo A A, sdo aqueles que mostram apenas uma
Unica banda no gel de 400 pb; individuos com gendétipo A A, sao aqueles que mostram ambas as bandas de 100
pb e 300 pb e os individuos com gendtipo A A, sao aqueles que mostram as trés bandas (100 pb, 300 pb e 400
pb) simultaneamente. Como a técnica permite identificar os individuos heterozigotos, este marcador é do tipo
codominante. As setas indicam a direcdo da amplificacdo. Ladder: marcador de peso molecular.
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6.4.2. Microssatélites ou SSR

Além das sequéncias codificantes, os genomas possuem longos trechos de se-
quéncias repetitivas. Uma dessas classes, conhecidas como microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats - Repeticdes de Sequéncia Simples), sao caracterizadas por apresentar
repeticoes em tandem de di-, tri- ou tetranucleotideos. Tipicamente, os microssatélites es-
tao dispersos entre os diferentes cromossomos dos organismos, seja em regides que codi-
ficam ou nao proteinas. Possuem alta taxa de mutagao e, portanto, sao importantes para
evolucao no fornecimento e manutencao da variagcao genética. Acredita-se que tais even-
tos ocorram por erros durante a replicacéo do DNA ou por sua recombinagao desigual.

Para a obtencao de marcadores microssatélites ou SSR, um par de primers especi-
ficos (20 a 30 nucleotideos de bases), complementares a regido de sequéncia Unica que
flanqueiam a regido repetitiva, sao usados em uma PCR. A seguir, as diferengas no compri-
mento de cada segmento repetitivo que houver na amostra podem ser detectadas pela
separacao dos produtos por eletroforese (Figura 5). Considera-se que a regiao amplificada
pelo par de primers corresponde a um loco génico e que cada um dos fragmentos de dife-
rentes tamanhos visualizados sao suas variantes alélicas.

Figura 5. Base genética e deteccdo de polimorfismos de marcadores microssatélites ou SSR. No exemplo, uma regido
gendmica (barras pretas) que compreende uma regido microssatélite com motivo (GAC/CTG) foi amplificada por PCR
pelo uso de um par de primers especificos (barras de cor cinza) que anelam na regiao de sequéncia Unica que de-
limita a regido-alvo. Observa-se que as regides podem variar quanto ao nimero de elementos repetitivos, os quais
representam diferentes variantes alélicas, que podem ser identificadas por eletroforese como bandas de tamanhos
correspondentes ao nimero de repetices. Como o alelo A, possui seis blocos de repeticao, enquanto A, possui sete e
A, possui oito, em um gel, eles so representados como bandas em ordem crescente de tamanho, em pares de bases,
respectivamente. Desse modo, individuos com genétipo A A, sao aqueles que exibem uma Unica banda no gel e esta
possui menor tamanho. Individuos com genétipo A A, revelam uma nica banda de tamanho intermediario, enquanto
individuos A A, mostram uma unica banda e € a maior. Os genétipos heterozigotos exibem duas bandas, cada qual
correspondente a um dos diferentes alelos. Como a técnica permite distinguir genétipos homozigotos e heterozigotos,
o marcador é do tipo codominante. Embora raros, podem ocorrer alelos nulos (falha na amplificacéo). As setas indicam
a direcdo da amplificacéo.
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Alternativamente, algumas melhorias na metodologia convencional ja
foram propostas. Uma delas foi aperfeicoar a resolucao obtida na separacéo
dos fragmentos pela substituicdo da eletroforese em gel de poliacrilamida por
eletroforese capilar, bem mais eficiente em detectar pequenas variagdes de
tamanhos. Outra foi adotar a estratégia de PCR multiplex, que consiste na uti-
lizacdo, numa mesma amplificacdo, de pares de primers especificos para di-
ferentes loci gendémicos, desde que os alelos de cada loco possuam tamanho
suficientemente diferente para migrar em zonas separadas no gel.

Geralmente, loci microssatélites sao abundantes nos genomas (com alta
cobertura) e seus alelos sao altamente varidveis (multialelos). Apresentam pa-
drdo de heranga codominante, sao de analise simples e podem ser transferiveis
para outras espécies, visto a existéncia de conservacao de sitios microssatélites
entre espécies relacionadas.

A principal limitacao dessa técnica é decorrente da necessidade de mui-
to trabalho, recursos e pessoal qualificado para seu desenvolvimento. A obten-
cao desses marcadores requer a construcao de bibliotecas gendémicas, selecao
e posterior sequenciamento dos clones microssatélites, desenho de primers e
validacao das amplificacdes. Porém, com a crescente disponibilidade de ge-
nomas completos em bancos de dados publicos, o desenvolvimento de tais
marcadores pode ser abreviado para as espécies descritas ou relacionadas.

Os microssatélites sao a classe mais varidvel entre os marcadores mole-
culares, permitindo a estimativa das frequéncias alélicas nas populacoes. Além
disso, sao considerados marcadores neutros, ou seja, estao sob baixa pressao
seletiva. Por isso, sao valiosos nos estudos de diversidade genética. Também
sao amplamente usados no mapeamento fisico e genético, no teste de pater-
nidade, na analise clonal, entre outros.

6.4.3. RAPD

RAPD é uma técnica que detecta polimorfismos por meio da amplificacao
por PCR de uma sequéncia de DNA utilizando um Unico primer de sequéncia ar-
bitraria, ou seja, sua sequéncia-alvo no genoma é desconhecida. Se houver duas
sequéncias opostas, em cada uma das fitas complementares, que hibridizam com
esse primer, dispostas de modo palindrémico, a uma distancia igual ou menor
qgue 2 Kb, havera amplificacdo do segmento interno (Figura 6). Devido ao uso de
primers curtos (8 a 10 nucleotideos de comprimento) e de sequéncia arbitraria ou
aleatéria, elimina-se a necessidade de conhecer previamente a sequéncia-alvo,
amplificando, simultaneamente, vérios locos anénimos do genoma. Portanto, os
primers usados em reagées RAPD amplificam sequéncias de DNA simples ou DNA
repetitivo. Diferentes primers usados com o mesmo DNA gendémico originam pro-
dutos de PCR com diferentes niumeros e tamanhos e vice-versa.
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Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD é seu compor-
tamento como marcador genético dominante. Logo, um individuo dipléide
homozigoto dominante para aquele loco RAPD e um outro individuo heterozi-
goto sdo considerados como uma mesma classe fenotipica (presenca de banda
no gel) (Figura 6). A auséncia de banda representa, na realidade, o conjunto de
todos os outros alelos daquele loco que ndo podem ser amplificados devido a
uma alteracao na sequéncia de DNA no sitio de anelamento dos primers (mu-
tacdo do tipo insercao, delecao, entre outros). Consequentemente, algumas
premissas devem ser aceitas para interpretar tal marcador: os alelos recessivos
sao idénticos em estado; os alelos segregam de acordo com as Leis Mendelia-
nas e os gendtipos estao em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Alteragcbes nas concentracdes de reagentes e/ou condi¢coes de PCR in-
fluenciam no padrdo de bandas observado. Por isso, além do mecanismo de
heranca dominante, outra significante limitacao da técnica diz respeito a falta
de reprodutibilidade dos resultados e a producédo de artefatos. No entanto, o
RAPD pode ser otimizado para cada espécie e as bandas confidveis podem ser
validadas pela realizacao de testes de reprodutibilidade. Entre as vantagens do
RAPD, destacam-se: é uma técnica relativamente simples, barata (se compara-
da a outras técnicas moleculares) e eficiente; permite o trabalho com genomas
desconhecidos; requer pouca quantidade de DNA (da ordem de nanogramas);
produz grande numero de locus a ser examinado; é facilmente adaptavel ao
laboratério.

Os marcadores RAPD sao dos mais versateis métodos disponiveis para
analisar a diversidade genética, porque eles podem ser usados para determi-
nar genétipos ou a identidade taxondmica de espécies; estimar a paternidade
e relagdes de parentesco; analisar a estrutura de populagdes e a especiacao de
hibridos; gerar sondas especificas.
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Figura 6. Base genética e deteccao de polimorfismos de marcadores RAPD. No exemplo, sdo representados um par de
cromossomos homologos (DNA e DNA') de dois individuos dipldides e seus respectivos sitios de anelamento com um
primer RAPD (setas de cor cinza). As estrelas representam mutagdes, impossibilitando o reconhecimento pelo primer e
consequente amplificagao. As linhas azuis representam os produtos de amplificacao e seus respectivos tamanhos em
pares de bases (pb). No individuo 1, observam-se duas mutagdes em diferentes cromossomos e regides génicas, invia-
bilizando as amplificagdes nesses alvos. Genotipicamente, o individuo 1 é homozigoto para a presenca de amplificacdo
no loco 200 pb e heterozigoto (presenca e auséncia de amplificagdo) para os loci 400 pb e 500 pb. Usando o mesmo
raciocinio, o individuo 2 é homozigoto para o loco 200 pb, porém, para a auséncia do produto de amplificagdo; heterozi-
goto para o loco 500 pb e homozigoto para a presenca de ambos os amplicons para o loco 400 pb. Por sua vez, o fenéti-
po molecular, revelado por eletroforese em gel, ndo permite diferenciar gendtipos homozigotos de heterozigotos, pois
o produto da amplificagdo de uma das variantes alélicas é suficiente para ser evidenciada no gel. A analise é qualitativa,
ou seja, s6 é capaz de discriminar entre a presenca ou auséncia dos fragmentos. Portanto, os marcadores RAPD séo do
tipo dominantes, ja que tanto os individuos homozigotos para a presenca de banda (homozigoto dominante) quanto
os heterozigotos sdo capazes de expressar uma banda no gel. Também é possivel observar que a técnica é capaz de
reproduzir, num Unico experimento de PCR, a informacao de diferentes locos génicos (multilocos) e que estes estdo
distribuidos ao longo da molécula de DNA.

6.4.4.ISSR

A metodologia ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Regidao Entre Repe-
ticoes de Sequéncia Simples) é muito semelhante a metodologia RAPD (Figura 6).
Ela envolve a amplificacao de um segmento de DNA localizado entre duas regides
microssatélites idénticas, orientadas em direcdes opostas, com distancia suficiente
para ser amplificada. Para isso, a técnica utiliza regides microssatélites, com cerca
de 16 a 25 pares de bases de comprimento, como primers. As repeticdes podem ser
do tipo di-, tri-, tetra- ou pentanucleotideos. Os primers podem ser nao-ancorados
ou comumente ancorados nas extremidades 3’ou 5'com uma a quatro bases dege-
neradas nas sequéncias flanqueadoras, acarretando em diferencas nos resultados
(Figura 7).

106



Figura 7. Representacédo de primers ISSR de sequéncia (AG)8 do tipo ndo-ancorado (A) e ancorados na extremidade
3'(B) ou extremidade 5’ (C). Um Unico primer costuma ser usado por PCR e ele é de sequéncia complementar a duas
regides de orientacdo oposta, localizadas nas diferentes fitas da mesma molécula de DNA, ricas em repeticdes CT, que
flanqueiam a regido-alvo de sequéncia Unica. Em A, o primer ndo-ancorado pode se ligar em diferentes trechos da
repeticao CT em cada ciclo da PCR, resultando em produtos de amplificacdo de diferentes tamanhos, observados em
gel como bandas borradas. Em B, primers ancorados na extremidade 3’tendem a produzir produtos especificos, visua-
lizados como bandas nitidas no gel. Em C, primers ancorados de modo especifico na extremidade 5’ podem amplificar
trechos da repeticdo, gerando bandas de tamanho maior. Adaptado de Reddy et al. (2002).

Para a realizacao de uma reacao de PCR, um unico primer é comumente usa-
do. Visto que ao longo de uma molécula de DNA existem diversas regides repetiti-
vas complementares ao primer, o resultado é a amplificacao de diversos fragmentos
de diferentes tamanhos, que sao separados por eletroforese em gel e interpretados
cada um como um loco. As mutacdes que ocorrem no sitio de anelamento do pri-
mer, impedindo a amplificacdo do fragmento, explicam a auséncia da banda para
determinado loco.

Desse modo, os resultados sao observados como presenca ou auséncia de
bandas, sendo os marcadores considerados dominantes com segregacao segundo
o padrao mendeliano de heranca. Ocasionalmente, algum polimorfismo de varia-
¢ao de comprimento pode ocorrer devido ao uso de primers ancorados na regiao
5, que podem amplificar a regiao interna repetida do microssatélite com nimero
maior ou menor de nucleotideos presentes.
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De modo geral, a técnica ISSR é considerada de simples execucao, rapida,
eficiente, de baixo custo e segura, pois dispensa uso de radiacao. Os marcadores
ISSR sdao mais reprodutiveis do que os RAPD, provavelmente, devido ao maior com-
primento dos primers, que possibilitam maior estringéncia na etapa de anelamen-
to. Além disso, os primers podem ser desenvolvidos pelo proprio pesquisador sem
deter conhecimento prévio da sequéncia, permitindo definir comprimento, moti-
vo e ancoragem. A partir de um conjunto de primers disponiveis no laboratorio, é
possivel testar sua aplicabilidade para diferentes espécies. O uso de poliacrilamida
como matriz do gel melhora a resolucao da eletroforese, podendo aumentar, con-
sequentemente, o nimero de bandas polimérficas observadas. A combinacgao de
dois diferentes primers também pode ser testada para gerar nimero maior de pro-
dutos. Entre suas principais limitacoes, estao a natureza dominante dos marcado-
res, impedindo algumas analises genéticas, e a escassez de regides microssatélites
em alguns grupos de seres vivos.

Por serem abundantes, multilocos e exibirem alto polimorfismo, os marca-
dores ISSR sdao muito aplicados na obtencao de fingerprints de DNA, a fim de carac-
terizar germoplasmas, identificar clones, estabelecer parentesco entre individuos.
Além disso, sao usados em estudos sobre a analise da diversidade genética de po-
pulagées e mapeamento genémico.

6.5. Consideracoes finais

Os marcadores moleculares de DNA podem ser meios mais faceis e menos
laboriosos de obter informagdes genéticas de diferentes organismos. As técnicas
disponiveis sao capazes de responder diversas questdes (evolucionarias, taxono-
micas, parentesco, melhoramento genético e conservacao da biodiversidade), que
nao eram previamente possiveis apenas com o emprego dos métodos morfolo-
gicos tradicionais. Todavia, eles sao metodologias alternativas e devem ser vistas
como recursos complementares a outras abordagens, a fim de resolver problemas
bioldgicos.
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