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Apresentacao

Este texto trata da descoberta do DNA, de sua identificagio como material hereditario,
da elaborag¢io de seu modelo molecular por Watson e Crick e das estruturas secun-
darias e terciarias apresentadas por essa importante substancia quimica. A historia do
DNA ¢ um excelente exemplo de como o conhecimento cientifico progride. De uma
simples curiosidade quimica no século passado, o DNA passa a se constituir na mais
importante molécula do planeta, uma vez que nela estdo escritas as instru¢des para a
vida de praticamente todos os seres vivos. A compreensio da estrutura molecular dessa
substancia trouxe explica¢io para o fendmeno da vida e provocou a maior revolucio
cientifica ja ocorrida na histéria da humanidade.

Essa apostila for organizada pelos docentes do Instituto de Biociéncias da USP que
ministraram e ministram as disciplinas “Biologia Molecular e de Microrganismos”, “Biologia
Molecular” e “Fundamentos de Biologia Molecular” para os cursos de Bacharelado e
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas. O texto foi adaptado e compilado de diversos livros

didaticos e matérias instrucionais.

0 DNA como Material Hereditario:
a descoberta do DNA

O DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) foi descoberto em 1869 pelo bioquimico alemio Johann Miescher
(1844-1895). Nessa época, Miescher tentava determinar os componentes quimicos do nucleo das células e usava
como fonte de material para suas anilises os globulos brancos contidos no pus. Ele usou glébulos brancos pelo fato
de eles possuirem nucleos grandes, faceis de serem isolados do citoplasma, e de serem, na época, facilmente obtidos
nas ataduras usadas em ferimentos infeccionados.

A analise dos nuacleos revelou a presenca de um composto até entdo desconhecido, de natureza acida, rico em
fosforo e em nitrogénio, desprovido de enxofre e resistente a a¢do da pepsina, uma enzima proteolitica. Miescher
chamou esse composto, aparentemente constituido por moléculas muito grandes, de nucleina. Mais tarde, ele
isolou essa mesma substancia da cicatricula da gema do ovo de galinha e de espermatozéides de salmaio.

Em 1880, Albrecht Kossel (1853-1927) demonstrou que a nucleina continha bases nitrogenadas em sua estru-
tura, o que explicava o fato de ela ser rica em nitrogénio. Nove anos mais tarde Richard Altmann (1852-1900),
um aluno de Miescher, obteve nucleina com alto grau de pureza e pode confirmar sua natureza acida, dando-lhe
o nome de acido nucléico.

O material mais utilizado para a obtencio de acidos nucléicos passou a ser o timo de bezerro, um tecido de facil
obtenc¢io e que apresenta células com ntcleos grandes. Foi descoberto, entdo, que a degrada¢io do acido nucléico do
timo, na época chamado de 4cido timonucléico, liberava dois tipos de bases puricas, adenina e guanina, e dois tipos de
bases pirimidicas, citosina e timina.

Foi demonstrado também que um outro produto da degradacio do acido nucléico era um glicidio com 5
carbonos (uma pentose). O fosforo estava presente na forma de um derivado do acido fostérico (Quadro 1).

Em 1900, descobriu-se em levedura (fermento de padaria) um outro tipo de acido nucléico que possuia a base
nitrogenada uracila em lugar de timina. Esse acido nucléico diferia também do acido timonucléico por apresentar
o glicidio ribose em lugar de desoxirribose. Assim, foram caracterizados dois tipos de dcidos que foram denomi-
nados, em fun¢io do glicidio constituinte, acido ribonucléico (RNA) e acido desoxirribonucléico (DNA).

Em 1912, Phoebis Levene (1869-1940) e Walter Jacobs (1883-1967) concluiram que o componente basico
dos 4cidos nucléicos era uma estrutura composta por uma base nitrogenada ligada a uma pentose que, por sua
vez, estava unida ao fosfato. Esta unidade foi denominada nucleotideo. Uma molécula de acido nucléico seria,
portanto, um polimero constituido por uma série de nucleotideos unidos entre si, ou seja, um polinucleotideo.
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Apesar de continuarem estudando os acidos nucléicos, os cientistas nao faziam ideia da importancia desses com-
postos para os seres vivos. Muito tempo se passou entre a descoberta do DNA e sua identificacdo e aceitagio como
sendo o material hereditario. Acreditava-se que as proteinas, por sua impressionante variabilidade de composicio
e estrutura, eram a substancia perfeita para conter as informag¢des genéticas.

Experimentos Classicos
Parte I: A identificacao do material hereditario em bactérias

A descoberta da transformacéao bacteriana

A primeira evidéncia experimental de que o DNA é o material hereditario foi obtida em experimentos
realizados com bactérias, o pneumococo Streptococcus pneumoniae.

Os pneumococos podem se apresentar sob a forma de bactérias encapsuladas, que crescem em meio de cultura
solido, formando colonias convexas lisas, brilhantes, cremosas e com bordos regulares, denominadas colonias S (do
inglés smooth, liso). Essa é a forma virulenta da bactéria, a que causa pneumonia em camundongos, levando-os a morte.
As bactérias encapsuladas podem dar origem a variantes mutantes sem capsula, que crescem em meio solido formando
colonias achatadas, rugosas, opacas, friaveis e com bordos irregulares, denominadas colonias R (do inglés rough, rugoso).
Essas bactérias mutantes nao sao virulentas, isto €, ndo causam pneumonia em camundongos.

A diferenca entre os dois tipos de pneumococo ¢é a presenca de uma capsula de polissacarideos envolvendo as
células S e sua auséncia nas células do tipo R. Existem diferentes linhagens de bactéria tipo S, que diferem entre
si pela composi¢io quimica dos polissacarideos da capsula. Essas linhagens, ou subtipos, sio denominadas S-1,
S-II, S-IIT etc. e podem ser diferenciadas por meio de testes soroldgicos, pois cada uma delas induz a producio de
anticorpos especificos quando injetadas em coelhos. Assim, por exemplo, um coelho imunizado com a linhagem
S-I produz anticorpos capazes de reagir com bactérias do subtipo S-I, mas ndo com bactérias dos subtipos S-1I ou
S-III. Esse fato ja era conhecido na segunda década do século XX.

Como os anticorpos que permitem a distin¢do imunoldgica dos pneumococos sio dirigidos contra os polis-
sacarideos da cipsula, as bactérias do tipo R nio podem ser distinguidas por esse critério. Um fato interessante,
no entanto, é que, apesar de nio produzirem polissacarideos da capsula, as bactérias R mantém, de alguma forma,
as caracteristicas da linhagem original de bactérias S da qual se originaram. Assim, bactérias R originadas por
muta¢do de bactérias S-I, ao sofrerem mutagio reversa, originam sempre bactérias com capsula do subtipo S-I e
jamais qualquer um dos outros subtipos.

mutacgao
mutacao reversa

subtipo S-| =9 R subtipo S-I
mutacgao
mutacao reversa

subtipo S-II R subtipo S-lI
mutacao
mutacgao reversa

subtipo S-lll R subtipo S-llI

Em 1928, o médico sanitarista Fred Griffith (1877-1941) observou que camundongos injetados com uma
mistura de bactérias vivas do tipo R (ndo virulentas) e bactérias do tipo S (virulentas) mortas pelo calor morriam
de pneumonia. Isso foi uma surpresa, visto que nem a injecio de bactérias vivas do tipo R, nem a injecio de
bactérias do tipo S mortas pelo calor causava, isoladamente, a doenca. Mais surpreendente ainda foi a identificacio
de bactérias do tipo S vivas no corpo dos animais. Qutro fato curioso foi a observagio de que as bactérias S vivas
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presentes nos animais mortos eram do mesmo subtipo que as S mortas e nido do subtipo das R vivas. Por exemplo,
se as bactérias S mortas pelo calor fossem do subtipo 11, as bactérias S que surgiam eram também do subtipo S-II,
mesmo que a bactéria R usada no experimento fosse originaria de uma linhagem de outro subtipo.

Duas explicacdes podiam ser aventadas: ou as bactérias S mortas pelo calor haviam ressuscitado, o que seria um
absurdo, ou bactérias R vivas haviam sido transformadas em bactérias S por algum tipo de substancia (“principio
transformante”) liberada pelas bactérias mortas. Essa transformacio de bactérias do tipo R em S foi chamada
transformacao bacteriana (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esqueméatica do experimento de Griffith em que foi descoberta a transformacao bacteriana.

(a) Camundongo injetado com bactérias do tipo S morre de pneumonia.

(b) Camundongo injetado com bactérias do tipo R nao adquire a doenca.

(c) Camundongo injetado com bactérias do tipo S mortas pelo calor ndo adquire a doencga.

(d) Camundongo injetado com uma mistura de bactérias do tipo R vivas e bactérias do tipo S mortas pelo calor adquire pneumonia e
morre. No corpo deste Ultimo animal sdo encontradas bactérias S vivas do mesmo subtipo das S mortas que foram injetadas, do que se
conclui que as bactérias mortas pelo calor, de alguma forma, transformam as bactérias R vivas néo virulentas em bactérias S virulentas.

O principio transformante

O experimento original de Griffith foi repetido com sucesso em varios laboratérios. Sua elucidagio, no en-
tanto, s6 aconteceu em 1944, apds anos de dedicados estudos por parte de Oswald Avery (1877-1955) e seus
colaboradores. Esses pesquisadores descobriram inicialmente que a transformacio bacteriana podia ocorrer in vitro,
isto €, em um meio de cultura, fora do corpo de camundongos. Eles verificaram que, em culturas de bactérias R
misturadas com bactérias S mortas pelo calor, ocorria o aparecimento de bactérias do tipo S.

Em 1933, James Alloway (1900-1954), um colaborador de Avery, descobriu que um extrato de bactérias S tinha
a capacidade de transformar bactérias R em S. Alloway observou também que adi¢io de alcool ao extrato causava
a formac¢io de um precipitado espesso e viscoso que retinha a capacidade transtormante. Essa descoberta abriu
novas perspectivas para a purificacdo do “principio transformante”.

A partir de 75 litros de cultura de Streptococcus do tipo S, Oswald Avery, Colin Macleod (1909-1972) e Maclyn
McCarty (1911-2--5) isolaram 25 miligramas de um extrato com altissimo poder transformante. Tratamentos com
amilase (enzima que degrada polissacarideos), com proteases (enzimas que degradam proteinas) ou com ribonu-
cleases (enzimas que degradam RINA) nio afetavam o poder transformante do extrato purificado. No entanto,
quando foi submetido a tratamento com DNAse (desoxirribonuclease), uma enzima que degrada DNA, o extrato
perdeu completamente seu poder de transformar bactérias R em S.
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Assim, em 1944, apds 12 anos de intensa atividade de pesquisa, Avery e colaboradores chegaram a conclusio
de que a substancia transformante era DNA (Fig. 2). Alguns pesquisadores imaginaram que, se o DNA tinha
capacidade de transformar definitivamente caracteristicas hereditarias das bactérias, ele deveria ser o proprio
material hereditario. Outros pesquisadores, no entanto, argumentavam que, mesmo apos toda a purifica¢do
do principio transformante, poderiam restar ainda quantidades minimas de proteinas e que estas sim seriam
as responsaveis pela transformacio. Por volta de 1952, foram obtidas preparac¢des ativas de extratos bacterianos
com menos de 0,02% de proteinas, indicando que a atividade transformante nio poderia ser devida a proteinas
contaminantes da preparacio de DNA.

macerado de bactérias
com céapsula

RNA

bactérias bactérias
transformadas transformadas
linhagem S linhagem S

Figura 2. Representacdo de um experimento mostrando que o DNA é o principio transformante.
O DNA ¢ a Unica substancia presente no extrato de bactérias S capaz de transformar bactérias R em S.

Parte Il: A identificacdo do material hereditario de fagos

Em 1952, o trabalho de Alfred Hershey (1908-1997) e Martha Chase (1927-2003) veio corroborar a identifi-
cacio do DNA como sendo o material hereditario. Esses pesquisadores trabalharam com o virus bacteridéfago T2,
um organismo extremamente simples constituido por uma molécula de DNA envolvida por uma capa protéica e
cujo ciclo de vida ja era bem conhecido. Um Gnico virus pode infectar uma bactéria e lisa-la em aproximadamente
30 minutos, liberando centenas de novos virus que sdo copias do fago infectante. A pergunta que se fazia naquela
época era qual dos dois componentes do fago, o DNA ou a proteina da capsula, constituiria o material hereditario.

Hershey e Chase basearam-se na propriedade das proteinas de nio conter o elemento fosforo em sua composi¢io
e do DNA nio conter o elemento enxofre, para realizar um engenhoso experimento que permitiu a identificacio do
DNA do virus como o responsavel pela sua hereditariedade. Para isso, foi preciso marcar com isdtopos radioativos as
proteinas e os acidos nucléicos dos fagos.

Quando bactérias sio cultivadas por algumas horas em um meio de cultura contendo o is6topo radioativo do
fosforo (*°P), todas as moléculas das células bacterianas que tiverem esse elemento em sua composi¢io se tornam
radioativas. Se essas bactérias forem infectadas por bacteriofagos, os fagos gerados terdo seu DNA radioativo, uma
vez que o virus utiliza matéria-prima da bactéria hospedeira para produzir sua descendéncia. Da mesma forma,
se bactérias forem cultivadas em meio de cultura contendo isdtopo radioativo do enxofre (**S), elas produzirio os
aminoacidos cisteina e metionina com o elemento radioativo e suas proteinas, consequentemente, ficario radioativas.
Se essas bactérias forem infectadas por fagos, as proteinas virais sintetizadas serdo radioativas, uma vez que os fagos
utilizam aminoacidos da célula bacteriana como matéria-prima para a formacio de sua capa protéica. Foi exatamente
isso que Hershey e Chase fizeram para obter fagos com DNA radioativo e fagos com proteinas radioativas.
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Os dois tipos de bacteriofagos foram utilizados para infectar, independentemente, bactérias normais (ndo radioa-
tivas) e o destino dos dois componentes basicos (fosforo e enxofre) pode ser seguido gragas a radioatividade neles
incorporada. Imediatamente apds a infec¢io, as bactérias eram agitadas em um liquidificador, o que desfazia as
ligacoes das capas protéicas virais adsorvidas as paredes das bactérias. Em seguida, as culturas eram centrifugadas a
fim de separar as bactérias das capas protéicas virais e a radioatividade era medida tanto nas bactérias precipitadas
quanto no sobrenadante da centrifugacio onde se encontravam as capsulas virais (Fig. 3).
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Figura 3. Representagao esquematica do experimento de Hershey e Chase em que foi demonstrado ser o DNA e ndo proteinas
o material genético do fago. O experimento utilizou dois tipos de marcagdo: um em que a cépsula protéica dos fagos era marcada
com %S radioativo e outro em que o DNA viral era marcado com %P radioativo. Apenas o *?P foi injetado nas bactérias, indicando
ser o DNA o agente necessdrio para a producdo de novos fagos.

&

Verificou-se que grande parte do fosforo radioativo incorporado nos fagos era transferida para o interior das
bactérias infectadas e que a radioatividade aparecia posteriormente na progénie de fagos produzida pela lise das
bactérias. A radioatividade devida ao enxofre tinha um destino diverso: ela nio penetrava na bactéria infectada e
nio aparecia na progénie produzida.

Esses resultados permitiram concluir que apenas o DNA do fago penetra na bactéria por ocasiio da infec¢io
e que, a partir dele, é produzida toda uma geracio de fagos com DNA e proteinas tipicos da espécie de fagos
utilizada. Portanto, a fonte das informag¢des hereditarias ¢ o DNA, pois a partir dele pode ser formado tanto DNA
quanto proteinas virais.

Parte Ill: O modelo da dupla-hélice

A descoberta de que o DNA era realmente o material hereditirio fez com que um grande niimero de pesquisa-
dores tivesse a sua atencio voltada para a elucidacio da estrutura dessa molécula: que caracteristicas permitiriam ao
DNA ser o banco de memoria da informagio hereditaria?

O grande desenvolvimento das técnicas biofisicas e bioquimicas no periodo pds-Segunda Guerra Mundial permitiu
que, em menos de dez anos, a estrutura fisico-quimica do DINA fosse elucidada.
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As descobertas de Chargaff

Uma contribui¢io importante para a elucida¢io da estrutura do DNA veio dos estudos realizados no laboratério
de Erwin Chargaft (1905-2002), no periodo de 1949 a 1953. Chargaft e colaboradores empregaram métodos de
cromatografia para quantificar cada um dos tipos de base nitrogenada em amostras de DINA de diferentes espécies e de
diferentes 6rgios de uma mesma espécie. Alguns dos resultados obtidos nesses estudos estio apresentados na Tabela I.

Tabela I. Proporgcoes molares de bases em DNA de diversas fontes.

A+T
Organismo Tecido T C |——
G+C

E. coli 26,0 23,9 24,9 25,2 1,00
S. pneumoniae - 29,8 31,6 20,5 18,0 1,59
M. tuberculosis - 15,1 14,6 34,9 35,4 0,42
Levedura - 31,3 32,9 18,7 171 1,79
Ourigo-do-mar  esperma 32,8 32,1 17,7 18,4 1,85
Arenque esperma 27,8 27,5 22,2 22,6 1,23
Rato medula éssea 28,6 28,4 214 21,5 1,33
Homem timo 30,9 29,4 19,9 19,8 1,562
Homem figado 30,3 30,3 19,5 19,9 1,53
Homem esperma 30,7 31,2 19,3 18,8 1,62

Os resultados de Chargaff e colaboradores permitiram que fossem tiradas importantes conclusdes sobre a com-
posicio de bases do DNA. Verificou-se que essa composi¢io variava de uma espécie para outra, mas era constante
dentro de uma mesma espécie.

No entanto, em qualquer DNA a porcentagem da base timina é sempre idéntica a da base adenina, enquanto
a porcentagem da base citosina é sempre idéntica a da base guanina. Em outras palavras, enquanto as propor¢des
entre as bases variam de espécie para espécie, o total de bases ptricas (A+G) é igual ao total de bases pirimidicas
(T+C), ou seja:

A+G_1

=1 =
T+C

A
T

Anélises por difracao de raios X

Enquanto alguns grupos se dedicavam a analise quimica do DNA, outros passaram a estudar a estrutura da
molécula por meio da difracio de raios-X, uma metodologia que estava fornecendo formidaveis contribui¢cdes
a elucidacdo da estrutura das proteinas. Os resultados mais importantes de difracdo de raios X de moléculas de
DNA vieram do laboratorio de Maurice Wilkins (1916-2004) e Rosalind Franklin (1920-1958). Esses resultados
indicaram que o DNA tem uma estrutura helicoidal (Fig. 4).

Com base nos dados bioquimicos e cristalograficos
entdo disponiveis, diversos modelos para o DNA foram
propostos. Alguns autores imaginaram que a molécula
fosse constituida por duas fitas polinucleotidicas com as

Figura 4. Fotografia de uma difracao
de raios X, tirada por Rosalind
Franklin, que foi peca chave na
elucidacdo da estrutura espacial

da molécula, confirmando a sua
configuracao helicoidal.

bases voltadas para dentro, porém sem qualquer relagio
especifica entre elas; outros imaginaram duas fitas com
as bases voltadas para fora ou ainda, trés fitas entrelacadas

com as bases também voltadas para fora.
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O modelo de Watson e Crick

Em 1953, James Watson (1928) e Francis Crick (1916-2004) apresentaram um modelo compativel com os
resultados experimentais e que serviu de base para experimentos historicos que confirmaram sua hipétese inicial.
A estratégia empregada por esses dois pesquisadores foi a constru¢do de um modelo molecular que levava em conta
o tamanho e configura¢io espacial dos nucleotideos e ainda respeitava os dados de Chargaft e dos cristalégrafos.

Segundo o modelo proposto por Watson e Crick, a molécula de DNA ¢ constituida por duas cadeias poli-
nucleotidicas dispostas em hélice ao redor de um eixo imaginario, girando para a direita (uma hélice dupla). As
duas cadeias polinucleotidicas mantém-se unidas por meio de pontes de hidrogénio, que se estabelecem entre
pares de bases especificos: adenina com timina e citosina com guanina. Assim, as duas cadeias que constituem
um segmento de DNA sio complementares entre si, ou seja, onde em uma delas existir uma timina, na outra
existird uma adenina, e onde existir uma guanina, na outra existird uma citosina. Além disso, o modelo prediz
que as duas cadeias polinucleotidicas sio antiparalelas, ou seja, elas tém polaridades opostas: em uma delas o
esqueleto agticar-fosfato estd orientado no sentido 3° — 5’, ou seja, do carbono 3’ de um nucleotideo na extre-
midade de uma cadeia ao carbono 5’ do nucleotideo adjacente, enquanto que na fita complementar a orientacio
é inversa, do carbono 5 a0 3’ (5° — 3’).

Os estudos de difragio de raios-X haviam revelado que o diametro externo da dupla hélice é de cerca de 2 nm,
enquanto que a distancia entre os acicares ¢ de 1,1 nm. Assim, os pares de bases A-T e C-G tém o diametro exato
para caber dentro da dupla hélice. Isso indicou que uma purina sempre se emparelha com uma pirimidina; pares
purina-purina ou pirimidina-pirimidina nio tém diametros que se ajustem ao diametro interno da dupla-hélice.
A hélice da uma volta completa a cada 3,4 nm, o que corresponde a, aproximadamente, 10 pares de bases. Assim, a
distancia entre dois pares de bases vizinhos, ou entre dois degraus da hélice de DNA, ¢ de 0,34 nm. As bases timina e
adenina sio mantidas emparelhadas por meio de duas pontes de hidrogénio enquanto a guanina se emparelha com a
citosina por meio de 3 pontes de hidrogénio (Fig. 5).
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Figura 5. Emparelhamento normal entre as bases do DNA.

Se imaginarmos a hélice de DNA como uma estrutura cilindrica com cerca de 2,0 nm de diametro, notaremos
que a superficie da molécula é irregular, formando dois sulcos ou depressdes, de tamanhos diferentes que giram ao
longo de todo o seu comprimento. O sulco menor resulta da depressio existente entre as duas cadeias complemen-
tares, enquanto que o sulco maior resulta da depressio existente entre os giros adjacentes da hélice. Os sulcos sio
importantes porque deixam livres superficies para a interacio entre o DNA e proteinas (ver Quadro 1).
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Quadro 1: Componentes e estrutura dos acidos nucleicos

Bases nitrogenadas Bases nitrogenadas sdo compostos com esqueleto em anel
contendo Nitrogénio. Elas podem ser do tipo pirimidina, que
0 contém apenas um anel hexagonal, ou do tipo purina, que
” contém dois anéis, um hexagonal e outro pentagonal.
C N NH
“Tuls @N {TE Y -
Uracila 6 j 9 16 A N Ca
HC~_ _~ 1 N 1 / ~C7 XN\
N \O N N HC | A |
H PIRIMIDINA PURINA A 4cnina \N/C\ _CH
9 NH N
. ’ o H
HC ” Timina Citosi |
3 itosina ;
C ¢ Guanina "
HC~_ /c\ HC"\C/|C HC\ g G é
N N\ e
0 N N\ N LY
H H 0 H N NH,
FOSFATOS NUCLEOSIDEO
r ligacao NHz
N-glicosidica
NH
\N a 2
FOSFATO | /K }‘T N
(I? N (0} l
’O—P—O—CHz BASE ('? N
& O 0—P—0—CH,
| @)
O
ACUCAR
OH OH ACUCAR
Um nucleotideo consiste de uma base o] Skl
nitrogenada, um aguticar com cinco atomos Nucleotideo monofosfato
de Carbono e um ou mais grupos fosfatos.

Acucares
Pentose
Fosfato um agucar com cinco
, atomos de carbono

0 Cs

Il

0—pP—0
|
o

O Fosfato confere
carga negativa ao
nucleotideo e aos
acidos nucléicos.

Cada Carbono no agucar de um
nucleotideo é indicado por um

a forma correta de se referir
a eles é dizer, por exemplo,
“carbono cinco linha” etc.

dois tipos podem
estar presentes nos
acidos nucléicos

numero seguido de um apostrofo;

B-D-Ribose
entra na composicao
do acido ribonucléico

B-D-2-Desoxirribose
entra na composicao do
acido desoxirribonucléico

OH
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Quadro 1: Componentes e estrutura dos acidos nucleicos (continuagao)

Dupla hélice do DNA
Uma hélice de DNA
é formada por duas

¥
cadeias polinucleotidicas Detalhe da dupla hélice :
emparelhadas por pontes de DNA no espaco
de Hidrogénio entre as (notar o antiparalelismo
bases nitrogenadas. das cadeias) 5’

20A
—
3,4A]
34A
Depressao
menor
Depressao
maior

Detalhe da dupla hélice

de DNA no plano /H
(notar o antiparalelismo CH, (& J H—N N
das cadeias) \C_O/ \C—C/ \,CH Y
7 \
HC/ \N—H ---------------- N/ \C/N 5
0 —Z N
- N
5 AN H 0
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Parte IV: Evidéncia da replicacao semiconservativa

Uma hipétese para a replicacio da molécula de DNA foi proposta por Watson e Crick em 1953, em seguida
a proposicio do modelo de sua estrutura. Watson e Crick imaginaram que durante a replicacio do DNA cada
uma das duas cadeias polinucleotidicas componentes da molécula atuaria como molde para a sintese de uma
cadeia complementar. Assim, uma molécula ao se replicar produziria duas moléculas filhas, cada uma delas
composta por uma cadeia polinucleotidica antiga, originada da molécula mie, e outra nova, recém-sintetizada.
Como, segundo essa hipotese, metade da molécula é conservada a cada replicacio, o mecanismo foi chamado
de replicacdo semiconservativa (Fig. 6).

Figura 6. Representacao esque-
matica da hipdtese da replicagao
semiconservativa do DNA. A
molécula original se abriria, por
meio da quebra das pontes de
hidrogénio entre as bases, e cada
cadeia atuaria como molde para a
sintese da cadeia complementar.

As duas cadeias da hélice parental
se separam e cada uma delas es-
pecifica a sintese de uma cadeia
complementar de acordo com as
regras de emparelhamento de

O desenvolvimento das técnicas de analise bioquimica no decorrer da década de 1950 permitiu testar a hipdtese
da replicagdo semiconservativa do DNA. Isso foi feito pela primeira vez em 1958 pelos pesquisadores Matthew
Meselson (1930) e Franklin Stahl (1929).

Marcagao do DNA por incorporagao de nitrogénio pesado "°N

Meselson e Stahl imaginaram que, se as duas cadeias polinucleotidicas de uma molécula de DNA fossem marcadas,
seria possivel fazer uma previsio sobre o destino dessas cadeias no decorrer das geragdes celulares subsequentes.
Segundo a previsio,

a. apods uma replicacdo, ambas as moléculas filhas estariam marcadas e cada uma delas conteria
metade da marca¢io da molécula mie;

b. apos duas replicacdes, metade das moléculas estaria nio-marcada enquanto a outra metade
apresentaria a mesma quantidade de marca¢io que a das moléculas filhas resultantes da
primeira replicagao.

O teste da hipdtese semiconservativa foi possivel porque na época os autores dispunham de métodos eficientes
tanto para marcar moléculas de DNA como para separar as moléculas nio-marcadas das marcadas e, dentre essas
altimas, distinguir moléculas com diferentes quantidades de marcagio entre si.

Meselson e Stahl marcaram as moléculas parentais de DNA com um isétopo pesado (mas nio radioativo) do
nitrogénio, o N. Isso foi feito cultivando-se bactérias Escherichia coli em meio de cultura onde a tGnica fonte de
nitrogénio disponivel era um sal contendo o isdtopo "N. Ao final de quatorze geracdes nesse meio, pode-se prever
que todo o DNA das bactérias continha °N ao invés de '*N. As bactérias foram, entio, transferidas para um meio
contendo apenas a forma leve do nitrogénio, o "N, fornecida como ""NH ,+. Portanto, todo o DNA sintetizado
no novo meio de cultura, teria '"*N, ao invés de N.
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A hipotese da replicacio semiconservativa previa que, apos um ciclo de replicagio no novo meio, cada molécula
de DNA conteria 50% de "N e 50% de "N. Apds duas replicacdes no novo meio, metade das moléculas de DNA
conteria apenas '*N, enquanto que a outra metade seria constituida por moléculas contendo 50% de "N e 50% de "*N.
Essa previsdo esta esquematizada na Figura 7 (Fig. 7).

Mas como distinguir esses diferentes tipos de moléculas de DNA para verificar se a previsdo se confirmava?

molécula

parental
molécula de
alta densidade,
constituida por "*N

adicdo de "N

primeira geracéo
de moléculas em
meio com "N

moléculas de
densidade intermedidria,
constituidas por *N e "°N

de moléculas em
A
moléculas de pequena
densidade, constituidas
por "N
B
moléculas de densidade
intermedidria, constituidas

meio com "N
14 15
B A por N e "N

segunda geracéo l
B

A

Figura 7. Resultados previstos por Meselson e Stahl caso a replicacao do DNA
fosse semi-conservativa.

Separacao do DNA em gradiente de cloreto de césio

Essa distin¢do foi possivel gracas a técnica analitica desenvolvida por Jerome Vinograd (1913-1976), que ficou
conhecida como centrifugacao de equilibrio em gradiente de densidade. O gradiente de densidade se
forma quando uma solu¢io de cloreto de césio é submetida a uma ultracentrifugacio. O sal de césio fica distribui-
do em concentracdes gradativamente maiores do topo para o fundo do tubo, de modo que a solu¢io é mais densa
no fundo e menos densa no topo. Quando moléculas de uma substancia sio adicionadas a soluc¢io de cloreto de
césio e a mistura ¢ submetida a uma ultracentrifuga¢io, essas moléculas se posicionam no gradiente em uma faixa
correspondente a sua propria densidade.

Moléculas de DNA com propor¢des diferentes de "N e N tém densidades diferentes e podem ser separadas
umas das outras por centrifugacdo em um gradiente de cloreto de césio. Moléculas de DNA com 100% de "N,
com 100% de "N e com 50% de "N e 50% de "N estacionam em posi¢des diferentes no gradiente: as primeiras
mais abaixo, as segundas mais acima e as tltimas em posi¢ao intermediaria entre as outras duas.

Em seu experimento, Meselson e Stahl verificaram que as moléculas de DNA extraidas de bactérias cultivadas
em meio normal com "IN formavam uma faixa na parte superior do gradiente de cloreto de césio, ou seja, tinham
uma densidade relativamente baixa. Ja o DNA extraido de bactérias cultivadas por quatorze geracdes em N for-
mava uma faixa na parte inferior do gradiente, ou seja, tinha uma densidade relativamente alta. O DNA extraido
de bactérias cultivadas por quatorze geragdes em meio com PN e por uma gera¢io adicional em meio com "N
formava uma faixa no gradiente em posi¢io intermediaria entre as duas primeiras. Finalmente, o DNA extraido
de bactérias cultivadas por quatorze geracdes em N e por duas geracdes adicionais em "N formava duas faixas
no gradiente de cloreto de césio, uma correspondente 3 do DNA extraido de bactérias da primeira geracio em
meio com "N, apds quatorze geragdes em meio N, e outra correspondente 3 do DNA de bactérias cultivadas
sempre em meio com "N,
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Os resultados experimentais concordaram, portanto, com a previsao da hipdtese da replicacdo semiconservativa
do DNA, a qual foi, entio, aceita como verdadeira (Fig. 8).

Densidade—>| Densidade—>| Geracoes

J
} !
N os
%
| ji\\,.’- 0.7
)\
4 G 1.0
//\L_—— 1.1
A\
_ 1.5
ML 1.9
|
)\l!\_/ 2.5
|
I 3.0
[ |
‘ J ¥_ 4.1
,J\, 0e1.9
i "\_—  misturados Figura 8. Resultados experimentais obtidos
por Meselson e Stahl. (a) Fotografias da
| | absorcao de luz UV mostrando as bandas de
; ] ' \ Qte 4-(;] DNA no gradiente de cloreto de césio, apds
- i [ . Mmisturados 0, 1,0 e 1,9 geragcdes em meio com “N. (b)
t ) Curvas microdensitrométricas das absorcoes
de luz UV mostradas em (a). A baixa
“N N N N densidade do gradiente de cloreto de césio
DNA DNA DNA DNA

estd a esquerda e alta, a direita.

Parte V: Visualizacao da replicacao do cromossomo bacteriano

No inicio da década de 1960, John Cairns (1922) conseguiu pela primeira vez observar DNA bacteriano em
duplica¢io e confirmar a circularidade do cromossomo sugerida anteriormente por experimentos genéticos.

A técnica usada por Cairns permitiu a observa¢ao de moléculas integras de DNA bacteriano. Esse foi um feito
extraordinario, uma vez que essas moléculas se quebram facilmente durante o processo de isolamento. Sobre isso
Cairns escreveu o seguinte:

“Embora nada se soubesse a respeito do ntimero de moléculas de DNA no cromossomo da Escherichia
coli, sabia-se que a dispersio do DNA da bactéria entre seus descendentes era semi-conservativa. Por esta
e outras razdes, parecia provavel que o cromossomo bacteriano fosse uma tinica molécula de DNA muito
grande. No entanto, todo o DNA isolado de bactérias era constituido por moléculas muito menores que
o tamanho esperado para o cromossomo completo. Uma razio para isso foi sugerida por A. D. Hershey
[...]. Ele afirma que moléculas de DNA gigantes, como as que formam o cromossomo de certos virus
[-..] s3o tdo grandes que se tornam excessivamente frageis. Talvez o mesmo seja verdade a respeito do cro-
mossomo bacteriano [...] que contém cerca de 20 vezes mais DNA que o maior dos virus bacterianos.”

Cairns concluiu que o procedimento para visualizar a replicacio do DNA bacteriano teria que ser delicado o
suficiente para proteger a molécula de quebras. Além disso, os contornos da fibra original e das recém-sintetizadas
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teriam que ser observados. O aparelho adequado para observar fibras tdo finas quanto a molécula de DNA seria
o microscopio eletronico. Cairns, no entanto, optou pela auto-radiografia e observagio em microscopia Optica,
porque “oferece certas vantagens peculiares e porque ja provou ser a técnica mais facil, embora menos precisa, para
a visualiza¢io de moléculas grandes de DNA.”

A técnica de auto-radiografia consiste em se marcar com isdétopos radioativos as moléculas que se deseja observar.
Em seguida, o material marcado é coberto com uma emulsio fotografica e mantido protegido da luz por um certo
tempo que pode variar de horas a meses, dependendo do grau de marca¢io. Nesse periodo de exposi¢io, a radiacio
beta (elétrons resultantes da desintegracio atomica do nuacleo do isétopo) impressiona a emulsio fotografica. Assim,
apos a revelacio da emulsio os grios negros no filme corresponderio a desintegragcdes atdmicas, revelando a presenga
de 1s6topos radioativos no local impressionado.

Cairns usou timina radioativa para marcar as moléculas de DNA bacteriano. Ele adicionou essa substancia ao meio de
cultura das bactérias imaginando que ela seria absorvida pelas células e, no caso dessas estarem duplicando seu cromos-
somo, ela seria incorporada nas novas moléculas de DNA. A timina é uma base nitrogenada que entra exclusivamente
na composicio do DNA, sendo, portanto, um marcador especifico dessa substancia.

Essa técnica ja havia sido usada por Cairns para marcar DNA viral e mostrar a forma dos cromossomos de virus
bacterianos. Segundo ele

“Isso foi possivel porque, apesar do baixo poder de resolu¢io da auto-radiografia (comparada com o
poder de resolucio do microscopio eletronico), as moléculas de DNA sio tio longas que aparecem sob
a forma de um arranjo linear de grios (resultantes da impressdo do filme autorradiografico). O método
exagera grosseiramente o diametro do DINA, mas isso nao constitui problema para o estudo que realizo”.

Cairns descreve seu trabalho com as bactérias da seguinte maneira: “O projeto geral dos experimentos requeria
que o DNA marcado fosse extraido das bactérias tio delicadamente quanto possivel, e depois montado — sem
quebrar suas moléculas — para a auto-radiografia. O que fiz foi matar as bactérias que tinham sido alimentadas
com timina radioativa por diversos periodos de tempo, colocando-as em um pequeno recipiente, fechado em
um dos lados por uma membrana semipermeavel. No recipiente foi adicionada uma solu¢io contendo a enzima
lisozima e um detergente para romper as células bacterianas e liberar seu DNA”.

Apds a digestio das bactérias,a membrana que cobria o recipiente era perfurada e o liquido escorrido vagarosamente.
Nesse processo, algumas moléculas de DNA ficavam aderidas 3 membrana que era, entio, coberta com a emulsio foto-
grafica e deixada em exposi¢ao por cerca de dois meses. Cairns optou por deixar que o DNA aderisse espontaneamente
a0 filtro para diminuir a turbuléncia sofrida pelas moléculas, evitando assim sua quebra.Visto que a E. coli sintetiza DNA
durante todo seu ciclo de divisio, algum DNA extraido deveria ser flagrado no ato de replicacio (Fig. 9).

Figura 9. Representacao esquematica
do experimento de Cairns.

(1) As bactérias e a lisozima sao
colocadas em um recipiente fechado
por uma membrana semi-permeavel.
(2) O recipiente € mergulhado em
uma solucao contendo detergente, o
qual difunde-se através da membrana
semi-permeavel e provoca a ruptura
das células bacterianas com liberacao
de seu DNA. (3) O recipiente é
transferido para uma solucéo salina
cujo objetivo é eliminar por difuséo

o detergente. (4) A membrana
semi-permeavel é perfurada de
modo que a solugao do recipiente
escoe lentamente. (5) A medida

que a solucao escoa, moléculas de
DNA ficam aderidas a8 membrana
semi-permeavel. (6) A membrana é
retirada, colocada sobre uma lamina

de microscopia e coberta com a
emulsao fotogréfica.

Segundo Cairns:
“Uma virtude peculiar da auto-radiografia é que se vé apenas aquilo que foi marcado: por isso, a
técnica pode dar informagdes sobre a historia, assim como sobre a forma de uma estrutura marcada.
A maneira mais facil de determinar qual dos esquemas de replicacio estava ocorrendo seria observar um
DNA que tivesse replicado por um curto periodo de tempo na presenca de timina marcada. Apenas o
DNA sintetizado mais recentemente seria visivel e, assim, seria possivel determinar se as duas moléculas
descendentes estavam sendo produzidas no mesmo ponto ou em regides diferentes da molécula original”.
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As figuras obtidas apds marcag¢do por apenas trés minutos, cerca de um décimo do tempo de gera¢io, mostraram
que os dois fios marcados estavam sendo produzidos no mesmo local, ou seja, em uma regido particular de uma
molécula original maior. Elas mostraram também que pelo menos 80 micrometros de DNA se replica nesse
intervalo de tempo.

Outra conclusio foi que duas estruturas estavam sendo sintetizadas simultaneamente na regido de replicagio
o que evidenciava o aspecto semiconservativo da duplica¢io cromossomica em bactéria. No entanto, saber se o
cromossomo bacteriano era constituido por uma tinica molécula de DNA e como se dava a sua duplicacio como
um todo demandou um grande esfor¢o. Cairns descreve essa etapa da investigacdo nos seguintes termos: “foi
necessario observar o DNA marcado com timina através de varias gera¢des. Além disso, era preciso encontrar, no
emaranhado de cromossomos extraidos de E. coli, auto-radiografias de cromossomos intactos e desembaracados o
suficiente para poderem ser vistos integralmente”. A figura 10 mostra uma auto-radiografia de um cromossomo
intacto em replica¢io, ao lado de um esquema interpretativo.

Os resultados de Cairns permitiram-lhe concluir:

1. “O cromossomo de E. coli contém, aparentemente, uma tnica molécula de DNA, de mais ou menos
1 milimetro de comprimento [...]. E, de longe, a maior molécula de que se tem conhecimento no
sistema biologico.

2. A molécula contém duas cadeias polinucleotidicas que se separam na época
da duplicacio.

3. A molécula se duplica em um tnico ponto que se desloca por todo o cromossomo. Nesse ponto, as
duas novas cadeias estio sendo produzidas: duas cadeias vio se tornando quatro. Esse ponto veio a se
chamar “forquilha” de replicac¢do, por causa de sua forma.

4. Os cromossomos em duplicagio nio tém a forma de letra’Y, como aconteceria no caso de uma estrutura
linear. Em vez disso, as trés extremidades do'Y estio unidas: as extremidades das moléculas —filhas estio
unidas umas as outras e a extremidade da molécula original. Em outras palavras, o cromossomo ¢é circular
enquanto esta duplicando.”

Na verdade, experimentos posteriores vieram elucidar que a interpretacio de Cairns apresentada no item 3 nio
era a correta: hoje sabemos que a duplicagio do cromossomo circular bacteriano inicia-se em um Gnico ponto,
mas prossegue em dois pontos com sentidos opostos, ou seja, € bidirecional.

Figura 10. Auto-radiografia mostrando um cromossomo da bactéria Escherichia coli em fase de
duplicacdo. O DNA cromossémico esté visivel porque, durante duas geracdes, ele incorporou um
precursor radioativo. A timina radioativa aparece como uma linha de graos escuros na emulsao
fotogréfica. (Os graos esparsos provém de radiacao de fundo.) O diagrama acima, a direita,
mostra a interpretacao da imagem auto-radiogréfica em termos de duplicagdo de DNA. A foto

é uma reproducéo da imagem publicada no artigo “O cromossomo Bacteriano” de John Cairns,
publicado no Scientific American , em janeiro de 1966 (pp. 87-95).
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Apéndice: Estruturas Secundaria e Terciaria do DNA
Estruturas secundarias do DNA

A forma B do DNA

O modelo em hélice apresentado por Watson e Crick corresponde a forma B do DNA, ou DNA-B, e é
a principal forma presente no interior das células. Contudo, o DNA pode assumir outras formas de estrutura
secundaria dependendo de sua composi¢io de bases e das condi¢des do meio. Assim, acredita-se que essas outras
formas estruturais possam ocorrer em regides particulares da molécula de DNA (Fig.11).

A forma A do DNA

O chamado DNA-A possui em média 11 pares de bases por volta completa da hélice e os pares de bases nio
sio perpendiculares ao eixo da hélice, como no DNA-B. No DNA-A os pares de bases apresentam-se inclinados
cerca de 20° em relagio ao eixo da molécula e a distancia entre os pares adjacentes ¢ cerca de 0,25 nm. Acredita-se
que a configuracio A seja a presente em moléculas de RNA em dupla-hélice e em moléculas hibridas, onde uma
das cadeias é DNA e a outra, RNA.

A forma Z do DNA

Em contraste com as formas A e B que giram para a direita, existe uma variante em que a hélice gira para
a esquerda, é o chamado DNA-Z. O nome decorre do fato de que, nessa estrutura, o esqueleto acticar-fosfato
assume uma conformacio em zigue-zague.

A conformacio Z apresenta em média 12 pares de bases por volta completa da hélice e ocorre em polimeros
cuja sequéncia de bases consiste de purinas e pirimidinas alternadas. O DNA Z foi descoberto in vitro e tanto sua
ocorréncia in vivo quanto a sua possivel fun¢io ainda sio motivo de grande controvérsia na literatura.

Sulco
maior

Sulco
Figura 11. Acima, ilustracdo mostrando menor
que a hélice do DNA pode girar para
a esquerda ou para a direita. A forma
predominante nas células ¢ a hélice
que gira para a direita, existindo Sulco
mesmo duvidas da existéncia in vivo maior
de DNA que gire para a esquerda. Ao
lado, representacao esquematica das
configuracoes A, B e Z do DNA. Note
que no DNA Z, o esqueleto aglcar

fosfato dispde-se em zigue-zague. DNA A DNA B DNA Z

Sulco
menor

Desnaturacao e renaturacao de acidos nucléicos

As ligacdes nio-covalentes do tipo pontes de hidrogénio, que mantém a estrutura da dupla-hélice, podem ser desfeitas
pelo calor, por pH muito icido ou muito basico, ou por exposi¢io a baixas concentragdes de sais. Quando as
pontes de hidrogénio sio rompidas, as duas cadeias polinucleotidicas se separam em um processo denominado
desnaturacao. A desnaturacio do DNA causa modificacdes importantes em algumas das propriedades fisicas da
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molécula; por exemplo, a absor¢io de luz ultravioleta com comprimento de onda de 260 nm, caracteristica dos
acidos nucléicos, aumenta em até 40%, aproximando-se da absorbancia caracteristica de uma mistura de nucleoti-
deos isolados. Este fendmeno é chamado de efeito hipocrémico.

A temperatura em que cerca de 50% das hélices de uma amostra de DNA se encontra desnaturada é denominada
temperatura de fusio e representada pelo simbolo T_. O valor da temperatura de fusio depende da proporcao entre
as quantidades de pares G-C e A-T da molécula. Como ja mencionamos, os pares G-C sio unidos por trés pontes de
hidrogénio e sdo, portanto, mais dificeis de serem separados no processo de desnaturacio. Assim, quanto maior for o
contetdo de pares G-C em uma molécula de DNA, maior serd a energia necessaria para separar as cadeias e maior
sera a T,_. DNA em solucio, em condi¢des proximas as fisiologicas, possui uma T entre 85-95° C. Assim, nas tem-
peraturas que ocorrem em condig¢des fisiologicas, 0 DNA tende a conservar a estrutura de dupla-hélice.

A desnaturacio do DNA é um fendmeno reversivel.

Em condi¢des favoraveis, duas cadeias complementares de
DNA tendem a se unir, reconstituindo a dupla-hélice. Esse

fendmeno, que recebe o nome de renaturagao, depende
do encontro das cadeias complementares e do restabeleci- W DNA de

mento das pontes de hidrogénio entre suas bases, o que é fita dupla
favorecido em concentragdes salinas elevadas e temperatura

cerca de 25° C abaixo da T . PEEIEIEGD

A reacio de renaturacio dos icidos nucléicos ocorre
em duas etapas: primeiro, as cadeias Gnicas encontram-se na JW
solu¢do ao acaso; se suas sequéncias de bases forem comple-
mentares, vai ocorrer o emparelhamento de algumas bases,
formando uma curta regidio de dupla-hélice; em uma se- VV\

gunda etapa, a regido de emparelhamento das bases vai se I

DNA de
fita simples

estendendo ao longo da molécula, que se fecha como se fosse
um ziper. A renaturacido faz com que o DNA recupere as

J s

propriedades fisicas modificadas pela desnaturacio (Fig. 12).

A renaturagio pode ocorrer entre quaisquer sequéncias

de acidos nucléicos que sejam complementares entre si.

Renaturacédo

Ela é chamada genericamente de hibridag¢ao se as cadeias

polinucleotidicas envolvidas no processo tiverem origens di-

versas; pode ocorrer hibridacio entre duas cadeias de DNA ONA
ou também entre uma cadeia de DNA e outra de RINA. m renaturado

O fato de duas moléculas de acidos nucléicos poderem se

hibridar é uma ferramenta laboratorial muito 1til para se Figura 12. Representacdo esquematica dos processos de desnaturacao
e renaturacdo de 4cidos nucléicos. Algumas condicoes, como alta
temperatura, fazem com que se rompam as pontes de hidrogénio que
vez que em certas COI’Idi(;(N)CS somente cadeias com alto grau mantém unidas as duas cadeias polinucleotidicas de uma hélice dupla

. L . de acido nucléico. Se as condigoes retornarem ao normal, as cadeias se
de complementaridade podem constituir uma hélice dupla.  emparelham novamente refazendo as duplas hélices.

testar a complementaridade de suas sequéncias de bases, uma

A estrutura terciaria do DNA

O superenrolamento do DNA

Uma molécula de DNA com extremidades livres, isto €, ndo circular e ndo associada a proteinas, estd em uma
condi¢io denominada relaxada. Nessa condi¢io ela ndo apresenta nenhum outro tipo de enrolamento além da
estrutura helicoidal tipica, nio estando submetida a nenhum tipo de tensio.

Nas células vivas, 0 DNA nio apresenta extremidades livres; em certos virus, plasmideos e cromossomos bacterianos
ele é circular; nos cromossomos eucaridticos, ele apresenta-se na forma de al¢as ancoradas no esqueleto cromossomico.
Nessas condi¢des a molécula de DINA esta sob tensdo, a qual é gerada quando a dupla-hélice sofre giros ao redor de
seu proprio eixo, tornando-se superenrolada. A introducio de giros adicionais no DNA requer energia e consequen-
temente, a2 molécula superenrolada pode, de um certo modo, ser encarada como energeticamente carregada.
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O superenrolamento de uma molécula de DNA ¢ positivo quando a tor¢io se da para a direita, ou seja, no
mesmo sentido que o giro normal da dupla hélice. E negativo quando a tor¢io ocorre para a esquerda, em sentido
contrario ao giro da dupla-hélice.

O DNA celular apresenta-se normalmente com superenrolamento negativo. Isso é importante para a ativi-
dade dos genes, pois essa configuracio poder ser convertida em separa¢io das cadeias, o que é necessirio nos
processos de replicacio e de transcricao génicas. O superenrolamento positivo s ocorre transitoriamente e em
zonas restritas durante os processos de replicagio e transcrigio.

As topoisomerases

O superenrolamento do DNA ¢ controlado por dois tipos de enzima denominados topoisomerases.

A topoisomerase I catalisa a quebra de uma das hélices do DNA superenrolado negativa ou positivamente,
diminuindo o superenrolamento. Ja a topoisomerase II atua quebrando as duas hélices da molécula e superen-
rolando o DNA negativamente. A enzima girase das bactérias é uma topoisomerase do tipo II.

Tanto a topoisomerase I como a II atuam catalisando a quebra e a reunido das ligages fosfodiéster do DNA.
Nesse processo, elas nunca deixam as extremidades das cadeias livres, mas estio sempre ligadas covalentemente as
extremidades quebradas, de modo a ndo permitir em nenhum momento que as cadeias girem livremente (Fig. 13).

IBEBRE

molécula de DNA enrolado corte das duas passagem da ligacao das molécula de
DNA com sobre a topo- cadeias da molécula de extremidades DNA com
superenrola- isomerase |l. molécula, DNA através cortadas. superenrola-
mento positivo. cujas pontas do corte mento negativo.
permanecem produzido pela
unidas a enzima.
enzima.

S

S 8 =
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) ) oo I ) o
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Figura 13. Acima, esquema do provéavel mecanismo de acao da enzima topoisomerase II. No exemplo, um DNA com superenrolamento
positivo enrola-se ao redor da enzima. Em sua atividade, a topoisomerase introduz giros, em sentido contrario ao da torcao normal da
hélice; fazendo com que a molécula de DNA adquira superenrolamento negativo. Abaixo, esquema do provavel mecanismo de acdo

da enzima topoisomerase . (a) A enzima se liga ao DNA e separa as duas cadeias. (b) A enzima quebra uma das cadeias, mas impede
sua livre rotagdo, permanecendo ligada as extremidades quebradas. (¢) A enzima passa a cadeia intacta através da quebra e e religa as
extremidades, relaxando em uma volta o superenrolamento. (d) A enzima se separa do DNA, deixando-o com uma volta de superenro-
lamento a menos.
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EXERCICIOS

Bloco |

Parte A: Revendo Conceitos Basicos

Preencha os espacos em branco nas frases de 1 a 9, usando o termo mais apropriado:

(a) acido desoxirribonucléico (f) nucleotideo
(b) acido nucléico (g) pirimidina
(¢) acido ribonucléico (h) purina

(d) antiparalelismo (i) nucleina

(e) transformacido bacteriana

1. Miescher chamou o composto icido e rico em fosforo que ele purificou a partir dos nuicleos dos
glébulos brancos do pus de ().

2. () é a unidade estrutural basica dos dcidos nucléicos, composta por uma base nitrogenada, uma
pentose e um grupo fosfato.

3. () é um polimero constituido por uma cadeia de nucleotideos.

4. () éuma dupla-hélice constituida por duas cadeias polinucleotidicas que contém o agticar
desoxirribose e as bases nitrogenadas adenina, timina, citosina e guanina em sua composicao.

5. ( ) é um 4cido nucléico unifilamentar que contém o acticar ribose e a base nitrogenada uracila em
lugar da timina.

6. Uma base nitrogenada, como a adenina e a guanina, formada por dois anéis de carbono e
nitrogénio, é chamada ( ).

7. Uma base nitrogenada, como citosina, timina e uracila, formada por um tnico anel de carbono e
nitrogénio, é chamada ( ).

8. ( ) é o fendmeno de modificacio genética de uma bactéria produzida pela aplicacio de DNA
oriundo de células com gendtipo diferente.

9. ( ) é o termo utilizado para descrever a orientacio oposta das duas cadeias polinucleotidicas de uma
hélice de DNA, na qual a extremidade 5’ de uma cadeia se alinha com a extremidade 3’ da outra.

Parte B: Ligando Conceitos e Fatos
Indique a alternativa mais apropriada para completar as frases de 10 a 14.

10. Camundongos que morrem de pneumonia, apos serem injetados com uma mistura de pneumococos
do tipo S (virulentos) mortos pelo calor e do tipo R (ndo-virulentos) vivos, apresentam em seu corpo
bactérias vivas do tipo S. Se essas bactérias forem injetadas em outros camundongos eles adquirem
pneumonia e morrem. Esses resultados indicam que as modificacdes ocorridas nas bactérias R sio
a. de natureza transitéria, nio se perpetuando no decorrer das geracoes.

b. permanentes e induzidas pelo calor.
c. hereditarias.
d. causadas pelas capsulas das bactérias S sobreviventes.
11. A conclusio do experimento de Hershey e Chase de que DINA é o material hereditario do virus
tem por base o fato de
a. nenhuma radioatividade ter sido observada nas bactérias infectadas com fagos marcados com
2P ou com *S.

b. grande parte da radioatividade encontrada nas bactérias infectadas ter sido oriunda dos fagos
marcados com *S.

c. grande parte da radioatividade encontrada nas bactérias infectadas ter sido oriunda dos fagos
marcados com *°P.

d. grande parte da radioatividade ter sido detectada nas cipsulas dos fagos marcados com *°P.
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12. Is6topos sio atomos de
a. um mesmo elemento quimico, que possuem mesmo nimero de prétons e mesmo namero
de néutrons no nucleo.
b. diferentes elementos quimicos, que possuem mesmo nimero de protons e mesmo nimero
de néutrons no nucleo.
c. um mesmo elemento quimico, que possuem mesmo nimero de protons, mas nameros de
néutrons diferentes no ntcleo.
d. atomos de um mesmo elemento quimico, que possuem mesmo numero de néutrons, mas
numeros de protons diferentes no nucleo.
13. O fato de uma molécula de DNA ser formada por uma cadeia polinucleotidica antiga e outra nova
¢ consequeéncia de sua replicagdo ser
a. dispersiva. c. semiconservativa.
b. conservativa. d. semidescontinua.
14. Sobre o experimento de Meselson e Stahl, qual das afirmagdes abaixo ¢ verdadeira.
a. Eles distinguiram o DNA parental do recém-sintetizado marcando as moléculas com is6to-
pos radioativos de hidrogénio.
b. Eles cresceram os bacteridfagos T4 em meio onde a Gnica fonte de nitrogénio era o isdtopo
pesado desse elemento (°IN).
c. Elessepararam o DNA marcado do nio-marcado por centrifugacio em gradiente de sacarose.
d. Eles verificaram que, ap6s dois ciclos de replicagio em meio normal, 50% das moléculas de
DNA eram marcadas e 50% eram nio-marcadas com ""N.

Parte C: Aplicando Conceitos

15. No experimento de Avery, MacLeod e McCarty, como pode ser descartada a hipotese de que o
“principio transformante” era composto por proteinas?

16. Nos experimentos de transformacio em Streptococcus pneumoniae, como foi descartada a hipdtese de
as linhagens virulentas terem sido originadas por mutac¢io reversa, induzida pelo proprio extrato das
bactérias virulentas mortas?

17. Por que Hershey e Chase escolheram is6topos radioativos do tosforo e do enxofre e nio de outros
elementos quimicos para realizar seu célebre experimento com bacteriéfagos?

18. Qual foi a hipotese testada por Meselson e Stahl em seu experimento?

19. Que dedugio eles fizeram a partir da hipotese?

Parte D: Resolvendo Problemas

20. Cairns poderia ter concluido, a partir de suas preparagdes, que a replicacdo do cromossomo
bacteriano se daria em um Gnico ponto, deslocando-se em uma Gnica dire¢io?

21. Suponha que um pesquisador na década de 50 estivesse testando a hipotese de que o RNA e nio
o DNA seria o material genético de uma espécie de bacteridfago. Imagine um experimento que
permitisse ao pesquisador fazer esse tipo de teste.

22. Qual teria sido o resultado do experimento de Meselson e Stahl se:

a. areplicagio do DNA fosse conservativa?
b. a replicacio do DNA fosse dispersiva?

23. Bactérias Escherichia coli foram cultivadas durante varias geracdes sucessivas em meio onde todo
nitrogénio disponivel era constituido por dtomos do isdétopo N. Em seguida, essas bactérias foram
transferidas para um meio com apenas "N, onde sofreram trés replicacdes sucessivas. Que previsio
se pode fazer a respeito das porcentagens dos diferentes tipos de moléculas apos essas replicagdes?

24. Células humanas sofreram inicialmente uma Gnica replicacio cromossomica em meio de cultura
contendo timidina tritiada, um precursor radioativo de DNA. Qual a distribuicio esperada de
radioatividade nas cromatides
a. apds uma replicagio em meio nao-radioativo?

b. apos duas replicacdes em meio nio-radioativo?
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BLOCOIII

Parte A: Revendo Conceitos Basicos

Preencha os espagos em branco nas frases de 25 a 32, usando o termo mais apropriado:

(a) desnaturac¢io (e) hibridacio

(b) DNA Z (f) renaturacio

(c) DNA A (g) superenrolamento
(d) DNA B (h) topoisomerase

25. () é a principal forma de DNA presente na célula, apresentando em média 10 pares de bases por
volta da hélice e rotag¢io para a direita.

26. ( ) é a estrutura do DNA em que a hélice gira para a direita e os pares de bases, em média 11 por
giro da hélice, mantém-se inclinados em relacio ao eixo da molécula.

27. ( ) é a estrutura do DNA em que a hélice gira para a esquerda e o esqueleto acticar-fosfato assume
uma disposi¢do em zigue-zague.

28. A separacio das duas cadeias polinucleotidicas que constituem uma hélice do DNA, por a¢io do
calor ou de pHs extremos, é denominada ().

29. A reassociagdo espontanea das duas cadeias polinucleotidicas complementaras de uma molécula de
DNA, reconstituindo a dupla-hélice é chamada ( ).

30. ( ) é o fendmeno de formacio de dupla-hélice de acidos nucléicos a partir do emparelhamento de
cadeias complementares de origens diferentes.

31. ( ) é a denominacio do estado da molécula do DNA quando est4 retorcida sobre si mesma.

32. ( ) é nome das enzimas que tém a capacidade de modificar o grau de superenrolamento da
molécula de DNA.

Parte B: Ligando Conceitos e Fatos
Indique a alternativa mais apropriada para completar as frases de 33 e 34.
33. Em uma amostra de DNA, a concentracio da base adenina é 10%. A concentracio de citosina,
guanina e timina devera ser, respectivamente:
a. 10%, 40%, 40% c. 40%, 40%, 10%
b. 30%, 30%, 30%. d. 40%, 10%, 40%
34. A concentracio de cada uma das quatro bases nitrogenadas presentes em amostras de DNA ¢é
(1) a mesma nos diferentes tecidos de um organismo e (2) a mesma em diferentes espécies.
Com relacdo as afirmacdes (1) e (2), pode-se dizer que
a. ambas sio verdadeiras.
b. ambas sdo falsas.
c. (1) é verdadeira e (2) é falsa.
d. (1) é falsa e (2) é verdadeira.
Utilize as alternativas abaixo para responder as questdes 35 e 36.
(a) DNA de dupla fita. (c) DNA de fita simples.
(b) RNA de dupla fita. (d) RNA de fita simples.
35. A anilise de uma amostra de acido nucléico revelou a presenca de 40% de C, 10% de G, 25% de U
e 25% de A.Trata-se, portanto, de ( ).
36. A anilise de uma amostra de acido nucléico revelou a presenc¢a de 35% de C, 15% de G, 25% de A e
25% de T. Trata-se, portanto, de ( ).
37. Quando dizemos que a T, de um DNA ¢ igual a 85 °C, isto significa que
a. a absorbancia de luz ultravioleta da amostra diminui consideravelmente em temperaturas
superiores a 85 °C.
b. a 85 °C toda a amostra se encontra desnaturada, pois a desnaturacio se completa nessa
temperatura.
c. a85°C,cerca de 50% do DNA da amostra se encontra desnaturado.
d. o DNA se encontra completamente desnaturado, pois a desnaturagio ocorreu a 60 °C, isto
é,25 °C abaixo da T, .
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Parte C: Aplicando Conceitos

38. Quais elementos quantitativos dos trabalhos de Chargaft foram fundamentais a concep¢io do
modelo da dupla-hélice proposto por Watson e Crick?

39. Por que, segundo o modelo de DNA proposto por Watson e Crick, adenina nio poderia se
emparelhar com citosina? E por que adenina nio poderia se emparelhar com guanina?

40. Um pesquisador purificou DNA de uma linhagem selvagem A e de duas linhagens mutantes (B
e C) de uma espécie de bacteriofago. Apds realizar uma reacio de hibrida¢io entre as amostras
de DNA de cada mutante com o DNA do selvagem, ele examinou o resultado no microscopio
eletronico, tendo encontrado as seguintes figuras:

AxB AxC

[

O que estas figuras permitem concluir sobre as diferencas entre a linhagem selvagem e as mutantes?

Parte D: Resolvendo Problemas

41. Se o genoma humano tem cerca de 3 X 107 pares de bases e a distancia entre as bases adjacentes na
molécula de DNA ¢ cerca de 3,4 A, qual o comprimento total do DNA em uma célula diploide? Se
considerarmos que temos cerca de 10" células em nosso corpo, qual deve ser o comprimento total do
DNA no corpo humano?

42. Um pesquisador purificou e analisou o DNA de duas espécies bacterianas: uma amostra era oriunda de
uma espécie de enterobactéria (bactéria que habita o intestino) e a outra era de uma bactéria termofila
(que habita fontes de agua quente). A porcentagem das bases em uma amostra era C=40%, G=40%,
A=10% e T=10% e na outra era C=15%, G=15%, A=35% e T=35%. Em sua opinido, qual deve ser a
amostra correspondente ao DINA da bactéria termofila? Justifique o seu palpite.



