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A vida depende da capacidade das células em armazenat, recuperar e traduzir
as instrugdes genéticas necessdrias para produzir € manter o organismao vivo,
Essa informacio hereditdria € passada de uma célula para a célula-filha durante
a divisdo celular e de geracdo em geracle dos organismos por meio de suas cé-
lulas reprodutivas. Essas instrucdes sdo armazenadas dentro de cada célula viva
em seus genes - 0s elementos que contém as informacgdes que determinam as
caracteristicas de uma espécie como um todo e de cada individuo.

No inicio do século XX, quando a genética surgiu como uma ciéncia, os
cientistas ficaram intrigados com a natureza quimica dos genes. A informacéo
nos genes € copiada e transmitida de uma célula para a célula-filha milhdes de
vezes durante a vida de um organismo multicelular ¢ scbrevive a esse processo
sem alteragao. Que tipo de molécula poderia ser capaz de tal replicacfo tao acu-
rada ilimitada, bem como ser capaz de dirigir o desenvolvimento do organismo
¢ a vida diaria de uma célula? Que tipos de instrugdes estio contidos na infor-
magao genética? Como essas instrugdes estéo fisicamente organizadas de modo
que a grande quantidade de informagfo necessaria para o desenvolvimento e a
manutenc¢io, mesmo do mais simples organisme, possa estar contida em um
espago tao pequeno de uma célula?

As respostas para algumas dessas questdes surgiram na década de 1940
quando foi descoberto, a partir de estudos com fungos simples, que a informa-
¢ao genética consistia, principalmente, em instru¢des para a producéo de pro-
teinas. As proteinas sdo macromoléculas que realizam a maioria das fungdes
cefulares, atuam comeo blocos na formacgao das estruturas celulares, formam as
enzimas que catalisam todas as reagdes quimicas celulares, regulam a expres-
580 génica € permitem que as células se movam e se comuniquem umas corm
as outras. E dificil imaginar que outro tipo de instrugdes a informagéo genética
poderia conter.

O outro avango crucial gue ocorreu na década de 1940 foi © reconheci-
mento de que o acido desoxirribonucleico (DNA) era, provavelmente, o por-

A ESTRUTURAE A
FUNCAO DO DNA

A ESTRUTURA DOS
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Figura 5-1 Os cromossomos se tornam visi-

veis quando a célula se prepara para dividir-
~se, (A Duas células vegetais adjacentes fo-
tografadas com microscopio de luz direta. ©
DNA foi corado com um corante fluorescente
que se liga a ele (DAPH). © DNA esté presente
NOS Cramossemos, 05 quais se tornam visiveis
como estruturas distintas a0 microscépio de
luz direta somente guando formam estruturas
compactas na preparacdo para a divisjo ce-
iular, como mostra a fotografia da esquerda.
A célula 3 direita, a qual ndo esté em divisio,
contédm os mesmos cromossomos. Eles ndo
podem ser distinguidos em cromossomos in-
dividuais ac microscopio de luz direta nessa
fase do ciclo celular porque seu DNA esté em
uma conformacio muito mais relaxada. {B) Dia-
grama esquermédtico das duas céiulas com seus
cromossornos. (A, cortesia de Pater Shaw).

Alberts, Bray, Hopkin, Johnson, Lewis, Raff, Roberts & Walter

tador dessa informagdo genética. O mecanismo pelo quat a informagao he-
reditaria era copiada para ser lransmitida de célula para célula e como as
proteinas eram especificadas pelas instrugdes do DNA permaneceu um mis-
tério até 1953, quando foi determinada a estrutura do DNA por James Wat-
son e Francis Crick, A estrutura revelou imediatamente como o DNA pode ser
copiado ou replicado e forneceu os primeiros indicios a respeito de como a
molécula de DNA pode codificar as instrugdes para a produgdo de proteinas,
Hoje, o fate de que o DNA € o material genético é tdo fundamental para o pen-
samento bioldgico gue & dificil perceber 0 enorme espaco intelectual que foi
preenchido por essa descoberta,

Neste capitulo, iniciaremos descrevendo a estrutura do DNA. Veremos
como, apesar de sua simplicidade quimica, a estrutura e as propriedades quimi-
cas do DNA o tornam apropriado como material basico dos genes. Os genes de
cada célula na Terra sao feitos de DNA, e o discernimento a respeito do relacio-
namento entre 0 DNA e 0s genes vieram de experimentos com uma variedade de
organismos. Consideraremos como 0s genes € outros importantes segmentos
do DNA estdo organizados nas longas moléculas de DNA presente nos cromos-
somos. Finalmente, discutiremos como as células eucaridticas dobram éssas
longas moléculas de DNA em cromossomos compactos. Esse empacolamento
deve ser realizado de forma ordenada de modo que os cromoessomos possam
ser replicados e divididos corretamente entre as duas células-filhas em cada
divis&o celular. A estrutura deve permitir o acesso, ao DNA cromossomal, de
enzimas de reparo, para que possam realizar sua fung&o quando 0 mesmo se
encontra danificado, e de proteinas especializadas que controlam a expressac
de seus muitos genes.

Este é o primeiro de cinco capitulos que tratarédo dos mecanismos ge-
néticos basicos, 0 modo pele qual as células replicam, reparam, expressam e
ocasionalmente melhoram a informagdo genética contida em seu DNA. A to-

talidade dessa informagao em cada célula ¢ denominada genoma. No Capitu-

lo 6, discutiremos 0s mecanismos pelos quais as células replicam e reparam
precisamente seu DNA e também descreveremos como as sequéncias de DNA
podem ser reorganizadas por meio do processo de recombinacdo génica. A
expressao génica, o processo pelo qual a informacéoe codificada ne DNA & in-
terpretada pela célula para coordenar a sintese proteica, é principal assunto do
Capfiulo 7. Mo Capitulo 8, descreveremos como a expressao génica é controla-
da pela célula para assegurar que cada uma das milhares de proteinas codifica-
das no DNA seja produzida no tempo € no local apropriados durante a vida da
célula. Passaremos a discutir no Capitulo @ como ©s genes atuals e o genoma
evetuiram e seus ancestrais. Uma série de técnicas experimentais usadas para
estudar o DNA e o seu papel nesses processos celulares fundamentais serd
apresentada no Capfituio 10.

RUTURA

Muito antes de que os bidlogos entendessem a estrutura do DNA, eles haviam
reconhecido que as caracteristicas hereditarias e os genes que as determinam
estavam associados aos cromossomos. Os cromaessomos (assim denominados
do grego chroma, “cor”, por suas propriedades de coloragéo), foram descober-
tos no século XIX como estruturas em forma de cordac do nucleo das células
eucaridticas que se¢ tornavarm visiveis quando as células comegavam a dividir-se
(Figura 5-1). Quando foi possivel realizar uma analise bioguimica, os pesquisa-
dores descobriram que os cromossomaos continham o DNA e proteinas. No en-
tanto, ainda ndo estava claro qual desses componentes codificava a informacao
genética dos organismos.

Agora sabemos que ¢ DNA contém a informacéo hereditaria das célu-
las e que as proteinas que compdem o8 Cromossomos atuam principalmente
para compactar e controlar essas enormes moléculas de DNA. No entanto, 08
bidlegos na década de 1940 tinham dificuldade em aceitar que o DNA conti-




" nha o material genético em virtude da sua aparente simplicidade quimica (ver
Como Sabemos, p. 174-176). Acreditava-se que o DNA era apenas um longo
polimero composto de somente quatro tipos de subunidades quimicamente
mulito similares,

Entdo, no inicio da década de 1950, o DNA foi examinado pela analise de
difragdo de raios X, uma técnica para determinar a estrutura atdmica tridimen-
sional de uma molécula (discutido no Capitulo 4, p. 158-160}. Os primeiros re-
sultados da difraco de raios X indicaram que o DNA era composto de duas fitas
torcidas em uma hélice. A observag&o de que o DNA era composto por uma fita
dupla foi de crucial significéncia. Ela forneceu uma das principais dicas que leva-
ram, em 1953, ao modelo correto da estrutura do DNA.

Logo apos o modelo de Watson-Crick da estrutura do DNA ter sido propos-
to, o potencial para replicagéio e codificagio da informagao se tornou aparente.
Nesta seqdo, discutiremos a estrutura da molécula de DNA e explicaremos em
termos gerais como ela € capaz de armazenar a informagdo hereditdria.

A molécula de DNA consiste em duas cadeias nucleotidicas
complementares

A molécula de acido desoxirribonucleico (DNA} consiste em duas longas
cadejas polinucleotidicas. Cada uma dessas cadeias de DNA ou fitas de DNA
€ composta de quatro tipos de subunidades de nucleotideos, e as duas ca-
deias 20 unidas por pontes de hidrogénio entre as bases dos nucleotideos
(Figura 5-2; ver Painel 2-7, p. 76-77, para uma descricdo das pontes de hidro-
génic). Como vimos no Capitulo 2 (Painel 2-6, p. 74-75), 0s nucleotideos séo
compostos por um acglcar de cinco carbonos aos quais estdo ligados um ou

A

Aglcar
Fosfato
N

Aglcar- Base

-fosfato Nuciectidao

Esqueleto
aclicar-fosfate

Pareamento de bases por
pontes de hidrogénic
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Figura 5-2 O DNA ¢ formado por blocos de
construgiio de quatro nucleotideos. (4) Cada
nucleotides é composto de um agdcar-fosfato
covalentemente ligade a uma base. (B} Os nu-
clecticeos sio covalentemente ligados em ca-
deias polinudiectidicas com um esqueleto de
agicar-fosfato de onde asbases (A, C, Ge Ty se
estendem. A molécula de DNA é compaosta de
duas cadeias polinucleotidicas (fitas de DNA)
unidas por pontes de hidrogénio entre os pa-
res de bases. As setas na fita de DNA indicam
a polaridade das duas fitas, as quais sdo anti-
paralelas na molécula de DNA. Embora o DNA
esteja representado na forma achatada (Q), na
realidade, ele se torce em uma dupla-hélice (D).
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Em 1920, os cientistas acreditavam que 0s genes estavam Mensagens dos mortos
localizados nos cromossomos € sabiam que 0s cromos- ) Lt
SOMOS eram compostos por DNA e proteinas. Em virtude ~ © €250 do DNA comegou a tomar forma no final da década nica
do fato de 0 DNA ser quimicamente simples, 0s pesquisa- - de 1920, quando um médico britanico chamado de Fred aniﬁ
dores assumiram naturalmente que os genes tinham de Griffith fezl uma descoberta fantédstica, Ejlie estava estudan- el
ser feitos de proteinas, as quais eram quimicamente mais 40 @ bacteria Streptococcus pneumoniac (pREUmococo), peid
diversas. Mesmo quando as evidéncias dos experimentog ~ JU€ causa a pneumonia. Como 0s antibidticos ainda néo prep
sugeriram o contrério, foi dificil de aceitar. tinham sido descobertos, a infecgao por esse microrganis- rou
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Figura 5-3 Griffith demonstrou que as bac erat
térias mortas pelo calor poderiam transformar mar
Cepa $ morta Camundongo injetado Camundonga vive células vivas. A bactéria Streptococcus preumo- que
pelo calor niae apresenta duas formas que diferem por sus en
apar@ncia a0 microsedpio e por sua capacidade gent

de causar doenca. Células da cepa patogénica,
O que sdo letais quande injetadas em camundon- do_c
& OO gos, sio encerradas por uma capsula de polis- teriz
Cepa R viva sacarideo lisa e brilhante. Quando cultivadas em do |
+ placas, essas bactérias causadoras de doenga quis
2 formam colfinias lisas em forma de cipula, deno- prin
minadas S (de smooth = lisa). A cepa inofensiva desq
et — (g 6 - de pneumocaoce, por outro lado, ndo possui essa par:
N ~ o cobertura protetora e forma coldnias achatadas e baolt
. Camundenge injetadoe Camundonge morre Cepa 5 patogénica rugosas; por isse, a denominagio de R (de rough 2
é viva recuperada _ - P gue
= rugosa). Griffith abservou que a substéncia pre- om
gl sente na cepa S patogénica poderia mudar per- Eles
Cepa § morta manentemente, ou transformar a cepa R ndo letal k

pelo calor emuma cepa S letal,
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mo era normalmente fatal. Quando cultivadas em labora-
torio, a bactéria tomava duas formas, uma forma patogé-
nica, gue causava uma infecgfo letal quando injetada em
animais, € uma inofensiva, que era facilmente eliminada
pelo sistema imune do animal, sern produzir infecgao,

Durante a sua investigagdo, Griffith injetou varias
preparagdes dessa bactéria em camundongos. Ele mos-
trou que 0% preumococos patogénicos gue tinham sido
mortos pelo calor n&o eram capazes de causar infecgdo. A
surpresa veio quando Griffith injetou os dois tipos de cé-
lulas, a patogénica, morta pelo calor, e a bactéria viva ino-
fensiva no mesmo camundongo. Essa mistura mostrou ser
uma combinagdo letal: o animal nac somente morreu de
pneumonia, mas Griffith viu que seu sangue estava repleto
de bactéria viva da forma patogénica (Figura 5-3). O pneu-
mococo morte pelo calor tinha, de alguma forma, con-
vertido a bactéria indcua em uma forma letal. Além disso,
Griffith observou que as mudangas eram permanentes: ele
podia cultivar essas bactérias “transformadas” e elas per-
maneciam patogénicas. Entretanto, qual era esse material
misterioso que tornava a bactéria inofensiva em uma bac-
téria letal? E como essas mudangas eram passadas para a
progénie?

Fazendo bolhas

As descobertas marcantes de Griffith deram inicio aos
experimentos que iriam fornecer as primeiras evidéncias
de que o3 genes eram feitos de DNA. Um bacteriologis-
ta americano, Oswald Avery, seguindo os trabalhos de
Griffith, descabriu que os prneumococos inofensivas po-
deriam ser transformados em cepas patogénicas em cul-
tura, pela exposigéo a um extrato preparado com a cepa
patogénica, Levou mais 15 anos para que Avery e seus
colaboradores, Colin MacLeod e Maclyn McCarty, purifi-
Cassem com sucesso o “principio transformante” desse
extrato solivel e para demonstrar que ¢ ingrediente ativo
era o DNA. Em virtude do fato de gue o principio transfor-
mante causava uma mudanca hereditdria para a bactéria
que o recebia, o DNA deveria ser o material do qual os
genes eram feitos,

Os 15 anos de atraso foram, em parte, decorrentes
do clima académico e a suposi¢do difundida de que o ma-
terial genético era constituido por proteinas, Em virtude
do potencial das ramificagdes de seu trabalho, os pes-
quisadores queriam estar absolutamente certos de que o
principio transformante era o DNA antes de anunciar suas
descobertas. Como Avery chamou a atengio em uma carta
para seu irmao, também bacteriologista: "E divertido fazer
bolhas, mas é mais interessante estoura-las antes que al-
guém tente fazé-lo”. Assim, os pesquisadores submeteram
© material a uma bateria de testes quimicos (Figura 5-4),
Eles encontraram que o principio transformante exibia
todas as propriedades quimicas caracteristicas do DNA.

Células da cepa §
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Figura 5-4  Avery, MacLeod e McCarty demonstraram que o DNA
é o material genético. Esses pesquisadores prepararam um extrato
da cepa S causadora de doenga e mostraram que o “principio trans-
formante” que iria mudar permanentemente a cepa de pneumococo
Rinofensiva na cepa S patogénica era o DNA. Essa foi a primeira evi-
déncia de que o DNA poderia servir como material genético.

Além disso, eles mostraram que as enzimas que destroem
proteinas e RNA néo afetavam a capacidade de transfor-
mar bactérias, e as enzimas que degradavam o DNA inati-
vavam esse material. Os investigadores encontraram que
sua preparagdo purificada alterava permanentemente a
bactéria, da mesma forma que Griffith jd havia descrito.
O DNA das cepas patogénicas era adquirido pelas cepas
inofensivas, & essas mudancas eram passadas para as ge-
ragbes bacterianas subsequentes,

Esse estudo marcante apresentou provas rigorosas
de que o DNA purificade poderia atuar como o material
genético. No entanto, o trabalho resuitante na publicacdo
de 1944 n&o chamou muito a atencéo. Apesar do cuidado
meticuloso com que esses experimentos foram conduzi-
dos, os geneticistas ndo foram imediatamente convenci-
dos de que 0 DNA era o material hereditario. Muitos argu-
mentavam que a transformagao poderia ter sido causada
por algum trago de proteina contaminante nas prepara-
¢Oes, ou que o extrato poderia conter um mutagénico
que alterava o material genético da bactéria inofensiva,
convertendo-a na forma patogénica, em vez de conter o
material genético.
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Coquetel de virus

O debate ndo foi definitivamente concluido até 1952, quan-
do Alfred Hershey e Martha Chase iniciaram experimentos
em seu laboratério e demonstraram de uma vez por todas
que os genes eram feitos de DNA. Os pesquisadores estu-
davam o T2, um virus que infecta e, finalmente, destrdi a
hactéria E. coli. Esses virus que matam bactérias se com-
portam como pequenas seringas moleculares. Eles injetam
seu material genético na célula hospedelra enquanto a ca-
bega do virus vazio permanece fora da bactéria infectada
{Figura 5-5A). Uma vez dentro da célula, os genes virais di-
rigem a formagéo de novas particulas virais. Em menos de
uma hora, a célula infectada expledia, liberando milhares
de novos virus no meio. Esses, entéo, infectam as bactérias
vizinhas, € 0 processc se repete.

Abeleza do sistema T2 € que esses virus contém so-
mente dois tipos de moléculas: DNA e proteinas. Assim, o
malerial genético tem de ser um dos dois, mas qual? O ex-
perimento foi razoavelmente direto. Em virtude do fato de
0s genes virais entrarem na célula bacteriana e o resto da
particula viral pertmanecer no exterior, os pesquisadores
decidiram marcar a proleina radioativamente em um lote
do virus e 0 DNA em outro. Tudo que eles tinham de fazer

era detectar a radioatividade para verificar se 0 DNA ou
a proteina se encontravam dentro da bactéria. Para isso,
Hershey e Chase incubaram seus virus radiomarcados
com E. coli; apds esperar alguns minutos, para permitir
a infeccao, eles colocaram a mistura em um liguidifica-
dor. O liquidificador retirou as cabegas vazias dos virus da
superficie das células bacterianas. Os pesquisadores cen-
trifugaram a amostra para separar as mais pesadas, bacté-
rias infectadas que formaram um precipitado no fundo do
tubo das particulas virais vazias, as guais permaneceram
em suspensdo (Figura 5-5B).

Como vocé ja deve ter adivinhado, Hershy e Chase
concluiram que o material radioativo era o DNA que entra-
va nas células bacterianas, enquanto as proteinas radioa-
tivas permaneciam nas cabegas dos virus vazias. Eles tam-
bém observaram que esse DNA marcado radioativamente
também era incorporade a proxima geracéo de particulas
virais.

Esse experimento demonstrou conclusivamente que
© DNA viral entrava na célula hospedeira bacteriana, e as
proteinas virais, ndo. Assim, 0 material genético desses
virus tinha de ser feito de DNA. Junto com o0s estudos rea-
lizados por Avery, Macleod e McCarty, essas evidéncias
concluiram o caso de que o DNA era o ageate hereditdrio.
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Figura 5-3 Hershey e Chase demonstraram definitivamente que os genes s&o feitos de DNA. {A) Os pesquisadores trabalharam com o virus

T2, ¢ qual é constituido por proteina e DNA. Cada virus atua como um

a seringa molecular, injetando seu material gendtico na bactéria, A cp-

sula viral vazia permanece ligada ao exterior da célula bacteriana. {B) Para determinar se o material genético do virus era proteina ou DNA, os
pesquisadores marcaram radioativamente ¢ DNA de um late de virus com P e es proteinas de um segundo lote de virus corn S, Como o DNA
ndo possui enxofre @ as proteinas nlio possuem fésforo, esses isdtopos radioativos proporcionaram uma maneirs facil para que os pesquisadores
distinguissem esses dois tipos de moléculas. Esses virus marcados foram usados para infectar E. cofi, e a mistura foi rompida brevemente em um
liquidificador para separar a bactéria infectacla das cipsulas virais vazias. Quande os pesquisadores mediram a radicatividade, eles encontraram

que a maioria do DNA marcado com *P havia entrade nas células bacte
cia em solugiio com ¢ restante das particulas virals.

rlanas, ao passo que a matoria das proteinas marcadas com S permane-
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mais grupos fosfato e uma base contendo nitrogénio. Nos casos dos nucleo-
tideos no DNA, o aglicar é uma desoxirribose ligada a um tnico grupo fosfato
(por isso, 0 nome acido desoxirribonucleico), e a base pode ser adenina (A),
citosina {C), guanina {G) ou timina (). Os nucleatideos sdo unidos covalente-
mente em uma cadeia por meio dos aglcares e fosfatos, os quais formam um
“esqueleto” com aglicares e fosfatos alternados (ver Figura 5-2B). Cada cadeia
polinucleotidica do DNA pode ser comparada com um colar contendo quatro
tipos de contas diferentes (as quatro bases A, C, G e T), porque é somente a
basé que difere nas quatro subunidades nucieotidicas, Esses mesmos simbolos
{A C, G eT) sdo também usados para identificar os quatro nucleotideos, isto &,
com seu aglcar eseu fosfato,

A forma pela qual as subunidades nucleotidicas sfo unidas fornece
fita de DNA uma polaridade quimica. Se imaginarmos que cada nucleotideo
possui uma protuberancia (o fosfato) e uma depressao (ver Figura 5-2A), cada
cadeia completa formada pelo encaixe de protuberncias e depressdes tera
todas as suas subunidades alinhadas e na mesma orientagio. Além disso, as
duas extremidades da cadeia s§o facilmente dislingufveis, pois uma possui a
depresséo {hidroxila 3), e a cutra, a protuberancia (fosfato 5'). Essa polarida-
de da cadeia de DNA ¢ indicada como extremidade 3' e extremidade 5'. Essa
convengéo se baseia nos detalhes da ligagdo quimica entre as subunidades
nucleotidicas,

As duas cadelas polinucieotidicas da dupla-hélice de DNA sdo unidas
por pontes de hidregénio entre as bases das diferentes fitas. Todas as bases
estdo, portanto, no interior da hélice com os ac¢licares de fosfatos voltados
para o exterior (ver Figura 5-2D). As bases ndo pareiam ao acaso: A sempre
pareta com T, € C sempre pareia com G (Figura 5-6). Em cada caso, uma base
formada por dois anéis (uma purina, ver Painel 2-6, p. 74-75) pareia com uma
base de um tnico anet (uma pirimidina). Esses pares purina-pirimidina séo
denominados pares de bases, e esta complementaridade de pareamento
de bases permite que eles sejam compactados em um arranjo mais favo-
ravel energeticamente no interior da fita dupla. Nesse arranjo, cada par de
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fosfodigster

Ponte de hidrogénic

Figura 5-6 As duas fitas da dupla-hélice de
DNA so unidas por pontes de hidrogénio en-
tre os pares de bases complementares. (A} A
forma e a estrutura quimica das bases permi-
tem que a formagiio de pontes de hidrogénio
seja eficiente somente entre Ae Teentre C e
G, onde os dtomos que 530 capazes de formar
pontes de hidrogénic ver Painel 2-2, p. 646-67)
podem aproximar-se sem perturbar a dupla-hé-
lice, Duas pontes de hidrogénio se formam en-
tre A eTetrés entre C e G. As bases podem
parear dessa forma apenas se as duas cadeias
polinuclectidicas estiverem na posigio antipa-
ralela, isto &, orientadas em polaridades opos-
tas. (B) Uma pequena se¢io da dupla-hélice vis-
ta lateraltnente. S3o apresentados quatrd pares
de bases. Os nucleotideos sio ligados covalen-
temente por ligactes fosfodiéster pelo grupo
3-hidroxila (-OH) de um aglcer e o 5-fosfato
{(-PQ,) do préximo. Essa ligacio confere a po-
faridade guimica de cada fita polinucleotidica,
ista &, as duas extremidades s8o quimicamente
diferantes, A extremidade 3’ possui um grupo
~OH lvre ligado 2 pesicio 3’ do anel do eclcar,
A extremidade ' possul um grupa fosfato livre
ligado & posicio §' do anel do agdear.
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Figura 57 O modelo de preenchimento es-
pacial apresenta a conformacso da dupla-héii-
ce de DNA. As duas fitas de DNA se enrclam
uma ao redor da outra formando uma hélice
que gira para & direita com 10 bases por volta.
Na figura, estd apresentada uma volla e meia
de uma dupla-hélice de DNA. O enrolamento
das duas fitas uma ao redor da outra cria duas
fendas na dupla-hélice. A fenda mais larga é
chamada de fenda maior, @ @ menor, de fenda
rnenar. As cores dos atamos sio: N = gzul O =
vermelho; P = amarelo e M = branco.

bases tem largura similar, mantendo ¢ esqueteto de fosfatos e aglcares em
distdncias iguais ao Jongo da molécula de DNA. Os membros de cada par de
bases podem encaixar perfeitamente na dupla-hélice porque as duas hélices
sdo antiparalelas, isto €, elas sa0 orientadas com as polaridades opostas (ver
Figura 5-2C e ). Os dois esqueletos agucar-fosfato antiparalelos torcem ao
redor um do outro para formar uma dupla-hélice contendo 10 bases por volta
{Figura 53-7), Essa torcAo também contribui para a conformagao mais favoravel
energeticamente da dupla-hélice de DNA.

Uma consequéncia desses requisitos para o pareamento das bases € que
cada molécula de DNA contenha uma sequéncia de nucleotideos que é exata-
menie complementar a sequéncia nucleotidica da fita antiparatela. Um A sem-
pre pareia com um T na fita oposta, e um C sempre parela com um G na fita
oposta, Essa complementaridade é de crucial importéncia para a copia e o repa-
ro do DNA, como serd visto no Capitule 6. Uma versdo animada da estrutura do
DNA pode ser vista na Animagdo 5.1,

A estrutura do DNA fornece um mecanismo para a
hereditariedade

Os genes contém a informagéo bioldgica que deve ser copiada e trangmitida
com precisdo quando as células se dividem para formar duas células-filhas.
Essa situagio impde dois problemas biolégicos: como a informacgédo genética
para especificar um organismo pode estar contida em uma forma guimica ¢
como ela pode ser copiada com precis&o? A descoberta da estrutura da du-
pla-hélice de DNA foi um marco na biclogia do século XX porque permitiu res-
postas imediatas a essas duas questdes e, portanto, resolveu, em nivel molecu-
lar, os problemas de hereditariedade. Neste capitulo, salientaremos a resposta
& primeira questdo, & no proximo capitulo veremos em detalhes a resposta da
segunda questio.

O DNA codifica a informagdo na ordem ou sequéncia de nucleotideos ao
fonge de cada fita. Cada base ~ A, C, T ou G - pode ser considerada como uma
letra em um alfabeto de quatro letras que € usado para escrever as mensagens
bioldgicas na estrutura quimica do DNA (Figura 5-8}. Os organismos difexem uns
dos outros porque as suas respectivas moléculas de DNA possuern diferentes se-
quéncias nucleotidicas e, consequentemente, diferentes mensagens bioldgicas.
Como ¢ alfabeto de nuclectideos € usado para construir as mensagens € como
ela é escrita?

Ja foi estabelecido, mesmo antes da determinagdo da estrutura do DNA,
que 0s genes contém as instrugdes para a produgao de proteinas. As mensagens
ne DNA, portanto, devern de alguma forma, codificar proteinas. Considerando o
cardter quimico das proteinas, o problema fica mais facil de ser definido. Como
discutido no Capitulo 4, a fungdo de uma proteina ¢ determinada por sua estru-
tura tridimensional, e sua estrutura, por sua vez, € determinada pela sequéncia
de aminoécidos de sua cadeia polipeptidica. A sequéncia linear de nucleotideos
em um gene deve, portanto, de alguma forma, ditar a sequéncia de aminoacidos
da proteina.

A correspondéncia exata entre o alfabeto de quatro letras de nucleotideos
do DNA e das 20 letras do alfabeto de aminoécidos das proteinas - ¢ cddigo ge-
nético - ndo é dbvia a partir da estrutura da molécula de DNA, ¢ levou mais de
uma década apds a descoberta da fita dupla para que o mesmo fosse estabeleci-
do. No Capitulo 7, descrevemos esse cédigo em detathes no processo conhecido
como expressdo génica, pelo qual uma célula transcreve a sequéncia de nucleo-
tideos de um gene em uma molécula de RNA ¢ ent&o traduz essa informagéo na
sequéncia de aminoécidos de uma protefna (Figura 5-9),

A série completa de informagdes no DNA de um organismo ¢ denominada
genoma (0 termo ¢ também usado para se referir ac DNA que carrega essa in-
formacéo). A quantidade total dessa informagéo é surpreendente: a sequéngia
de nucleotideos de um gene humano pequeno, escrita com o alfabeto de nu-
cleotideos de quatro letras, ocupa um quarto de uma pagina de texto, enquanto
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a sequéncia completa do genoma humano preenche mais de 1.000-livros do
tamanho deste. Aqui reside um problema que afeta a arquitétura de todos os
CTOMOSSOMOS eucaridticos: como toda essa informagao pode ser coimpactada
habilmente em cada nicleo celular? No restante deste capitulo, dlscutlrernos as
respostas a essas questoes.

i

A ESTRUTURA DOS CROMOSSOMOS -
EUCARIOTICOS

=y

Grandes quaniidades de DNA sdo necessdarias para codificar toda & informacao
necessaria para fazer uma bactéria de célula dnica, e muito mais DNA € neces-
sério para codificar as instrugdes para o desenvolvimento dé organismos multi-
celulares como o0 nosso. Cada célula humana contém cerca de 2 m de PNA, e 0
adcleo celular tern somente 5-8 um de diémetro. Dobrar todo esse material em
um espago tao pequeno é o equivalente a tentar dobrar 40 km de um fio exire-
mamente fino em uma bola de ténis.

Nas células eucaridticas, enormes moléculas de DNA de fita dupla s&o em-
pacotadas em Ccromossomos, que nac apenas se encaixam facilmente no ni-
cleo, mas podem também ser facilmente divididos entre as duas células-filhas
a cada divisdo celular. Como veremos nesta secéo, o complexo empacotamento
do DNA € realizado por proteinas especializadas que se ligam e dobram o DNA,
preduzindo uma série de corddes ¢ algas que permitemn altos niveis organiza-
cionais e que impedem que o DNA se torne emaranhado. Surpreendentemente,
o DNA € compactado de uma forma erdenada e que pode tornar-se acessivel a
todas as enzimas e outras proteinas para sua replicagéo, reparo ¢ expressio de
seus genes.

As bactérias tipicamente possuem seus genes em uma Unica molécula de
DNA circular. Esse DNA é também associado a proteinas que condensam o DNA,
mas difere das proteinas que empacotam o DNA eucariético. Embora seja fre-
quentemente denominado “cromossomo” bacieriano, esse DNA procaridtico
n&o apresénta a mesma estrutura do gque ¢ DNA dos cromossomos eucaridticos,
e pouco s¢ sabe a respeite de sua compactagdo. Nossa discussio a respeito da
estrutura dos cromossomos neste capitulo seréd exclusivamente em relacio ac
cromossomo eucariotico.

O DNA de eucarioto é empacotado em miultiplos
Cromossomos

Nos eucariotos, ¢como nos, o DNA do nacleo esta distribuido em um grupo de
diferentes cromossomos. O genoma humano, por exemplo, contém aproxima-
damente 3,2 x 10° nucleotideos distribuidos em 24 cromossomos. Cada cromos-
somo consiste em uma Unica e enorme molécula de DNA linear associada a pro-
teinas que compactam e dobram o fino cordio de DNA et uma estrutura mais
compacta. O complexo de DNA e proteinas € denominado cromating. Além das
proteinas envolvidas na compactacio do DNA, 0s cromossomos esto associa-
dos a outras proteinas envolvidas na expressao génica, na replicacdo do DNA e
ne repare do DNA.

Com excegdo das células germinativas (espermatozoides e dvulos) e das
células altamente especializadas que néo possuem DNA {como os eritrdcitos),
cada céluia humana contém duas copias de cada cromossomo, uma herdade da
mae ¢ a outra herdada do pal. Os cromossomos maternos e paternos de um par
sao denominados cromossemos homdlogos. O tnico par de cromoessomos nio
homélogos sdo 0s cromossomos sexuais nos machos, onde o cromossomo Y é
herdado do pai € um cromossomo X é herdado da mae.

Além de serem de diferentes tamanhos, os cromossomaos humanos po-
detn ser distinguidos uns dos outros por meio de vérias téenicas. Cada cro-
mossomo pode ser “pintado” com cores diferentes usando-se moléculas de
DNA ligadas a corantes fluorescentes distintos (Figura 5-10) por meio da téc-
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Figura 5-8 Mensagens lineares sdo apresen-
tadas de diferentes formas. As linguagens
aqui apresentadas sfo: (A} portugués, (B) es-
cala musical {C) cddigo Morse, (D) chings e (E)
DNA,

Gene A Gene B Gene C
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Figura 5-9 Os genes contém a informagao
para a produgdo de proteinas. Como veremos
no Capitulo 7, cada gene que codifica uma pro-
teina & usado para produzir moléculas de RNA
gue entdo coordenam a produgio de moléeu-
tas proteicas aspecificas, O RNA intermediario
ndo esté representaclo nesse diagrama.
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Figura 5-10 <Cada cremossomo humano
pode ser “pintado” com uma cor diferente
para permitir a identificagiio precisa sob mi-
croscépio de luz direta. Os cromossomos de
um individuo do sexo masculino foram isclados
de uma célula em divisdo (mitose} &, portan-
to, em umn estado altamente compactado. A
coloragdo dos cromossomos é realizada pela
exposicdo a uma série de moléculas de DNA
hurmane que foram ligadas a uma combinagio
de corantes fluorescentes. Por exemplo, molé-
culas de DNA do cromossomo 1 sdo marcadas
com uma combinagio especifica de corantes,
aquelas do cromossemo 2 com outra combina-
¢, e assim por diante. Como o DNA marca-
de pode formar pares de bases, ou hibridizar,
somente com seu cromaossemo de origem {dis-
cutido no Capitulo 10), cada cromassomo é di-
ferentementa marcado. Para tais experimentos,
os cromossomoes estdo sujeitos a tratamentos
que separam a dupla-hélice de DNA em fitas
indivicluals para permitir ¢ pareamento de ba-
ses com o DNA de fita simples marcado, man-
tando a estrutura do cromossome relativamen-
te intacta. (A) Cromossomos visualizados como
estio nas células lisadas. (B} Os mesmos cro-
mossomos artificialmente alinhados em ordem.
Neste caridtipo, os cromossomos homdlogas
sdo numerados e organizados em pares. A
prasenca do cromossorno Y indica que o DNA
foi isolado de um individuo do sexc masculine.
De E. Schréck et al., Science 273:494-497, 1996,
Comn permissiio da AAAS)

Figura 5-11  Padrio de bandeamento carac-
teristico permite a identificacio de cada cro-
mossomo humano. Cs cromassomosde 1a22
530 numerados aproximadamente em ordemn
de tamanho. Uma tipica célula somética huma-
na (isto &, célula ndo germinativa) contém dois
de cada um desses cromossomos mais dois
cromossomos sexuals, dois cromossomos X no
caso das fémeas e um cromossome X eum Y
no caso dos machos. Os cromossomos ysados
para fazer esse mapeamento foram corados no
inicio da mitose, quando o DNA estéd compac-
tade, mas ndo tdo compactado como estaria
mais adiante nesse processo. A linha vermelha
horizontal representa a posi¢io do centrémero,
o gual aparece como uma constrigdo nos ¢ro-
mosgsomos mitdticos. Os apéndices {(vermelho)
nos cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22 indicam a
posicio dos genes que codificam para os gran-
des RNAs ribossomais (discutido no Capitulo
7). Esses padrdes sdio obtidos pela coleragio
dos cromossomos com Giemsa, um corante
que produz bandas escuras nas regides ricas
em pares de nucleotideos A-T. (Adaptada de U.
Franke, Cytogenest. Cell Genet. 31:24- 32,1981
Com permissdo de S. Karger AG.)

) . (B)

nica de hibridizacdo de DNA que sera descrita em detalhes no Capitulo 10,
A maneira mais tradicional de distinguir um cromossomo do ouiro é corar
0§ CIOMOSSOMOS com corantes que se ligam a certos tipos de sequéncias de
DNA. Esses corantes distinguem principalmente DNA rico em pares de nu-
cieotideos A-T ¢ DNA rico em G-C, produzindo um padréo confidvel de bandas
ao longo de cada cromossomo (Figura 5-11}. O padréc de bandas de cada tipo
de cromossomo ¢ Unico, permitindo que cada cromessomo seja identificado
e numerado.
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Figura 5-12 Cromossemos anormais estio associados & algum defeito genético heredita-
rio. (A} Um par de cromossomos 12 de um paciente com stexia hereditaria, uma doence carac-
terizada pela deterioracio progressiva do sistema motor. O paciente tem um cromassomo 12
normal (esquerda} e um cromossome 12 anormal, muito mais longo. O material adicional pre-
sente no cromassomo 12 alterado foi determinado, de seu padrio de bandas, como um pedaco
do cromossomo 4 que se ligou de forma inapropriada ao cromossemo 12. (B) Neste diagrama,
os cromossomas de {A) possuem o segmaertto correspondente ac DNA do cromossomo 4 "pin-
tado” de vermetho, e o segmento correspondente ao cromossamo 12 em azul. (De E. Schrdck et
al. Science 273:494- 497,1996. Com permissio de AAAS.)

A apresentacdo de uma série completa dos 46 cromossomos humanos
¢é denominada cariétipo humano. Se parte de um cromossomo € perdida ou
trocada entre cromosscmos, essas mudancas podem ser detectadas por mu-
dan¢as nos padrées de bandeamento. Os citogeneticistas usam as alteracdes
no padrao de bandeamento para detectar anormalidades cromossémicas que
estdo associadas com alguns defeitos hereditatios (Figura 5-12) € com determi-
nados tipos de cancer.

Os cromossomos contém longas cadeias de genes

A fungdo mais importante dos cromessomos € a de portar os genes, a unidade
funcional da hereditariedade (Figura 5-13). Um gene é, normaimente, defini-
do como um segmento de DNA que coniém as instrugbes para produzir uma
determinada proteina (o, em alguns casos, uma série de proteinas relaciona-
das). Embora essa definicio seja adequada a maioria dos genes, alguns genes
controlam a produgdo de moléculas de RNA, em vez de proteinas como seu
produto final. Como as proteinas, as moléculas de RNA desempenham uma
série distinta de funcdes cataimcas e estruturais na ¢élula, como veremos nos
ultimos capitulos.

Como esperado existe yma correlagao entre a complexidade de um or-
ganismo e o0 nimero de genes em seu genoma. Por exemplo, o nimero total
de genes varia entre menos de 500 em uma simples bactéria a cerca de 25.000
no homem. Bactérias e alguns eucariotos unicelulares possuem genoma es-
pecialmente compacto. As meléculas de DNA que compdem $eus cromosso-
mos $40 um pouco mais de um corddo de genes compactados muite proxi-
mos. Entretanto, 0s cromossomos de muitos eucarictos {incluindo humanos)
contém, além dos genes, um grande excesso de DNA intercalado que parece
nao portar nenhuma informacio fundamental, Esse DNA €, algumas vezes,
considerado “lixo de DNA”, pois sua utilidade para a cétuia ainda nao foi cla-
ramente demonstrada. Embora a sequéncia de nucleotideo desse DNA possa
nao ser importante, o prépric DNA atuando como material espacador pode
ser crucial para a evolugdo a longo prazo de espécies e para a atividade ade-
quada dos genes. Além disso, comparagdes entre as sequéncias gendmicas
de muitas espécies diferentes mostrou que parte desse DNA extra ¢ altamen-
te conservado entre espécies relacionadas, indicando que ele desempenha
fungdes impottantes, embora ainda n&oe saibamos quais. Discutiremos isso
detalhadamente no Capitulo 9.

Em geral, quarito mais compiexo ¢ um organismo, maior € seu genoma,
mas esse relacionamento nem sernpre € verdadeiro. O genoma humano, por
exemple, € 200 vezes maior do que o da levedura S. cerevisiae, mas 30 vezes
menor do que algumas plantas e pelo menos 60 vezes menor do que algumas

Figura 5-13  Os genes estdo organizados ac
lengo dos cromossomas. Esta figura mostra
um pegueno segmento de um cromossomo
da levedura 5. cerevisae. O genoma de §. ce-
revisag contém cerca de 6.300 genes, mais de
12 mithdes de pares de nucleotideos dispersos
em 16 cromossemos, Observe que, em cada
gene, somente uma das duas fitas de DNA
realmente codifica a informagio para a produ-
¢io de uma molécula de RNA ou proteing, e
isso pode ocorrer em qualquer uma das fitas,
como indicado pelas barras em vermetha-claro.
Entretanto, os genes s3c geralmente represen-
tados nas duas fitas como complementares,
como na Figura 5-9. A alta densidade de genes
& caractaristica dessas espécies.

(,5% do DNA do genoma da levedura

10.008 pares de nucleotideos Genas
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cromossomaos que eram separados iniclalmente se fundiram sem causar efeitos graves nos animais. Essas duas espécies possuem aproximadamente
o mesmo nimero de genes. (De B.K. Hall e B.Hallgrimsson, Strickberger’s Evalution, 4. ed. Sudbury, MA, 2008. Com permisséo de Jones & Bartlett

Publishers.) -

5-1% A replicaggo e a segregagio
dos cromossomos ocorrem de maneira orde-
nada durante o ciclo celular das células em
proliferagdo. Durante a interfase, a célula estd
expressando seus genes ativamente. Durante
a interfase, 0 DNA ¢ replicado, e os cromos-
somos sdo duplicades. Uma vez terminada a
replicacgo do DNA, a ¢élula pode entrar na
fase M, quando ocorre a mitose. A rmitose é
a divisdo do nicleo. Durante esse estagio, os
cromossomos condensam, a expresséo géni-
ca cassa, ¢ envelope nuclear é degradado, e
o fuso mitético & formado pelos microtibulos
@ por outras proteinas, Os cromossomos con-
densados sfio capturados pelo fuso mitdtico,
& uma série completa da cromossomos é pu-
xada para os polos opostes da célula, O enve-
lope nuclear se forma ao redor de cada grupo
de cromossomos, &, no passe final da fase M, a
célula se divide para formar duas células-filhas.
Para simplificar, mostramos aqui apenas dois
CrOMOSSOMOs, :

£nvelope nuclear
circundando o nicleo

—————-
EXPRESSAQ GENICA
E REPLICACAO
CROMOSSOMICA

Cromossomo

interfasico

INTERFASE

espécies de ameba. Além disso, como o DNA ¢ dividido entre os cromosso-
mos, também varia de uma espécie para outra. O homem possui 46 cromos-
sSOMmMoOs, mas uma espécie de veado pequeno possui somente 6, ao passo que
certas espécies de carpa possuem mais de 100. Espécies muito relacionadas
com genomas de tamanho similar podem apresentar cromossomos que dife-
rem em nimero ¢ tamanho (Figura 3-14). Assim, embora o némero de genes
esteja grosseiramente relacionado com a complexidade da espécie, nfio ha um
relacionamento simples entre o nimero de genes, ¢ namero de Cromossomos
e 0 tamanho total do genoma. O genoma e 0s cromossomos das espécies mo-
dernas foram moldados por uma histdria exclusiva de eventos genéticos apa-
rentemente aleatérios onde atuou a pressao seletiva.

Os cromossomos existem em diferentes formas durante a
vida da célula

Para formar urn cromossomo funcional, uma molécula de DNA deve fazer mais
do que simplesmente portar os genes; ela deve ser capaz de replicar, e as copias
replicadas devem ser separadas e divididas igualmente entre as células-filhas a
cada divisao celular. Esses processos ocorrem por meio de uma série ordenada
de eventos, conhecida como ciclo celular. Esse ciclo do crescimento e da divi-
580 celular esta resumido na Figues 315 e serd discutido em detalhes no Caplitulo
18. Somente dois desses estagios serao abordados neste capitulo: a interfase,
quando os cromossomos s&o duplicados, e a mitose, quando eles sao distribui-
dos para as duas células-fithas.

Durante a interfase, os cromossomos estio distendidos como longas e
finas fitas emaranhadas de DNA no nicleo e néo podem ser facilmente visuali-
zados ao microscopio. Referimos-nos aos cromossomos nessa forma relaxada
como cromossomos interfdsicos. Sequéncias de DNA especializadas, encontra-
das em todas as células de eucariotos, asseguram gue 05 Cromossomos interfa-
sicos repliquem eficientemente (? ~16). Um tipo de sequéncia nucleotidica
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atua como origem de replicacao, local em que a duplicagdo do DNA tem
inicio, come discutido no Capitulo 6. Os cromossomos eucariotos contém mui-
tas origens de replicacdo para assegurar que o cromossomo inteiro possa ser
replicado rapidamente. Outra sequéncia de DNA forma os telémeros, encon-
trados em cada uma das extremidades dos cromossomos. Os teldmeros contém
sequéncias nucleotidicas repetidas que permite que as extremidades dos cro-
mossemos sejam replicadas, como sera discutido no Capitulo é. Eles também
protegem as extremidades dos cromossomos, impedindo que sejam confundi-
dos pelas células como moléculas de DNA quebradas necessitando de reparo.

Quando a ciclo celular atinge a fase M, o DNA se torce, adquirindo uma es-
trutura mais compacta, até que sua estrutura mais altamente condensada, que €
o cromessomo mitdtico, tenha sido formada. Essa ¢ a forma na qual 0s cromos-
somos slo mais facilmente visualizados. Nesse estado altamente condensado,
os cromossomos duplicados podem ser facilmente separados quando a céluia
se divide (ver Figura 5-16). Uma vez que o cromosscemo estd condensado, é a
presenca de uma terceira sequéncia de DNA especializada, o centrémero, que
permite que uma cépia de cada cromossomo duplicado seja dividida para cada
célula-filha {Figura 5-17). Destreveremos o papel central dos teldmeros na divi-
sé0 celular no Capitulo 18. :

Cromossome
replicado

— Centromero

L1

Cromatide
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Figura 5-16 Trés elementos das sequén-
cias de PNA sdo necessdrios para produzir
um cromessoma eucaridtico que pode ser
replicado e entfo segregado durante a mi.
tose. Cada cromossomo possui muitiplas
origens de replicagio, um centrémero e dois
teldmeros. No desenho esquemitico, estio
descritas as sequéncias de eventos que um
cromossomo tipico sofre durante o ciclo ce-
lular. G DNA replica na interfase, iniciando na
origem de replicagio e seguindo bidirecional-
mente da arigem por todo o cromosseme. Na
fase M, o centrdmero dos cromossomos dupli-
cados & ligado ao fusa mitdtico de mode que
uma cépia de cada cromossomo & distribuida
para cada célula-fitha apds a divisdo celular O
centrdmero tambérn auxilia a manter os cro-
mossomos duplicados Juntos até que estejam
promntos para serem separados. Os teldmeros
formam protegbes espediais nas extremidades
de cada cromossomo.

Figura 5-17 Tipico cromossomo mitético
altamente compactado. Cada cremossomo
mitdtico contém duas moléculas de DNA idén-
ticas porque so replicados durante a interfase
{ver Figura 5-16}. Cada uma dessas longas mo-
léculas de DNA, juntamente com suas protei-
nas associadas, sio denominadas cromatide.
(A) Micrografia eletrdnica de varredura de um
cromossomo mitdtico. As duas cromatides es-
tio fortemente unidas. A regido de constrigio
indica a posigiio do centrémero. (B) Desenho
esguemitico do cromossermo mitdtico, (A, cor-
tesia de Terry D Allen)
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Figura 5-18 Os cromossomos interfésicos
ocupam diferentes regides no nicleo. Son-
das de DNA ligadas a diferentes marcadores
fluorescentes sio usados para pintar cromos-
samos interfasicos especificos em uma célula
humana. Quande observado sob microscdpio
de fluorescéncia, cada cromossomo interfa-
sico se localiza em terrtdrios distintos dentro
do nicleo, em vez de estarem misturades com
Cutros Cromossomaos Como um espaguete em
uma tigela. Observe que os pares de cromos-
somos homdblogos presentes ermn uma célula
diploide (p. ex., as duas cdpias do cromossomo
@ indicadas) geralmente ndio estdo na mesma
posicdo (De M.R. Speicher e N.P. Carter, Nat.
Rev Genat. 6:782-792, 2005. Com permissio de
Macrnillan Publishers Ltd.}

Figura 5-19 O nucléolo ¢ a estrutura mais
evidente no ndcleo interfasico. Micrografia
eletrdnica de uma fina seccho através do na-
cleo de um fibroblasto humano. O nideo é
circundado por uma membrana dupla deno-
minada envelope nudlear. Dentro do nicdleo, a
cromating aparece como uma manchs difusa,
com regibes cromossémicas especialmente
densas, denominada heterocromatina (regides
ascuras). A heterocromatina é pobre em genes
& estd localizada, principalmente, na periferia,
imediatarnente abaixo do ervelope nudlear. Ag
grandes regides escuras sdo os nucléolos que
contdm os genes para 08 RNAs ribossamicos,
0s guais estdo localizados em vérios cromosso-
mos que se agrupam no nucléolo. (Cortesia de
E.G. Jordan e J. McGovern.)

Cromossome 9

Célula interfasica

Envelope NuGcleo
nuclear 10 g

Os cromossomos interfasicos estdo organizados no
interior do ntcleo

O ndcleo é circundado por um envelope nuclear formado por duas membranas
concéntricas. O envelope nuclear € perfurado em intervalos por poros nucleares,
0s quais transportam ativamente moiéculas do citosol para o nicleo e do ndcieo
para o citosol {descrito em detalhes no Capitulo 15} e sustentado pela ldming nu-
clear, uma rede de filamentos de proteinas que forma uma fina camada forrando
a membrana nuclear interna {discutido no Capitulo 17)

No interior do nucleo, os cromossomos interfasicos, embora mais longos e
finos que as cromossomos mitdticos, estao organizados de varias formas. Cada
cromossomo interfasico tende a ocupar uma determinada regifo ne niclee de
maneira que os diferentes cromossomaos N&O ENroSQUEM Uns com 0s oulros
(Figura 5-18}. Além disso, regides cromossdmicas especificas se ligam a regites
do envelope nuclear ou da 1amina nuclear.

0 exemplo mais ébvio de organizagéo cromossémica no nicleo interfasico

_'é 0 nucléolo (Figura 5-19). O nucléolo ¢ uma regido onde partes de diferentes

cromossomos portando genes para o RNA ribossemal se agrupam (pontos ver-
melhos na Figuras 5-11). Aqui, os RNAs ribossomais sédo sintetizados e combina-
dos com proteinas para formar os ribossomos, a maquinaria de sintese proteica
das células (discutida no Capitulo 7).

O DNA nos cromossomos é muito condensado

Como vimos, todas as células eucaridticas, seja em interfase, seia em mitose,
compactam seu DNA em cromossomos. O cromossomo humano 22, por exem-
plo, contém cerca de 48 milhdes de pares de nuclectideos, ¢, se estendidos
de ponta & ponta, seu DNA deve ter cerca de 1,5 cm. Mesmo assim, durante a
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Figura 5-20 O DNA dos cromossomos interfasicos sdo menos compactos que os cromosso-
mos mitéticos. Micrografia eletrdnica mostrando um grande emaranhado de DNA cromassd-
mico {que estd associado a proteinas) sainde do ndcleo interfésico lisade. Um desenho esque-
matico de um cromossomo mitdtico humano condensade é apresentado na mesma escala para
comparacéo. (Cortesia de Victoria Foe )

mitose, O cromossomo 22 mede somenle cerca de 2 um em extensdo, ¢ que é
aproximadamente 10.000 vezes mais compacto do que em sua forma estendida.
Essa caracteristica marcante de compresséo € realizada por proteinas que tor-
cem e dobram o DNA em niveis cada vez mais allos de organizagio. O DNA dos
cromossomos interfasicos, embora menos condensado do que o cromossomo
mitdtico (Figura 5-20), ¢ ainda grandemente compactado com uma taxa de com-
pressao de cerca de 500 vezes.

Nas proximas segdes, apresentaremaos as proteinas especializadas que tor-
nam possivel essa compressio. Deve-se fer em mente que 0§ Cromossomos sao

;Z?j; urma estrutura dindmica. Nao apenas 0s cromossomos condensam e refaxam, de
Geleo acordo com o ciclo celular, mas diferentes regides do cromossomo interfésico
I i devem relaxar para perrnitir o acesso a diferentes sequéncias do DNA para a
rando replicacio, o reparc ou a expressae génica. A compactacdo dos cromossemos
deve, portanto, ser flexivel o suficiente para permitir o acesso rapido e localizado
1905 € a0 DNA, quando necessario,
. Cada
leo de Os nucleossomos s&o as unidades bésicas da estrutura do
HULT0S cromossomo eucaridtico
egides , ) o
As proteinas que se ligam ao DNA para formar os cromossomos eucaridticos
Fasico séo tradicionalmente divididas e duas classes gerais: as histonas ¢ as pro-
rentes teinas cromossémicas nac histonas. As histonas estdo presentes em enormes
7S ver- quantidades (mais de 60 milhdes de moléculas de diferentes tipos em cada
hina- célula), e sua massa total nos cremossomos € quase igual & do préprio DNA,
roteica O complexe das duas classes de proteinas com o DNA nuclear € denominado
cromatina.
As histonas s&o responsdveis pelo primeiro nivel fundamental de compac-
tagfo & cromating, o nucleossomo, o qual foi descoberto em 1974, Quando o
ntcleo em interfase é quebrado com cuidado e seu conteddo examinado sob
nitose, microscopio eletrbnico, a maioria da cromatina estd na forma de fibra com um
- exem- didmetro de cerca de 30 nm (Figura 5-214). S¢ essa cromatina € sujeita a trata-
ndidos mentos que a descompacte parcialmente, ela entdo pode ser vista ao microscd-
rante a pio eletrOnico come um “colar de contas” (Figura 5-21B). O cord&o € o DNA, e as

perolas sdo as particulas do cerne do nucieossemo que consiste no DNA enrolado
€m um niicleo de proteinas formado pelas histonas.

(&)

@)

50 nim
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Figura 5-21 Os nuclecssomos podem ser
visualizados por microscopia eletrdnica. {A) A
cromatina isclada diretamente de um ndcleo
interfasico aparece a0 microscopio eletrdni-
co como um cardéo de 30 nm de espessura,
e aqui é mostrade parte dessa fibra. (B} Essa
micrografia eletrdnica mostra a cromatina que
foi descompactada experimentalmente, ou
descondensada, apds o isclamento, para mos-
trar o8 nuclecssomos. (A, cortesia de Barbara
Hamkalo; 8, cortesia de Victoria Foe)
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contas” da cromatina  inclui ~200 pares de
nuclectideos de TNA

NUCLEASE
DIGERE O DNA
DE LIGAGAC

tiberagdo das
partfculas do cerne
da nuclecssomo

DISSCCIAGAD COM
ALTAS CONCENTRAGGES
DE SAI5

Carne de histona Dupla-hélice de
actamérica DNA com 147 pares
de nucieotidecs

2 DISSOCIACAO
1T 1 1
L gt Aadiied

H2A “H2B H3 0 HA

Figura 5-22 Os nucleossomes contém o
DNA enrolado ac redor de um cerne de pro-
teinas contendo oito moléculas de histenas.
£m um tubo de ensaio, a particula do cerme do
nucleossomo pode Ser liberada da cromatina
pela digestdo do DNA de ligagBo com uma
nuclease, uma enzima que guebra o DNA, (A
nucleass pode degradar o DNA expdsto, mas
ndo pode danificar o DNA que esté fartemente
enrclado ao redor do cerne do nucleossomo.)
Apds a dissociacio dos nucleossomos isolados
em seu cermne de proteinas ¢ DNA, pode-se
determinar o tamanho do DNA que estava ao
redor do cerne. Sua extensio de 147 pares de
nucleotideos é suficiente para enrolar ¢ cerne
de histonas por duas vezes.

Figura 5-23 A estrutura da particula do cer-
ne do nucleossome, como determinado pela
andlise de difragéo de raios X, revela como
o DNA estd fortemente enrolado ao redor
de um cerne de histonas em forma de disco.
Aqui estBo apresentadas duas posicdes da
astrutura do nucleossomo. A hélice de DNA é
cinza. A porcio da cauda da histona H3 {verde)
pode ser vista como uma extensdo do nucleos-
somo, mas as caudas das outras histonas estéo
ancurtadas. (Reimpresso com permissio de K.
Luger et al., Nature 389:251-240, 1997. Com
permissdo de Macmillan Publishers Ltd.)

A estrutura da particula central do nucleossomo foi determinada apds o
primeiro isolamento do nucleossomo da cromatina descompactada pela digestéo
com determinadas enzimas (denominadas nucleases) que quebram o DNA cor-
tando-o entre 0s nucleotideos. Apds a digestao por um curte perfodo de tempo,
o DNA exposto entre as particulas do cerne do nucleossomo, o DNA de ligagao, é
degradado. Uma particula do cerne do nucleossomo consiste em um complexo de
oito proteinas histonas — duas moléculas de cada histona H2A, H2B, H3e H4 - ¢
uma fita dupla de DNA com cerca de 147 pares de nuclectideos que circundam
esse octdmero de histonas (Figura 5-22). A estrutura de alta resclucdo da particula
do cerne do nucleossomo foi determinada em 1997, revelando os detalhes atd-
micos do complexo de histonas em forma de disco ao redor do gual o DNA esta
firmemenie preso fazendo 1,7 volta em uma hélice para a esquerda (Figura 5-23),

O DNA de ligagao entre cada particula do cerne do nucieossomo pode
variar em comprimento de poucos pares de nucleotideos até cerca de 80. (O
termo nucleossome se refere tecnicamente a uma particula do cerne mais ¢
DNA de ligacéo adjacente {ver Figura 5-22), mas é frequentemente utilizado
para significar apenas a particula do cerne do nucleossomo.} A formacgéo dos
nucleossomos converte uma molécula de DNA em uma fita de cromatina de
aproximadamente um tergo de sua extensdo iniclal e confere o primeiro nivel de
compactagio do DNA.

Todas as quatro histonas que formam o cerne do nucleossomo séo protei-
nas relativamente pequenas com uma alta proporgéo de aminoacidos positiva-
mente carregados (lisina e arginina). As cargas positivas auxiliam as histonas a
ligarem-se fortemente ao esqueleto de fosfato ¢ a¢licares negativamente catre-
gados do DNA. Essas numerosas interagdes explicam em parte por que o DNA de
praticamente qualquer sequéncia pode ligar-se ao cerne de histonas. Cada cerne
de histonas possui uma longa “cauda” N-terminal, a qual se estende para fora da
particula do cerne do nucleossomo (ver Figura 5-23). Essas caudas de histonas
estdo sujeitas a varios tipos de modifica¢des quimicas covalentes que controlam
muitos aspectos da estruiura da cromatina.
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As histonas que formam o cerne do nucleossomo est&o entre as mais con-
servadas de todas as proteinas de eucariotos conhecidas, Ha somente duas dife-
rencas enire as sequéncias de aminoacidos na histona H4 da ervilha e de bovinos,
por exemplo. Essa extrema conservagdo evolutiva reflete ¢ papel estrutural vital
das histonas no controle da estrutura do cromossomo eucaridiico. Recentemen-
te, as histonas também foram encontradas em Archaea - procariotos que formam
um reino filogenético distinto dos Eukarya e Bacteria (discutidos no Capitulo 1).

O empacotamento dos cromossomos ocorre em multiplos niveis

Embora sejam formadas longas fitas de nucleossomoes na maicoria do DNA ¢ro-
mossomal, a cromatina nas células vivas raramente adota a forma estendida de
colar de contas, como mostra a Figura 5-218. Em vez disso, 05 nucleossomos
sao compactados ainda mais para gerar uma estrutura mais compacta de fibras
de 30 nm (ver Figura 5-21A). O empacotamento dos nucleossomos em fibras de
30 nm depende de uma quinta histona denominada histona H1, a qual mantém
os nucleossomos unidos em um arranjo repetido regular. Essa histona "ligado-
ra” altera a diregdo do DNA quando sai do cerne do nucleossomo, permitindo
que s¢ forme uma estrutura mais compacta (Figura 5-24). A fibra de 30 nm resul-
tante estd ilustrada na Animagio 5.2 e na Figura 5-25, como parte de um desenho
esquematico dos varios niveis de compactacdo dos cromossomos.

Sabemos que a fibra de cromatina de 3¢ nm pode ser compactada ainda
mais. Vimos, neste capituio, que durante a mitose a cromatina se torna tao al-
tamente condensada que 0s cromossemos podem ser vistos sob microscépio
de luz direta. Como a fibra de 30 nm ¢ dobrada para produzir os cromossomos
mitdticos? A resposta a essa questdo ainda ndo é conhecida em detalhes, mas

AN ANAN AN AN

"Coritas em um 1t nm
colar” formam j_
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RESULTADO FINAL: CADA MOLECULA BE DNA
£ COMPACTADA EM UM CROMOSSOMO MITOTICO
QUE E 10.000 VEZES MAIS CURTO DO QUE EM SUA
FORMA ESTEN2IDA
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N Histona H1

Figura 324 Uma histona de ligagde auxilia
a manter os nucleossomos unidos em uma fi-
bra de 30 nm. Ahistona H1 & formada por uma
regido globular e um par de fongas caudas na
sua porgdo C e N-terminal. A regidio globular
contém 20 pares de bases adicionais de DNA
no local que sai de cerne do nucleossomo, uma
atividade que se acredita ser importante para
a formagio da fibra de 30 nm. A longa cauda
C terminal & necesséria para que a H1 se ligue
a cromatina, mas sua posicic e a posicic da
cauda N terrinal sdo desconhacidas.

Figura 3-25 O empacotamento do DNA ocor-
re em vérios nivels nos cromossomos. Esse de-
senho esqguemético mostra alguns dos niveis de
compactagio que, se acredita, ocarrem para
formar o cremossomo mitdtico altamente con-
densado.
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Figura 5-26 Os cromoessomos mitéticos sio formados de cromatina altamente compacta-
da. Essa micrografia eletrénica de varredura mostra a regifio proxima & uma das extremidades
de um tipico cromossemo mitdtice. Cada projegéio em forma nodular representa a ponta de
una alge de cromatina. O cromoessomo dessa figura foi duplicado, e os dois novos cromossomos
{também denaminados crométides) ainda sdo mantidos unidos (ver Figura 5-17). As extremida-
des dos dois cromossomos estio facilmente visiveis & direita dessa micrografia. (De M.P. Mars-
den e UK Laemmli, Cell 17: 849-858, 1989, Com permissio de Elsevier)

sabe-se que a fibra de 30 nm & ainda organizada em al¢as e que essas sdo ainda
mais condensadas para formar o cromossomo interfasico. Finalmente, acredita-
-se que esse corddo compacto de algas sofre pelo menos mais um nivel de em-
pacotamento para formar o cromossomo mitético (Figura 5-26; ver Figura 5-25).

A REGULACAC DA ESTRUTURA DOS
CROMOSSOMOS

Até o momento, discutimos como o DNA ¢ cuidadosa e firmemente compactado
e cromatina. Agora veremos como essa compactagdo pode ser dindmica, per-
mitindo o répido acesso ao DNA, O DNA celular possul uma enorime quantidade
de informagbes codificadas, € as células devem ser capazes de adquiri-las sem-
pre que necessario.

Nesta secao, discutiremos como uma célula pode alterar a estrutura de sua
cromatina para expor determinadas regides do DNA e permitir 0 acesso a protefnas
especificas, principalmente aquelas envolvidas na expressdo génica e no repayo &
na replicacdo do DNA. Entdo discutiremos como a estrutura da cromatina é estabe-
lecida e mantida ¢ como uma céiula passa adiante algumas formas dessa estrutura
para suas descendentes. A regulacéo e a heranga da estrutura da cromatina s&o
importantes no desenvolvimento e no crescimento dos organismos eucariéticos.

As mudangas na estrutura dos nucleossomos permite o acesso
ao DNA

As células eucarioticas apresentam varias maneiras de ajustar rapidamente a es-
rutura focal de sua cromatina. Uma estratégia apresenta a vantagem dos com-
plexos de remodelamento da cromatina, uma maquinaria de proteinas que
usa a energia da hidrélise do ATP para mudar a posicdo do DNA ao redor dos
aucleossomos. Ao emputrar 0 DNA firmemente condensado a medida que eles
se movermn, esses complexos podem afrouxar (descondensar} o DNA subjacente,
tornando-o mais acessivel a outras proteinas (Figura 5-27). Durante a mitose,
pelo menos alguns dos complexos de remodelamento da cromatina séo inati-
vados, © que pode auxiliar a manier a estrutura altamente compactada dos cro-
moessomos mitdticos.

Outra estratégia para a mudanca na estrutura da cromatina reside na mo-
dificacdo quimica reversive} das histonas. As caudas de cada uma das quatio
proteinas histonas do cerne séo particularmente sujeitas a essas modificagoes
covalentes. Por exemplo, grupos acelila, fosfato ou metila podem ser adiciona-
dos ou removidos apds o nucleossome ter sido reunido por enzimas localizadas
no nicleo. Essas modificagdes das caudas das histonas apresentam pouco efeito
direto na estabilidade de um determinado nucleossomo. No entante, algumas
parecem afetar diretamente a estabilidade da fibra de cromatina de 30 nm ¢ de
algumas estruturas de ordem superior discutidas anteriormente.

Entretanto, essas modificagbes afetam a capacidade das caudas das his-
tonas modificadas de ligar e atrair proteinas especificas para determinados seg-
mentos de cromatina. Diferentes padrées de modificagdes das caudas das histo-
nas atraem diferentes protefnas. Algumas dessas proteinas causam compactacao
amnda maior na cromating, ao passo que outras facilitam o acesso ao DNA pela
descompactacac da cromatina. Combinagdes especificas de modificagdes nas
caudas e das proteinas que nelas se ligam poderm sinalizar diferentes agbes para
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™ ) Figura 5-27 Complexos de remodelamento
¢4 da eromatina reposicionam o DNA ao redor
do nucleossomo. {A) Repetidos ciclos de hi-
drélise de ATP permitem que o complexe de

Complexo de remodelamento
da cromating dependente
de ATP

fa- remodelamento da cromatina libere o DNA
rs- do nucleossomo empurrando-o no cerme de
histonas. Isso reposiciona {desloca) o nucleos-
somo, expondo o DNA a outras proteinas liga-
doras de DNA. Nessa figura, o nucleossomo foi
da levemente movido para a esquerda ao longo
a do DNA. Muitos ciclos de hidrdlise de ATP sgo
| necessérios para produzir tais mudancas. (B)
n- . Muttiplas séries de deslizamento dos nuclegs-
. CATALISE DO ;
). DESLIZAMENTO DO somos podemn descondensar a cromatina, per
NUCLEQSSOMO mitindo ¢ acesso de outras proteinas ao DNA
na célula, Ao contrério, outros tipos de desliza-
mento podern condensar a cromatina em uma
determinadcla regido cromossdmica.
{B) Complexo de
remodelamento
1o
i
de
-
1a
as oo, S
} @ Cromatina condensada Cromatina descondensada
e~ MULTIPLAS SERIES DE
ra DESLIZAMENTO DO NUCLEOSSOMG
A0
a célula. Por exemplo, um padrdo pode indicar que um determinado segmento
de cromatina acabou de ser replicado, e outro padro pode indicar que os genes
' naguele segmento de cromatina devem ser expressos (Figura 5-28).
Assim como ocorre nos complexos de remodelamento da cromating, as
< enzimas que modificam as caudas das histonas s&o cuidadosamente reguladas.
- Elas sao levadas & uma determinada regido da cromatina por outros sinais, prin-
n cipalmente por suas interagdes com proteinas que se ligam a sequéncias de DNA
iz especificas (discutiremos a respeito dessas proteinas no Capitulo 8). As enzimas
€5
€, A Figura 5-28 O padrdo de modificagio das
e, caudas das histonas pode definir como um de-
ti- . terminado segmento de cromatina é tratado
- o i @ o % . pela célula. {4} Cada histona pode ser modi-
! ;W ‘25@ o o @’ ficada pela ligagio covalente de varies grupos
- R K RE K RKS K quimicos diferentes. A histona H3, por exem-
2 14 1718 23 262728 36 plo, pode receber um grupo acetila (A}, um
ro grupo metila (M) ou um fosfato (P). Os ndmeros
5 indicam as posiches dos aminoacidos modifica-
a- dos na cadeia proteica, Obsarve que algumas
AS posigdes (p. ex,, lisinas 9, 14, 23 e 27) podem
to ser modificadas por mais de uma maneira.
as Além disso, as lisinas podem ser modificadas
ie i . ) por um, dois ou trés grupos metila {ndo apre-
i FormacBo da heterocromatina, sentado). Chserve que a histona H3 contém
K silenciamento génico 135 amincéacidos, a maioria dos i -
, quais se en
5- : contram em sua regidio globular {curva) e que
o~ \l%@ @ ) _ arnaioria das modificacdes estdo em sua caudla
Yy K v Expressgo génica N-terminal. (B) Diferentes combinagdes de mo-
50 4 a dificag@es nas caudas das histonas podem con-
la o ferir um significado especifico nos segmentos
i @ . de cromatina onde 0s mesmos ocorrem, como
i 5 K . Expressgo geénica indicado. Somente alguns significados dessas
ra

modificagbes sdo conhecidos.

=
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Figura 5-29 - A expressdo de um gene pode
ser alterada movendo-o para outro local do
genoma, Esta figura mostra dois exemplos de
efeito de posiglo, no qual a atividade de um
gene depende de sua posi¢io ao longo do cro-
massemo. O gene White ne mosca-das-frutas
Drosophila congrola a produgio de pigmen-
to do olho e possui-esse nome em virtude da
mutacio que levou & primeira identificacio,
Moscas tipo selvagens com o gane White nor-
mial {White') produzem pigmentagio narmal,
conferindo-lhes olhes vermelhos, mas se o
gene White estd mutado e inativado, a5 mos-
cas mutantes (White } ndo produzem pigmento
e possuem ¢lhos brancos. Nas moscas selva-
gens, o gene White (apresentado em amarelo)
astd localizado a uma determinada disténcia
proxima & heterocromatina (verde). Uma se-
quéncia especial de barreira (vemetho) impede
que a heterocromatinz se espalhe pelas areas
vizinhas do cromossomo. Em moscas nas quais
uma inversie de uma regido do cromessoma
transfere o gene White” normal para uma re-
gifo proxima de neterocromatina que desloca
a sequéncia de barreira, os olhos s80 man-
chados com regides vermelhas e brancas. As
regides brancas representam aquetas células
cujo gene White”, foi silenciado pelos efeitos
da heterocromatrina, as manchas vermelhas
representam as células que expressam o gene
White", porque a heterocromatina ndo se dis-
persou ao mesma tempo, neste geneg, no inicic
do desenvolvimento quande foram formadas
as células fundadoras dessas manchas. A pre-
senca de grandes manchas de células verme-
Ihas e brancas indica que o estado do gene (se
ative ou silenciado) foi estabelecido no inicio
do desenvolvimento e herdado pela progénie
celular a partir de entéo.

que modificam as histonas atuam em conjunto com os complexos de remedela-
mento da cromatina para compactar e relaxar segmentos de cromatina, permi-
tindo que a estrutura da cromatina local mude rapidamente de acordo com as
necessidades da célula.

Os cromossomos em interfase cont&m a cromatina tanto na
forma condensada como na forma mais estendida

A glteracdo da compactacgéo localizada da cromatina por meio de compiexos de
remodelamento e modificacdo de histonas tem efeito importante na estrutura
geral dos cromossomos interfasicos, Nesses cromossomos, a cromatina nao esté
uniformemente compactada. No entanto, as regides que contém os genes que
s8¢ expressos estdo, em geral, na forma mais estendida ou relaxada, e outras
que contém genes guiescentes estdo mais compactadas, Assim, a estrutura deta-
lhada de um cromossomo interfasico pede diferir de um tipo celular para outro,
dependendo de quais genes estac sendo expressos.

A forma mais altamente condensada da cromatina interfasica ¢ denominada
heterocromatina (do grego heferos, que significa “diferente” mais crematina). Na
década de 1930, a heterocromatina foi observada pela primeira vez, sob micros-
cbpio de luz direta, como uma regido discreta e fortemente corada na massa de
cromatina. A heterocromatina normalmente compée cerca de 10% do cromossomo
interfasico e, nos cromossomos de mamiferos, concentra-se ao redor da regiao dos
centrdmeros € dos teldmeros nas extremidades dos cromossomos. A formacéo da
forma mais comum de heterocromatina € induzida por um determinado grupo de
modificagdes nas caudas das histonas, incluindo a metilagio de residuo da lisina
9 na histona 3 (ver Figura 5-28). Essas modificagbes atraem um grupo de proteinas
especificas de heterocromatina que induzem as mesmas modificagdes nas caudas
das histonas nos nucleossomos adjacentes. Por sua vez, as novas modifica¢oes nas
caudas recrutam o mesmo grupo de proteinas especificas de heterocromatina, cau-

-sando uma onda de propagagio da cromatina condensada por tedo o cromosso-

mo. Desse mado, estabelece-se um grande segmento de heterocromatina no DNA,

A maior parte do DNA que esta permaneniemente compactada em hetero-
cromatina em uma célula nd¢ contém genes. Em virtude do alto grau de com-
pactagdo da heterocromating, 05 genes que acidentalmente se tornam compac-
tados em heterocromatina em geral n&o podem ser expressos {Figura 5-29). Essa
compactagdo inadequada dos genes em heterocromatina pode causar doengas.
No homem, o gene que codifica a §-globina, que forma parte da molécula de
hemogiobina que transporta ¢ oxigénio, esta localizado préximo a uma regi&o
de cromatina condensada. Se, em virtude de uma delecao hereditdria do DNA,
essa regido da heterocromatina se espalha, o gene da pB-globina se torna pouco
expresso, € o individuo desenvolve uma forma grave de anemia.

Talvez 0 exempio mais marcante do uso da heterocromatina para manter
os genes inibidos ou silenciados é encontrade no cromossomo X interfasico das
fémeas de mamiferos. As células das {émeas contém dois cromossomos X, € as
células dos machos contém um cromossomo X e um Y. Em virtude da letalidade
da dose dupla de produtos do cromossomo X, as fémeas de mamiferos evoluiram
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Célula do embrido inicial

CONDENSAGAQ DO CROMOSSOMO X
ALEATORIAMENTE SELECIGNADO
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[ HERANGA DIRETA DO PADRAQ DE CONDENSAGAO DO CROMOSSOMO X l
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Somente X, ativo nesse clona

Somente X, ativos nesse clong 7

um mecanismo para inativar permanentemente um dos dois cromossomos X
e cada célula. Ao acaso, um ou outre cromossemo X em cada célula se torna
altamente condensado em heterocromatina no inicio do desenvolvimento em-
briondrio. Desde entdo, em todas as células da progénie, o estado inativado e
condensado daquele cromossomo X € herdado (Figura 5-30).

O restante da cromatina interfasica é denominado eucromatina (do gre-
go eu significando “verdadeiro” ou “normal”, mais cromatina). Embora se use
0 termo sucromatina para nos referirmos a cromatina que se encontra em um
estado mais relaxado do que a heterocromatina, sabe-se agora que tanto a cro-
matina quanto & heterocromatina $a0 compostas de uma mistura de diferentes
estruturas de cromatina, cada uma delas estabelecida e mantida por um grupe
distinto de modificagbes nas caudas das histonas que atraem diferentes grupos
de proteinas nic histonas (Figura 5-31},

As mudangas na estrutura da cromatina podem ser herdadas

Como vimos, determinados tipos de estrutura da cromatina podem ser passa-
dos de uma célula para sua descendente. Por exemplo, a progénie de uma célu-
la na qual uma cdpia do cromossomo X matérno estd condensado e inativado,
também ird condensar e inativar seu cromossemo X materno. Como ¢ possivel
tal heranga da estrutura da cromatina? Quando uma célula replica seu genoma,
cada hélice de DNA fitha recebe metade das suas proteinas histonas parentais.

Heterocro-

Heterocromatina Eucromatina Heterocromating Eutrornatinag mating

4
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Figura 5-30 Um cromossomo X pode ser
completamente inativade pela formagio
da heterocromatina. As células do embrido
inicial das fémeas dos mamiferos contém dois
cromossemos X, um recebido da mie (X je o
outro recebido do pai (X ). Nos primeiros es-
tagios do desenvolvimento, um desses dois
Cromaossomos, em cada célula, torna-se alea-
toriamente condensado em heterocromatina.
Em cada divisdo celular, apds esse estagio, o
MesMo Cromosseme se torna condensado em
todas as células descendentes da céiuls origi-
nal. No camundongo, a inativagio do cromos-
sormo X ocorre entre o terceiro e o sexto dia
de desenvolvimento embrionario. No homemn,
a inativagio do X também ocorre no inicio do
desenvolvimento, antes que as células tenham
se comprometido com uma via de desenvolvi-
mento especifica. Assim, as fémeas apresen-
tam um mosaico de células, portanto, um cro-
mossomo X materno ou paterno, inativado. Na
maioria dos tecidas e drgdos, cerca de metade
das células seré de um tipo e a outra metade
serd de outro.

Figura 5-31 A estrutura da cromatina varia
ac lengo de um dnico cromossomo interfasico.
Como indicado de maneira esquematica com
diferentes cores, a heterocromating e a sucro-
matina representam uma séria de estruturas
distintas de cromatina com diferentes graus de
extensio e condensagio. Geralmente, a hete-
rocromating estd mais condensada do que s
eucromatina.

Eucromatina Meterocromatina

Telémero . Centrémero

Telémero
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Figura 5-32 As modificagdes nas histonas
podem ser herdadas pelos cremosscmos-fi-
thos, Quando um cromossomo é replicado, as
suas histonas sdo distribuidas mais ou menes
aleatoriamente nas duas hélices de DNA fithas.
Assim, cada cromossoma-filho ird herdar cerca
de metade da cole¢io parental de histonas
modificadas, Os outros segmentos de DNA
receberdo histonas ainda ndo modificadas
recém-sintetizadas. Nesse momento, as protei-
nas que reconhecem uma determinada modi-
ficagdo podem ligar-se & cromatina e catalisar
a formagiio da mesma modificagdo na nova
histona. Isso pode restaurar o padrdo de modi-
ficacdo parental e, em uitima insténcia, permitir
a heranca da estrutura da cromating parental.
Esse mecanismo parece ser aplicavel a alguns
tipos de modificacbes nas histonas, mas nio
em todos.

Alberts, Bray, Hopkin, Johnson, Lewis, Raff, Roberts & Walter

Nucleossomos parentais
com histonas modificadas

Metade do nucleossomos-filhos
possui histonas medificadas

Padric parental de modificagdes
nas histonas £ restabelecido por
proteinas gue reconhecem as
mesmas modificagdes que
catalisam

As modificagdes covalentes associadas ao tipo de estrutura da cromatina que
estava presente em cada regido especifica do cromossomo parental também
s&o herdadas com essas proteinas histonas. Assim, cada cromessomo-filho ini-
cialmente ird conter um grupo misto de dois tipos de nucleossomos: aqueles
que contém as histonas modificadas que foram herdadas desse cromossomo
parental € aquelas que contém histonas recém-sintetizadas, as quais ainda nédo
foram modificadas. Nesse momento, as proteinas que reconhecem as histonas
maodificadas podem ligar-se as histonas parentais ¢ depositar o mesmo tipo de
modificacdo nas histonas vizinhas virgens, restabelecendo o padrdo da estrutura
da cromatina encontrada no cromossomo parental (Figura 5-32).

A capacidade de herdar & estrutura localizadas na cromatina auxilia as cé-
lulas eucaridticas a “lembrar” se o gene estava ativo na célula parental, um pro-
Cesso que parece ser crucial para o estabelecimento e a manutengao de diferen-
tes tipos celulares, tecidos e érgdos durante o desenvolvimento e o crescimento
de um organismo multicelular complexc. Esse tipo de heranga nio envolve a
passagem de sequéncias de DNA especificas de uma geracio celular para cultra,
mas depende da passagem de protefnas histonas especificamente modificadas.
Esse é um exemplo de heranga epigenética (do grego epi= sobre), porque esta
sobreposta na heranga genética com base no DNA, Quiras formas de heranga
epigenética serdo discutidas no Capitulo 8.

CONCEITOS ESSENCIAIS

» A vida depende do armazenamento estavel e compacto da informagio
genética.

» A informagio genética esta localizada em moléculas de DNA muito lon-
gas e codificada em uma sequéncia linear de nucleotideos A, T, C e G.

= Cada molécula de DNA ¢ uma dupla-hélice composta de um par de fitas
complementares de nucleotideos mantidas juntas por pontes de hidro-
génio entre os pares de bases G-C ¢ A-T.

= A fita de DNA possui uma polaridade quimica devida a ligagao dos agli-
cares alternados com os fosfatos no seu esqueleto. As duas fitas de DNA
da dupla-hélice sdo antiparalelas, isto é, estdo em orientacbes opostas.

» O material genético de uma célula eucaridtica estd contido em um ou
mais cromossomos, cada um formado por uma longa molécula de DNA
tnica que contém muitos genes.

+ Quando um gene que codifica uma proteina € expresso, parte de sua se-
quéncia nucleotidica € copiada em RNA, que entdo coordena a sintese de
uma proteina especifica.

s O DNA que forma cada cromossomo eucaridtico contém, além dos ge-
nes, muitas origens de replicacdo, um centrémero e dois teldomeros. Es-
sas sequéncias asseguram que o cromossomo possa ser replicado efi-
cientemente e passado para as células-fithas.
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0Os cromossomos das células eucaridticas consistem em DNA fortemente
ligado a uma massa de proteinas especializadas. Essas proteinas do-
bram © DNA em uma forma mais compacta. O complexo de DNA e protei-
nas nos cromossomos & denominado cromatina.

As proteinas cromossomais mais abundantes sao as histonas, as quais
compactam o DNA em arranjos repetidos de particulas de DNA e protei-
nas denominados nucleossomos.

0s nucleossomos se agrupam, com o auxilio de moléculas de histona H1,
para formar uma fibra de 30 nm. Essa fibra €, geralmente, mais dobrada
e torcida, produzindo estruturas de cromatina ainda mais compactas.

A estrutura da cromatina é dindmica. Descompactando temporariamente
sua estrutura, por meio do uso de complexos de remodelamento da cro-
matina e enzimas que modificam covalentemente as histonas, a célula
pode garantir que as proteinas envolvidas na expresséo génica, na repli-
cacdo e no reparo tenham acesso rapido e localizado as sequéncias de
DNA necessarias.

Algumas formas da cromatina possuem um padrao de histonas com mo-
dificacbes em suas caudas que fazem com que o DNA se torne tac ex-
tremamente compactado que os genes nao podem ser expressos para
produzir RNA e proteinas.

A estrutura da cromatina pode ser transmitida de uma célula para sua

descendente, produzindo uma forma de heranga epigenética que auxilia
a célula a lembrar o estado de expressdo génica de sua célula parental.

res de nucleotideos? A resposta seria diferente para o ge-
noma de uma célula animal que contém 3 » 10° pares de
nucleotideos?

TESTE SEU CONHECIMENTO

QUESTAQ 5-6
QUESTAQ 5-7

Um par de bases A-T é estabilizado por somente duas pontes
de hidrogénioc. Um esquema de pontes de hidrogénio de forgas
similares pode ocorrer entre cutras combinacdes de bases, como

A. A sequéncia de nucleotideos de uma das fitas de uma du-
pla-hélice de DNA &

5-GGA GTCCACAATCA-3,

Qual ¢ a sequéncia da fita complementar?

B. No DNA de certas células bacterianas, 13% dos nucleotideos
s80 adenina. Qual é a porcentagem dos outros nucleotideos?

C. Quantas sequéncias de nucleotideos sdo possiveis para um
segmento de DNA de N nucleotideos de comprimento se ele
for (a) fita simples e {b} fita dupla?

- Suponha que vocé tenha um método para cortar © DNA em
sequéncias especificas de nucleotideos. Quantos nucleoti-
deos de comprimento (em média) essa sequéncia teria para
fazer apenas um corte no genoma bacteriano de 3 % 10° pa-

os pares A-C & A-G, como moestra a Figura Q5-7. C que acornite-
ceria se esses pares se formassem durante a replicagio do DNA
e se bases erradas fossem incerporadas? Discuta por que isso
ndo acontece frequentemente. (Dica: ver Figura 5-6.)

QUESTAQ 5-8

A. Uma macromelécula é isolada de uma fonte extraterrestre
que superficia!mente se assemetha ao DNA, mas, apds um
exarne mais cuidadoso, observa-se que a estrutura das bases
& muito diferente (Figura Q35-8). Bases V, W, X ¢ Y substituem




Figura Q57

as bases A, T, G e C. Olhe essas estruturas mais atentamente,
Essas moléculas semelhantes ac DNA podem ter sido deri-
vadas de um organismo vivo que usa o principio de heranga
genética similar aquele usado pelas células da Terra? Caso
afirmativo, o que vocé pode dizer sobre stas propriedades?

B. Julgando simplesmente pelo potencial das pontes dé‘ hidrd—

565 terrestres ATGe C'? Explique sua resposta.

QUESTAC 5%
As duas fitas do DNA de dupla-hélice podem ser separadas pelo
aquecimento: Se vocé aumentar a temperatura de uma solugio

contendo uma das seguintes moléculas de DNA, em que crdem
vocé espera que elas se separem? Explique sua resposta,

A, 5-GCGGGCCAGCCCGAGTGGGTAGCCCAGG-3'
3"-CGCCCOGTCGGGCTCACCCATCGGGTCC-5

B. 5 -ATTATAAAATATTTAGATACTATATTTACAA-3
I -TAATATTTIATAAATCTATGATATAAATGTT-5

C. 5" ~AGAGCTAGATCGAT-3'
3.TCTCGATCTAGCTA -5’

QUESTAD 5-10

O tamanho total do DNA do genoma humanc é cercade T m, e
o didgmetro da dupla-hélice é cerca de 2 nm. Os nucleotideos da
dupla-hélice de DNA estdo posicionados a intervalos de 0,34 nm.
Se o DNA for aumentado de modo que seu didmetro seja equiva-
lente ao de uma extensio de fio elétrico (5 mm), qual serd o com-
primento da extensdo de ponta & ponta {assuminde que ele esteja
completamente esticado)? Quio praximas estarfo as bases? Qual
seria o comprimento de um gene de 1.000 pares de nucleotideos?

QUESTAQ 5-11

Um €D {disco compacto) armazena cerca de 4,8 x 10° bites de
informagio em 96 cm” de area. Essa infermagio ¢ armazenada
com um codigo bindrio, isto &, cada bite é Cou 1,

N
|
i
0

v

Figura O5-8

A. Quantoes bites serlam necessdrios para especificar cada par de
nucleotideos em uma sequéncia de DNA?

8. Quantos CDs seriam necessérios para armazenar a informa-
¢io contida no genoma humano?

QUESTAD 5-12

Qual das seguintes afirmativas estd correta? Explique sua respdsta.

- A. Cada cromossomo eucarioto deve conter os seguintes ele-

mentos na sequéncia de DNA: multiplas origens de rephca-
¢do, dois teldmeros e um centrémero.

B. As particulas do cerne do nucleossome possuem 30 nm de c!law
meatro e, quande alinhadas, formam os filamentos de 30 nm.:

QUEST@O 513 _
Defina os seguintes termos e sua rela¢do uns com os outros: .-
. Cromossome interfasico

. Cromossome mitdtico

. Cromatina

. Heterocramatina

. Histonas

mm g WP

Nucleossomo

QUESTAC 5-14

Considere cuidadosamente o resultado mostrado na
Figura ©5-14, Cada uma das duas coldnias séo agrupamentos
de aproximadarmente 100.000 células de levedura que cresceram
a partir de uma dnica célula que agora se encontra em algum
local no centro da colbnia. Em levedura, o Ade2 codifica uma
das enzimas da biossintese de adenina, e a sua auséncia de seu
produto génico leva ao acimulo de pigmento vermelho. Na suz |
localizagiio cromossémica normal, o Ade2 é expresso em todas
as células. Quando posicionado proximo ao teldmero, que & ex-
tremamente condensado, o AdeZ ndo é mais expresso. Explique
por gue os setores brancos se formaram préximos as bordas da -
colénia. Considerando esses setores, o que vocé pode concluira. -
respeito da propagacio do estado transcricional do gene AdeZ’
da célula-mae para as células-filhas?
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/
Gene AdeZ na localizagdo normal
no €roMosscmo

Colénias brancas de
células de levedwra

Gene Ade2 localizado proxime ao
teldmero

Colonias vermelhas de
céiulas de levedura com
setores branco

Figura 05-14

As duas rmicrografias eletrdnicas na Figurs G5-15 mostram o nd-
cleo de dois tipos celulares diferentes. Vocé pode dizer, obser-
vando essas figuras, quais das duas células estd transcrevendo
mais 0s seus genes? Explique como vocé chegou a essa respos-
ta. {Micrografias cortesia de Don W, Fawcett.)

& ©

QUESTAD 5-18

O DNA forma uma hélice voltada para a direita. Mostre qual das
hélices apresentadas na Figura ©5-16 possui uma hélice voltada
para a direita.

QUESTAQ 5-17

Um Gnico nuclecssomo tem 11 nim de extensdo e contém 147
pb de DNA {0 DNA da dupla-hélice mede 0,34 nm/pb), Qual é a
taxa de compactagdo (comprimento do DNA em relagfo ao di-
metro do nucleossomo) que o DNA atinge ac enrolar-se ao redor
do octdimero.de histonas? Assumindo que ha 53 pb adicionais
que compdem o DNA de ligagdo entre 0s nucleossomos, qual é
o grau de condensacgio do "colar de contas” de DNA em relagdo
ac comprimento totai do DNA? Que fracio da condensacéo de
10.000 vezes que ocorre na mitose é representada por esse pri-
meiro grau de compactacio?

Acredita-se que a heranga epigenética da estrutura da cromatina
desempenha um importante papel na especificagio de diferen-
tes tipos celulares nos organismos vertebrades. Por que esse me-
canismo de heranca célula 4 célula seria preferivel ac mecanismo
hipotético que altera a sequéncia de DNA em locais especificos
no DNA em determinadas células durante o desenvolvimento
embriondrio?




