A capacidade de uma célula manter a ordem em um ambiente cadtico depende
da duplicagio precisa da enorme quantidade de material genético contido no
seu DNA. Esse processo de duplicacdo, chamado de replicacdo do DNA, deve
ocorrer antes que uma célula possa produzir duas células-filhas geneticamente
idénticas. A manutencio da ordem em uma célula também exige uma vigilancia
continyua e reparos na sua informacéo genética, uma vez que o DNA estd sujeito
a danos causados por compostos guimicos e radiagdes do ambiente e por mo-
léculas reativas produzidas dentro da célula. Neste capitulo, descreveremos as
maquinarias proteicas que promovem a replicagio € o reparo do DNA da céluja.
Essas maquinarias catalisam alguns dos processos mais rapidos e precisos que
ccorrem dentro das células, sendo que as suas agdes refletem a elegéncia e a
eficiéncia da quimica celular.

Embora existam sistemas para proteger a instrugdo genética dos erros
de copia e de lesdes acidentais, alteragdes permanentes, ou mutagdes, 0cor-
rem ocasionalmente. Muitas dessas mutagdes nao afetam o organismo de
maneira significativa; porém, algumas possuem consequéncias severas, As
vezes, essas alteracdes podem ser benéficas ao organismo: por exemplo, mu-
tagBes gue tornam uma bactéria resistente a antibidticos gue seriam usados
para elimina-la, O acumulo das alteracdes sofridas pele DNA durante mithdes
de anos promoveu a variedade de material genétice que diferencia uma es-
pécie da outra, como discutido no Capitulo 9. As mutagdes também produ-
zem as discretas variagdes que resultam nas diferencgas entre individuos da
mesma espécie, facilmente identificadas nos humanos e em outros animais
{Figura 6-1},

Contudo, as mutagdes também podem ser prejudiciais: nos humanos, sao
responsaveis por milhares de doencas genéticas hereditdrias e diversos tipos
de cancer. '

;
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Figura 6-2 Uma fita de DNA pode atuar
como um molde. Aligagio preferencial ocorre
entre os pares de nucleotideos (A com T, e G
com C) que podem formar pares de bases. lssa
permite que cada fita sirva de molde na forma-
¢Ao da sus fita complementar,

Figura 6-1 A informagéo hereditéria é transmitida fielmente de geragio a geragéo. Entretan-
1o, alteragtes no DNA padem produzir as variaghes que resultam nas diferengas entre individuos
da mesma espécie - ou, com o passar do tempo, as diferengas entre uma espécie e outra. Nessa
foto de familia, 2s criancas assemelham-se entre & e aos seus pais, mais do que a outras pessoas,
porque herdaram os seus genes de seus pais. Gatos e humanos possuem vérias caracteristicas
comuns, mas durante os milhdes de anos evolutivos que separaram gatos e humanos, ambos
acumularam inGmeras alteracBes genéticas que resuliaram em espécies bastante diferentes. A
galinha é um parente ainda mais distante,

Portanto, a sobrevivéncia de uma célula ou organismo depende da capaci-
dade de manter essas alteracdes no seu DNA em um nivel minimo. Na auséncia
de sistemas celulares que realizam continuamente o monitoramento € o reparo
do DNA danificado, a existéncia da vida seria questionavel.

Iniciaremos este capitulo apresentandc uma revisdo dos mecanismos
responsaveis pela duplicagdo e pela manutengéo do DNA com um minimo de
mutagdes, A seguir, iremos considerar algumas das curiosas vias pelas quais a
informagio genética pode ser alterada, incluindo a recombinagdo homdloga e
o movimento de sequéncias de DNA especiais, presentes em nossos Cromos-
somos, chamadas de elementos genéticos mdveis. Finalmente, discutiremos os
virus - pouce mais do gue alguns genes protegidos por uma capa proteica —, que
podem mover-se de uma célula & outra,

REPLICACAQ DO DNA

A cada divisdo celular, uma célula deve copiar seu genoma com uma precisao
extraordindria. Nesta secdo, discutiremos como tal precisdo é alcangada, ac
mesmo tempo em que a duplicagio do DNA ocorre em taxas muito elevadas de
até 1,000 nucleotideos por segundo.

O pareamento de bases permite a replicagdo do DNA

No capitulo anterior, vimos que cada fita da dupla-hélice de DNA contém uma
sequéncia de nucleotideos que ¢ exatamente complementar & sequéncia de nu-
cleotideos da outra fita da hélice. Cada fita pode, portanto, servir de molde, ou
modelo, para a sintese de uma nova fita complementar (Figura 6-2). Em outras
palavras, se designarmos as duas fitas como 5 € §', a fita S pode servir como um
molde para a sintese de uma nova fita $', e, ac mesmo tempo, a fita 5’ pode atuar
como molde para a sintese de uma nova fita S (Figura 6-3). Portanto, a informa-
¢ao genélica contida no DNA pode ser copiada com precisac por um processo

Fita ¥

Fita 5 melde

Figura 6-3 O DNA atua como um molde para sua prépria duplicagio. Como o nucleotideo
A ira formar par apenas com T, & G apenas com C, cada fita de DNA da dupla-hélice ~ indicada
aqui como fita S & sua fita complementar §' — atua como um molde para especificar a sequéncia
de nucleotideos na sua fita complementar. Dessa forma, a dupla-hélice de DNA pode ser preci-
samente copiada. Observe que, apesar de representadas em cores diferentes, as fitas-molde (em
taranja) e as fitas novas (em vermalho) sdo quimicamente idénticas.
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Figura 6-4 A cada ciclo de replicagio, cada uma das duas fitas do DNA & usada como molde
para a formaco de uma fita de DNA complementar. As fitas originais, portanto, permang-
cern intactas por diversas geragdes. A replicaciio do DNA € "semiconservativa”, porque cada
dupla-hélice filha é composta por uma fita conservada e por uma fita recém- smtetizada.

simples € elegante, no qual a fita 5 € separada da fita S’ ¢ cada uma atua, separa-
damente, como molde para a produgdo de uma nova fita complementar, idéntica
& fita complementar original.

A capacidade de cada fita de uma molécula de DNA servir como um molde
para a produgdo de uma fita complementar permite que a célula copie ou re-
pligue seus genes antes de passa-los a suas descendentes. Entretanto, a tarefa
é colossal, pois envolve a duplicagao de bilhdes de pares de nucleotideos cada
vez que a célula se divide. O procésso de codpia deve ocorrer com velocidade e
precisao: em cerca de 8 horas, uma célula animal em divisfo devera ter copiado
o equivalente a 1.000 livros como este e, em média, n&o ter mais do que uma ou
duas letras erradas. Esse feito é realizado por um grupo de proteinas que juntas
formarm uma mdquina de replicagdo.

A replicacdo do DNA produz duas duplas-hélices completas a partir
da molécula original de DNA, cada hélice nova de DNA possui a sequéncia de
nucleotideos idéntica (exceto pelos raros erros) a dupla-hélice de DNA ori-
ginal (ver Figura 6-3). Como cada fita de DNA original atua com um molde
para uma nova fita, cada uma das hélices-filhas de DNA & formada por uma
fita original (existente) e outra completamente nova; esse modo de replicagao
é chamado de semiconservativo (Figura 6-4). Em Cores Szbemss, p. 200-202,
discutimos os experimentos iniciais que demonstraram que o DNA é replicado
desse modo.

A sintese de DNA inicia nas origens de replicagao

A dupla-hélice de DNA é normaimente muito estavel: as duas fitas de DNA es-
tdo firmemente ligadas por um grande numero de pontes de hidrogénio entre
as bases presenles em ambas as fitas (ver Figura 5-2). Como resultado, apenas
temperaturas préximas & temperatura de ebuli¢do da agua fornecem a energia
térmica necessdria para separar essas fitas. Para ser utilizada como molde,
a dupla-hélice deve ser primeiramente aberta, as duas fitas separadas para
expor-as bases ndo pareadas. COMO €$5€ pracesso oCorre nas temperaturas
fisiologicas da célula?

O processo de replicacdo do'DNA comeca com proteinas iniciadoras que
se ligam ao DNA e provocam a abertura das fitas, quebrando as pontes de hidro-
génio entre as bases (Figura 6-5). Apesar de coletivamente formarem uma hélice
bastante estavel, cada ponte de hidrogénio individualmente € fraca (discutida no
Capitule 2). A separacdo de um pequeno segmento de DNA com poucos pares de
bases por vez, portanto, ndo requer uma grande quantidade de energia e pode
ocorrer com o auxilic dessas proteinas em temperaturas normais.

Os locais em que ocorre a abertura inicial das fitas de DNA sao de:nomma~
dos origens de replicacao e sd0 geralmente caracterizados por uma sequéncia
especifica de nucleotideos. Em células simples, como bactérias ¢ leveduras, as
origens de replicagado compreendem cerca de 100 pares de bases; 3o compostas
per sequéncias de DNA que atraem as proteinas iniciadoras e s8o segmentos de
DNA particularmente faceis de separar. Vimos no Capitulo 5 que o par de bases
A -T é unido por menos pontes de hidrogénio do que o par G-C. Portanto, um
segmento de DNA rico em pares de bases A -T ¢ relativamente mais facil de ser
separado ¢ segmentos de pares A-T séo normalmente encontrados nas origens
de replicagao,

Um genoma bacteriano, que é normalmente contido em uma molécula cir-
cular de DNA com vérios milhdes de pares de nucleotideos, possul uma Gnica
origem de replicagao.

Fundamentos da Biotogia Celular 199

o
g
2
S

A REPLICACAC

>
L

b VAN

5
5,

REPLICAGAQ

>\ SOV

A\
NATAN
NONONAN

N
>’ h ,z"'
7

.

AN

kY

AN

™,

A . \ F
SN

NN

SMONIRIN
\//'\\= Iy ‘M\'\

N
NNV

Origern de Cupla-
replicaggo -hélice
. | DNA Y
¥ 5
A dupla-hélice é
aberta com o auxilio
da proteinas iniciadoras

s

g; wm»x;f“ ﬁﬁm; g:
e
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prontos para a sintese de CNA

Figura 6-5 A dupla-héiice de DNA ¢ aberta
na origem de replicagdo. Proteinas iniciadoras
da replicaciio reconhecem sequéncias de DNA
nas origens de replicacio e separam localmen-
te as duas fitas da dupla-hélice. Assim, as fitas
simples expostas atuam como moldes para &
copla do DNA.
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A NATUREZA DA REPLICACAD

Em 1953, James Watson e Francis Crick publicaram o fa-
moso artigo de duas paginas descrevendo o modelo para
a estruiura do DNA (ver Figura 5-2). Nesse artigo, eles pro-
puseram que as bases complementares — adenina e timi-
na, guanina e citosina - formavam pares entre si, voltadas
para o centro de uma dupla-hélice, que mantinha as duas
fitas de DNA unidas. Bem ao final dessa sucinta e bombés-
tica revelagdo cientifica, os pesquisadores comentaram,
quase como um aparte, “ndo escapou ao nosso conheci-
menta que o pareamento especifico que postulamos ime-
diatamente sugere um possivel mecanismo para a copia
do material genético”,

De fato, um més apds a publicaglo desse classico
artigo no periddico Nature, watson e Crick publicaram um
segundo artigo, sugerindo como o DNA poderia ser du-
plicado. Nesse artigo, eles propuseram que as duas fitas
da dupla-hélice s&o desenroladas, e cada uma atua como
um molde para a sintese de uma fita-filha complementar,
Nesse modelo, chamado de replicagdo semiconservativa,
cada nova molécula de DNA consiste em uma fita derivada
da molécula original e uma outra fita sintetizada comple-
tamente nova {(Figura 6-6A).

Sabemos hoje que o modelo de Watson e Crick
para a replicacdo do DNA estava correto - mas ele nédo
foi totalmente aceito no infcio. Um respeitado médico
que virou geneticista, Max Delbriick, entre outros, ficou
intrigado com o que chamou de “o problema do desen-

Apds uma
geragio

rolamento”; isto é: como as duas fitas da dupla-hélice,
enroladas uma sobre a outra tantas vezes ao longo do
comprimento, poderiam ser desenrcladas sem que isso
causasse um grande & confuso emaranhamento? A con-
cepcao de Watson e Crick de que a hélice de DNA se abri-
ria do modo similar a um ziper parecia, a Delbrick, fisi-
camente improvavel e simplesmente “muito deselegante
para ser eficiente”,

Em vez disso, Delbriick propds que a replicacédo
do DNA ocorreria por meio de diversas quebras ¢ re-
ligagdes, nas quais o esqueleto de DNA seria rompido
e as fitas copiadas em pequenos fragmentos — talvez
com apenas 10 nucleotideos por vez — antes de serem
religadas. Nesse modelo, chamado mais tarde de dis-
persivo, as copias resultantes seriam conjuntos hibri-
dos de DNA original e novo, cada fita contendo uma
mistura dos dois (Figura 6-6B}. O desenrolamento nao
seria necessario.

Houve ainda um terceiro grupo que propds a ideia
de que a replicacao seria conservativa: a hélice originat de
alguma forma serla mantida inteiramente intacta apds a
duplicagdo, € a molécuia-fitha seria formada por duas fitas
de DNA inteiramente novas (Figura 6-6C). Para determinar
qual desses modelos estava correte, um experimento era
necessario — um que pudesse revelar a composigao das
fitas de DNA recém-sintetizadas. Fol isso que Matt Mesel-
son e Frank Stahl demonstraram.

CONSERVATIVO

{A} SEMICONSERVATIVO (B): - -~ DISPERSIVO ()

Figura 6-6 Trés modelos para a replicagio do DNA com diferentes resultados. (A) No modele semiconservativo, cada fite original atua como
molde para a sintese de uma nova fita-filha. O primairo ciclo de replicagio produz duas moléculas hibridas, cada uma contendo uma fita original
e uma fita nova recém-sintetizada. Um préxdmo ciclo de replicaglo produz duas moléculas hibridas e duas moléculas que ndo contdm nenhuma
fita original do DNA. (B) No modelo dispersive, cada geragiio de hélices duplas de DNA contém uma mistura de fragmentos da fita original ¢
material recémesintetizado. (C) No modelo conservativo, a molécula original permanece intacta apds ser copiada. Para cada modelo, as molécu-
fas de DINA original estio mostradas em laranja, & 0 DNA recém-replicado, em vermetho. Observe que apenas um pegueno segmento de DNA
é mostrado para cada modele.
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O "SN-DNA pesado forma uma
banda em uma densidade
mais alta, préxima ao fundo
do tubo

Meselson era um estudante que trabalhava com
Linus Pauling, aplicando um método para determinar a
diferenca entre proteinas novas € velhas. Apds discutir
com Delbriick sobre o modelo de replicacéo de watson e
Crick, ocerreu a Meselson que a estratégia aplicada para
explorar a sintesé de protefnas taivez também pudesse ser
utilizada para ¢ estudo de DNA. No verdo de 1954, Mesel-
son conheceu Stahl, na época um estudante em Roches-
ter, NY, e eles concordaram em desenvolver um trabaiho
em colaboragio. Foram necessarios alguns anos para que
tudo estivesse pronto, mas os dois finalmente realjzaram
o que ficou conhecido como “© expenmento malis belo da
biologia”.

Sua abordagem em retrospectiva, foi extremamen-
te direta. Eles iniciaram promovendo ¢ crescimento de
duas culturas da bactéria £. coli, uma em um meio con-
tendc um isélopo mais pesado do nifrogénio, °N, e 0 ou-
tro meio contendo o nitrogénio normal, mais leve, "'N.
O nitrogénio do meio nutritivo é incorporado as bases
nucleotidicas ¢, entao para o DNA do organismo, Apds o
cultivo das células por varias geragdes em ambos meios,
contendo "N e N, os pesquisadores tinham dois frascos
de bactérias, uma cujo DNA efa pesado, e o outro cujo
DNA era feve. Meselson e Staht entlo lisaram as células
€ colocaram o DNA em tubos contendo uma alta concen-
tracao do sal cloreto de césio. Durante a centrifugacgao,
o cloreto de césio forma um gradiente de densidade, e
as moléculas de DNA se movem pela soluglo até o pon-

I50LAR O "IN-DNA

Figura 6-7 A centrifugacio em gradien-
te de cloreto de césio permite a separa-
céo de DNA leve e pesado. As bactérias
sdo cultivadas por varias geracSes em um
meio contendo PN {o isétopo pesado) ou
"N {o isGtopo leve} para marcar o DNA.
A sequir, as células so lisadas e o DNA &
colocado em um tube de ultracentrifuga
contendo uma solugdo salina de doreto
de césio, Os wbos sdo centrifugados em
alta velocidade por dois dias, para permitir
que o DNA se acumule na regifo na qual
sua densidade se aproxime da densidade
do sal que o cerca. As moléculas de DNA
leva e pesado se acumulam em diferentes
posicbes no tubo.

Bactérias cubtivadas em
meio contendo N

O MN-DNA teve forma uma
banda em densidade baixa,
préxima ao topo do tubo

to em que sua densidade se iguala a densidade do sal
(ver Painel 4-4, p. 164-165). Por esse método, chamado
de centrifugacéo em gradiente de densidade, Meselson e
Stahl descobrlram que poderiam distinguir o DNA pesa-
do (contendo **N) e o DNA leve (contendo “N) observan-
do as posi¢bes do DNA no gradiente de cloreto de césio.
Como o DNA pesado € mais denso do que o DNA leve, ele
é recolhido em uma posigéo mais préxima do fundo do
tubo de centrifuga (Figura 8-7).

Uma vez estabelecido o método para diferenciar
entre 0 DNA pesado e o leve, Meselson e Stahl testaram
as varias hipéteses propostas para a replicacio. Eles
transferiram uma cultura de bactérias cultivadas em
meio com nitrogénio pesado e a transferiram para um
frasco com meio contendo o isdtopo leve. No inicio do
experimento, todo o DNA seria pesade, porém, & me-
dida que as bactérias se dividissem, o DNA recém-sin-
tetizado seria leve. Assim, eles pederiam monitorar o
actimulo de DNA leve ¢ ver qual modelo melhor explica-
ria os dados. Apds uma geragao, foi encontradeo que as
moléculas originais, com DNA pesado ~ em que as duas
fitas foram produzidas com *N -, tinham desaparecido
e sendo substituidas por um novo tipo de DNA que for-
mava uma banda com densidade exatamente entre as
bandas de “N-DNA & "“N-DNA {Figura 6-8). Meselson e
Stahl deduziram que essas hélices-filhas recém-sinteti-
zadas eram hibridas - contendo ambos os isétopos leve
e pesado.
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Forga centrifuga’

{C) Bactéria cultivada por
20 minutoes adicionais
em meio leve

) Moléculas de DNA com peso intermediario

Figura 6-8 A primeira parte do experimento de Meselson-Stahl exclui o modelo
conservativo de replicacdo do DNA. {A) Bactérias cultivadas em meio leve (contendo
¥N} produzem DNA que forma uma banda na porgo superior do tubo de centrifuga,
ao passo que bactérias cultivadas em meio pesade contendo BN {B) produzem DNA
que migra mais para regido inferior do tubo, Quando bactérias cultivadas no meio pe-
sado s#o transferidas para um meio leve e cultivadas por algum tempo para permitir
sua divisBo, elas produzem uma banda com posicio intermediria entre as duas ban-
das originais {C). Esse resultado descarta o medelo conservative para replicacio, mas
ndo distingue o modelo dispersivo do semiconservativo, ambos preveem a formagio de
motléculas-fithas hibridas de DNA.

O fato de os resultados serem tho claros ~ com a formagiio de bandes compactas nas
posi¢Bes esperadas para as moléculas hibridas de DNA - foi um feliz acidents do protecolo
experimental. Os pesquisadores wtilizaram uma seringa hipodérmica para colocar as amos-
tras de DNA nos tubos de ultracentrifuga (ver Figura 6-7). No processo, eles, sem querer,
fragmentaram o cromossomo bacteriano em segmentos mencres. Cas0 05 Cromossomos
tivessemn permanecido inteiros, moléculas de DNA parcialmente replicadas seriam iscla-
das, uma vez que varias células estariam no meic do processo de copia do DNA quando
colatadas, Moléeulas nesse estdgio intermedidrio de replicagdo ndo sertam separadas em
bandas discretas. Como os pesquisadores estavam, entdo, trabathando com fragmentos
menores, a chance de estarem completzmente replicados ~ e contendo uma fita original e
uma nova ~ era maior, produzindo, portanto, esses resultados clarcs e elegantes.

Na hora, essa observacio excluiz
o modelo conservativo de replicacio

do DNA, que previa que o DNA original -

permanecesse inteiramente pesado, ao
passo que as hélices-fithas seriam 100%
leves (ver Figura 6-6C). Os dados sus-
tentavam o modelo semiconservativo,
que previa a formagédo de moléculas
hibridas contendo uma fita de DNA pe-
sado e uma fita de DNA leve (ver Figura
6-64A). Esses resultados também eram
compativeis com o modelo dispersivo,
em que moléculas hibridas conteriam
uma mistura de DNA leve ¢ pesado (ver
Figura 6-6B).

Para distinguir esses dols mo-
delos, Meselson e Stahl usaram calor,
Quando ¢ DNA é submetido a altas tem-
peraturas, as pontes de hidrogénio que
unem as duas fitas séo rompidas, e a
hélice é separada, resuliando em varias
fitas simples de DNA. Quando as molé-
culas hibridas foram aquecidas e depois
centrifugadas, foi visto que uma fita de
DNA era pesada e que outra era leve.
Essa observaglo deu suporte ao mode-
lo semiconservativo; se 0 modelo dis-
persivo fosse o cotreto, as fitas de DNA
resultantes, cada uma contendo uma
mistura de fragmentos leves e pesados,
teriam formado bandas a uma densida-
de intermediaria.

De acordo com o historiadoer Fre-
deric Lawrence Holmes, o experimen-
to foi tdo elegante e claro que Stahl ~
quando entrevistado para uma posigao
na Unijversidade de Yale - foi incapaz
de ocupar 0s 50 minutos alocados para
sua palestra. “Eu terminet em 25 minu-
tos”, disse Stahl, "porque é o tempo que
leva para explicar o experimento. Ele é
totalmente simples e limitado”. Stahl
NAo conseguiu o emprego em Yale, mas
seu experimento convenceu os cientis-
tas de que Watson e Crick estavam cor-
retos. Os resultados foram aceitos tac
ampla e rapidamente que o experimen-
to foi descrito em livros-texto antes que
Meselson e Stahl publicassem os dados.
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O genoma humano, que ¢ muito maior, possui aproximadamente $0.000
dessas origens. Em humanos, o inicio da replicagido em vérios locais ao mesmo
tempo reduz enormemente 0 tempo necessario para que uma célula copie todo
seu genoma.

Uma vez que uma proleina iniciadora se liga ao DNA na origem de repli-
cag@o € provoca a abertura local da dupla-hétice, um grupo de proteinas que
realizam a replicacao do DNA é atraido ao local. Essas proteinas formam uma
maquina proteica, na qual cada membro desempenha uma fungdo especifica.
Apresentaremos cada uma dessas proteinas brevemente ¢ a seguir discutiremos
o processo global de replicag@o do DNA.

A sintese de DNA novo ocorre nas forquilhas de replicacao

Durante o processo de replicagdo, estruturas com forma de Y podem ser vistas
nas moléculas de DNA, denominadas forquilhas de replicacio (Figura 6.9).
Nessas forquilhas, a maquina de replicag@o se desloca sobre o DNA, causando
a abertura das duas fitas da dupla-hélice ¢ usando cada uma das fitas como um
molde para produzir uma nova fita-filha. Duas forquilhas de replicacéo séo for-
madas a partir de cada origem de replicagéo, e essas se afastam da origem nas
duas diregdes, separando o DNA a medida que vo se afastando. Dessa forma,
a replicagio do DNA nos cromossomos bacterianos e eucarioticos ¢ dita bidire-
clonal. As forguilhas se deslocam muito rapidamente - cerca de 1.000 pares de
nucleotideos por segunde em bactérias e 100 pares de nucleotideos por segundo
em humanos. A velocidade mais lenta do movimento da forquitha em humanos (e
em todos 03 eucariotos) pode ser devida as dificuldades geradas pela presenca da
estrutura da cromatina, mais compiexa, encontrada nos organismos superiores.

No coragdo da maquina de replicagio esta a enzima DNA-polimerase,
que sintetiza o DNA novo utilizando uma das fitas existentes como molde. Essa
enzima catalisa a adigéo de nucleotideos a extremidade 3" de uma cadeia cres-
cente de DNA pela formagao da ligagao fosfodiéster entre a extremidade 3’ € o
grupo 5'-fosfato do nucleotideo a ser incorporado (Figura 6-10). Os nucleotideos
entram na reacéo inicialmente como trifosfatos de nucleosideo que fornecem
energia para a polimerizacgéo. A hidrélise de uma ligacao de alta energia do tri-
fosfato de nucleosideo fornece a energia para a reagdo que liga um mondmero
nucleotidico a cadeia e libera pirofosfato (PP).

/wmm Origens de replicagio A.....\' /ﬂ,ﬁ_«
/
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Figura -9 As forquilhas de replicagio se
movem em direciies opostas, a partir de diver.
sas origens de replicagiio nos cromossomos
eucaridticos. A micrografia eletrdénica mostrac
DNA sendo replicado no embrio precoce de
mosca. As particulas visivels 20 longo do DNA
s#c 05 nuclenssomos, estruturas formadas por
DNA e complexos proteicos, sobre 0s quals ©
DINA & enroldads (ver Capitulo 5). {1}, (2) & (3} séo
desenhos da mesma regifo de uma molécula
de DNA, vistas em estagios sucessivos de re-
plicaglo, desenhados a partir de micrografias
eletrdnicas. (2) é desenhado a partir da micro-
grafia mostrada na figura. As linhas em laranja
representam as fitas de DNA originais; as linhas
vermelhas continuas representam DINA recém-
«sintetizado. (Micrografia eletronica cortesia de
Victoria Foe.)
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Figura 6-10 © DNA ¢é sintetizado na diregio
5-3". A adicio de um desoxirribonuclectidec
i extremidade 3'-OH de uma cadeia polinu-
clectidica & a reagdo fundamental para a sinte-
sa de DNA, 2 nova cadeia de DNA é, portanto,
sintetizada na diregio 5'-3'. Os nucleotideos
antram na reagdo como trifosfatos de nucieosi-
deas. O pareamento de bases entre o desoxirri-
bonucleotides a ser incorporado e a fita-molde
direciona a formagio de uma nova fita comple-
mentar, em sequéncia de nuclectideos, 3 ca-
deia molde {ver Figura é-2). A enzima DNA-po-
limerase catalisa a adigdo de nucleotideos &
extremidade 3-OH livre na cadeia crescente de
DNA. A quebra de uma ligagio anidridofosféri-
¢a (indicada por um asterisco) no trifosfate de
nucleosidec a ser incorparado libera uma gran-
de quantidade de energia livre, fornacendo
energia para a reagdo de polimeriza¢io.

Hélice de DNA
original

Fitas novas
recém-sintetizadas o
g k) i 3

2 e

Dire¢éo do movimento
da forquitha de replicagdo

Figura 6-11 Na forquilha de replicagdo, as
duas fitas de DNA recém-sintetizadas pos-
suem polaridades opostas.

Pirofosfato

t i

Trifosfato de desoxirribonuiciéosideo'a ser incorporado

A DNA-polimerase acopla a liberacdo dessa energia & reagio de polime-
rizagdo. O pirofosfato ¢ ainda hidrolisado a fosfato inorganico (P), tornando a
reagao de polimerizacho irreversivel (ver Figura 3-41).

A DNA-polimerase néo se dissocia do DNA cada vez que adiciona um nova
nucleotideo na cadeia crescente; ao contrario, permanece associada ao DNA €
se desloca, a cada etapa, sobre a fita-molde por vérios ciclos da reacdo de poli-
merizagdo. A Animagdo 6.1 mostra uma molécula de DNA-polimerase em agéo.
Veremos mais adiante, neste capitulo, que uma proteina especial mantém a po-
limerase acoplada ao DNA & medida que essa adiciona repetidamente novos nu-
cleotideos a cadeia crescente,

A forquilha de replicagdo é assimétrica

A direcdo 5'-3' do mecanismo de polimerizacdo do DNA impde um proble-
ma para a forquilha de replicacéo. Vimos, na Figura 5-2, que o esqueleto de
agucar-fosfato de cada fita da dupla-hélice de DNA possui uma tGnica diregéo
quimica, ou polaridade, determinada peio modo como um residuo de agicar
estd ligado a outro, e que as duas fitas da dupla-hélice possuem orientacoes
opostas. Como consequéncia, na forquilha de replicacdo, uma fita nova de DNA
é sintetizada sobre um molde com uma orientacdo (3'-5"), e ocutra € sinteti-
zada sobre um molde com orientagio oposta (5'-3") (Figura 6-11). Portanto, a
forquilha de replicacao € assimétrica. A primeira vista, ambas as fitas novas de
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DNA parecem crescer na mesma diregdo, isto €, na direcdo do movimento da
forquitha. Isso sugere que uma fita € sintetizada na direcdo 3'-5’, ¢ a outra é
sintetizada na direcio 5'-3'.

' ADNA-polimerase, entretanto, pode catalisar o crescimento da cadeia de
DNA em uma Unica diregdio; a adicda de novas subunidades sé pode ocorrer na
extremidade 3’ da cadela (ver Figura 6-10). Assim, uma fita nova de DNA s6 pode
ser sintetizada na direcdo 5°-3". Isso pode ser facilmente entendido para a sinte-
se de uma das fitas na forquilha de replicagdo, mas ndo para outra. Poderia ser
esperado que um segundo tipo de DNA-polimerase realizasse a sintese da outra
fita de DNA - uma polimerase capaz de adicionar subunidades a extremidade 5’
da cadeia, Entretanto, tal enzima ndo existe. Em vez disso, o problema é resolvi-
do por-uma manobra de “costurar para tras”. A fita de DNA cuja extremidade 5’
deve crescer é produzida de modo descontinuoc, em pequenos segmentos suces-
sivos, na qual a DNA-polimerase polimeriza para tras em relacdo ao movimento
da forquilha, na dire¢ao 5'-3" em cada novo segmento.

Esses pequenos segmentos de DNA - chamados de fragmentos de Oka-
zaki, em homenagem ao cientista que os descobriu - sao unidos mais tarde, for-
mando uma fita nova continua (Figura 6-12). A fita de DNA sintetizada de modo
descontinuo é chamada de fita retardada; a outra fita, sintetizada de modo
continuo, é chamada de fita-lider.

Embora sejam diferentes em alguns detalhes, as forquilhas de replicagéo
de todas as células, procaridticas e eucaridticas, possuem fitas-lider e retarda-
da. Essa caracteristica € comum porque todas as DNA-polimerases utilizadas
na replicaggo do DNA polimerizam apenas na dire¢go 5'-3'. Uma vantagem im-
portante dessa manobra molecular aparentemente complicada € discutida a
Seguir.

A DNA-polimerase é autocorretiva

A DNA-polimerase € tdo precisa que produz apenas cerca de um erro a cada 107
pares de nucleotideos copiados. Essa taxa de erro é muito menor do que pode
ser expiicado simplesmente pela precis&o do pareamento entre bases comple-
mentares. A -T e C-G sdo, de longe, os pares de bases mais estaveis, mas outros
bares, menos estaveis ~ como G-T e C-A, por exemplo - podem ser formados.
Esses pareamentos incorretos sao formados com muito menos frequéncia com-

205

Fundamentos da Biclogia Celular

Figura 6-12  As forquilhas de replicagio de
DNA sdo assimétricas. Como ambas as fitas
novas s3o sintetizadas na direcio 5-3', a fita
retardada de DNA deve ser feita, inicialmente,
como uma série de pequenos fragmentos de
DINA que serdo unidos mals tarde. O diagrama
superior mostra duas forquilhas de replicagio
maovendo-se em direcBes opostas; o diagrama
inferior mostra as mesmas forquilhas de repli-
cagdo um pouce mais tarde. Para sintetizar a
fita retardada, a DNA-polimerase deve "cos-
turar para trés”: ela sintetiza fragmentos curtos
{chamados de fragmentos de Okazaki) na dire-
¢lo 5'-3, e 2 seguir se mave na direglio oposta
pela fita-molde (em direcsio 3 forquitha) antes
de sintetizar o préximo fragmento.
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A POLIMERASE ADICIONA UM
NUCLEOTIDEC INCORRETO

O NUCLEOTIDEQ MALPAREADO £
REMOVIDO PELO MECANISMO
DE CORRECAO 35

EXTREMIDADE ¥ CORRETAMENTE
PAREADA PERMITE A ADICAQ DO
MNUCLEQTIDEQ SEGUINTE

A SINTESE CONTINUA NA
DIRECAQ 5-3'

Figura 6-14 A DNA-pcolimerase contém si-
tios separados para sintese e corregdo do
DNA. O diagrama se baseia na estrutura da
molécula de DNA-polimerase de E. cofi, deter
minada por ¢ristalografia por raios X. De certa
forma, a enzima se assemelha a uma mao direi-
ta, que segura o DNA com a palma, dedos e
polegar. A DNA-polimerase é mostrada com o
DNA-molde, no modo de polimerizagio (a es-
querda) e no mode de correcio (3 direita). Os
sitios cataliticos para a atividade de polimeriza-
¢3a (P) e corregio de erros (E) estéo indicados.
Quando um nucleotides incorreto & adiciona-
do, o DNA recém-sintetizado (em vermelho}
temporariamente se afasta do molde {em la-
ranfa), e a palimerase sofre uma alteragéo con-
formacional (indicada por uma seta em cinza)
que coloca o sitio de corregio de erras na po-
sigBo para permitir a remogio do nuclectideo
recém-adicionado.
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Figura 613 Durante a sintese de DNA, a DNA-polimerase verifica seu préprio trabalho. Se
urn rucleotides incorreto é adicionado a uma fita crescente, a DNA-polimerase iré remové-lo e
substitui-lo pelo nuclectideo correto antes de continuar a sintese.

parados aos corTetos, mas, se permanecessem no DNA, matariam a célula pelo
acumulo de mutacdes. Essa catdstrofe é evitada porque a DNA-polimérase pos-
suj duas caracteristicas que aumentam enormemente a precisdo da replicacio
do DNA. Primeiro, a enzima monitora cuidadosamente ¢ pareamento de bases
entre cada nucleotideo a ser incorporado e a fita-molde. A DNA-polimerase ca-
talisa a reacéic de adicdo apenas quando o pareamento estad correto. Segundo,
quando a DNA-polimerase produz um erro raro e adiciona um nucleotideo incor-
reto, ela pode verificar o erro por uma atividade chamada de corregéo de erros
{proofreading).

A correcio de erros ocorre ao mesmo tempo em que a sintese de DNA,
Antes de adicionar um préximo nucleotideo a cadeia crescente de DNA, a enzima
verifica se o nucleotideo inserido anteriormente esta pareado de forma correta
a fita-molde. Se estiver, a polimerase adiciona o préxime nucleotideo; se néo, a
polimerase remove o nucleotideo malpareado e tenta novamente (Figura 6-13).
Portanto, a DNA-polimerase possui uma atividade de polimerizagao 5°-3' alta-
mente precisa e também uma atividade de correcao de erros 3'-5'. Essa corregao
é realizada por uma nuclease que cliva o esqueleto fosfodiéster. A polimerizagéa
e a correcio de erros sao fortemente coordenadas, € ambas as reacgdes séo reali-
zadas por diferentes dominios da molécula da polimerase (Figura 6-14).

Esse mecanismo de corregao explica por que a DNA-polimerase sinteti-
za DNA apenas na direcdo 5'-3', apesar de esse modo impor um mecanismo
complicado de costura para trds na forquilha de replicagdo. Como mostrado na
Figura 6-154, uma DNA-polimerase hipotética que sintetizasse na dire¢do 3'-5' (e
assim ndo necessitaria “costurar para tras”) seria incapaz de autocorre¢do; caso
um nucleotideo incorretamente pareado fosse removido, a polimerase criaria
uma extremidade de cadeia quimicamente morta, no sentido de perder sua capa-
cidade de alongamento. Portanto, para gue uma DNA-polimerase funcione como
uma enzima autocorretiva, que remove seus proprios erros de polimerizagéo &
medida que se desloca pelo DNA, ela deve polimerizar apenas na direcdo de §'-3
{Figura 6-15B}.

Pequenos segmentos de RNA atuam como iniciadores na

- sintese de DNA

Vimes que a fidelidade da replicacdo do DNA depende da necessidade de haver
uma extremidade corretamente pareada para a DNA-polimerase, antes que ela
possa adicionar novos nucleotideos. No entanto, como a polimerase somente
pode ligar um nucleotideo a um nucleotideo pareado na dupla-hélice de DNA,
ela ndo pode iniciar uma fita de DNA completamente nova.

recém-
-sintetizado

el TR o M = 11|
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Extremidade 5 produzida
quando um nucieotideo
é removido pelo mecanismo —o-
de correcio

Trifosfato de
desoxirribonuclecsidso
correto & ser incorporade

5 3

Figura 6-15 A necessidade de corregiio explica por que as cadeias de DNA sjo sintetizadas apenas na diregiio 5-3". (A) No madelo hipo-
tético de polimerizagBo na diregio 35, o mecanismo de correglo permitiriz a remogio de um nuclectides incorreto (em verde-escure), mas

Extremidade 3’ produzida
quanda um nucleotideo
é removido pelo macanismo
de correcio

Trifosfate de
desoxirribonucleosidec
correto a ser incorporado

20

7

bloguearia 2 adigio do nuclectided correto (em vermelho), portanto impedindo o alongamento da cadeia. (B) O wescimenta na dire¢io 5'-3'
permite que a cadeia seja continuamente alongada quando um nucieotides incorreto for adicionado e removido pelo mecanismo de corregiic

{(ver Figura 6-14),

Uma enzima diferente é necesséria - uma capaz de comegar uma nova
cadeia polinucleotidica simplesmente pela jungéo de dois nucleotideos sem a
necessidade de uma extremidade pareada. Contudo, essa enzima nao é capaz
de sintetizar DNA. Ela produz pequenos segmentos de um tipo de 4cido nucleico
intimamente relacionado -~ RNA {dcido ribonucleico) ~ usando a fita de DNA
como molde. Esse pequeno segmento de RNA, com cerca de 10 nucieotideos, €
pareado & fita-molde e fornece a extremidade 3’ pareada como ponto de inicio
para a DNA-polimerase, Portanto, atua como um [niciador (primer) para a sintese
de DNA, e a enzima que sintetiza o iniciador de RNA é denominada primase.

A primase é um exemplo de RNA-polimerase, uma enzima que sintetiza
RNA utifizando DNA como molde. Uma fita de RNA € muito semelhante quimica-
mente a uma fita dnica de DNA, com a excecdo de ser formada por subunidades
de ribonucleotideos, na qual o agiicar é a ribose, e ndo a desoxirribose; 0 RNA
também difere do DNA por conter a base uracila (U}, em vez da timina (T) (ver
Painei 2-6, p. 74-75). Entretanto, como U pode formar um par de bases com A, o
iniciador de RNA ¢ sintetizado na fita de DNA por complementaridade de pares
de bases exatamente da mesma forma que o DNA.
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Fragmento

de Qkazaki |piciador Sintese do novo
anteriar  ya RNA iniciador de RNA
antigo pela DNA-primase

3 +

Molde DNA-polimerase alonga ¢ novo
da fita iniciador de RNA comegando
retardada o novo fragmento de Okazaki

DNA-polimerase termina
o fragmento de DNA

Iniciador da RNA antigo é
removido ¢ substituido por DNA

jungdo pela DNA-ligase liga o
novo fragmento de Ckazaki
a cadeia crescente

Figura 6-16 Na fita retardada, o DNA & sintetizado em fragmentos. Em eucariotos, os inicia-
dores de RNA sio adicionados em intervalos de cerca de 200 nuclectideos na fita retardada, e
cada iniciador de RNA possui aproximadamente 10 nucleotideos. Na bactéria £. coli, 0s inicia-
dores ¢ fragmentos de Okazaki possuem cerca de 5 e 1.000 nucdleotideos, respectivamente. Os
iniciadores sio removidos por nucleases que reconhecem uma fita de RNA na hélice RNA/DNA
e degradados, resultando em lacunas que sBo preenchidas por uma DNA-polimerase de reparo,
com atividade de correcio & medida que preenche o intervalo, Os fragmentos completados
s3o, finalmente, unidos por uma enzima chamada DNA-ligase, que catalisa a formagao de uma
ligagio fosfodidster entre a extremidade 3-OH de um fragmento e a extremidade 5'-fosfato do
préxime, ligando seus esqueletos de agtear-fosfato. Essa ligagdo necessita da energia na forma
de ATP ou NADM.

Na fita-lider, apenas um iniciador de RNA € necessario para comegar a ra-
plicaco na origem de replicagéo; uma vez que a forquilha de replicacac tenha
se estabelecido, uma extremidade 3’ pareada é continuamente apresentada &
DNA-polimerase 2 medida que se desloca pela fita-molde. Todavia, na fita re-
tardada, onde a sintese de DNA é descontinua, novos iniciadores sao continua-
mente necessarios (ver Figura 6-12). A medida que o movimento da forquilha de
replicacéo expde um novo segmento de bases nio pareadas, um novo iniciador
de RNA é produzido em intervalos na fita retardada. A DNA-polimerase adiciona
um desexirribonuclectideo & extremidade 3° desse iniciador para comegar uma
fita de TINA, e ir4 continuar a alongar essa fita até encontrar o préximo iniciader
de RNA (Figura 6-16).

Para produzir uma fita nova continua de DNA a partir dos varios segmen-
tos de acidos nucleicos produzidos na fita retardada, trés enzimas adicionais
s80 necessarias. Essas atuam rapidamente para remover o iniciador de RNA,
substitui-lo por DNA e unir os fragmentos de DNA. Portanto, uma nuclease
degrada o iniciador de RNA, uma DNA-polimerase chamada de polimerase de
reparo substitui 0 RNA por DNA (usando as extremidades dos fragmentos de
Okazaki adjacentes como iniciadores), e a enzima DNA-Jligase une a extremida-
de 5'- fosfato de um fragmento novo de DNA & extremidade 3'-OH do préximo
(ver Figura 6-16).

A primase pode iniciar novas cadeias polinucleotidicas, mas essa ativida-
de s6 é possivel porque a enzima néo verifica seu trabalho. Como resultado, 0s
iniciadores possuem urmna alta frequéncia de erros. Como s20 feitos de RNA em
vez de DNA, eles sao como “cdpias suspeitas” para serem automaticamente re-
movidos e substituidos por DNA, Esse DNA ¢ adicionado por enzimas de reparo
de DNA, que, bem como as polimerases replicativas, verificam © pareamento &
medida que sintetizam DNA. Dessa forma, a maguinaria de replicagio das célu-
las € capaz de iniciar novas cadeias de DNA €, 20 mesmo tempo, assegurar que
todo o DNA tenha sido fielmente copiado.

As proteinas se associam na forquilha de replicagéo, formando
uma maquina de replicacéo

Como mencionado, a replicacdo do DNA requer uma série de proteinas que
atuam em concerte. Aqui, discutiremos as proieinas que, juntamente com a
DiNA-polimerase e a primase, formam uma maquina proteica que empurra a fot-
quilha de replicacdo para frente e sintetiza 0 DNA novo atras dela.

Para que a sintese de DNA possa ccorrer, a dupla-hélice deve estar aberta
a frente da forquilha de replicacdo, de mode que os trifosfatos de desoxirribo-
nucleosideo possam ser pareados com a fita-molde. Dois tipos de proteinas de
replicac@o ~ DNA-helicases e proteina ligadora de fitas simples ~ se associam
para realizar essa tarefa. Bem a frente da maquing de replicagio esta a helicase,
uma proteina que utiliza energia da hidrélise do ATP pata separar a dupla-hélice
& medida que se desloca sobre 0 DNA (Figura 6-17A € Animagio 6.2). A proteind
ligadora de fita simples se liga ao DNA de fita simples exposto pela helicase,
evitando temporariamente o repareamento de bases e mantendo a fita alongada
para que possa atuar como molde para a DNA-polimerase,
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Uma proteina adicional da replicagao, chamada de grampe deslizante,
mantém a DNA-polimerase firmemente Higada ao DNA-molde enguanto sintetiza
novas fitas de DNA. Se atuassem sozinhas, a maioria das moléculas de DNA-po-
limerase sintetizaria apenas pequenos segmentos de nucleotideos e entéo se
desligariam da fita-molde de DNA. O grampo deslizante forma um anel ao redor
da hélice de DNA e, como estd fortemente ligado & polimerase, permite que essa
se desloque scbre a fita-molde sem se desligar, & medida que sintetiza o DNA
novo {ver Figura 6-17A € Animacdo 6.3).

A montagem desse grampo em volta do DNA necessita da atividade de uma
proteina adicionat de replicagdo, o montador do grampo, que hidrolisa ATP cada
vez que prende um grampo ao redor da hélice de DNA. Essa montagem deve
oCorrer apenas uma vez por ciclo de replicagao na fita-lider; na fita retardada,
porém, o grampo € removido e recolocado cada vez que um novo fragmento de
Okazaki € produzido.

Amaioria das proteinas envolvidas na replicagdo do DNA é mantida unida
em um grande complexo multienzimatico que se desloca sobre o DNA como
uma unidade, permitindo que ele seja sintetizado de modo coordenado nas
duas fitas. Esse compiexo pode ser comparado a uma pequena maquina de cos-
tura composta por partes proteicas e impulsionada pela hidrélise de trifosfatos
de nucleosideo (Animagde 6.4). Embora as estruturas dos componentes protei-
cos individuals da mé&quina de replicacdo tenham side determinadas, o medo
como esses componentes atuam em concerto nao € conhecido em detalhes,
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Figura 6-17 A sintese de DNA é realizada
por um grupo de proteinas que atuam em con-
junto como uma maquinaria de replicaciio. {4
Duas moléculas de DNA-palimerase sdo mos-
tradas, uma na fita-lider e uma na fita retar-
dada. Ambas s8o mantidas no DNA por uma
preteina circular, um grampo, que permite que
a polimerase deslize sobre o DNA. Um mon-
tador do grampe (ndo mostrado) é necessario
para religar o grampo deslizante no molde da
fita retardada, cada vez que um fragmenteo de
Okazaki é iniciado. Na "cabega” da forquitha,
uma DNA-helicase utiliza energia da hidrélise
da ATP para impulsionar-se para a frentg, se-
parando as fitas da dupla-hélice de DNA origi-
nal. Proteinas de ligagio 3 fita simples mantém
assas fitas separadas na forma de fitas simples,
para permitir o acesso da primase e da polime-
rase. Para simplificar, essa figura mostra as en-
zimas funcionando independentemente; na cé-
lula, elas estéo unidas formando uma méquina
de replicacio, como mostrado em (B, (B) Esse
diagrama mostra um modelo atual de como as
proteinas da replicagdo estio dispostas na for-
quilha de replicagio quando em movimento. A
estrutura em {A) foi alterada pelo dobramento
do DNA sobre a fita retardadla para aproximar a
molécula de DNA-pelimerase da fita retarclada
da molécula de polimerase da fita-lider. Esse
dobramento também aproxima a extremidade
¥ de cada fragmento de Okazaki completo do
local de inicio do proximo fragmento de Oke-
zaki. Como a molécula de DNA-polimerase da
fita retarclada é mantida pelo restante das pro-
teinas de replicacao, ela pode ser reutilizada na
sintese de fragmentos de Okazaki sucessivos;
nesse diagrama, els estd prestes a completar
um fragmento de DNA, dissociar-se desse e
deslocar-se até o iniciador de RNA que serd
sintetizado a seguir na fita reterdada. Para as-
sistir zo complexo de replicacdo em movimen-
to, ver Animacdo 6.5.
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Figura 6-18 Os teldmeros permitem que a
sintese de DNA nas extremidades dos cro-
messomos eucariGticos seja completada. Para
sintetizar a fita retardada na extremidade de
um ¢romossome eucaridtico, a maguinaria
de replicacio necessita de uma porgio de
DNA-molde que se estenda além do DNA a
ser copiado. Em uma molécula de DNA linear,
a sintese da fita retardada, portanto, para um
pouco antes do final do molde. A enzima te-
lemerase adiciona uma série de repetices de
umna sequéncia de DNA a extremidade 3 da
fita-molde, que entiio permite que a fita retar-
dada seja completada pela DNA-polimerase
como mostrado. Em humanos, a sequéncia
rucleotidica da repeticio telomérica ¢ GGGG-
TTA. A enzima telomerase contém um pague-
no segmeanto de RNA {ern azul} com sequéncia
complementar & sequéncia de repeticdo de
DNA; esse RNA atua como moide para a sin-
tese de DNA pela telomerase, Para assistir &
telomerase em acdo, ver Animagdo 6.6,

Contudo, algumas ideias a respeito do aspecto geral do complexo foram pro-
postas (Figura 6-17B).

A telomerase replica as extremidades dos cromossomos
eucarioticos

Apés discutirmos como a replicagio do DNA Inicia nas origens e como ¢ mo-
vimento da forquilha de replicacde avanga, discutiremos agora um problema
especial de replicagéo das extremidades dos cromossomes. Como apresentado
anteriormente, o fato de o DNA ser sintetizado apenas na direclo 5'-3" implica
que a fita retardada da forquilha de replicagio seja sintetizada como fragmentos
descontinuos de DNA, cada um iniciado por um iniciador de RNA adicionado
por uma enzima separada (ver Figura 6-16). Quando a forquilha de replicacdo se
aproxima da extremidade de um cromossomo, a maquina de replicagdo encontra
um grave problema: n&o hé como colocar o iniciador de RNA necessaric para
iniciar um fragmento de Okazaki na extremidade de uma molécula de DNA lineat.
Se nao houvesse uma estratégia para tratar esse problema, uma parte de DNA
seria inevitavelmente perdida nas extremidades de uma melécula de DNA cada
vez que ela fosse replicada.

As baciérias resolveram o problema do “final de yeplicagao” possuindo
uma molécula circular de DNA come cromossomo. Os eucariotos resolveram
esse problema possuinde sequéncias nucleotidicas especiais nas extremidades
cromossémicas incorporadas nos teldmeros. Essas sequéncias de DNA telomeé-
rico atraem uma enzima chamada de telomerase ao cromossomo. Usando um
molde de RNA gue é parte da prépria enzima, a telomerase recoloca os nu-
cleotideos perdidos cada vez que um cromossomo € duplicado, adicionando
indmeras cépias da mesma sequéncia de DNA as extremidades cromossémi-

~ cas. Essa sequéncia alongada de DNA repetido atua como molde, permitindo

que a replicagio da fita retardada seja completada pela replicag&o convencional
(Figura 6-18).

Além de permitir a replicaggo das extremidades cromossdmicas, 0s teld-
meros realizam funcdes adicionais: por exemple, as sequéncias repetidas do
DNA telomérico, juntamente com as regides cromossdmicas adjacentes, formam
estruturas que sao reconhecidas pela célula como extremidades verdadeiras dos
cromossomos; portanto, diferentes de quebras que ocorrem acldentalmente na
por¢io medial dos cromossomos. Essas quebras devem ser imediatamente repa-
radas, como veremos a seguir.

Sequéncias teloméricas repetitivas

EL
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. 5 Fita retardada incompleta, recém-sintetizada
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A diversidade dos organismos vivos e ¢ seu sucesso na colonizaglo de quase
todas as paries da superficie da Terra resultaram de alteragbes genéticas acu-
muladas gradativamente por milhdes de anos. Essas alteracbes permitiram a
adaptagao de organismos as novas condigdes e a calonizagio de novos habitats.
Contudo, em perfodos curtos, € do ponto de vista de um organismo individual,
as alteragdes genéticas podem ser prejudiciais ~ especiaimente em organismos
maulticelulares, nos quais uma alteragio pode perturbar o desenvolvimento e a
fisiologia de um organismo extremarmnente compiexo e afinado. Para sobreviver
e se reproduzir, um individuo deve ser geneticamente estavel. Essa estabilidade
¢ alcangada n&o apenas pelo mecanismo extremamente preciso durante a repli-
cacdo do DNA, discutido anteriormente, mas também pela atuagio de uma va-
riedade de maquinas proteicas que verificam o genorna a procura de lesdes e as
corrigem. De fato, a maioria dessas lesdes no DNA é tempordria, sendo imedia-
tamente corrigidas por processos denominados coletivamente reparo de DNA.

As mutagdes podem originar consequéncias graves em uma
célula ou organismo

Muito raramente, 03 processos celulares de replicacéo de DNA e reparo falham,
permitindo uma aliera¢do permanente no DNA. Tais alieragdes permanentes
sdo chamadas de mutagdes e podem ter consequéncias severas. Uma mutagao
gue afeta apenas um Unico par de nucleotideos pode comprometer seriamente
a saude do organismo se a alteracio ocorrer em uma posigao vital na sequén-
cia de DNA. Como a estrutura € a atividade de cada proteina dependem da sua
sequéncia de aminodcidos, uma proteina com uma sequéncia alterada pode ter
sua fung&o comprometida ou anulada. Por exemplo, os humanos utilizam a pro-
teina hemoglobina para transportar oxigénic no sangue {ver Figura 4-20). Uma
alteragdo permanente em um Gnico nucleotideo nessa sequéncia pode provocar
a produgio de uma hemoglobina com uma sequéncia de aminoacidos incorre-
ta. Uma dessas mutagdes resulta na doenga anemia falciforme (Figura 6-19). A
hemoglobina falciforme € menos soldvel do que a hemoglobina normal e forma
precipitados fibrosos, que originam a forma de foice, caracteristica dos eritré-
citos afetados. Como essas células sdo mais frageis e frequentemente arreben-
tam na corrente sanguinea, os pacientes com essa doenga potencialmente fatal
possuem um ndmero reduzide de eritrdcitos do que o normal {Figura 6-19C),
uma deficiéncia que pode provocar fraqueza, tonturas, dores de cabega, dores e
faléncia total de drgéos,

O exemplo da anemia falciforme, que é uma doenga hereditaria, ilustra
a importancia de proteger as células reprodutivas (células germinativas) contra
mutagdes. Uma mutagdo em uma dessas células serd transmitida a todas as cé-

Figura ¢-1% Uma Unica alteracdo nucieotidica proveca a doenga anemia falciforme. (A}
A B-globina é um dos dois tipes de subunidades que forma a hemoglebina {ver Figura 4-20).
Uma dnica alteragio nucleotidica (mutagdo) no gene da B-glokina produz uma subunidade de
B-globina que difere da B-globina normal somente pels alteracgo de um acido giutdmico para
valina na sexta posigio de aminodcido. (Apenas uma pequena porgiio do gene é mostrada; a
subunidade de B-globina tem 146 aminoécidos.} Humanos contém duas cdpias de cada gene
{uma herdada de cada progenitar}; &8 mutagio da anemia falciforme em um dos dois genes da
B-globina geralmente nio apresenta prejuizos ac individuo, porque é compensada pelo gene
normal. Entretanto, um individue que herda as duas cépias do gene mutante da B-globina apre-
senta os sintomas da anemia falciforme. Eritrdcitos normais sdo mostrados em (B, e aritrdcitos
de um individuo com anemia falciforme em (C). Embora a anemia falciforme seja uma doenga
potenciaimente fatal, a mutaciio responsével pode também ser henéfica: pacientes com a
doenga, oy portadores heterozigotos para a mutaglo, s8o mais resistentes & maldria, compa-
rados 2 individuos normais, porque o parasita que causa maldria cresce com dificuldade nos
eritrécitos que contém a forma falciforme na hemoglobina.

Fundamentos da Biologia Celular

¥

GIGCACCTGACTCCTGAGGAG —

GTGCACCTGACTCCTGTGGAG—

5um

5um




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

180

160

140

120

100

a0

60

40

Incidéncia de cancer por 100.000 mulheres

20

10 20 30 40 50 60 707 8G
Idade {ahos)

Figura 6-20 A incidéncia de cincer aumenta
drasticamente com o aumento da idade. ©
nimero de novos casos diagnosticados de
cincer de célon em mulheres na Inglaterra e
no Pais de Gales em um ano foi avaliado em
funcdo da idade no momento do diagndstico.
O cancer de cdlon é causado pelo acdmule de
varias mutacbes. Como as células sofrem alte-

ragdes acidentais no seu DNA continuamente, |
e essas 580 transmitidas & progénie dessas cé- .

lulas, a chance de uma célula tornar-se cance-
rosa aumenta encrmemente com a idade, {Da-
dos de C. Muir et al,, Cancer Incidence in Five
Continents, Vol. V. Lyon: Internationat Agency
for Research on Cancer, 1987.)

ulas do corpo de um organismo multicelular que se desenvolve a partir dessg
célula germinativa aiterada, incluindo as células germinativas que preduzirdo a
préxima geragdo.

As tantas outras células de um organismo muiticelular (suas células somd-
ticas) devem ser protegidas de alteragdes genéticas que surgem durante a vida
do individuo. As alteragdes nucleotidicas que ocorrem nas células sométicas po-
dem originar células variantes, algumas capazes de crescer e de dividir de modo
descontrolado a custa de outras células do organismo. Em um caso extreino,
temos como resultado uma proliferacéo celular descontrolada conhecida como
céncer. Essa doenga, responsavel por cerca de 30% das mortes na Europa e na
América do Norte, resulta, em grande parte, do acimulo gradual de alteracdes
nas sequéncias de DNA de células somaticas causadas por mutagdes aleatdrias
(Figura 6-20). Um aumento da frequéncia de mutacdes de duas ou trés vezes pro-
vocaria uma elevagio desasirosa na incidéncia de cancer peta aceleracao da taxa
de surgimente de variantes das células somadticas.

Portanto, a alta fidelidade com a qual as sequéncias de DNA séo replicadas
e mantidas € importante tanto para as cétulas reprodutivas, que transmitem os
genes para a proxima gera¢go, como para as células somaticas, que normal-
mente atuam como componentes cuidadosamente regulados de uma compiexa
comunidade celular em um organismo multicelular. Ndo ¢ de surpreendet, por-
tanto, que todas as células tenham adquirido um sofisticado conjunto de meca-
nismos para reduzir ¢ nimero de mutagdes gue ocorrem em seu DNA.

Um sistema de reparo, do malpareamento de DNA, remove
erros de replicagdo que escapam da maquinaria de replicacdo

Na primeira parte deste capitulo, vimos que a alta fidelidade da maquinaria de
replicagao celular geralmente previne erros duranie a cépia do DNA. Contudo,
apesar desses mecanismos, 0s erros ocorrem. Felizmente, a célula possui um
sistema de seguranca - chamado de reparo de malpareamento de DNA ~ de-
dicado a corregdo desses erros raros. A maquina de replicagdo por si insere
um nucleotideo incorreto a cada 107 nucleotideos copiados, e o sistema de re-
paro de malpareamento corrige 99% desses erros, aumentando a preciséo de
correcio total para um erro a cada 10° nucleotideos copiados. Esse nivel de
precisdo € muito mais alto se comparado aos encontrados no mundo visivel
a nossa volta (Tabela 6-1).

Sempre que & maquina de replicacdo comete um erro de cdpia, ela deixa o
nucieotideo maipareado (normalmente chamado de malpareamento) para trds.
Se deixado sem correcdo, o malpareamento iré resultar em uma mutacdo perma-
nente no préximo ciclo de replicagao (Figura 6-214). Um conjunto de proteinas
de reparo de malpareamento reconhece esses malpareamentos no DNA, remove
uma das duas fitas de DNA envolvidas no malpareamento ¢ sintetiza novamente
a fita perdida (Figura 6-22). Para ser eficiente na corregdo dos erros de replicagao,
¢ sistema de reparo de malpareamento deve sempre remover apenas a fita de

RSO 1 efro &m cada 1(39 nucleot!ceos
: malpareamento) R RSN Z_copnados RS
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DNA recém-sintetizada: a remogio da outra fita (fita original) iria perpetuar o
erro, em vez de corrigi-lo (ver Figura 6-21B ¢ C).

Em eucariotos, ndo se sabe ao certo come a maquinaria de reparo de mal-
pareamento distingue as duas fitas de DiVA. No entanto, ha evidéncias de que
as novas fitas de DNA recém-replicadas — tanto a lider como a retardada ~ séo
clivadas preferencialmente, e parece que essas quebras (quebras de fita simples)
fornecem o sinal que direciona o sistema de reparo de malpareamento a fita
adequada (ver Figura 6-22).

O reparo de malpareamento apresenta uma fungéo particularmente im-
poriante na prevengdo do cancer. Uma predisposi¢ao hereditéria a determinados
cénceres {em especial, alguns tipos de cancer de colo) é provocada por uma
mutacdo em genes que codificam proteinas de reparo de malpareamento. Os in-
dividuos herdam duas copias desse gene (uma de cada progenitor), € individuos
que herdam um gene de reparo de malpareamento alterado ndo apresentam sin-
tornas alé que a copia do gene normal sofra uma mutagio acidental em uma cé-
lula somdtica. Quando essa célula mutante sofre divisdo, origina um conjunto de
células somaticas que, sendo deficientes no reparo de malpareamento, acumula
mutagdes muito-mais rapidamente em comparacéo a células normais. Como a
maioria dos canceres se desenvolve a partir de células com multiplas mutaces
{ver Figura 6-20), uma célula deficiente no reparo de malpareamento possui uma
chance muito aumentada de tornar-se cancerosa. Portanto, a heranga de um
gene mutante para o reparo de malpareamento predispde um individuo a desen-
volver cancer,

O DNA esta continuamente sofrendo danos nas células

Como fol visto, os raros erros na replicagéo de DNA sdo corrigidos pelo mecanis-
me de reparo de malpareamento. Entretanto, 0 DNA pode ser danificadeo de varias
outras maneiras, ¢ €ssas requerem outros mecanismos para serem reparadas.
Assim como qualquer outra melécula na célula, o DNA estd constante-
mentie sofrendo colisdes térmicas com outras moléculas. Essas frequentemente
resultam nas principais alteracdes quimicas no DNA. For exemplo, durante o

Figura 6-22 Proteinas de repare de malpareamento corrigem erros que ocorrer durante a
replicaciio de DNA. Um malpareamento de DNA, formado quando uma base incorreta é incor-
porada & cadeia de DNA recém-sintetizada, distorce a geometria da dupla-hélice. Essa distorgio
¢ logo reconhecida pelas proteinas de reparo de malpareamento, que removem o DNA recém-
-sintetizado. O intervalo nessa fita € preenchido por uma DNA-polimerase que verifica 3 medida
Que sintetiza a fita ¢ ¢ selado pela DNA-ligase. Come mostrade na figura, foi proposto gue uma
quebra no DNA atua come um sinal que permite a distinggo das fitas recém-sintetizada {que con-
t&m o erro} e da fita original pelas proteinas de reparo. Essas quebras ocorrem na fita retardada
{ver Figura 6-12) e também ocorrem, embora menos requenternente, na fita lider. Essas quebras
permanecem apenas por um curto intervalo de tempo, apds a passagem da forquitha de repli-
cagdo {ver Figura 4-14), de modo gue o reparo de malpareamento deve acontecer rapidamente.

Fita
recém-
sintetizada

Fita-moide

<

213

Fundamentos da Biologia Celular

Néo aiterada

Préximao cicle
de replicacic
do DNA

Nio alterada

" EXCISAO'E REPARO APENAS
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Figura 8-21 Erros originados durante a re-
plicagio do DNA devem ser corrigidos para
evitar mutagdes. (A} Se ndo corrigido, o mal-
pareamento ird causar uma mutagdc perma-
nente em uma das duas moléculas de DNA
produzidas no proxime ciclo de replicacio. (B)
Se o malpareamento for “corrigido” usando a
fita recém-sintetizada corno molde, ambas as
moléculas produzidas no préximo ciclo de re-
plicagdo irdo conter a mutagdo. (C) Se o mal-
pareamento for corrigido usando 2 fita-molde
original {antiga) como molde, a mutacio é eli-
minada. O esquema mostrado em (C) é usado
pelas células no reparo de malpareamento,
como mostrado na Figura 6-22,
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(A} DEPURINACAC

{8) DESAMINACAQ

Figura 6-23 A depurinagdo e a desaminagio
580 as reagdes quimicas conhecidas mais fre-
quentes que provocam danos graves ao DNA
nas células. (A} A depurinago remove a guani-
na e a adenina do DNA. {B) Q principal tipo de
rea¢io de desaminagdo converte a citosina em

uma base alterada do DNA, & uracila, mas tam-

bém pode ocorrer em outras bases, Ambas as
reagbes ocorrem na dupla-hélice de DNA, mas
em nenhuma ha quebra do esqueleto fosfodi-
éster (destacado em laranja); por conveniéncia,
apenas urma fita de DNA é mostrada,
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Fita de DNA Fita de DNA

tempo gasto para ler essa sentenca, um total de aproximadamente um trilhdo
(10*%) de bases puricas (A e G) serdo perdidas do DNA das células do seu corpo,
por uma reagdo espontdnea chamada de depurinagdoe (Figura 6-23). A depurina-
¢i0 nao causa quebras no esqueleto de aglicar-fosfato, mas prodiiz lesdes que
se assemelham a um “dente perdido”. Uma outra alteragdo comum € a perda
espontdnea de um grupo amine (desaminagdo) de uma citesina no DNA produ-
zindo a base uracila (ver Figura 6- 23). Alguns subprodutos quimicamente rea-
tivos do metabolismo também reagem, ocasionalmente, com as bases do DNA,
alterando-as de forma que suas propriedades de pareamento sdo modificadas. A
radiacdo ultravioleta da luz solar também danifica o DNA; ela promove a forma-
¢io de uma ligagdo covalente entre duas bases pirimidicas adjacentes, forman-~
do, por exemplo, os dimeros de timina, mostrados na Figura 6-24.

Essas sdo apenas algumas das vdrias alteragdes quimicas que ocorrem no
nosso DNA. Se ndo corrigidas, muitas delas resuitariam na substituicao de um

Radiacdo UV
B —— T

DIMERQ DE TIMINA

Figura 6-24 A radiacio ultravicleta da luz solar provoca lesdo no DNA. Duas bases timina adjacentes foram ligadas covalentemente entre 3i,
formando um dimero de timina. As células da pele expostas 3 luz do sol s3o especialmante suscetivels a esse tipo de lesdio de DNA.
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Figura 6-25 Modificagbes quimicas de nucleotideos, se ndo corrigidas, produzem mutagbes. {A} A desaminacio da citosing, se ndo corrigida,
resulta na substiigio de uma base por outra quando o DNA é replicado, Como mostrado na Figura 6-23, a desaminaciio da citosina produz
uracila. A uracila difere da citosina nas propriedades de pareamento, pareando-se preferencialmente com s adenina. A méquina de replicagic de
DNA, portante, insere uma adenina quando encontra urma uracila na fita-molde. (B) A depurinacio, se nfo corrigida, provoca a perda de um par
de nucleotideocs. Quando 2 méquina de replicagio encentra uma purina ausente na fita-molde, la pula para o proxime nuclectides completo,
como mostrade; portanto, produz uma defego de nucleotideos na fita recém-sintetizada. Em outros casos (ndo mostrade), a maguinaria de
replicagdo adiciona um nucleotidec incorreto transversal 3 base ausente, novamente resultando em mutacio.

par de nucleotideos por cutro, pelo pareamento incorreto durante a replicagio,
ou na delegdo de um ou mais pares de nucleotideos na fita-filha de DNA apds a
replicagdo (Figura 6-25). Alguns tipds de lesdes no DNA {p. ex., dimeros de timina)
normalmente param a maquinaria de replicagio de DNA no local da lesdo. Todos
£sses tipos de danos, se ndo corrigidos, trariam consequéncias desastrosas a um
organismo.

A estabilidade dos genes depende do reparo de DNA

Os milhares de alteragdes quimicas aleatdrias que ocorrem todos os dias no
DNA de uma célula humana, devidas aos acidentes metabdlicos ou a exposi-
¢&0 a compostos quimicos que danificam o DNA, sao corrigidas por uma série
de mecanismos, cada wm catalisado por um grupo diferente de enzimas. Quase
todos esses mecanismos dependem da existéncia de duas cépias da informagao
genética, uma em cada fita da dupla-hélice de DNA: se a sequéncia em uma
das fitas for acidentalmente danificada, a informagéo néo € totalmenlte perdida,
porque uma versdo da fita alterada permanece na sequéncia complementar de
nucleotideos na outra fita. A maiotia das lesdes produz estruturas que nao sdo
encontradas em uma fita de DNA n&o danificada; portanto, a fita correta pode ser
facilmente distinguida da fita danificada.

O mecanismo basico para o reparo de danos no DNA est4 ilustrado na
Figura 6-26. Como indicado, ele envolve trés etapas:

. O DNA danificado ¢ reconhecido e removido por um de varios mecanismos
diferentes. Esses mecanismos envolvem nucleases, que clivam as ligagdes
covalentes que unem os nucleotideos danificados ao resto da molécula
de DNA, deixando um pequeno intervalo, ou facuna, em uma das fitas da
dupla-hélice de DNA nessa regido.

2. Uma DNA-polimerase de reparo se liga & extremidade 3'-OH da fita de DNA
clivada. A seguir, ela preenche a lacuna, sintetizando uma copia comple-
mentar da informagdo contida na fita ndc danificada. Embora seja uma




