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Replicagao, reparo e
recombinacao de DNA

A capacidade de uma célula sobreviver e proliferar em um ambiente cadtico de-
pende da duplicagao precisa da vasta quantidade de informagao genética trans-
portada no seu DNA. Esse processo de duplicagdo, denominado replicagdo do
DNA, deve ocorrer antes que uma célula possa se dividir para produzir duas cé-
lulas-filhas geneticamente idénticas. Para manter a ordem em uma célula, sao
também necessarios vigilancia e reparo continuados da sua informagao genéti-
ca, uma vez que o DNA esta sujeito a danos inevitaveis por agentes quimicos e
radiagdo do ambiente e por moléculas reativas que sao geradas dentro da célula.
Neste capitulo, descrevemos as maquinas proteicas que replicam e reparam o
DNA celular. Essas maquinas catalisam alguns dos processos mais precisos e
rapidos que ocorrem dentro das células, e as estratégias desenvolvidas para al-
cancar essa faganha sao maravilhas de elegancia e eficiéncia.

Apesar da existéncia desses sistemas que protegem o DNA celular de erros
de copia e danos acidentais, mudangas permanentes — ou mutagoes — ocorrem
algumas vezes. Ainda que a maioria das mutagdes nao afete o organismo de for-
ma perceptivel, algumas tém consequéncias profundas. Ocasionalmente, essas
mudangas podem beneficiar o organismo: por exemplo, mutagdes podem tornar
as bactérias resistentes a antibioticos que sdo usados para mata-las. Além disso,
mudancgas na sequéncia de DNA podem produzir pequenas variagdes que sdo a
base das diferengas entre individuos da mesma espécie (Figura 6-1); quando acu-
muladas ao longo de milhdes de anos, tais mudangas fornecem a variedade no
material genético que torna cada espécie distinta das outras, como discutimos
no Capitulo 9.

Entretanto, as mutagdes tém uma probabilidade muito maior de serem pre-
judiciais do que benéficas: em humanos, elas sao responsaveis por milhares de
doengas genéticas, incluindo o cancer. A sobrevivéncia de uma célula ou orga-
nismo, portanto, depende de se manter as mudangas no seu DNA em um minimo.
Na auséncia das maquinas proteicas que continuamente monitoram e reparam
danos no DNA, ¢ questionavel se a vida poderia existir de algum modo.

A cada divisdo celular, uma célula deve copiar seu genoma com precisao ex-
traordinaria. Nesta sec¢do, exploramos como a célula realiza essa faganha,
enquanto duplica seu DNA a taxas tao altas quanto 1.000 nucleotideos por
segundo.
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Figura 6-2 O DNA atua como um molde
para a sua prépria duplicagdo. Como o
nucleotideo A ird parear com sucesso so-
mente como T, e 0 G com o C, cada fita de
uma dupla-hélice de DNA — marcadas aqui
como afita S e a sua fita S’ complementar
— pode servir como um molde para especifi-
car a sequéncia de nucleotideos na sua fita
complementar. Dessa maneira, ambas as
fitas de uma dupla-hélice de DNA podem
ser copiadas com precis&o.

Figura 6-1 A informac&o genética é passada de uma geragéo para a
seguinte. Diferencas no DNA podem produzir as variagdes subjacentes as
diferencas entre individuos da mesma espécie — ou, ao longo do tempo, as
diferencas entre uma espécie e outra. Nesta foto de familia, as criancas se
assemelham mais uma a outra e a seus pais do que a outras pessoas, porque
elas herdaram seus genes de seus pais. O gato compartilha muitas caracte-
risticas com os humanos, mas, durante os milhdes de anos de evolucao que
separaram humanos e gatos, ambos acumularam muitas mudangas nos seus
DNAs que agora produzem duas espécies diferentes. A galinha é um parente
ainda mais distante.

O pareamento de bases possibilita a
replicagdo do DNA

No capitulo anterior, vimos que cada fita de uma dupla-hélice de DNA contém
uma sequéncia de nucleotideos que é exatamente complementar a sequéncia
de nucleotideos da sua fita parceira. Cada fita, portanto, pode servir como um
molde para a sintese de uma nova fita complementar. Em outras palavras, se de-
signarmos as duas fitas de DNA como S e S/, a fita S pode servir como um molde
para fazer uma nova fita S, enquanto a fita S’ pode servir como um molde para
fazer uma nova fita S (Figura 6-2). Portanto, a informagao genética no DNA pode
ser copiada com precisao pelo processo belamente simples no qual a fita S se se-
para da fita S', e cada fita separada entao serve como um molde para a produgao
de uma nova fita parceira complementar que € idéntica a sua parceira anterior.

A capacidade de cada fita de uma molécula de DNA de agir como um molde
para produzir uma fita complementar possibilita a célula copiar, ou replicar, seus
genes antes de passa-los para suas descendentes. Mas a tarefa € quase inacre-
ditavel, uma vez que pode envolver a copia de bilhdes de pares de nucleotideos
a cada vez que uma célula se divide. O processo de copia deve ser realizado
com precisdo e velocidade incriveis: em cerca de 8 horas, uma célula animal em
divisdo ira copiar o equivalente a 1.000 livros como este €, em média, ndo produ-
zira mais do que poucas letras erradas. Essa proeza impressionante € realizada
por um grupo de proteinas que em conjunto formam uma mdquina de replicagdo,
também chamada de maquinaria de replicagdo.

A replicagao do DNA produz duas duplas-hélices completas a partir da mo-
lécula de DNA original, com cada uma das novas hélices de DNA sendo idéntica
em sequéncia nucleotidica (exceto pelos raros erros de copia) a dupla-hélice de
DNA original (ver Figura 6-2). Como cada fita parental serve como o molde para
uma nova fita, cada uma das duplas-hélices de DNA filhas termina com uma das
fitas de DNA originais (velha) e uma fita que é completamente nova; diz-se que
esse estilo de replicagao é semiconservativo (Figura 6-3). Em Como Sabemos,
p. 200-202, discutimos os experimentos que pela primeira vez demonstraram que
0 DNA é replicado dessa maneira.
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Figura 6-3 Em cada ciclo de replicagdo do DNA, cada uma das duas
fitas de DNA é usada como um molde para a formagdo de uma fita
complementar nova. A replicacdo do DNA é “semiconservativa”, porque
cada dupla-hélice de DNA filha é constituida de uma fita conservada e outra
recém-sintetizada.

A sintese de DNA inicia-se nas origens
de replicacado

A dupla-hélice de DNA é normalmente muito estavel: as duas fitas de DNA sao
firmemente unidas uma a outra por um grande niamero de ligagdes de hidrogénio
entre as bases de ambas as fitas (ver Figura 5-2). Em consequéncia, somente tem-
peraturas proximas a da agua em ebuligao fornecem energia térmica suficiente
para separar as duas fitas. Entretanto, para ser usada como um molde, a dupla-
-hélice precisa primeiramente ser aberta e as duas fitas separadas para expor as
bases ndo pareadas. Como isso ocorre nas temperaturas encontradas nas células
vivas?

O processo de sintese de DNA ¢ iniciado por proteinas iniciadoras que se
ligam a sequéncias de DNA especificas denominadas origens de replicagao. Ne-
las, as proteinas iniciadoras afastam as duas fitas de DNA, quebrando as ligagdes
de hidrogénio entre as bases (Figura 6-4). Ainda que as ligagdes de hidrogénio
coletivamente tornem a hélice de DNA muito estavel, cada ligacdo de hidrogénio
¢ individualmente fraca (como discutido no Cap. 2). Dessa forma, a separacao de
uma pequena por¢ao de DNA de cada vez, de poucos pares de base, ndo requer
uma grande quantidade de energia, € as proteinas iniciadoras podem prontamen-
te abrir a dupla-hélice a temperaturas normais.

Em células simples, tais como bactérias ou leveduras, as origens de replica-
¢ao compreendem aproximadamente 100 pares de nucleotideos. Elas sdo com-
postas de sequéncias de DNA que atraem proteinas iniciadoras e sao especial-
mente faceis de serem abertas. Vimos, no Capitulo 5, que um par de bases A-T é
mantido unido por um numero menor de ligacoes de hidrogénio que um par de
bases G-C. Portanto, o DNA rico em pares de bases A-T € relativamente facil de
ser separado, e segmentos de DNA ricos em A-T costumam ser encontrados nas
origens de replicagao.

Um genoma bacteriano, que normalmente esta contido em uma molécula
de DNA circular de varios milhoes de pares de nucleotideos, possui uma unica
origem de replicacdo. O genoma humano, que € muito maior, possui aproxima-
damente 10.000 dessas origens - uma média de 220 origens por cromossomo.
Ao iniciar a replicagdo do DNA em muitos pontos diferentes de uma so6 vez, o
tempo que uma célula necessita para copiar seu genoma inteiro € grandemente
diminuido.

Uma vez que uma proteina iniciadora se ligue ao DNA em uma origem de
replicagao e localmente abra a dupla-hélice, ela atrai um grupo de proteinas que
realizam a replicagao do DNA. Essas proteinas formam uma maquina de replica-
¢ao, na qual cada proteina desempenha uma fungao especifica.

Duas forquilhas de replicagao sao formadas em
cada origem de replicagao

As moléculas de DNA no processo de serem replicadas contém jungdes na forma
de Y, denominadas forquilhas de replicacado. Duas forquilhas de replicacdo sao
formadas em cada origem de replicacéo (Figura 6-8). Em cada forquilha, uma ma-
quina de replicacdo move-se ao longo do DNA, abrindo as duas fitas da dupla-hé-
lice e usando cada fita como um molde para produzir uma nova fita-filha. As duas
forquilhas afastam-se da origem em dire¢des opostas, abrindo a dupla-hélice e
replicando o DNA a medida que se movem (Figura 6-9). A replicagdao do DNA em
cromossomos bacterianos e eucarioticos €, portanto, denominada bidirecional. As
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Figura 6-4 Uma dupla-hélice de DNA

é aberta nas origens de replicagao.

As sequéncias de DNA, nas origens de
replicacdo, sdo reconhecidas por proteinas
iniciadoras (ndo mostradas), que localmente
afastam as duas fitas da dupla-hélice. As
fitas simples expostas podem ent&o servir
como moldes para a cépia do DNA.
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A NATUREZA DA REPLICACAO

Em 1953, James Watson e Francis Crick publicaram seu fa-
moso artigo de duas paginas descrevendo um modelo para a
estrutura do DNA (ver Figura 5-2). Nesse modelo, propuseram
que as bases complementares - adenina e timina, guanina e
citosina - pareiam umas com as outras no centro da dupla-
-hélice, mantendo unidas as duas fitas de DNA. Ao final desse
sucinto sucesso cientifico, eles comentaram, quase como um
detalhe, que “n@o nos escapou o fato de que o pareamento
especifico por nos postulado imediatamente sugere um pos-
sivel mecanismo de copia para o material genético.”

De fato, um més apos o artigo classico ter aparecido
impresso na revista Nature, Watson e Crick publicaram um
segundo artigo, sugerindo como o DNA poderia ser duplica-
do. Nesse artigo, eles propuseram que as duas fitas da dupla-
-hélice se separam, e que cada fita atua como um molde para
a sintese de uma fita-filha complementar. Em seu modelo,
denominado replicagao semiconservativa, cada molécula de
DNA nova consiste em uma fita derivada da molécula paren-
tal original e uma fita recém-sintetizada (Figura 6-5A).

Sabemos hoje que o modelo de Watson e Crick para a
replicagao do DNA estava correto — mas nao foi universal-
mente aceito a principio. Por um lado, o respeitado fisico que
se tornou geneticista, Max Delbriick, ficou atordoado com o
que denominou “o problema do desenrolamento”, ou seja:
como poderiam as duas fitas de uma dupla-hélice, enroladas

uma ao redor da outra tantas vezes ao longo de sua gran-
de extensao, ser separadas sem gerar uma grande confusao
de entrelacamentos? A proposta de Watson e Crick de uma
dupla-hélice abrindo como um ziper parecia, para Delbriick,
fisicamente improvavel e simplesmente “muito deselegante
para ser eficiente.”

Em vez disso, Delbrtick propds que a replicagao do
DNA ocorria por meio de uma série de quebras e reunioes,
nas quais a cadeia principal do DNA era quebrada e as fitas
eram copiadas em pequenos segmentos — possivelmente de
apenas 10 nucleotideos de cada vez — antes de serem reu-
nidas. Nesse modelo, que foi posteriormente denominado
dispersivo, as copias resultantes seriam como colegoes de
remendos de DNA novo e antigo, cada fita contendo uma
mistura de ambos (Figura 6-5B). Nenhum desenrolamento
seria necessario.

Ainda um terceiro grupo promoveu a ideia de que a re-
plicacao do DNA poderia ser conservativa: que a hélice paren-
tal poderia de algum modo permanecer inteiramente intacta
apos o processo de copia, € que a molécula-filha conteria
duas fitas de DNA inteiramente novas (Figura 6-5C). Para de-
terminar qual desses modelos era o correto, era necessaria a
realizagdo de um experimento que revelasse a composicao
das fitas de DNA recém-sintetizadas. Foi ai que Matt Mesel-
son e Frank Stahl apareceram.
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Figura 6-5 Trés modelos para a replicacido do DNA produzem predi¢des diferentes. (A) No modelo semiconservativo, cada fita
parental atua como um molde para a sintese de uma nova fita-filha. O primeiro ciclo de replicacdo deveria produzir duas moléculas
hibridas, cada uma contendo uma fita parental original além de uma fita recém-sintetizada. Um ciclo subsequente de replicacdo deve-
ria resultar em duas moléculas hibridas e duas moléculas que nada contém do DNA parental original (ver Figura 6-3). (B) No modelo
dispersivo, cada geracdo de DNA filho conteria uma mistura de DNA das fitas parentais e o DNA recém-sintetizado. (C) No modelo
conservativo, a molécula parental permanece intacta apés ser copiada. Nesse caso, o primeiro ciclo de replicacdo iria resultar na
dupla-hélice parental original e em uma dupla-hélice inteiramente nova. Para cada modelo, as moléculas de DNA parentais sdo mos-
tradas em laranja; o DNA recém-replicado é mostrado em vermelho. Observe que é mostrado somente um segmento muito pequeno
do DNA para cada modelo.
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Como estudante de pos-graduagao trabalhando para Li-
nus Pauling, Meselson estava explorando um método para
conhecer a diferenga entre proteinas novas e velhas. Apos
conversar com Delbriick sobre o modelo de replicagao de
Watson e Crick, ocorreu a Meselson que a abordagem que ele
cogitou para explorar a sintese de proteinas poderia também
funcionar para estudar o DNA. No verao de 1954, Meselson
encontrou Stahl, que era entao um estudante de pos-gradu-
acao em Rochester, NY, € os dois concordaram em colaborar.
Levaram alguns anos para conseguir que tudo funcionasse,
mas ambos finalmente realizaram aquele que ficou conheci-
do como “o experimento mais bonito da biologia.”

Em retrospecto, sua abordagem foi incrivelmente dire-
ta. Eles iniciaram fazendo crescer duas culturas de bacteé-
rias E. coli, uma em um meio contendo um is6topo pesado
do nitrogénio, N, a outra em um meio contendo o is6topo
normal e mais leve, "“N. O nitrogénio presente no meio nu-
tritivo é incorporado as bases nucleotidicas e, a partir dai,
passa para o DNA do organismo. Apés o crescimento das
culturas bacterianas por muitas geragoes em meio conten-
do N ou "N, os pesquisadores obtiveram dois frascos de
bactérias, um cujo DNA era pesado, € outro cujo DNA era
leve. Meselson e Stahl romperam entédo as células bacteria-
nas e aplicaram o DNA obtido em tubos contendo uma alta
concentracdo do sal cloreto de césio. Quando esses tubos
sao centrifugados a uma alta velocidade, o cloreto de césio
forma um gradiente de densidade, e as moléculas de DNA
flutuam ou afundam na solucdo até alcangarem o ponto no
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qual suas densidades equivalem ao da solugdo salina cir-
cundante (ver Painel 4-3, p. 164-165). Usando esse método,
denominado centrifugagao de densidade de equilibrio, Me-
selson e Stahl descobriram que podiam distinguir entre o
DNA pesado (contendo °N) e o DNA leve (contendo'*N), ob-
servando as posicoes do DNA dentro do gradiente de cloreto
de césio. Como o DNA pesado era mais denso que o DNA
leve, ele se acumulava em uma posi¢ao mais proxima do
fundo do tubo de centrifuga (Figura 6-6).

Uma vez estabelecido esse método para diferenciar en-
tre DNA leve e pesado, Meselson e Stahl comegaram a tes-
tar as varias hipoteses propostas para a replicagao do DNA.
Para tanto, prepararam um frasco de bactérias crescidas em
nitrogénio pesado e transferiram essas bactérias para um
meio contendo o is6topo leve. No inicio do experimento, to-
das as moléculas de DNA seriam pesadas. Mas, a medida
que as bactérias se dividiam, o DNA recém-sintetizado seria
mais leve. Eles poderiam entdo monitorar o acimulo de DNA
leve e avaliar qual modelo, se algum deles, melhor descrevia
os dados. ApOs uma geracao de crescimento, os pesquisado-
res descobriram que as moléculas de DNA parentais, pesa-
das - aquelas constituidas por duas fitas contendo "°N - de-
sapareceram e foram substituidas por uma nova espécie de
DNA que gerava uma banda a uma densidade intermediaria
entre o °N-DNA e o “N-DNA (Figura 6-7). Essas hélices-fi-
lhas recém-sintetizadas, de acordo com Meselson e Stahl,
deveriam ser hibridas — contendo tanto is6topos pesados
quanto leves.

Figura 6-6 A centrifugagdo em um gra-
diente de cloreto de césio possibilita a
separacao de DNA leve e pesado. Bac-
térias crescidas por vérias geracdes em um
meio contendo N (o isétopo pesado) ou
"N (0 isétopo leve) para marcar seu DNA.
As células s&o entdo rompidas, e o DNA é
colocado em um tubo de ultracentrifuga
contendo uma solucdo salina de cloreto de
césio. Esses tubos sdo centrifugados a altas
velocidades por dois dias para que o DNA

Bactérias crescidas em
meio contendo "“N

-
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>N-DNA pesado forma
uma banda de alta densidade,
mais préxima do fundo do tubo

1

""N-DNA leve forma uma banda
de baixa densidade, mais préoxima
da porcdo superior do tubo

possa acumular-se em uma regido na qual
sua densidade corresponda a do sal que o
cerca. As moléculas de DNA pesadas e le-
ves sdo acumuladas em posicoes diferentes
no tubo.
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Figura 6-7 A primeira parte do experimento de Meselson-Stahl descartou o
modelo conservativo da replicacdo do DNA. (A) Bactérias crescidas em meio
leve (contendo "“N) produzem DNA que forma uma banda na porcao superior do
tubo de centrifuga, enquanto bactérias crescidas em meio pesado contendo °N
(B) produzem DNA que migra mais para baixo no tubo. Quando bactérias cresci-
das em um meio pesado s&o transferidas para um meio leve em condi¢des que
permitam que continuem se dividindo, elas produzem uma banda cuja posicao
é aproximadamente intermediaria as posi¢des das duas bandas parentais (C).
Esses resultados descartam o modelo conservativo de replicacdo, mas nao dis-
tinguem entre os modelos dispersivo e semiconservativo, pois ambos predizem
a formacao de moléculas de DNA filhas hibridas.

O fato de terem saido tao claros os resultados — com bandas separadas
formando-se nas posicoes esperadas para as moléculas de DNA hibridas recém-
-sintetizadas — foi um feliz acidente do protocolo experimental. Os pesquisado-
res usaram uma seringa hipodérmica para colocar suas amostras de DNA nos
tubos de ultracentrifuga (ver Figura 6-6). Nesse processo, eles involuntariamente
romperam o grande cromossomo bacteriano em fragmentos menores. Se os cro-
mossomos tivessem permanecido intactos, os pesquisadores poderiam ter isola-
do moléculas de DNA que foram replicadas apenas parcialmente, porque muitas
células teriam sido apanhadas no meio do processo de copia de suas moléculas
de DNA. Moléculas em tal etapa intermediaria de replicacdo néo se teriam se-
parado nessas bandas individuais. Mas como os pesquisadores estavam, em vez
disso, trabalhando com pequenos fragmentos de DNA, a probabilidade de que
um fragmento qualquer tivesse sido completamente replicado — e contivesse
uma fita-filha e uma fita parental completas — era alta, produzindo, portanto, re-
sultados claros e elegantes.

Imediatamente, essa observacdo des-
cartava o modelo conservativo de replicagdo
do DNA, que predizia que o DNA parental iria
permanecer inteiramente pesado, enquanto
0 DNA recém-sintetizado seria inteiramente
leve (ver Figura 6-5C). Os dados estavam de
acordo com o modelo semiconservativo, que
predizia a formagao de moléculas hibridas
contendo uma fita de DNA pesado e uma fita
de DNA leve (ver Figura 6-5A). Os resultados,
entretanto, também eram compativeis com o
modelo dispersivo, no qual fitas hibridas de
DNA iriam conter uma mistura de DNA leve e
DNA pesado (ver Figura 6-5B).

Para distinguir entre esses dois modelos,
Meselson e Stahl aumentaram a temperatura.
Quando o DNA ¢ submetido a altas tempera-
turas, as ligagoes de hidrogénio que mantém
as duas fitas unidas sao quebradas, € a héli-
ce se separa, resultando em uma colecao de
DNAs de fita simples. Quando os pesquisado-
res aqueceram suas moléculas hibridas antes
de centrifuga-las, descobriram que uma fita
de DNA era pesada, enquanto a outra era
leve. Essa observagao sustentava somente o
modelo semiconservativo; se o modelo dis-
persivo estivesse correto, as fitas resultantes,
cada uma contendo um arranjo misturado de
DNA leve e pesado, iriam gerar uma unica
banda em uma densidade intermediaria.

De acordo com o historiador Frederic
Lawrence Holmes, o experimento foi tao ele-
gante e os resultados tao claros que Stahl -
quando entrevistado em uma selecao para
um cargo na Universidade de Yale - foi inca-
paz de completar os 50 minutos destinados
para a sua fala. “Eu terminei em 25 minutos,”
disse Stahl, “porque isso era tudo o que le-
vava para explicar aquele experimento. Ele €
tao simples e autocontido.” Stahl ndo obteve
o emprego na Universidade de Yale, mas o
experimento convenceu os bidlogos de que
Watson e Crick estavam corretos. De fato,
os resultados foram aceitos tdo amplamente
e com tanta rapidez, que o experimento foi
descrito em um manual antes mesmo que
Meselson e Stahl tivessem publicado seus
dados.
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forquilhas se movem muito rapidamente - a cerca de 1.000 pares de nucleotideos
por segundo em bactérias e 100 pares de nucleotideos por segundo em humanos.
A taxa mais lenta de movimento da forquilha em humanos (de fato, em todos os
eucariotos) pode ser decorrente das dificuldades para replicar o DNA ao longo da
estrutura mais complexa da cromatina dos cromossomos eucarioticos.

A DNA-polimerase sintetiza DNA usando uma
fita parental como molde

O movimento de uma forquilha de replicacdo ¢ impulsionado pela acdo da ma-
quina de replicagao, no coragao da qual reside uma enzima denominada DNA-
-polimerase. Essa enzima catalisa a adi¢ao de nucleotideos a extremidade 3’ de
uma fita de DNA em crescimento, usando uma das fitas de DNA parentais como
um molde. O pareamento de bases entre um nucleotideo que chega ao local de
sintese e a fita molde determina qual dos quatro nucleotideos (A, G, T ou C) sera
selecionado. O produto final € uma nova fita de DNA que ¢ complementar em
sequéncia nucleotidica ao molde (Figura 6-10).

A reagao de polimerizagao envolve a formagao de uma ligagao fosfodiéster
entre a extremidade 3’ de uma cadeia de DNA crescente e o grupo 5'-fosfato do
nucleotideo a ser incorporado, que entra na reacdo como um trifosfato de deso-
xirribonucleosideo. A energia para a polimerizagao € fornecida pelo proprio tri-
fosfato de desoxirribonucleosideo: a hidrolise de uma de suas ligagdes de fosfato
de alta energia abastece a reacao que acopla os mondmeros de nucleotideos a
cadeia, liberando pirofosfato (Figura 6-11). O pirofosfato ¢, por sua vez, hidrolisa-
do a fosfato inorgénico (P;), o que torna a reacdo de polimerizagao efetivamente
irreversivel (ver Figura 3-41).

Origens de replicagao
1 ﬁ j

Dire¢do do movimento
da forquilha
\

X
o - —
— > - -
s — “\,\,/
Forquilhas de replicacdo
\
m -—

Figura 6-9 Duas forquilhas de replicacdo afastam-se de cada origem de repli-
cacdo em dire¢des opostas. (A) Estes esquemas representam a mesma porgao de
uma molécula de DNA como ela poderia parecer em diferentes momentos durante
areplicacdo. As linhas em laranja representam as duas fitas de DNA parental; as
linhas vermelhas representam as fitas de DNA recém-sintetizadas. (B) Uma microgra-
fia eletrénica mostrando o DNA em replicagdo em um embri&o inicial de mosca. As
particulas visiveis ao longo do DNA sdo nucleossomos, estruturas formadas de DNA
e complexos proteicos ao redor dos quais o DNA é enrolado (discutidos no Cap. 5).
O cromossomo, nesta micrografia, é o que foi redesenhado no esquema (2) acima.
(Micrografia eletrénica cortesia de Victoria Foe.)

Forquilhas de replicacéo

Origem de
replicacao

DNA molde  DNA recém-sintetizado

Figura 6-8 A sintese do DNA ocorre em
juncdes em forma de Y, denominadas for-
quilhas de replicagdo. Duas forquilhas de
replicacdo sdo formadas em cada origem
de replicacao.

QUESTAO 6-1

Observe cuidadosamente a micro-
grafia e o desenho 2 na Figura 6-9.

A. Usando a barra de escalas, es-
time os tamanhos das fitas de
DNA entre as forquilhas de repli-
cacdo. Numerando as forquilhas
de replicagao sequencialmente a
partir da esquerda, quanto tem-
po ira levar até que as forquilhas
4 e5, e asforquilhas 7 e 8, res-
pectivamente, colidam umas com
as outras? (Lembre-se de que a
distancia entre as bases no DNA
é de 0,34 nm, e as forquilhas de
replicagao eucariticas movem-
-se a cerca de 100 nucleotideos
por segundo.) Para esta questao,
desconsidere os nucleossomos
vistos na micrografia e assuma
que o DNA esteja completamen-
te estendido.

B. O genoma da mosca contém
cercade 1,8 x 10° pares de
nucleotideos de tamanho. Qual
fracdo do genoma é mostrada na
micrografia?
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Figura 6-10 Uma nova fita de DNA é sin-
tetizada na direcdo 5'-3'. A cada passo, o
nucleotideo apropriado é selecionado por
meio da formacéo de pares de base com o
nucleotideo seguinte da fita molde: A com
T, TcomA, Ccom G, e G com C. Cadaum
¢ adicionado a extremidade 3’ da nova fita
em crescimento, como indicado.
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A DNA-polimerase nao se dissocia do DNA a cada vez que adiciona um novo
nucleotideo a fita em crescimento; em vez disso, ela permanece associada com
o DNA e se move ao longo da fita molde de modo gradual por muitos ciclos de
polimerizagao (Animacéo 6.1). Veremos posteriormente que uma proteina espe-
cial mantém a polimerase associada ao DNA, a medida que ela adiciona novos
nucleotideos a fita em crescimento.

A forquilha de replicacdo é assimétrica

A diregado 5'-3' da reagdo de polimerizagdo do DNA cria um problema na forqui-
lha de replicagao. Como ilustrado na Figura 5-2, a cadeia principal agucar-fosfato
de cada fita de uma dupla-hélice de DNA possui uma unica dire¢do quimica, ou
polaridade, determinada pelo modo de cada residuo de agucar ser acoplado ao
seguinte, e as duas fitas na dupla-hélice sdo antiparalelas; ou seja, elas seguem
em diregdes opostas. Como consequéncia, em cada forquilha de replicagdo, uma
nova fita de DNA esta sendo produzida sobre um molde que segue em uma dire-
¢ao (3' para 5'), enquanto a outra nova fita esta sendo produzida em um molde
que segue na diregao oposta (5' para 3') (Figura 6-12). A forquilha de replicagao
¢, portanto, assimétrica. Ao se observar a Figura 6-9A, entretanto, parece que as
duas novas fitas de DNA estdo sendo sintetizadas na mesma dire¢do; ou seja, a
dire¢do na qual a forquilha de replicagdo esta se movendo. Essa observagao suge-
re que uma fita esteja sendo sintetizada na dire¢ao 5'-3' € a outra na diregao 3'-5".

A célula possuira dois tipos de DNA-polimerase, um para cada dire¢ao?
A resposta € nao: todas as DNA-polimerases adicionam novas subunidades so-
mente a extremidade 3’ de uma fita de DNA (ver Figura 6-11A). Consequentemen-

Direcdo de
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5' para 3’

(e}

DNA-POLIMERASE
CATALISA A

PRECURSOR LIGACAO COVALENTE

PARE:;Z SCEOI'\\IAAUMA DO NUCLEOTIDEO A

NOVA FITA QUE ESTA

DNA/ FITA MOLDE SENDO SINTETIZADA
-polimerase

(B)

PR

Figura 6-11 A DNA-polimerase adiciona um desoxirribonucleotideo a extremidade 3’ de uma cadeia de DNA em crescimento.
(A) Os nucleotideos entram na reacdo como trifosfatos de desoxirribonucleosideo. Esse nucleotideo a ser incorporado forma um par
de bases com seu parceiro da fita molde. Ele é entdo acoplado a hidroxila 3' livre na fita de DNA em crescimento. A nova fita de DNA
¢, portanto, sintetizada na direcdo 5'-3". A quebra de uma ligacdo de fosfato de alta energia do trifosfato de nucleosideo que esta
entrando — acompanhado pela liberacdo de pirofosfato — fornece a energia para a reagdo de polimerizagdo. (B) A reacéo ¢ catalisada
pela enzima DNA-polimerase (verde-claro). A polimerase guia o nucleotideo a ser incorporado para a fita molde e o posiciona de tal
modo que seu fosfato 5’ terminal seja capaz de reagir com o grupo hidroxila 3’ na fita que esté sendo sintetizada. A seta cinza indica a
dire¢do de movimento da polimerase. (C) Estrutura da DNA-polimerase, determinada por cristalografia de raios X, que mostra o posi-
cionamento da dupla-hélice de DNA. A fita molde é a maior das duas fitas de DNA (Animacao 6.1).
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te, uma nova cadeia de DNA pode ser sintetizada somente na dire¢do 5'-3'. Isso
pode facilmente explicar a sintese de uma das duas fitas de DNA na forquilha de
replicagdo, mas o que ocorre com a outra? Esse enigma foi resolvido pelo uso
de um artificio de “pesponto”. A fita de DNA que parece crescer na diregao 3'-5'
incorreta € de fato produzida descontinuamente, em pequenas por¢oes, separa-
das e sucessivas — com a DNA-polimerase movendo-se para tras com respeito
a dire¢do do movimento da forquilha de replicagao, de tal modo que cada novo
fragmento de DNA possa ser polimerizado na diregao 5'-3".

As pequenas porc¢des de DNA resultantes - denominadas fragmentos de
Okazaki em alusdo ao bioquimico que os descobriu - sdo posteriormente unidas
para formar uma nova fita continua. A fita de DNA que ¢ produzida descontinu-
amente desse modo é denominada fita retardada (lagging), porque o pespon-
to resulta em um pequeno atraso na sua sintese; a outra fita, que ¢ sintetizada
continuamente, ¢ denominada fita lider (leading) (Figura 6-13).

Ainda que difiram em detalhes sutis, as forquilhas de replicagéo de todas
as células, procarioticas e eucarioticas, possuem fitas lider e retardadas. Essa
caracteristica comum € resultante do fato de que todas as DNA-polimerases fun-
cionam somente na dire¢cao 5-3' — uma restricdo que fornece as células uma
importante vantagem, como discutimos a seguir.

A DNA-polimerase é autocorretiva

A DNA-polimerase é tao precisa, que produz somente cerca de um erro a cada 10
pares de nucleotideos que ela copia. Essa taxa de erros € muito mais baixa do que
aquela que poderia ser explicada simplesmente pela precisao dos pareamentos
de bases complementares. Ainda que A-T e C-G sejam de longe os pares de bases
mais estaveis, outros pares de bases, menos estaveis — G-T e C-A, por exemplo
- também podem ser formados. Tais pares de bases incorretos sdo formados de
modo muito menos frequente do que os corretos, mas, se mantidos, resultariam
em um acumulo de mutagdes. Esse desastre € evitado, porque a DNA-polimerase
possui duas qualidades especiais que aumentam amplamente a precisao da re-
plicagdo do DNA. Primeiro, a enzima monitora cuidadosamente o pareamento
de bases entre o nucleotideo a ser incorporado e a fita molde. Somente quando a
correspondéncia for correta a DNA-polimerase ira catalisar a reagao de adi¢ao do
nucleotideo. Segundo, quando a DNA-polimerase comete um raro engano e adi-
ciona um nucleotideo errado, ela pode corrigir o erro por meio de uma atividade
denominada autocorrecao (proofreading).

A atividade de autocorrecdo ocorre durante a sintese de DNA. Antes que
a enzima adicione o nucleotideo seguinte a uma fita de DNA em crescimento,
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Figura 6-12 Na forquilha de replicacao,
as duas fitas de DNA recém-sintetizadas
sdo de polaridades opostas. Isso se deve
ao fato de que as duas fitas molde séo
orientadas em dire¢des opostas.

Figura 6-13 Em cada forquilha de repli-
cacdo, a fita de DNA retardada (lagging)
é sintetizada em pedagos. Como ambas
as fitas novas sdo sintetizadas na direcdo 5'-
3, na forquilha de replicagéo, a fita retarda-
da do DNA deve ser produzida inicialmente
como uma série de pequenas fitas de DNA,
que sdo posteriormente unidas.O diagrama
superior mostra duas forquilhas de repli-
cacdo se movendo em direcdes opostas;

o diagrama inferior mostra as mesmas
forquilhas em um curto periodo de tempo
depois. Para replicar a fita retardada, a
DNA-polimerase usa um mecanismo de
pesponto: ela sintetiza pequenos pedacos
de DNA (denominados fragmentos de
Okazaki) na direcao 5'-3' e entdo se move
de volta ao longo da fita molde (em direcdo
a forquilha) antes de sintetizar o fragmento
seguinte.
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Figura 6-14 Durante a sintese de DNA,
a DNA-polimerase realiza uma autocorre-
¢do do seu trabalho. Se um nucleotideo
incorreto é adicionado a uma fita que esta
em crescimento, a DNA-polimerase o remo-
ve da fita e o substitui por um nucleotideo
correto antes de continuar a sintese.

Figura 6-15 A DNA-polimerase contém
sitios separados para a sintese de DNA
e a autocorregdo. Os diagramas séo
baseados na estrutura de uma molécula da
DNA-polimerase de E. coli, determinada
por cristalografia de raios X. A DNA-polime-
rase é mostrada com a molécula de DNA
sendo replicada e a polimerase no modo
de polimerizacdo (esquerda) e no modo de
autocorrecao (direita). Os sitios cataliticos
para a atividade de polimerizagdo (P) e a
autocorrecao (E) estdo indicados. Quando
a polimerase adiciona um nucleotideo
incorreto, a fita de DNA recém-sintetizada
(em vermelho) transitoriamente deixa de se
parear com a fita molde (em laranja), e sua
extremidade 3’ se move para dentro do si-
tio catalitico corretor de erros (E), para que
o nucleotideo incorreto seja removido.

ela confere se o nucleotideo previamente adicionado pareia corretamente com a
fita molde. Caso isso ocorra, a polimerase adiciona o nucleotideo seguinte; caso
contrario, a polimerase remove o nucleotideo mal pareado e tenta novamente
(Figura 6-14). Essa autocorregdo € realizada por uma nuclease que cliva a cadeia
principal fosfodiéster. A polimerizagao € a autocorre¢ao sao rigidamente coorde-
nadas, e as duas reagoes sao desempenhadas por diferentes dominios cataliticos
contidos na mesma molécula de polimerase (Figura 6-15).

Esse mecanismo de autocorre¢do explica por que as DNA-polimerases sin-
tetizam DNA somente na dire¢do 5'-3’, apesar de tal necessidade impor um meca-
nismo de pesponto complicado na forquilha de replicagao (ver Figura 6-13). Uma
DNA-polimerase hipotética que sintetize na dire¢do 3'-5' (e iria desse modo pres-
cindir do mecanismo de pesponto) ndo seria capaz de realizar a autocorregao:
se removesse um nucleotideo pareado incorretamente, a polimerase criaria um
impasse quimico - uma cadeia que ndo poderia mais ser alongada. Portanto, para
uma DNA-polimerase funcionar como uma enzima autocorretiva que remove seus
proprios erros de polimeriza¢do a medida que se move ao longo do DNA, ela deve
seguir somente na dire¢ao 5-3'.

Pequenos trechos de RNA atuam como
iniciadores para a sintese de DNA

Vimos que a precisao da replicagao do DNA depende da exigéncia da DNA-poli-
merase por uma extremidade 3' com pareamento correto de bases antes que ela
possa adicionar mais nucleotideos a uma fita de DNA que esta sendo sintetizada.
Como entao a polimerase pode iniciar uma fita de DNA completamente nova?
Para que o processo seja iniciado, uma enzima diferente € necessaria - uma que
possa iniciar uma nova fita polinucleotidica simplesmente unindo dois nucleo-
tideos, sem a exigéncia de uma extremidade com bases pareadas. Essa enzima,
entretanto, nao sintetiza DNA. Ela produz um pequeno fragmento de um tipo de
acido nucleico intimamente relacionado - RNA (acido ribonucleico) -, usando
a fita de DNA como um molde. Esse pequeno fragmento de RNA, de cerca de 10
nucleotideos de tamanho, pareia com a fita molde e fornece uma extremidade
3’ pareada como um sitio de inicio para a DNA-polimerase. Desse modo, esse
pequeno segmento de RNA atua como um iniciador (ou primer) para a sintese
de DNA, e a enzima que sintetiza o iniciador de RNA € conhecida como primase.

A primase € um exemplo de uma RNA-polimerase, uma enzima que sinte-
tiza RNA usando DNA como um molde. Uma fita de RNA é quimicamente muito
similar a uma fita simples de DNA, exceto que € constituida por subunidades
de ribonucleotideos, nos quais o agucar ¢ a ribose, € ndo a desoxirribose; o
RNA também difere do DNA no fato de que contém a base uracila (U), em vez
de timina (T) (ver Painel 2-6, p. 76-77). Entretanto, como U pode formar um
pareamento de bases com A, o iniciador de RNA ¢€ sintetizado na fita de DNA
por pareamento de bases complementares, exatamente do mesmo modo que
no DNA (Figura 6-16).

Para a fita lider, um iniciador de RNA é necessario somente para iniciar a
replicacao na origem de replicagao; uma vez que a forquilha de replicagao tenha
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Figura 6-16 Os iniciadores de RNA s&o sintetizados por uma RNA-
-polimerase denominada primase, que usa uma fita de DNA como mol-
de. Como a DNA-polimerase, a primase trabalha na direcdo 5'-3'. Diferen-
temente da DNA-polimerase, entretanto, a primase pode iniciar uma nova
cadeia polinucleotidica por meio da unido de dois trifosfatos de nucleosideos
sem a necessidade de uma extremidade 3’ pareada como sitio de inicio.
(Nesse caso, sao trifosfatos de ribonucleosideos, em vez de trifosfatos de de-
soxirribonucleosideos, que fornecem os nucleotideos a serem incorporados).

sido estabelecida, a DNA-polimerase ¢ continuamente apresentada a uma extre-
midade 3’ pareada, a medida que ela se desloca ao longo da fita molde. Mas na
fita retardada, na qual a sintese do DNA ¢ descontinua, novos iniciadores sao ne-
cessarios para que a polimerizagao seja mantida (ver Figura 6-13). O movimento
da forquilha de replicacdo continuamente expde bases nao pareadas no molde da
fita retardada, e novos iniciadores de RNA sao adicionados, a intervalos, ao lon-
go do segmento de fita simples recém-exposto. A DNA-polimerase adiciona um
desoxirribonucleotideo a extremidade 3’ de cada iniciador para iniciar um novo
fragmento de Okazaki, e ela continuara a alongar esse fragmento até encontrar o
proximo iniciador de RNA (Figura 6-17).

Para produzir uma nova fita de DNA continua, a partir de varios fragmen-
tos separados de acidos nucleicos produzidos na fita retardada, trés enzimas
adicionais sao necessarias. Essas enzimas 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 denominada
polimerase de reparo entao substitui esse RNA por DNA (usando a extremidade
do fragmento de Okazaki adjacente como um iniciador), € a enzima DNA-Iigase
une a extremidade 5'-fosfato de um fragmento de DNA a extremidade 3'-hidroxila
adjacente do seguinte (Figura 6-18).

A primase pode iniciar novas cadeias polinucleotidicas, mas essa atividade
€ possivel porque a enzima nao realiza a autocorregao do seu trabalho. Como
consequéncia, os iniciadores frequentemente contém erros. No entanto, como
esses iniciadores sao feitos de RNA, em vez de DNA, eles se destacam como
“copias suspeitas”, para serem removidas automaticamente e substituidas por
DNA. As DNA-polimerases de reparo que sintetizam esse DNA, assim como as
polimerases replicativas, realizam a autocorrecdo a medida que o sintetizam.
Desse modo, a maquinaria de replicagao celular é capaz de iniciar novas ca-
deias de DNA e, ao mesmo tempo, garantir que todo o DNA seja copiado com
fidelidade.

As proteinas na forquilha de replicagdo cooperam
para formar uma maquina de replicacao

A replicagao do DNA requer a cooperagao de um grande numero de proteinas
que atuam em conjunto para abrir a dupla-hélice e sintetizar DNA novo. Essas

Figura 6-17 Muiltiplas enzimas sdo necessarias para sintetizar os frag-
mentos de Okazaki na fita de DNA retardada. Em eucariotos, os iniciado-
res de RNA s3o produzidos em intervalos de cerca de 200 nucleotideos na
fita retardada, e cada iniciador de RNA contém aproximadamente 10 nucleo-
tideos. Esses iniciadores sdo removidos por nucleases que reconhecem uma
fita de RNA em uma hélice de RNA/DNA e a degradam; isso deixa espacos
que sdo preenchidos por uma DNA-polimerase de reparo que pode realizar a
autocorrecdo a medida que preenche os espagos. Os fragmentos completos
sdo finalmente unidos por uma enzima denominada DNA-ligase, que catalisa
a formacdo de uma ligacéo fosfodiéster entre a extremidade 3'-OH de um
fragmento e a extremidade 5'-fosfato do seguinte, acoplando desse modo
as cadeias principais agucar-fosfato. Essa reacdo de “vedagdo dos pontos de
corte” (nick sealing) requer o fornecimento de energia na forma de ATP (n&o
mostrado; ver Figura 6-18).
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Figura 6-18 A DNA-ligase une os frag-
mentos de Okazaki na fita retardada
durante a sintese de DNA. A enzima liga-
se usa uma molécula de ATP para ativar a
extremidade 5’ de um fragmento (passo 1)
antes de formar uma nova ligagdo com a ex-
tremidade 3' de outro fragmento (passo 2).

Figura 6-19 A sintese de DNA é realizada
por um grupo de proteinas que atuam em
conjunto como uma maquina de replica-
¢do. (A) As DNA-polimerases sdo mantidas
nas fitas lider e retardadas por grampos
proteicos circulares que permitem as polime-
rases escorregar. Na fita molde retardada, o
grampo se desprende a cada vez que a poli-
merase completa um fragmento de Okazaki.
O carregador do grampo (ndo mostrado) é
necessario para acoplar um grampo desli-
zante a cada vez que a sintese de um novo
fragmento de Okazaki é iniciada. A frente

da forquilha, uma DNA-helicase desenrola
as fitas da dupla-hélice de DNA parental.
Proteinas ligadoras de DNA de fita simples
mantém as fitas de DNA afastadas para for-
necer acesso para a primase e a polimerase.
Por simplicidade, este diagrama mostra as
proteinas trabalhando de modo independen-
te; na célula, elas sdo mantidas unidas em
uma grande méquina de replicacdo, como
mostrado em (B).

(B) Este diagrama mostra uma visao atual
de como as proteinas de replicacdo estdo
arranjadas quando uma forquilha de repli-
cacdo se move. Para gerar essa estrutura, a
fita retardada mostrada em (A) foi dobrada
para possibilitar o contato da sua DNA-
-polimerase com a DNA-polimerase da fita
lider. Esse processo de dobramento também
aproxima a extremidade 3' de cada fragmen-
to de Okazaki completado ao sitio de inicio
do fragmento de Okazaki seguinte. Como a
DNA-polimerase da fita retardada esté ligada
ao restante das proteinas de replicacdo, ela
pode ser reusada para sintetizar sucessivos
fragmentos de Okazaki; neste diagrama,

a DNA-polimerase da fita retardada esté a
ponto de liberar seu fragmento de Okazaki
completado e se mover para o iniciador de
RNA que esté sendo sintetizado pela primase
que esta proxima. Para assistir a esse comple-
xo de replicacdo em agdo, veja as Animacdes
6.4e6.5.

proteinas fazem parte de uma maquina de replicagdo notavelmente complexa.
O primeiro problema enfrentado pela maquina de replicacdo esta em acessar os
nucleotideos que se encontram no centro da hélice. Para que a replicagdao do DNA

possa ocorrer, a dupla-

hélice deve ser aberta a frente da forquilha de replicacao,

de tal modo que os nucleosideos trifosfatados que chegam possam parear com
cada uma das fitas molde. Dois tipos de proteinas de replicagdo — DNA-helicases
e proteinas ligadoras de DNA de fita simples — cooperam para executar essa tare-
fa. A helicase acomoda-se bem na frente da maquina de replicagdo, onde usa

a energia da hidrolise

de ATP para se autopropelir, separando as duas fitas da

dupla-hélice a medida que se desloca ao longo do DNA (Figura 6-19A € Animacao
6.2). Proteinas ligadoras de DNA de fita simples se unem ao DNA de fita simples
exposto pela helicase, impedindo transitoriamente que as fitas tornem a formar
os pares de bases e mantendo-as em uma forma alongada, de tal modo que pos-
sam servir como moldes eficientes.

\
Molde 4 ’\- ’\
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lider DNA-polimerase
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(B) A rotacao livre da dupla-hélice ao redor da ligagao
fosfodiéster libera o estresse torcional a frente da
helicase, e depois disso a quebra de fita simples é selada.

(A) Na auséncia da topoisomerase, o DNA ndo pode
girar, gerando estresse torcional.

5/

Esse desenrolamento localizado da dupla-hélice de DNA representa, por si
sO, um problema. A medida que a helicase separa o DNA dentro da forquilha de
replicag@o, o DNA no outro lado da forquilha fica mais firmemente enrolado. Esse
excesso de voltas na frente da forquilha de replicagdo cria uma tensao no DNA
que - se deixada aumentar - torna o desenrolamento da dupla-hélice crescen-
temente dificil e impede o movimento para frente da maquinaria de replicagao
(Figura 6-20A). As células usam proteinas denominadas DNA-topoisomerases
para aliviar essa tensdo. Essas enzimas produzem quebras de cadeia simples
transitorias no DNA, que liberam temporariamente a tensao; a seguir, refazem
essas ligacoes antes de se desligar do DNA (Figura 6-20B).

Uma proteina de replicagao adicional, denominada grampo deslizante (sliding
clamp), mantém a DNA-polimerase firmemente presa ao molde enquanto ela sin-
tetiza novas fitas de DNA. Deixadas por si s0s, a maioria das DNA-polimerases iria
sintetizar somente uma pequena sequéncia de nucleotideos antes de se desligar
da fita molde de DNA. O grampo deslizante forma um anel ao redor da dupla-héli-
ce de DNA recém-formada e, ao prender firmemente a polimerase, possibilita que
a enzima se mova ao longo da fita molde sem se desprender da mesma, a medida
que sintetiza uma nova fita de DNA (ver Figura 6-19A € Animacao 6.3).

A montagem do grampo ao redor do DNA requer a atividade de outra proteina
de replicacdo, o carregador do grampo (clamp loader), que hidrolisa ATP a cada
vez que ele prende um grampo deslizante ao redor de uma dupla-hélice de DNA
recém-formada. Esse carregamento deve ocorrer somente uma vez por ciclo de
replicagao na fita lider; entretanto, na fita retardada, o grampo € removido e entao
reacoplado a cada vez que um novo fragmento de Okazaki é produzido.

A maioria das proteinas envolvidas na replicagdo do DNA é mantida unida
em um grande complexo multienzimatico que se move como uma unidade ao
longo da dupla-hélice de DNA parental, permitindo que o DNA seja sintetizado em
ambas as fitas de modo coordenado. Esse complexo pode ser comparado a uma
maquina de costura em miniatura, composta por partes proteicas e impulsionada
pela hidrolise de nucleosideos trifosfatados (Figura 6-19B € Animacdes 6.4 € 6.5).

A telomerase replica as extremidades dos
cromossomos eucarioticos

Tendo discutido como a replicagdo do DNA inicia-se nas origens € como 0 mo-
vimento de uma forquilha de replicacdo segue adiante, passamos agora para o

Figura 6-20 As DNA-topoisomerases
aliviam a tensdo gerada na frente de uma
forquilha de replicagdo. (A) A medida que
a DNA-helicase desenrola a dupla-hélice de
DNA, gera um segmento de DNA supertor-
cido. Gera-se tensdo, porque 0 cromosso-
mo é grande demais para rotar com rapidez
suficiente para liberar o estresse torcional
gerado. As "barras quebradas” no painel
da esquerda representam aproximadamen-
te 20 voltas de DNA. (B) DNA-topoisomera-
ses aliviam esse estresse gerando quebras
temporarias no DNA.

QUESTAO 6-2

Discuta a seguinte afirmativa: “A
primase é uma enzima desleixada,
que comete muitos erros. No final,
os iniciadores de RNA que ela pro-
duz sdo removidos e substituidos
por DNA sintetizado por uma poli-
merase com maior fidelidade. Isso é
um desperdicio. Seria mais eficiente
energeticamente se uma DNA-po-
limerase fizesse uma cépia precisa
em primeiro lugar.”
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QUESTAO 6-3

Um gene que codifica uma das pro-
teinas envolvidas na replicagao do
DNA foi inativado por uma mutagao
em uma célula. Na auséncia dessa
proteina, a célula tenta replicar seu
DNA. O que ocorreria durante o
processo de replicacdo do DNA se
cada uma das seguintes proteinas
estivesse faltando?

A. DNA-polimerase

B. DNA-ligase

C. Grampo deslizante (sliding
clamp) para a DNA-polimerase

D. Nuclease que remove os iniciado-
res de RNA

E. DNA-helicase

F. Primase

Fita retardada
5

3/#3
Iniciadores de RNA Vs 3'7] Extremidade do

3 5’1 cromossomo
S’Q
3 [
Fita lider

FORQUILHA DE REPLICACAO ALCANCA
A EXTREMIDADE DO CROMOSSOMO

Fita retardada

. <
3

Fita lider

INICIADORES DE RNA SUBSTITUIDOS
POR DNA; QUEBRAS SELADAS PELA LIGASE

Fita retardada
Espaco permanecendo

na extremidade da
LI fita retardada
N

Fita lider

Figura 6-21 Sem um mecanismo especial para replicar as extremidades dos
cromossomos lineares, o DNA seria perdido em cada ciclo de diviséo celular.

A sintese de DNA inicia-se nas origens de replicacdo e continua até a maquinaria de
replicacdo alcangar as extremidades do cromossomo. A fita lider é reproduzida em
sua integra. Mas as extremidades da fita retardada ndo podem ser completadas, por-
que, uma vez que o Ultimo iniciador de RNA tenha sido removido, ndo existe forma
de substitui-lo por DNA. Essas lacunas nas extremidades da fita retardada devem ser
preenchidas por um mecanismo especial, para evitar que as extremidades dos cro-
mossomos encurtem a cada ciclo de divisdo celular.

problema especial de replicar as verdadeiras extremidades dos cromossomos.
Como discutido anteriormente, uma vez que a replicagao do DNA se da somente
na diregdo 5'-3, a fita retardada da forquilha de replicagdo deve ser sintetizada
na forma de fragmentos de DNA descontinuos, cada um dos quais iniciado com
um iniciador de RNA adicionado por uma primase (ver Figura 6-17). Entretanto,
um sério problema surge quando a forquilha de replicagao se aproxima da extre-
midade de um cromossomo: ainda que a fita lider possa ser replicada ao longo
de toda a sua extensao até a extremidade do cromossomo, a fita retardada nao
pode. Quando o ultimo iniciador de RNA na fita retardada € removido, ndo ha
como substitui-lo (Figura 6-21). Sem uma estratégia para lidar com esse proble-
ma, a fita retardada se tornaria mais curta em cada ciclo de replicagdo do DNA;
apos repetidas divisoes celulares, os cromossomos iriam encolher - e por fim
perder informagao genética valiosa.

As bactérias resolveram esse problema da “replicagao das pontas” tendo
moléculas de DNA circulares como cromossomos. Os eucariotos solucionaram
esse problema possuindo sequéncias nucleotidicas longas e repetidas nas ex-
tremidades dos seus cromossomos, que sao incorporadas em estruturas deno-
minadas teldmeros. Essas sequéncias de DNA teloméricas atraem uma enzima
denominada telomerase as extremidades dos cromossomos. Usando um molde
de RNA que ¢ parte da propria enzima, a telomerase estende as extremidades da
fita retardada que esta sendo replicada, adicionando multiplas copias da mesma
sequéncia de DNA curta a fita molde. Esse molde estendido possibilita que a re-
plicacdo da fita retardada seja completada pela replicagao de DNA convencional
(Figura 6-22).

Além de permitirem a replicagdo das extremidades dos cromossomos, os te-
16meros formam estruturas que marcam as verdadeiras extremidades de um cro-
mossomo. Isso possibilita que a célula possa distinguir, sem equivocos, entre as
extremidades naturais dos cromossomos € as quebras em fitas duplas de DNA que
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as vezes ocorrem acidentalmente no meio dos cromossomos. Essas quebras sao
perigosas, e devem ser imediatamente reparadas, como veremos na segao seguinte.

REPARO DO DNA

A diversidade de organismos vivos e seu sucesso em colonizar praticamente toda
a superficie da Terra dependem de mudangas genéticas acumuladas gradual-
mente ao longo de milhdes de anos. Algumas dessas mudangas possibilitam aos
organismos se adaptarem a novas condi¢oes e a prosperar em novos habitats.
Entretanto, em curto prazo, € a partir da perspectiva de um organismo individual,
as alteracoes genéticas podem ser prejudiciais. Em um organismo multicelular,
tais mudancas permanentes no DNA - denominadas mutagdes — podem pertur-
bar o desenvolvimento € a fisiologia do organismo, que sdo extremamente com-
plexos e finamente ajustados.

Para sobreviver e se reproduzir, os individuos devem ser geneticamente es-
taveis. Essa estabilidade € conseguida nao somente por meio do mecanismo ex-
tremamente preciso de replicagdo do DNA, que recém discutimos, mas também
por meio da agdo de uma variedade de maquinas proteicas que continuamente
examinam o genoma em busca de danos e os corrigem quando ocorrem. Ainda
que algumas mudancgas surjam a partir de raros equivocos no processo de re-
plicagao, a maioria dos danos ao DNA ¢ uma consequéncia ndo intencional do
vasto numero de reagoes quimicas que ocorrem no interior das células.

A maior parte dos danos ao DNA ¢é somente temporaria, porque sao ime-
diatamente corrigidos pelos processos coletivamente denominados reparo do
DNA. A importancia desses processos de reparo do DNA ¢ evidente a partir das
consequéncias do seu mau funcionamento. Seres humanos com a doenga gené-
tica xeroderma pigmentar, por exemplo, ndo podem reparar os danos causados
pela radiagao ultravioleta (UV), porque herdaram um gene defeituoso para uma
das proteinas envolvidas nesse processo de reparo. Tais individuos desenvolvem
lesoes de pele graves, incluindo cancer de pele, devido ao acimulo de danos ao
DNA em células que sdo expostas a luz solar € as consequentes mutagdes que
surgem nessas células.

Nesta secdo, descrevemos alguns dos mecanismos especializados que as
células usam para reparar os danos ao DNA. A seguir, consideramos exemplos do
que acontece quando esses mecanismos falham - e finalmente discutimos como
a fidelidade da replicagao e do reparo do DNA esta refletida no nosso genoma.

Figura 6-22 Telédmeros e telomerase im-
pedem que os cromossomos eucaridticos
lineares encurtem a cada ciclo de divisdo
celular. Para facilitar o entendimento,
somente o DNA molde (laranja) e o DNA
recém-sintetizado (vermelho) da fita retar-
dada sdo mostrados (ver parte inferior da
Figura 6-21). Para completar a replicacédo

da fita retardada nas extremidades de um
cromossomo, a fita molde é primeiramente
estendida para além do DNA que devera
ser copiado. Para conseguir isso, a enzima
telomerase adiciona mais repeticdes nas
sequéncias repetidas teloméricas na extre-
midade 3’ da fita molde, o que entdo possi-
bilita que a fita retardada seja completada
pela DNA-polimerase, como mostrado.

A enzima telomerase porta um pequeno
fragmento de RNA (azul) com uma sequén-
cia que é complementar a sequéncia repeti-
da de DNA; esse RNA atua como um molde
para a sintese de DNA telomérico. Apds a
replicacdo da fita retardada ser completada,
um pequeno trecho de DNA de fita simples
permanece nas extremidades do cromosso-
mo, como mostrado. Para ver a telomerase
em agao, assista a Animacao 6.6.
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Figura 6-23 Depurinagédo e desaminagao
sdo as reagdes quimicas conhecidas mais
frequentes que criam sérios danos ao
DNA nas células. (A) A depurinagdo pode
remover guaninas (ou adeninas) do DNA.
(B) O principal tipo de reacdo de desamina-
¢do converte citosina em uma base de DNA
alterada, a uracila; entretanto, a desamina-
cdo também pode ocorrer em outras bases.
Tanto a depurinagdo quanto a desaminagao
ocorrem no DNA de dupla-hélice, e ne-
nhuma delas quebra a cadeia principal de
fosfodiéster.

QUESTAO 6-4

Discuta a seguinte afirmativa: "As
enzimas de reparo do DNA que re-
param os danos de desaminacéo e
depurinagdo devem reconhecer pre-
ferencialmente tais danos nas fitas
de DNA recém-sintetizadas.”

Figura 6-24 A radiagéo ultravioleta na
luz solar pode causar a formacéo de
dimeros de timina. Duas bases de timina
adjacentes acabaram de se unir covalente-
mente, dando origem a um dimero de timi-
na. Células da pele que séo expostas a luz
solar sdo especialmente suscetiveis a esse
tipo de dano ao DNA.
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Danos ao DNA ocorrem continuamente
nas células

Assim como qualquer outra molécula na célula, o DNA esta continuamente su-
jeito a colisdes térmicas com outras moléculas, o que em geral resulta em mu-
dancas quimicas importantes no DNA. Por exemplo, durante o tempo que leva
para ler esta sentenca, as moléculas de DNA nas células do seu corpo perderdao
um total de cerca de um trilhdo (10") de bases puricas (A e G), por uma reacao
espontanea denominada depurinagdo (Figura 6-23A). A depurinagdo ndo quebra
a cadeia principal de fosfodiéster do DNA mas, em vez disso, remove uma base
purica de um nucleotideo, dando origem a lesoes que se assemelham a dentes
perdidos (ver Figura 6-25B). Outra reacao comum ¢ a perda espontanea de um
grupo amino (desaminagdo) de uma citosina no DNA para produzir a base uracila
(Figura 6-23B). Alguns subprodutos quimicamente reativos do metabolismo ce-
lular também reagem ocasionalmente com as bases no DNA, alterando-as de tal
modo que suas propriedades de pareamento sao modificadas.

A radiagao ultravioleta da luz solar é também danosa para o DNA; ela pro-
move a ligacdo covalente entre duas bases pirimidicas adjacentes, formando, por
exemplo, o dimero de timina mostrado na Figura 6-24. E a falha em reparar os
dimeros de timina que se traduz em problemas para os individuos portadores da
doenga xeroderma pigmentar.
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Essas sao somente algumas das muitas mudangas quimicas que podem
ocorrer no nosso DNA. Se deixadas sem reparo, muitas delas levariam a subs-
tituicdo de um par de nucleotideos por outro como resultado do pareamento de
bases incorreto durante a replicagao (Figura 6-25A) ou a delecdo de um ou mais
pares de nucleotideos na fita de DNA filha apos a replicagao do DNA (Figura
6-25B). Alguns tipos de danos ao DNA (dimeros de timina, p. ex.) podem parar a
maquinaria de replicagdo do DNA no sitio do dano.

Além desse dano quimico, o DNA também pode ser alterado pelo proprio
processo de replicagdo. A maquinaria de replicacdo que copia o DNA pode, rara-
mente, incorporar um nucleotideo incorreto que ela ndo consegue corrigir pela
autocorregao (ver Figura 6-14).

Para cada uma dessas formas de danos ao DNA, as células possuem um me-
canismo de reparo, com discutimos a seguir.

As células possuem uma variedade de
mecanismos para reparar o DNA

Os milhares de mudangas quimicas aleatorias que ocorrem todos os dias no DNA
de uma célula humana - por meio de colisdes quimicas ou exposi¢ao a subpro-
dutos metabdlicos reativos, agentes quimicos que causam danos ao DNA, ou ra-
diagdo - sdo reparados por uma variedade de mecanismos, cada um catalisado
por um conjunto diferente de enzimas. Praticamente todos esses mecanismos de
reparo dependem da estrutura em dupla-hélice do DNA, que fornece duas copias
da informagao genética — uma em cada fita da dupla-hélice. Portanto, se a se-
quéncia de uma fita é danificada acidentalmente, a informacao nao ¢ perdida de
modo irrecuperavel, porque uma copia de segurancga da fita alterada permanece
na sequéncia complementar de nucleotideos da outra fita. A maioria dos danos
ao DNA cria estruturas que nunca sdo encontradas em uma fita de DNA ndo da-
nificada; portanto, a fita correta ¢ facilmente distinguida da incorreta.

A via basica para reparar danos ao DNA, ilustrada esquematicamente na
Figura 6-26, envolve trés passos basicos:

1. O DNA danificado € reconhecido e removido por um de varios mecanismos.
Esses envolvem nucleases, que clivam as ligagcdes covalentes que unem os
nucleotideos danificados ao restante da fita de DNA, deixando um pequeno
espaco em uma fita da dupla-hélice de DNA na regiao danificada.

2. Uma DNA-polimerase de reparo liga-se a extremidade hidroxila 3’ da fita de
DNA clivada. Essa polimerase de reparo entdo preenche o espago, produzin-
do uma copia complementar da informagado armazenada na fita ndo danifi-
cada. Ainda que sejam diferentes da DNA-polimerase que replica o DNA, as

Figura 6-25 Modifica¢gdes quimicas de
nucleotideos, se deixadas sem reparo,
produzem mutagdes. (A) A desaminagdo
da citosina, se ndo corrigida, resulta na
substituicdo de uma base por outra quando
o DNA ¢é replicado. Como mostrado na Fi-
gura 6-23B, a desaminac&o da citosina pro-
duz uracila. A uracila difere da citosina nas
suas propriedades de pareamento de bases
e preferencialmente pareia com adenina.

A maquinaria de replicacdo do DNA insere,
portanto, uma adenina quando ela encon-
tra uma uracila na fita molde. (B) A depu-
rinagdo, se ndo corrigida, pode levar a
perda de um par de nucleotideos. Quando
a maquinaria de replicacdo encontra um
sitio apurinico na fita molde, ela pode sal-
tar para o préximo nucleotideo completo,
como mostrado, produzindo desse modo
uma molécula de DNA filha que perdeu um
par de nucleotideos. Em outros casos (ndo
mostrados), a maquinaria de replicacéo adi-
ciona um nucleotideo incorreto na posicao
da base faltante, novamente resultando em
uma mutacao.
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RESULTADO FINAL: DNA REPARADO

Figura 6-26 O mecanismo basico de
reparo do DNA envolve trés passos.

No passo 1 (excisdo), o dano é removido
por uma de uma série de nucleases, cada
uma especializada em um tipo de dano ao
DNA. No passo 2 (ressintese), a sequéncia
de DNA original é restabelecida por uma
DNA-polimerase de reparo, que preenche
a falha criada pelos eventos de excis3o.
No passo 3 (ligacdo), a DNA-ligase veda
os pontos de quebra deixados na cadeia
principal de actcar-fosfato da fita repara-
da. A vedacao dos pontos de quebra, que
requer energia proveniente da hidrdlise
do ATP, refaz as ligacdes fosfodiéster que-
bradas entre os nucleotideos adjacentes
(ver Figura 6-18).

TABELA 6-1 Taxas de erro

DNA-polimerases de reparo sintetizam fitas de DNA do mesmo modo. Por
exemplo, estendem cadeias na dire¢ao 5'-3' € tétm o mesmo tipo de atividade
de autocorregdo para garantir que a fita molde seja copiada de modo pre-
ciso. Em muitas células, essa € a mesma enzima que preenche os espagos
deixados ap0Os a remogao dos iniciadores de RNA durante o processo normal
de replicagao do DNA (ver Figura 6-17).

3. Apos o preenchimento do espago pela DNA-polimerase de reparo, uma que-
bra permanece na cadeia principal de agucar-fosfato da fita reparada. Essa
quebra na hélice € selada pela DNA-ligase, a mesma enzima que une os frag-
mentos de Okazaki durante a replica¢do da fita retardada.

Os passos 2 € 3 sao praticamente idénticos para a maioria dos danos de DNA,
incluindo os raros erros que surgem durante a replicagdo do DNA. Entretanto, o
passo 1 depende de uma série de enzimas diferentes, cada uma especializada em
remover diferentes tipos de danos ao DNA. Os humanos produzem centenas de
proteinas diferentes que atuam no reparo de DNA.

Um sistema de reparo do mau pareamento
de bases de DNA remove erros de replicagao
que escapam da autocorre¢do

Ainda que a alta fidelidade e a autocorre¢do da maquinaria de replicagao celular
geralmente previnam a ocorréncia de erros de replicagado, raros erros ocorrem.
Felizmente, a célula tem um sistema de copia de seguranga — denominado reparo
do mau pareamento - que é dedicado a corrigir esses erros. A maquinaria de
replicagdo produz aproximadamente um erro a cada 10’ nucleotideos copiados;
o reparo do mau pareamento de bases corrige 99% desses erros de replicagao,
aumentando a acuracia geral para um erro em 10° nucleotideos copiados. Esse
nivel de acuracia € muito alto, muito superior ao encontrado em nossas vidas
diarias (Tabela 6-1).

Sempre que a maquinaria de replicagdo comete um erro de copia, ela deixa
para trds um nucleotideo mal pareado (comumente chamado mau pareamento).
Se deixado sem ser corrigido, 0 mau pareamento resultara em uma mutagao
permanente no proximo ciclo de replicagao do DNA (Figura 6-27). Um complexo
de proteinas de reparo do mau pareamento reconhece tal pareamento errado do
DNA, remove o segmento da fita de DNA que contém o erro, € entdo ressinteti-
za 0 DNA faltante. Esse mecanismo de reparo restabelece a sequéncia correta
(Figura 6-28).

Para ser eficiente, o sistema de reparo do mau pareamento deve ser capaz
de reconhecer qual das fitas de DNA contém o erro. Se removesse um segmento
da fita de DNA que contém a sequéncia correta, o sistema de reparo iria somente
aumentar o erro. Para solucionar esse problema, o sistema de reparo do mau

Entrega dentro do tempo estipulado do Servico Postal dos Estados Unidos
para correspondéncias locais de primeira classe

Sistema de bagagens de companhia aérea

Um digitador profissional digitando 120 palavras por minuto

Dirigir um carro nos Estados Unidos

Replicacdo do DNA (sem autocorrecéo)

Replicagdo do DNA (com autocorrecao; sem reparo do mau pareamento de

bases)

Replicagcdo do DNA (com reparo do mau pareamento de bases)

13 entregas atrasadas para cada 100 pacotes

1 bagagem perdida para cada 150

1 erro a cada 250 caracteres

1 morte a cada 10* pessoas por ano

1 erro a cada 10° nucleotideos copiados

1 erro a cada 10 nucleotideos copiados

1 erro a cada 107 nucleotideos copiados
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1 ! i I(CIEI "
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" - Fita recém-sintetizada
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TR DE DNA
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pareamento sempre remove um segmento da fita de DNA recém-sintetizada. Nas
bactérias, o DNA recém-sintetizado ndo contém um tipo de modificagao quimica
que esta presente no DNA parental preexistente. Outras células usam estratégias
diferentes para distinguir seu DNA parental da fita recém-replicada.

O reparo do mau pareamento desempenha um importante papel na preven-
¢ao do cancer. Uma predisposicao hereditaria a certos tipos de cancer (especial-
mente alguns tipos de cancer de colon) € causada por mutagoes em genes que
codificam proteinas de reparo do mau pareamento. Os humanos herdam duas
coOpias desses genes (um do pai e um da mae), e individuos que herdam um gene
de reparo do mau pareamento de bases danificado néo sdo afetados, até que a
coOpia ndo danificada do mesmo gene seja mutada aleatoriamente em uma célula
somatica. Essa célula mutante - e toda a sua progénie - sao entao deficientes em
reparo do mau pareamento de bases; portanto, acumulam mutagdes mais rapi-
damente do que as células normais. Como o cancer surge de células que acumu-
laram multiplas mutagoes, uma célula deficiente em reparo do mau pareamento
tem uma chance muito aumentada de se tornar cancerosa. Desse modo, a he-
ranga de um gene de reparo do mau pareamento de bases danificado predispoe
fortemente um individuo a desenvolver cancer.

Quebras do DNA de fita dupla requerem uma
estratégia diferente de reparo

Os mecanismos de reparo discutidos até o momento se baseiam na redundéncia
genética presente em cada dupla-hélice de DNA. Se os nucleotideos de uma fita
forem danificados, eles podem ser reparados usando a informagao presente na
fita complementar.

Fita parental original

Figura 6-27 Erros ocorridos durante a
replicacdo do DNA devem ser corrigidos
para evitar mutagdes. Se ndo corrigido,
um mau pareamento de bases iré levar a
uma mutagdo permanente em uma das
duas moléculas de DNA produzidas no ci-
clo seguinte de replicagdo do DNA.

FITA DE CIMA . | oriainal Figura 6-28 O reparo do mau pareamento de
REPLICADA ita parental origina bases elimina erros de replicagio e restabelece
CORREVEMENTE c a sequéncia de DNA original. Quando os erros
1 11 1 . ~ . .
f > u g ocorrem durante a replicagdo do DNA, a maquinaria
Molécula de b & & © o ¢ de reparo deve substituir o nucleotideo incorreto na
DNA parental Fita nova fita recém-sintetizada, usando a fita parental original
5' 3 _ como molde. Esse mecanismo elimina a mutagao.
0 IC“ 0 REPLICACAO
1 i
) @ , OCORRE UM _ REPARO
3 5 ERRO DURANTE Fita nova com erro DO MAU
REPLICACAO DA~ incorporado PAREAMENTO
FITA DE BAIXO x-xax DE BASES b 6 6 6 o ¢ .
C
n Mo G ” oo Mo MY ORIGINAL
REPARADA

Fita parental original
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Figura 6-29 As células podem
reparar quebras de fita dupla em
duas formas diferentes. (A) Na
unido de extremidades ndo homo- 5’
logas, primeiramente uma nuclease
“limpa"” a quebra, convertendo as
extremidades quebradas em extre-
midades cegas. As extremidades
cegas sdo entdo unidas por uma
DNA-ligase. Alguns nucleotideos
sdo perdidos nesse processo de
reparo, como indicado pelas linhas
pretas no DNA reparado. (B) Se
uma quebra de fita dupla ocorrer
em uma das duplas-hélices de
DNA filhas apds a replicagdo do
DNA ter ocorrido, mas antes dos
cromossomos-filhos terem sido
separados, a dupla-hélice ndo dani-
ficada pode ser prontamente usada
como um molde para reparar a
dupla-hélice danificada, por meio
de recombinacdo homdloga. Esse
€ um processo mais elaborado

que a unido de extremidades ndo
homélogas, mas ele restabelece de
modo preciso a sequéncia de DNA
original no sitio da quebra. O me-
canismo detalhado esta apresenta-
do na Figura 6-30.

(A)

JUNGAO DE EXTREMIDADES
NAO HOMOLOGAS

ALGUMA PERDA DE NUCLEOTIDEOS

(B) RECOMBINACAO HOMOLOGA

v/Quebra acidental de fita dupla ~

3 5 3 Molécula de )
5 3 5'] DNA danificada |Moléculas
, \ de DNA
5’ 3 ]Molecula de DNA homélogas
PROCESSAMENTO 3’ 5’ _Inao danificada

DA EXTREMIDADE
DO DNA POR UMA
NUCLEASE

PROCESSAMENTO DAS EXTREMIDADES
QUEBRADAS POR UMA NUCLEASE ESPECIAL

JUNGAO DAS
EXTREMIDADES POR
UMA DNA-LIGASE

QUEBRA DE FITA DUPLA PRECISAMENTE
REPARADA USANDO O DNA NAO
DANIFICADO COMO MOLDE

A

A

Delecao de uma sequéncia de DNA

QUEBRA REPARADA COM QUEBRA REPARADA

SEM PERDA DE NUCLEOTIDEOS

NO SITIO DO REPARO NO SITIO DO REPARO

Mas o que ocorre quando ambas as fitas da dupla-hélice sao danificadas ao
mesmo tempo? Radiagao, problemas na forquilha de replicagao e varios ataques
quimicos podem fraturar a cadeia principal do DNA, criando quebras de fita dupla.
Tais lesdes sdo particularmente perigosas, porque podem levar a fragmentagao
dos cromossomos € subsequente perda de genes.

Esse tipo de dano € especialmente dificil de ser reparado. Cada cromossomo
contém uma informacgao particular; se um cromossomo sofrer uma quebra de
fita dupla, e as pecas quebradas vierem a se separar, a célula ndo possui uma
copia de reposicdo que possa usar para reconstruir a informagdo que agora esta
faltando.

Para lidar com esse tipo de dano potencialmente desastroso ao DNA, as cé-
lulas desenvolveram duas estratégias basicas. A primeira envolve unir rapida-
mente as extremidades quebradas, antes que os fragmentos de DNA se separem
e se percam. Esse mecanismo de reparo, denominado uniao de extremidades
nao homdlogas, ocorre em muitos tipos celulares, e € realizado por um grupo
especializado de enzimas que “limpam” as extremidades quebradas e as unem
novamente por ligagdo de DNA. Esse mecanismo “rapido € sujo” repara rapida-
mente o dano, mas tem um prego: ao “limpar” a quebra e prepara-la para a liga-
¢ao, frequentemente se perdem nucleotideos no sitio de reparo (Figura 6-29A).

Na maioria dos casos, esse mecanismo de reparo emergencial resolve o
dano sem criar problemas adicionais. Mas se o reparo imperfeito alterar a ativi-
dade de um gene, a célula poderia sofrer graves consequéncias. Portanto, a unidao
de extremidades ndo homologas pode ser uma estratégia arriscada para conser-
tar cromossomos quebrados. Assim, as células possuem uma estratégia alterna-
tiva, livre de erros, para reparar quebras de fita dupla, denominada recombinagao
homologa (Figura 6-29B), como discutimos a seguir.

A recombinacao homdéloga pode reparar sem
falhas as quebras de fita dupla

O problema de reparar uma quebra de fita dupla, como mencionamos, esta em
encontrar um molde intacto para guiar o reparo. Entretanto, se uma quebra de
fita dupla ocorrer em uma dupla-hélice logo ap6s um segmento de DNA ter sido
replicado, a dupla-hélice ndo danificada pode prontamente servir de molde para
guiar o reparo do DNA quebrado: a informagdo na fita ndo danificada da du-
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pla-hélice intacta € usada para reparar a fita quebrada complementar na outra.
Como as duas moléculas de DNA sdo homologas - ou seja, possuem sequéncias
nucleotidicas idénticas fora da regido de quebra -, esse mecanismo é conhecido
como recombinag¢ao homologa. Ele resulta em um reparo de quebras de fita
dupla livre de falhas, sem perda de informagdo genética (ver Figura 6-29B).

A recombinagao homologa frequentemente ocorre logo apos o DNA celular
ter sido replicado antes da divisdo da célula, quando as hélices duplicadas ainda
estdo fisicamente proximas umas das outras (Figura 6-30A). Para iniciar o repa-
o, uma nuclease remove as extremidades 5’ das duas fitas quebradas no sitio de
quebra (Figura 6-30B). Entdo, com o auxilio de enzimas especializadas, uma das
extremidades 3’ quebradas “invade” o duplex de DNA homologo nao quebrado
e faz uma busca por uma sequéncia complementar por meio de pareamento de
bases (Figura 6-30C). Uma vez que um pareamento extensivo e preciso seja en-
contrado, a fita invasora € alongada por uma DNA-polimerase de reparo, usando
a fita complementar como um molde (Figura 6-30D). Ap6s a polimerase de re-
paro ultrapassar o ponto onde a quebra ocorreu, a fita recém-reparada € unida
novamente a sua parceira original, formando pareamentos de bases que mantém
unidas as duas fitas da dupla-hélice quebrada (Figura 6-30E). O reparo é entdo
completado pela sintese de DNA adicional nas extremidades 3’ de ambas as fi-

(A) Quebra devfita dupla

5 3

3 5" | Moléculas de
DNA filhas

3 — 5’

S —— 3
NUCLEASE DIGERE EXTREMIDADES
5’ DAS FITAS QUEBRADAS

B
5 3 5 3
3 5' 3 5'

3 e 5’
5’ — 3
lINVASAO DA FITA PELO PAREAMENTO

© DE BASES COMPLEMENTARES

5/ 3
3 5' 5'

B’J_
ey |

lPOLIMERASE DE REPARO SINTETIZA DNA (VERDE)

(D) USANDO DNA COMPLEMENTAR NAO DANIFICADO COMO MOLDE
5 : 3
3 5 5

FITA INVASORA LIBERADA: DUPLA-HELICE
QUEBRADA E REFORMADA

SINTESE DE DNA CONTINUA USANDO FITAS
COMPLEMENTARES DO DNA DANIFICADO COMO MOLDE

QUEBRA DE FITA DUPLA E
REPARADA DE MODO PRECISO

Figura 6-30 A recombinacdo homdloga
possibilita o reparo livre de erros de
quebras de fita dupla do DNA. Esse é o
método preferido para reparar quebras de
fita dupla que surgem logo apds o DNA ter
sido replicado, mas antes de a célula ter se
dividido. Ver o texto para detalhes. (Adap-
tada de M. McVey et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 101:15694-15699, 2004. Com per-
missdo da Academia Nacional de Ciéncias.)
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Fita simples de DNA do
gene da B-globina normal

GTGCACCTGACTCCTGAGGAG —

GTGCACCTGACTCCTGTGGAG —

Fita simples de DNA do
gene da B-globina mutante

Unico nucleotideo

*) modificado (mutacdo)

Figura 6-31 Uma tnica mudanca nucleo-
tidica provoca a anemia falciforme.

(A) A B-globina é um dos dois tipos de
subunidades proteicas que formam a he-
moglobina (ver Figura 4-24). Uma Unica
mudanca nucleotidica (mutagéo) no gene
da B-globina produz uma subunidade de
B-globina que difere da B-globina normal
somente por uma mudanca de &cido gluta-
mico para valina na sexta posi¢do da cadeia
polipeptidica. (Somente uma pequena
porcdo do gene é mostrada aqui; a subuni-
dade da B-globina contém um total de 146
aminoéacidos.) Os humanos portam duas c6-
pias de cada gene (um herdado de cada um
dos genitores); uma mutacdo causadora da
anemia falciforme em somente um dos dois
genes de B-globina geralmente ndo causa
problemas para o individuo, uma vez que é
compensada pelo gene normal. Entretanto,
um individuo que herda duas copias do
gene de B-globina mutante ird apresentar
anemia falciforme. Os eritrocitos normais
sdo mostrados em (B), e aqueles provenien-
tes de um individuo que sofre de anemia
falciforme s&o mostrados em (C). Ainda que
a anemia falciforme seja uma doenca que
cause risco a vida, a mutacdo responsavel
por ela pode também ser benéfica. Indivi-
duos que apresentam a doenga, e aqueles
que portam um gene normal e um mutante
para a anemia falciforme, sdo mais resisten-
tes a maléria que individuos ndo afetados,
porqgue os parasitas causadores da malaria
crescem muito pouco em eritrocitos que
contém a forma falciforme da hemoglobina.

tas da dupla-hélice quebrada (Figura 6-30F), seguida de ligacdo do DNA (Figura
6-30G). O resultado final sdo duas hélices de DNA intactas, onde a informacao
genética de uma foi usada como um molde para reparar a outra.

A recombinagdo homologa também pode ser usada para reparar muitos ou-
tros tipos de danos do DNA, tornando-a possivelmente o mecanismo de reparo
do DNA mais conveniente e disponivel para a célula: € necessario unicamente
um cromossomo homologo intacto para ser usado como parceiro — uma situagao
que ocorre transitoriamente a cada vez que um cromossomo ¢ duplicado. A na-
tureza universal do reparo mediante recombinagao homologa provavelmente
explica a razdo de esse mecanismo € as proteinas que o realizam terem sido
conservados em praticamente todas as células existentes na Terra.

A recombinagao homologa € versatil e desempenha um papel crucial na tro-
ca de informagao genética durante a formacao das células germinativas - esper-
matozoide e 6vulo. Esse processo especializado, denominado meiose, promove
a geracao de diversidade genética dentro de uma espécie durante a reprodugdo
sexuada. Discutimos a meiose quando falamos sobre sexo no Capitulo 19.

Falhas no reparo de danos ao DNA podem
ter consequéncias graves para uma célula
ou organismo

Ocasionalmente, os processos de replicacao e reparo do DNA celular falham e
dao origem a uma mutagao. Essa mudanga permanente na sequéncia de DNA
pode ter profundas consequéncias. Uma mutagao que afeta somente um unico
par de nucleotideos pode comprometer severamente o valor adaptativo de um
organismo, caso a mudanga ocorra em uma posi¢do vital na sequéncia de DNA.
Como a estrutura e a atividade de cada proteina dependem de sua sequéncia
de aminoacidos, uma proteina com uma sequéncia alterada pode diminuir sua
atividade ou deixar de funcionar completamente. Por exemplo, os seres humanos
usam a proteina hemoglobina para transportar oxigénio no sangue (ver Figura
4-24). Uma mudanga permanente em um unico nucleotideo em um gene que co-
difica a hemoglobina pode levar as células a produzirem a hemoglobina com uma
sequéncia incorreta de aminoacidos. Uma mutagao desse tipo provoca a doenca
anemia falciforme (doenga das células falciformes). A hemoglobina das células fal-
ciformes € menos soluvel que a hemoglobina normal e forma precipitados intra-
celulares fibrosos, que produzem uma forma de foice caracteristica de eritrocitos
afetados (Figura 6-31). Como essas células sao mais frageis e frequentemente se
rompem a medida que viajam pela corrente sanguinea, os pacientes portadores
dessa doenca, que causa risco a vida, possuem menos eritrocitos que o normal
- ou s€ja, sao anémicos. Essa anemia pode causar fraqueza, tonturas, dores de
cabega e falta de ar. Além disso, os eritrocitos anormais podem agregar-se e blo-
quear vasos sanguineos menores, causando dor e falha em 6rgaos. Nos sabemos
sobre essa hemoglobina das células falciformes porque os individuos que contém
a respectiva mutagdo sobrevivem; tal mutagdo fornece até mesmo um beneficio
- uma resisténcia aumentada a malaria. Ao longo do curso da evolugdo, muitas
outras mutagdes no gene da hemoglobina surgiram, mas somente aquelas que
nao destroem completamente a proteina permanecem na populagao.

O exemplo da anemia falciforme, que é uma doencga hereditaria, ilustra a
importéncia de proteger as células reprodutivas (células germinativas) das mu-
tagcdes. Uma mutagdo em uma célula germinativa sera transmitida para todas
as células no corpo do organismo multicelular que ira se desenvolver a partir
dela, incluindo as células germinativas responsaveis pela produgado da proxima
geragao.

As muitas outras células em um organismo multicelular (suas células somd-
ticas) devem também ser protegidas das mutacoes — nesse caso, de mutagoes
que surgem durante a vida de um individuo. Mudangas nucleotidicas que ocor-
rem nas células somaticas podem dar origem a células variantes, algumas das
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quais crescem e se dividem de forma descontrolada a custa das outras células
no organismo. No caso extremo, tem-se como resultado uma proliferagdo ce-
lular descontrolada conhecida como cancer. Os diferentes tipos de cancer sao
responsaveis por cerca de 30% das mortes que ocorrem na Europa € América
do Norte, e sdo causados principalmente por um acumulo gradual de mutagdes
aleatorias em uma célula somatica e na sua progénie (Figura 6-32). O aumento
da frequéncia de mutagoes em até mesmo duas ou trés vezes pode causar um
aumento desastroso na incidéncia de cancer, por acelerar a taxa de surgimento
de tais variantes de células somaticas.

Desse modo, a alta fidelidade com a qual as sequéncias de DNA sao replica-
das e mantidas € importante tanto para as células reprodutivas, que transmitem
0s genes para a geragao seguinte, quanto para as células somaticas, que nor-
malmente funcionam como membros cuidadosamente regulados da complexa
comunidade de células em um organismo multicelular. Portanto, ndo nos deve-
mos surpreender com o fato de todas as células possuirem um conjunto muito
sofisticado de mecanismos para reduzir o nimero de mutagdes que ocorrem no
seu DNA, dedicando centenas de genes a esses processos de reparo.

Um registro da fidelidade da replicacéo e
do reparo do DNA é preservado nas sequéncias
dos genomas

Ainda que a maioria das mutagdes ndo prejudique nem beneficie um organismo,
aquelas que apresentam consequéncias prejudiciais sao geralmente eliminadas
da populagdo por meio da selecdo natural; individuos que portam o DNA alterado
podem morrer ou apresentar fertilidade reduzida, e nesses casos essas mudan-
cas serao perdidas. Ao contrario, mudangas favoraveis tenderdo a persistir e se
espalhar.

Mas mesmo onde nao houver sele¢ao alguma - nos muitos sitios do DNA nos
quais uma mudanga nos nucleotideos ndo tem qualquer efeito no valor adapta-
tivo do organismo -, a mensagem genética tem sido preservada com fidelidade
ao longo de dezenas de milhdes de anos. Portanto, humanos e chimpanzés, apds
cerca de 5 milhdes de anos de evolugao divergente, ainda possuem sequéncias de
DNA que tém pelo menos 98% de identidade. Mesmo humanos e baleias, apos 10
ou 20 vezes essa quantidade de tempo evolutivo, possuem cromossomos que sao
inequivocamente similares em suas sequéncias de DNA, e muitas proteinas con-
tém sequéncias de aminoacidos que sao praticamente idénticas (Figura 6-33).
Desse modo, nosso genoma — € 0s dos nossos parentes — contém uma mensagem
do passado distante. Gragas a fidelidade da replicagdo e do reparo do DNA, 100
milhdes de anos de evolugdo pouco alteraram o seu conteudo essencial.

Baleia GTGTGGTCTCGTGATCAAAGGCGAAAGGTGGCTCTAGAGAATCCC

LECEELEV LR TP E T P LT

Humano GTGTGGTCTCGCGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCTAGAGAATCCC
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Figura 6-32 A incidéncia de cancer
aumenta drasticamente com a idade.

O ndmero de novos casos diagnosticados
de céncer de célon em mulheres na Ingla-
terra e no Pafs de Gales em um ano é plota-
do como uma funcéo da idade no momen-
to do diagndstico. O cancer de célon, assim
como a maioria dos canceres humanos, é
causado pelo acimulo de multiplas muta-
cdes. Como as células estdo continuamente
sofrendo mudancas acidentais no seu DNA
— que se acumulam e sdo transmitidas para
as células da progénie quando as células
mutantes se dividem —, a probabilidade

de que uma célula ird se tornar cancerosa
aumenta muito com a idade. (Dados de C.
Muir et al., Cancer Incidence in Five Conti-
nents, Vol. V. Lyon: International Agency for
Research on Cancer, 1987.)

Figura 6-33 Os genes de determinagéo
do sexo de humanos e baleias sdo ine-
quivocamente similares. Ainda que seus
planos corporais sejam muito diferentes,
humanos e baleias sdo construidos a partir
das mesmas proteinas. Apesar de muitos
milhdes de anos terem passado desde que
os humanos e as baleias divergiram, as
sequéncias de nucleotideos de muitos dos
seus genes sdo bastante similares. Sdo mos-
tradas as sequéncias de DNA de uma parte
do gene que determina masculinidade em
humanos e em baleias, uma sobre a outra;
as posicdes nas quais as duas sequéncias
sdo idénticas estdo sombreadas em verde.
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Antes de uma célula se dividir, ela deve replicar de modo preciso a vasta
quantidade de informag&o genética presente no seu DNA.

Como as duas fitas de uma dupla-hélice de DNA sdo complementares, cada
fita pode atuar como um molde para a sintese da outra. Portanto, a repli-
cagao do DNA produz duas moléculas de DNA de dupla-hélice idénticas,
possibilitando que a informacéao genética seja copiada e transmitida de uma
célula para suas células-filhas e de um progenitor para sua prole.

Durante a replicacao, as duas fitas de uma dupla-hélice de DNA sdo afasta-
das em uma origem de replicacédo para formar as forquilhas de replicagao
em forma de Y. DNA-polimerases, em cada forquilha, produzem uma nova
fita de DNA complementar a partir de cada fita parental.

A DNA-polimerase replica um molde de DNA com fidelidade impressionan-
te, cometendo somente cerca de um erro a cada 10" nucleotideos copiados.
Essa precisao é possivel, em parte, devido a um processo de autocorregao,
no qual a enzima corrige seus proprios erros a medida que se move ao lon-
go do DNA.

Como a DNA-polimerase sintetiza um novo DNA somente em uma diregao,
apenas a fita lider (leading) na forquilha de replicagcdo pode ser sintetizada
de um modo continuo. Na fita retardada (lagging), o DNA ¢ sintetizado em
um processo de “pesponto” descontinuo, produzindo pequenos fragmentos
de DNA que séo posteriormente unidos pela DNA-ligase.

A DNA-polimerase é incapaz de iniciar uma nova cadeia de DNA desde o
principio. Em vez disso, a sintese de DNA ¢é iniciada por uma RNA-polimera-
se denominada primase, que produz pequenos fragmentos de iniciadores de
RNA que sdo entéo alongados pela DNA-polimerase. Esses iniciadores sao
subsequentemente removidos e substituidos por DNA.

A replicacao do DNA requer a cooperacao de muitas proteinas que formam
uma maquina de replicacao multienzimatica que copia ambas as fitas de
DNA a medida que se move ao longo da dupla-hélice.

Em eucariotos, uma enzima especial denominada telomerase replica o DNA
nas extremidades dos cromossomos.

Os raros erros no processo de copia que escapam a autocorrecao sao so-
lucionados pelas proteinas de reparo do mau pareamento, que aumentam
a precisdo da replicagdo do DNA para um erro a cada 10° nucleotideos co-
piados.

Danos a uma das duas fitas de DNA, causados por reagdes quimicas inevi-
taveis, sdo reparados por uma variedade de enzimas de reparo do DNA que
reconhecem o DNA danificado e excisam um pequeno trecho da fita dani-
ficada. O DNA faltante € entao ressintetizado por uma DNA-polimerase de
reparo, usando a fita ndo danificada como molde.

Se ambas as fitas de DNA sdo quebradas, a quebra de fita dupla pode ser
reparada rapidamente pelo mecanismo de unido de extremidades nao ho-
mologas. Nucleotideos séo perdidos nesse processo, alterando a sequéncia
do DNA no sitio de reparo.

A recombinacdo homologa pode reparar sem falhas as quebras de fita du-
pla, usando uma dupla-hélice homdloga néo danificada como molde.

Os processos de replicacé@o e reparo do DNA altamente precisos desempe-
nham um papel-chave em nos proteger do crescimento descontrolado de
células somaticas, conhecido como cancer.
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TERMOS-CHAVE

autocorrecao fragmento de Okazaki reparo do mau pareamento
cancer molde replicacdo do DNA
DNA-ligase mutagao RNA (4cido ribonucleico)
DNA-polimerase origem de replicagao telomerase

fita lider primase telémero

fita retardada recombinacdo homdloga unido de extremidades ndo
forquilha de replicacéo reparo do DNA homdlogas

TESTE SEU CONHECIMENTO

QUESTAO 6-5

As enzimas de reparo do mau pareamento do DNA reparam
preferencialmente as bases presentes na fita de DNA recém-
-sintetizada, usando a fita de DNA velha como molde. Se os
maus pareamentos de bases fossem simplesmente reparados
sem considerar qual fita seviu como molde, esse processo iria
reduzir os erros de replicagdo? Justifique sua resposta.

QUESTAO 6-6

Suponha que uma mutagao afete uma enzima que seja neces-
séria para reparar os danos causados ao DNA pela perda de
bases puricas. A perda de uma purina ocorre cerca de 5.000
vezes no DNA de cada uma de suas células diariamente. Como
a diferenca média na sequéncia de DNA entre humanos e chim-
panzés é de cerca de 1%, quanto tempo iria levar para vocé se
tornar um macaco? O que esta errado nesse raciocinio?

QUESTAO 6-7

Quais das seguintes afirmativas estdo corretas? Justifique
suas respostas.

A. Uma forquilha de replicacéo bacteriana é assimétrica por-
que contém duas moléculas de DNA-polimerase que sao
estruturalmente distintas.

B. Osfragmentos de Okazaki sdo removidos por uma nucle-
ase que degrada o RNA.

C. Ataxa de erro da replicagdo do DNA ¢é reduzida tanto pela
autocorregao feita pela DNA-polimerase quanto pelo repa-
ro do mau pareamento do DNA.

D. Na auséncia de reparo do DNA, os genes sdo instaveis.

E. Nenhuma das bases aberrantes formadas pela desamina-
cdo ocorre naturalmente no DNA.

F. O céncer pode resultar do acimulo de mutagdes em célu-
las sométicas.

QUESTAO 6-8

A velocidade da replicagdo do DNA na forquilha de replica-
¢ao é de cerca de 100 nucleotideos por segundo em células
humanas. Qual é o nimero minimo de origens de replicagao
que uma célula humana deve ter para replicar seu DNA a cada
24 horas? Lembre-se de que uma célula humana contém duas
copias do genoma humano, uma herdada da mae, a outra do
pai, cada uma consistindo em 3 x 10° pares de nucleotideos.

QUESTAO 6-9

Observe cuidadosamente a Figura 6-11 e as estruturas dos

compostos mostrados na Figura Q6-9.

A. O que vocé esperaria se ddCTP fosse adicionado a uma
reagado de replicacdo do DNA em grande excesso com
relagdo a concentragao disponivel de trifosfato de deso-
xicitosina (dCTP), o trifosfato de desoxicitosina normal?

B. O que aconteceria se ddCTP fosse adicionado a 10% da
concentracao de dCTP disponivel?

C. Que efeitos vocé esperaria se ddCMP fosse adicionado
sob as mesmas condi¢ées?

NH,
A
o) o) | N
O lFl’ (@] E’ (@] lFl’ O—CH /K
0 N
o~ o~ o~
Trifosfato de
desoxicitosina (dCTP) OH H
NH,
S
o N
R Pe
O—P—O—P—0O—P—0O—CH, N o)
I I e
O o~ o~
Trifosfato de
didesoxicitosina (ddCTP)
H H
NH,
(]
“O—P—0O—CH, /KO
| o
o
Monofosfato de
didesoxicitosina (ddCMP)
H H

Figura Q6-9
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QUESTAO 6-10

A Figura Q6-10 mostra uma fotografia de uma forquilha de re-
plicagdo, na qual o iniciador de RNA foi recém-adicionado a fita
retardada. Usando este diagrama como um guia, esboce o ca-
minho do DNA a medida que o fragmento de Okazaki seguinte
é sintetizado. Indique o grampo deslizante e a proteina ligado-
ra de DNA de fita simples quando apropriado.

\
X
ey

Iniciador seguinte

. \'/\." Figura Q6-10

QUESTAO 6-11

Aproximadamente quantas ligagdes de alta energia a DNA-
-polimerase usa para replicar um cromossomo bacteriano (ig-
norando helicase e outras enzimas associadas com a forquilha
de replicagdo)? Comparado com seu préprio peso seco de
1072 g, quanto de glicose necessita uma Unica bactéria para
fornecer energia suficiente para copiar seu DNA uma vez?
O nGimero de pares de nucleotideos no cromossomo bacteria-
no é de 3 x 10°. A oxidacio de uma molécula de glicose resul-
ta em cerca de 30 ligacdes de fosfato de alta energia. A massa
molecular da glicose é de 180 g/mol. (Lembre da Figura 2-3:
um mol consiste em 6 x 10% moléculas.)

QUESTAO 6-12

O que estéa errado, caso haja algo de errado, na afirmativa
seguinte: “A estabilidade do DNA, tanto em células reprodu-
tivas quanto em células sométicas, é essencial para a sobrevi-
véncia de uma espécie.” Explique sua resposta.

QUESTAO 6-13

Urp tipo comum de dapo qui- NH, H,0

mico ao DNA é produzido por \ |

uma reacdo espontéanea deno- N¢C\ H\N/C\
[

minada desaminacdo, na qual

uma base nucleotidica perde

um grupo amino (NH,). O gru- NH;
po amino é substituido por um Figura Q6-13
grupo carbonila (C=0), por

uma reacgdo geral mostrada na Figura Q6-13. Desenhe as es-
truturas das bases A, G, C, T e U e preveja os produtos que
serdo produzidos por desaminagdo. Observando os produtos
dessa reacdo — e lembrando-se de que, na célula, eles deverao
ser reconhecidos e reparados —, vocé poderia propor uma ra-
zao para o DNA n&o conter uracila?

QUESTAO 6-14

A. Explique por que os telémeros e a telomerase sao neces-
sarios para a replicacdo de cromossomos eucariéticos, mas
nao para a replicacdo de um cromossomo bacteriano circu-
lar. Desenhe um diagrama para ilustrar sua explicagao.

B. Seriam ainda necessérios telomeros e telomerase para
completar a replicagdo de um cromossomo eucariético,
se a primase sempre adicionasse o iniciador de RNA na

prépria extremidade 3’ terminal do molde para a fita retar-
dada?

QUESTAO 6-15

Descreva as consequéncias decorrentes caso um cromossomo
eucariético
A. Contivesse apenas uma origem de replicagao:
(i) no centro exato do cromossomo
(i) em uma das extremidades do cromossomo
B. Nao tivesse um ou ambos os teldmeros
C. Nao tivesse um centréomero
Assuma que o cromossomo possua 150 milhées de pares de
nucleotideos em extensao, um tamanho tipico para um cro-
mossomo animal, e que a replicagdo do DNA em células ani-
mais ocorra a cerca de 100 nucleotideos por segundo.

QUESTAO 6-16

Como a DNA-polimerase atua somente na direcéo 5'-3', a en-
zima é capaz de corrigir seus préprios erros de polimerizagao
a medida que se move ao longo do DNA (Figura Q6-16). Uma
DNA-polimerase hipotética que sintetizasse na diregao 3'-5'
seria incapaz de realizar autocorrecéo. Dado o que vocé sabe
sobre a quimica dos acidos nucleicos e a sintese de DNA, de-
senhe um esboco similar a Figura Q6-16 que mostre o que
aconteceria se uma DNA-polimerase, operando na diregao
3"-5’, fosse remover um nucleotideo incorreto de uma fita de
DNA que esteja sendo sintetizada. Por que a fita editada ndo
seria capaz de ser alongada?

EXTENSAO CORRETA DA FITA NO SENTIDO 5’ para 3

5 3
___ Extremidade da fita de

7 7 2 DNA que esta sendo estendida
5 3
. P
HIDROLISE DE x
TRIFOSFATOS DE [ \

Trifosfato de
desoxirribonucleosideo

DESOXIRRIBONUCLEOSIDEOS

PRECURSORES FORNECEM
ENERGIA PARA A incorreto
POLIMERIZACAO
5' 3’
O0NON0

AUTOCORRECAO
D ¢
[
Extremidade 3’

' '

5 3 produzida quando nucleotideo

-«—— incorreto é removido pela
atividade de autocorrecdo

HIDROLISE DE ®@@r
TRIFOSFATOS DE
DESOXIRRIBONUCLEOSIDEOS
PRECURSORES FORNECEM
ENERGIA PARA A

POLIMERIZAGAO
5 3

P P P Fx

LIGACAO DE ALTA ENERGIA E
CLIVADA, FORNECENDO A ENERGIA
PARA A POLIMERIZACAO

Trifosfato de
desoxirribonucleosideo
correto

Figura Q6-16
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