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Na clinica
Como enfermeira(o) de um hospital militar

nos Estados Unidos, vocé é responsavel pelo
tratamento dos membros feridos nos conflitos
recentes do Oriente Médio. Vocé observa

que ferimentos infectados por Acinetobacter
baumannii nao estao respondendo aos
antibioticos. Os Centers for Disease Control and Prevention informam que os genes de
resisténcia a antibidticos encontrados em A. baumannii sao os mesmos encontrados em
Pseudomonas, Salmonella e Escherichia. Os genes de resisténcia a cefalosporina estao
localizados no cromossomo, a resisténcia a tetraciclina é codificada por um plasmideo e a
resisténcia a estreptomicina esta associada a um transposon.

Dica: leia sobre recombinagdo genética nas pdginas 225 a 230.

Genética microbiana

raticamente todas as caracteristicas microbianas sobre as quais vocé leu nos
capitulos iniciais sdo controladas ou influenciadas pela hereditariedade.
As caracteristicas hereditarias dos microbios incluem sua forma, caracteristicas
estruturais, seu metabolismo, sua capacidade de locomogao e de interagdo com outros
organismos. Os organismos individuais transmitem essas caracteristicas a sua prole
através dos genes.

O desenvolvimento da resisténcia a antibidticos nos microrganismos é
frequentemente carreado em plasmideos, como os apresentados na fotografia, que

sdo prontamente transferidos entre as células bacterianas. Eles sdo responsaveis pela
emergéncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e do surgimento recente de
Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenemos. A emergéncia de S. aureus resistentes
a vancomicina (VRSA, de vancomycin-resistant S. aureus) constitui uma séria ameaca a
assisténcia aos pacientes. Neste capitulo, vocé aprendera como os VRSA adquiriram essa
caracteristica.

As doencas emergentes sao outra razdo da importancia de se conhecer a genética.
Novas doencas sao o resultado da mudanca genética em alguns organismos existentes;
por exemplo, E. coli O157:H7 adquiriu os genes codificadores da toxina Shiga, de Shigella.
Atualmente, os microbiologistas estdo utilizando a genética para descobrir relagdes
de parentesco entre os organismos, para explorar as origens de microrganismos, como dos
virus HIV e influenza H1N1, e para estudar como os genes sao expressos.

O Panorama, na pagina seguinte, destaca os principios fundamentais da genética,
0s quais sdo explicados em mais detalhes ao longo do capitulo.

DNA plasmidial de E.coli.



PANORAME Genética

A genética é a ciéncia da hereditariedade.
Ela inclui o estudo dos genes: como eles
sao replicados, expressos e transferidos de
uma geragao a outra.

O dogma central da biologia molecular descreve como, em
geral, o DNA é transcrito em RNA mensageiro, o qual, por sua
vez, é traduzido em protefnas que realizam as fungdes celulares
vitais. As mutacdes introduzem alteragdes nesse processo —
levando ao ganho ou a perda de funcdes.

Cadeia tipica de eventos De que forma as mutacoes
descrita pelo dogma central alteram um genoma

DNA mutado

mRNA mutado

Proteina Proteina alterada

i

Funcéo alterada

As mutacées podem ser provocadas por substituicoes de
base ou

Nas mutacdes de substituicao de base, um Unico par de bases do
DNA ¢ alterado.

Nas , pares de bases do DNA sdo
adicionados ou removidos da sequéncia, causando uma alteracao na
sequéncia de leitura.

) €

i

A expressao génica bacteriana pode ser regulada por éperons,

05 quais podem ser indutiveis ou repressiveis.

Um dperon indutivel inclui genes que estdo no modo “desligado”,
com o repressor ligado ao DNA, sendo “ligado” através de um
indutor ambiental.

Repressor
ativo
”DESLIG_AD’O" DNA
(gene nédo é
Indutor
Repressor
r‘| inativo

expresso)
(gene é expresso)

Um éperon reprimivel inclui genes que estdo no modo “ligado”,
sem um repressor ligado ao DNA, sendo “desligado” através de
um repressor e de um correpressor ambiental.

Repressor
“LIGADO” U/imativo

(gene é

expresso) ! XEY x DNA
Correpressor

“DESLIGADO”

(gene nédo é

expresso) ONA

Microfotografia de forca atdmica mostrando moléculas de DNA [\

—
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A alteracao de genes bacterianos e/ou da
expressao génica pode causar doencas,
impedir o tratamento de doencas ou ser
manipulada para o beneficio humano.

0 um

Doenca: muitas doencas bacterianas s&o causadas pela presenca de
proteinas toxicas que danificam os tecidos humanos. Essas proteinas
toxicas sdo codificadas por genes bacterianos. Vibrio cholerae, mostrado
abaixo, produz uma enterotoxina que provoca diarreia e uma desidratacao
severa, que pode ser fatal se ndo for tratada.

S
Biofilmes: os biofilmes, como o que pode ser observado aqui se
desenvolvendo na cerda de uma escova de dente, séo produzidos pela
alteracdo da expresséo de um gene bacteriano quando as populagoes
sdo grandes o suficiente. Vdrias espécies de Streptococcus, incluindo
S. mutans, formam biofilmes em dentes e gengivas, contribuindo para o
desenvolvimento da placa e da cdrie dentdria.

Resisténcia a antibidticos: mutacées no genoma bacteriano
consistem em um dos primeiros passos em direcdo ao desenvolvimento
da resisténcia a antibidticos. Esse processo ocorreu com Staphylococcus
aureus, o qual atualmente é resistente a antibidticos 3-lactamicos, como
a penicilina. A meticilina foi introduzida para tratar S. aureus resistentes a
penicilina. S. aureus resistentes a meticilina (MRSA, de methicillin-resistant
S. aureus), mostrados abaixo, em roxo, correspondem hoje a uma das
principais causas de infec¢des associadas aos cuidados da satde.

Biotecnologia: os cientistas podem alterar o genoma dos
microrganismos, inserindo genes capazes de produzir proteinas humanas

utilizadas no
tratamento de CONCEITOS-CHAVE

doencas. Ainsulina, A expressdo do DNA leva a funcao

utilizada no - ;
celular pela producéo de proteinas.

tratamento do p b P S p

diabetes, é A expressao do DNA pode ser

controlada por 6perons.
Mutacoes alteram as sequéncias do DNA.

Mutacoes no DNA podem alterar a
funcao bacteriana.

produzida dessa
forma.
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Estrutura e funcao do material
genético

OBJETIVOS DO APRENDIZADO

8-1 Definir genética, genoma, cromossomo, gene, cédigo
genético, gendtipo, fendtipo e genémica.

8-2 Descrever como o DNA serve de informacgao genética.
8-3 Descrever o processo da replicagao do DNA.

8-4 Descrever a sintese proteica, incluindo a transcricao,
o processamento do RNA e a tradugéo.

8-5 Comparar a sintese proteica em procariotos e euca-
riotos.

A genética é a ciéncia da hereditariedade. Ela inclui o estudo dos
genes: como eles carreiam a informagao, como eles sao replica-
dos e transferidos para as geragdes subsequentes de células ou
entre organismos e como a expressio de suas informagdes deter-
mina as caracteristicas de um organismo. A informacdo genética
em uma célula é chamada de genoma. O genoma de uma célula
inclui seus cromossomos e plasmideos. Os cromossomos sao es-
truturas contendo DNA que transportam fisicamente a informa-
¢ao hereditdria; os cromossomos contém os genes. Os genes sio
segmentos de DNA (exceto em alguns virus, nos quais eles sao
constituidos de RNA*) que codificam produtos funcionais.
Em geral, esses produtos sdo proteinas, mas também podem ser
RNAs (RNA ribossomal, RNA transportador ou microRNA).

Vimos, no Capitulo 2, que o DNA ¢é uma macromolécu-
la composta de unidades repetidas, denominadas nucleotideos.
Cada nucleotideo consiste em uma nucleobase (adenina, timina,
citosina ou guanina), uma desoxirribose (um agucar-pentose) e
um grupo fosfato (ver Figura 2.16, p. 44). O DNA dentro de uma
célula existe como longos filamentos de nucleotideos, retorci-
dos em pares, formando uma dupla-hélice. Cada filamento tem
uma fileira alternando agtcar e grupos fosfato (seu arcabougo de
agticar-fosfato) e uma base nitrogenada aderida a cada agticar no
arcabougo. As duas cadeias sdo mantidas unidas por ligagées de
hidrogénio existentes entre as bases nitrogenadas. Os pares de
bases sempre ocorrem de modo especifico: a adenina sempre pa-
reia com a timina, e a citosina sempre pareia com a guanina. De-
vido a esse pareamento especifico de bases, a sequéncia de bases
de uma fita de DNA determina a sequéncia da outra fita. As duas
fitas de DNA sao, portanto, complementares.

A estrutura do DNA ajuda a explicar as duas caracteris-
ticas principais do armazenamento da informagdo bioldgica.
Primeiro, a sequéncia linear de bases fornece a informagao real.
A informacio genética é codificada pela sequéncia de bases ao
longo do DNA, de modo muito similar & forma como nossa lin-
guagem escrita utiliza uma sequéncia linear de letras para formar
palavras e sentengas. A linguagem genética, entretanto, utiliza
um alfabeto contendo somente quatro letras — os quatro tipos
de nucleobases no DNA (ou RNA). Contudo, mil dessas quatro

*N. de R.T. Na verdade, sdo bem mais do que “alguns virus”. A maior par-
te dos virus conhecidos (entre 70 e 80% deles) possui RNA como é4cido
nucléico hereditério.

bases, o nimero contido em um gene de tamanho médio, podem
ser arranjadas de 4'* formas diferentes. Esse nimero astrono-
mico explica como os genes podem apresentar variagoes sufi-
cientes para fornecer toda a informacdo que uma célula necessita
para crescer e realizar suas fungées. O cddigo genético, o grupo
de regras que determina como uma sequéncia de nucleotideos é
convertida na sequéncia de aminoacidos de uma proteina, serd
discutido em mais detalhes posteriormente neste capitulo.

Segundo, a estrutura complementar permite a duplicagdo
precisa do DNA durante a divisao celular. Cada célula-filha rece-
be uma das fitas parentais originais, assegurando, entdo, que uma
das fitas funcionara corretamente.

Grande parte do metabolismo celular esta relacionada a
tradugdo da mensagem genética dos genes em proteinas especifi-
cas. Um gene normalmente codifica uma molécula de RNA men-
sageiro (mRNA), que, por fim, resulta na formagao de uma pro-
teina. Quando a molécula final que um gene codifica (p. ex., uma
proteina) foi produzida, dizemos que o gene foi expresso. O fluxo
da informagao genética, fluindo do DNA para o RNA e dele para
as proteinas, pode ser demonstrado da seguinte forma:

Essa teoria foi cha-
mada de dogma central
por Francis Crick, em
1956, quando ele propos
pela primeira vez que
a sequéncia de nucleo-
tideos em um DNA determina a sequéncia de aminodcidos de
uma proteina.

ASM: embora o dogma central seja

L universal em todas as células, o processo
difere em procariotos e eucariotos,

como veremos neste capitulo.

Genotipo e fenétipo

O gendtipo de um organismo ¢ a sua constituigdo genética —
todo o seu DNA; a informagado que codifica todas as caracteris-
ticas especificas do organismo. O gendtipo representa as pro-
priedades potenciais, mas nio as propriedades em si. O fendtipo
refere-se as propriedades reais, expressas, como a capacidade do
organismo de realizar uma reagdo quimica em particular. O fe-
ndtipo, entdo, é a manifestagio do gendtipo.

De certo modo, o fendtipo de um organismo é a cole¢io de
suas proteinas, uma vez que a maioria das propriedades de uma
célula deriva de estruturas e fungdes das proteinas. Nos microbios,
a maioria das proteinas é enzimdtica (catalisa reagdes particulares)
ou estrutural (participa em grandes complexos funcionais, como
as membranas ou os flagelos). Mesmo os fené6tipos que dependem
de macromoléculas estruturais, como lipideos ou polissacarideos,
baseiam-se indiretamente nas proteinas. Por exemplo, a estrutura
de uma molécula de lipideo complexo ou polissacarideo resulta
das atividades cataliticas das enzimas que sintetizam, processam
e degradam essas moléculas. Assim, afirmar que os fendtipos se
baseiam em proteinas é uma simplificagdo util.

DNA e cromossomos

As bactérias geralmente tém um dnico cromossomo circu-
lar consistindo em uma unica molécula circular de DNA com
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Cromossomo

Figura 8.1 Um cromossomo procariético.

ﬂ O cromossomo é quantas vezes maior do que a célula de
2 pm?

proteinas associadas. O cromossomo ¢ dobrado, forma uma alga
e estd aderido a membrana plasmatica em um ou varios pontos.
O DNA de E. coli tem cerca de 4,6 milhdes de pares de bases e
tem aproximadamente 1 mm de comprimento — é 1.000 vezes
maior do que toda a célula (Figura 8.1). Contudo, o cromossomo
ocupa apenas cerca de 10% do volume da célula, uma vez que o
DNA estd retorcido ou superenovelado.

O genoma completo nio consiste em genes consecutivos.
Regides nao codificantes, chamadas de repeti¢oes curtas em
tandem (STRs, de short tandem repeats), ocorrem na maioria
dos genomas, incluindo no de E. coli. As STRs sdo sequéncias
repetitivas de 2 a 5 sequéncias de bases. Elas sdo utilizadas no
fingerprinting de DNA (“impressao digital do DNA’, discutido na
p. 254).

Atualmente, as sequéncias de bases completas dos cro-
mossomos podem ser determinadas. Computadores sdo utili-
zados na busca por janelas abertas de leitura, isto é, regides do
DNA que provavelmente codificam uma proteina. Como vocé
verd posteriormente, essas janelas sio sequéncias de bases en-
tre codons de inicio (start codons) e de término (stop codons).
O sequenciamento e a caracterizagdo molecular dos genomas sao
denominados gendmica. O uso da gendémica no rastreamento
do virus do Oeste do Nilo ¢ descrito no quadro Foco clinico, na
pdgina 215.

O fluxo da informacao genética

A replicagao do DNA possibilita o fluxo de informagao gené-
tica de uma geragao para a seguinte. Isso ¢ chamado de trans-
feréncia vertical de genes. Como mostrado na Figura 8.2, o
DNA de uma célula se replica antes da divisdo celular, de modo
que cada célula-filha recebe um cromossomo idéntico ao da
célula original. Dentro de cada célula realizando metabolismo,

a informagao genética contida no DNA flui de outro modo: ela
¢ transcrita em mRNA e, entdo, traduzida em proteina. Des-
creveremos os processos de transcri¢ao e tradu¢ao mais adian-
te neste capitulo.

TESTE SEU CONHECIMENTO
1~ Apresente uma aplicagdo clinica da genémica. 8-1
1 Por que o pareamento de bases no DNA é importante? 8-2

Replicacao do DNA

Na replicagdo do DNA, uma molécula de DNA de dupla-fita
“parental” é convertida em duas moléculas-filhas idénticas. A es-
trutura complementar das sequéncias de bases nitrogenadas na
molécula de DNA é a chave para a compreensio da replicagdo do
DNA. Como as bases ao longo das duas fitas do DNA dupla-hé-
lice sao complementares, uma fita pode agir como molde para a
produgéo da outra (Figura 8.3a).

A replicagao do DNA requer a presenga de diversas pro-
teinas celulares que direcionam uma determinada sequéncia de
eventos. As enzimas envolvidas na replicacio do DNA e em ou-
tros processos estao listadas na Tabela 8.1. Quando a replica¢ao
se inicia, o superenovelamento é relaxado pela topoisomerase
ou girase. As duas fitas de DNA parental sdo desenroladas pela
helicase e separadas uma da outra em um pequeno segmento
de DNA apos o outro. Os nucleotideos livres presentes no cito-
plasma da célula sdao pareados as bases expostas da fita simples
de DNA parental. Onde a timina estd presente na fita original,
somente a adenina pode se fixar na nova fita; onde a guanina

Caso clinico: onde ha fumaca...

Marcel DuBois, homem de 70 anos e avo de 12 netos, desliga
o telefone silenciosamente. O seu médico acabou de notifica-
-lo sobre os resultados de seu teste de DNA de fezes, que ele
havia realizado na Clinica Mayo na semana anterior. O médico
de Marcel sugeriu essa nova ferramenta de triagem nao inva-
siva para o cancer colorretal, uma vez que Marcel ndo estava
confortdvel com a colonoscopia e sempre adiava o procedi-
mento. O teste de DNA de fezes, entretanto, utiliza amostras
de fezes, as quais contém células que foram eliminadas do
revestimento do colo. O DNA dessas células é testado para

a presenca de marcadores de DNA que podem indicar a
presenca de polipos pré-cancerosos ou tumores cancerosos.
Marcel marca uma consulta com seu médico para a tarde
seguinte.

No consultério, o médico explica para Marcel e sua es-
posa, Janice, que o teste de DNA de fezes detectou a presenca
de pdlipos colorretais serrilhados. Esse tipo de pélipo é geral-
mente dificil de ser visualizado através da colonoscopia, uma
vez que néo é proeminente e pode apresentar-se da mesma
cor que a parede do colo.

Como o DNA pode mostrar se uma pessoa tem cancer?
Leia mais para descobrir.

205 220 224 228
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FIGURA DE BASE

O fluxo da informacao genética

Célula parental

DNA

A informacgao genética é utilizada
dentro da célula para produzir as
proteinas necessarias para o
funcionamento celula

Novas combinagées

W
Transcrigao de genes 4

R

Tradugao

A célula realiza metabolismo e cresce

A informacgéao genética pode ser
transferida horizontalmente entre
células da mesma geragao.

Célula recombinante

CONCEITOS-CHAVE

O DNA é o modelo para as proteinas de uma célula,
incluindo enzimas.

O DNA é obtido de outra célula na mesma geragéao
ou de uma célula parental durante a diviséo celular.

O DNA pode ser expresso em uma célula ou ser
transferido para outra célula através de recombinagéao
e replicagao.

A informagao genética pode ser
transferida verticalmente para a
proxima geragéo de células.

FT

Células-filhas

estd presente na fita parental, somente a citosina pode se fixar, e
assim por diante. Quaisquer bases incorretamente pareadas sio
removidas e substituidas pelas enzimas de replicagiao. Uma vez
alinhado, o nucleotideo recém-adicionado é unido a fita em cres-
cimento por uma enzima denominada DNA-polimerase. Entao,
0 DNA parental se desenrola mais um pouco para permitir a adi-
¢do do préximo nucleotideo. O ponto no qual a replicagio ocorre
¢é denominado forquilha de replicagdo.

A medida que a forquilha de replicagio se move ao lon-
go da fita parental, cada uma das fitas simples desenroladas se
combina ou pareia com novos nucleotideos. A fita original e a
fita-filha recém-sintetizada se enovelam. Uma vez que cada nova
molécula de DNA dupla-fita contém uma fita original (conser-
vada) e uma fita nova, o processo de replicagdo é descrito como
replicagao semiconservativa.

Antes de examinarmos em mais detalhes a replicagao do
DNA, discutiremos a estrutura do DNA (ver, na Figura 2.16 da
p- 44, uma visio geral). E importante compreender que as fitas

de DNA pareadas estdo orientadas em dire¢oes opostas umas em
relagdo as outras. Os dtomos de carbono do componente agticar
de cada nucleotideo sao numerados de 1’ (pronuncia-se “um li-
nha”) a 5'. Para que as bases pareadas fiquem ao lado uma da
outra, os agticares que compdem uma fita estdo de cabega para
baixo uns em relagdo aos outros. A extremidade que tem uma hi-
droxila ligada ao carbono 3’ é chamada de extremidade 3" da fita
de DNA; a extremidade que tem um fosfato ligado ao carbono
5’ é chamada de extremidade 5’ da fita de DNA. A forma como
as duas fitas se encaixam determina que a dire¢ao 5’-3" de uma
fita é contraria a dire¢do 5'-3" da outra fita (Figura 8.3b). Essa
estrutura do DNA afeta o processo de replicagdo, pois as DNA-
-polimerases podem adicionar novos nucleotideos somente a ex-
tremidade 3'. Portanto, a medida que a forquilha de replicagdo se
movimenta ao longo do DNA parental, as duas novas fitas devem
crescer em dire¢des diferentes.

A replicagio do DNA necessita de uma grande
quantidade de energia. Essa energia ¢ fornecida pelos nucleo-
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LEGENDA

Adenina [TATX (T | Timina
Guanina Citosina

A0 Acucar desoxirribose

Fosfato

@ A dupla-hélice do DNA
parental se separa a
medida que as ligagoes
de hidrogénio fracas entre
os nucleotideos das fitas
opostas se rompem em
resposta a acdo das
enzimas de replicacéo.

e Ligacdes de hidrogénio -

se formam entre os
novos nucleotideos
complementares e
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parental forma novos
pares de bases.
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nucleotideos
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fita-filha resultante.
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Figura 8.3 Replicagao do DNA.
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(b) A duas fitas de DNA sao antiparalelas.

O arcabougo de agucar-fosfato de uma fita esta
alinhado de cabega para baixo em relagdo ao
cabouco da outra fita. Vire o livro de cabeca para
baixo para comprovar este fato.

Tabela 8.1
DNA-girase
DNA-ligase
DNA-polimerases
Endonucleases
Exonucleases
Helicase Desenovela a

Metilase

Fotoliase

Primase

Ribozima

RNA-polimerase

snRNP Complexo RNA-proteina que remove os introns e une 0s éxons

Topoisomerase

Transposase

Enzimas importantes na replicacao, expressao e reparo do DNA

Relaxa o superenovelamento a frente da forquilha de replicacdo

Sintetiza DNA; corrige e repara o DNA

Cliva o DNA em uma extremidade exposta; facilita o reparo

dupla-fita de DNA

Enzima de RNA que remove os introns e une os éxons

Produz copias de RNA a partir de um molde de DNA

Forma ligacoes covalentes que unem as fitas de DNA; fragmentos de Okazaki e novos segmentos no reparo por excisao

Cliva o arcabouco de DNA em uma fita de DNA; facilita o reparo e insercoes

Adiciona um grupo metil a bases selecionadas no DNA recém-sintetizado

Utiliza energia da luz visivel para separar dimeros de pirimidina induzidos pela luz UV

Uma RNA-polimerase que sintetiza iniciadores de RNA a partir de um molde de DNA

Relaxa o superenovelamento a frente da forquilha de replicacao; separa circulos de DNA ao final da replicacéo

Cliva o arcabouco do DNA, produzindo fitas simples de “extremidades coesivas”
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Fita Fita-
nova -molde

Quando um nucleosideo
trifosfato se liga ao agucar,
ele perde dois fosfatos.

A hidrélise das ligagdes
fosfato fornece energia
para a reagao.

Figura 8.4 Adicionando um nucleotideo ao DNA.
ﬂ Por que uma fita estd “de cabeca para baixo” em relacao a

outra fita? Por que ambas as fitas ndo podem se alinhar no mes-
mo sentido?

REPLICAGAO

o Enzimas desenovelam
a dupla-hélice parental.

Forquilha
de replicagao

parental

o Proteinas estabilizam o
DNA parental desenovelado.

DNA-polimerase

tideos, que sdo, na verdade, nucleosideos trifosfatos. Vocé ja
sabe sobre o ATP; a tinica diferenca entre o ATP e o nucleotideo
adenina no DNA ¢ o componente agutcar. A desoxirribose é o
agucar nos nucleosideos utilizados para sintetizar o DNA, e os
nucleosideos trifosfatos com ribose sdo usados para sintetizar o
RNA. Dois grupos fosfato sdo removidos para adicionar o nu-
cleotideo a fita de DNA em crescimento; a hidrélise do nucleo-
sideo é exergonica e fornece energia para criar as novas ligagdes
na fita de DNA (Figura 8.4).

A Figura 8.5 fornece mais detalhes sobre as muitas etapas
que ocorrem nesse processo complexo.

A replicagdo do DNA de algumas bactérias, como a
E. coli, acontece bidirecionalmente ao redor do cromossomo
(Figura 8.6). Duas forquilhas de replicagdio movem-se em dire-
¢des opostas, para longe da origem de replicagdo. Como o cro-
mossomo bacteriano é um circulo fechado, as forquilhas, enfim,
se encontram quando a replicagdo é concluida. As duas algas
precisam ser separadas por uma topoisomerase. Muitas evi-
déncias mostram uma associagdo entre a membrana plasmatica
bacteriana e a origem de replicagdo. Apds a duplicagio, se cada
copia da origem se liga & membrana em um polo oposto, entao
cada célula-filha recebe uma cépia da molécula de DNA - isto é,
um cromossomo completo.

A replicagido do DNA é um processo impressionantemente
acurado. Em geral, erros sdo cometidos em uma taxa de apenas
1 em cada 10 bilhoes de bases incorporadas. Essa precisdo em

@ Afita-lider é sintetizada
continuamente pela DNA-
-polimerase.

DNA-polimerase
Fragmento de Okazaki

DNA-ligase

o A fita atrasada é sintetizada
descontinuamente. A primase,
uma RNA-polimerase, sintetiza
um iniciador de RNA curto, o
qual é, entdo, estendido pela
DNA-polimerase.

o A DNA-ligase une
os fragmentos
descontinuos da
fita atrasada.

e A DNA-polimerase
degrada o iniciador
de RNA e o substitui
por DNA.

Figura 8.5 Resumo dos eventos na forquilha de replicacao do DNA.

ﬁ Por que uma fita de DNA é sintetizada descontinuamente?
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(b) Replicacao bidirecional de uma molécula de DNA circular bacteriano

Figura 8.6 Replicagao de DNA bacteriano.

ﬂ O que é a origem de replicagdao?

boa parte ocorre devido a capacidade de corregdo (proofreading)
da DNA-polimerase. A medida que cada base nova é adiciona-
da, a enzima avalia se a estrutura de pareamento formada estd
correta. Caso contrdrio, a enzima remove a base inapropriada e a
substitui pela correta. Desse modo, o DNA pode ser replicado de
maneira precisa, permitindo que cada cromossomo-filho possa
ser praticamente idéntico ao DNA parental.

TESTE SEU CONHECIMENTO

1~ Descreva a replicacdo do DNA, incluindo as fungées da DNA-
-girase, da DNA-ligase e da DNA-polimerase. 8-3

RNA e a sintese proteica

Como a informag¢do no DNA ¢ utilizada para produzir as pro-
teinas que controlam as atividades celulares? No processo de
transcrigdo, a informagdo genética contida no DNA ¢ copiada,
ou transcrita, em uma sequéncia de bases complementares de
RNA. A célula usa, entdo, a informacdo codificada nesse RNA
para sintetizar proteinas especificas pelo processo de tradugdo.
Analisaremos em mais detalhes como esses dois processos ocor-
rem na célula bacteriana.

Transcricao em procariotos

Transcrigdo é a sintese de uma fita complementar de RNA a par-
tir de um molde de DNA. Discutiremos aqui a transcrigdo em
células procaridticas. A transcrigdo em eucariotos serd discutida
na pagina 211.

O RNA ribossomal (rRNA) ¢ parte integral dos ribosso-
mos, a maquinaria celular para a sintese proteica. O RNA trans-
portador também esté envolvido na sintese proteica, como vere-
mos posteriormente. O RNA mensageiro (mRNA) transporta
a informagao codificada para produzir proteinas especificas do
DNA aos ribossomos, onde as proteinas sao sintetizadas.

Durante a transcri¢do, uma fita de mRNA ¢ sintetizada
utilizando uma por¢éo especifica do DNA da célula como molde.
Em outras palavras, a informagao genética estocada na sequéncia
de bases nitrogenadas do DNA é reescrita, de modo que a mesma
informagéo apareca na sequéncia de bases do mRNA.

Como na replicagao do DNA, uma guanina (G) no molde
de DNA determina uma citosina (C) no mRNA sendo sinteti-
zado, e uma C no molde de DNA determina uma G no mRNA.
Da mesma forma, uma timina (T) no molde de DNA determina
uma adenina (A) no mRNA. Contudo, uma adenina no molde de
DNA determina uma uracila (U) no mRNA, uma vez que o RNA
contém uracila, em vez de timina. (A uracila tem uma estrutu-
ra quimica ligeiramente diferente da timina, mas o pareamento
de bases ocorre da mesma maneira.) Se, por exemplo, a por¢ao-
-molde de DNA apresentar a sequéncia de bases 3'-ATGCAT, a
fita de mRNA recém-sintetizada apresentara a sequéncia de ba-
ses complementar 5’ -UACGUA.


Thalita Peixoto Basso

Thalita Peixoto Basso
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TRANSCRICAO
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Figura 8.7 O processo de transcricao. O diagrama de orientacdo indica a relacdo entre a transcricdo e o fluxo global de informacédo genética

em uma célula.

ﬂ Quando a transcri¢do cessa?

O processo de transcrigao requer uma enzima, denomina-
da RNA-polimerase, e um suprimento de nucleotideos de RNA
(Figura 8.7). A transcrigdo comeca quando a RNA-polimerase se
liga a0 DNA em um local denominado promotor. Somente uma
das duas fitas de DNA serve como molde para a sintese de RNA
para um determinado gene. Como o DNA, o RNA é sintetizado na
dire¢do 5" — 3'. A sintese de RNA continua até que a RNA-polime-
rase atinja uma regido no DNA denominada sitio de terminagio.

A transcri¢do permite que a célula produza cdpias de curta
duragio dos genes, que podem ser utilizadas como uma fonte di-
reta de informacéo para a sintese proteica. O mRNA atua como
um intermedidrio entre a forma de armazenamento permanente
(0 DNA) e o processo que usa a informagao (a tradugao).

Traducao

Vimos como a informagdo genética no DNA ¢é transferida ao
mRNA durante a transcrigdo. Agora, veremos como o mRNA

serve de fonte de informacgdo para a sintese proteica. A sintese
proteica é chamada de tradugao, pois envolve a decodificagdo
da “linguagem” dos dcidos nucleicos e a conversao desta em uma
“linguagem” de proteinas.

A linguagem do mRNA estd em forma de cédons, grupos
de trés nucleotideos, como AUG, GGC ou AAA. A sequéncia
de codons em uma molécula de mRNA determina a sequéncia
de aminodacidos que estardo na proteina a ser sintetizada. Cada
cédon “codifica” um aminoacido especifico. Este ¢ o codigo ge-
nético (Figura 8.8).

Os cddons sdo escritos em termos de sua sequéncia de
bases no mRNA. Observe, na Figura 8.8, que existem 64 co-
dons possiveis, mas apenas 20 aminodcidos. Isso significa que
a maioria dos aminodacidos ¢é sinalizada por diversos codons al-
ternativos, uma situagdo denominada degenera¢ao do cédigo.
Por exemplo, a leucina tem seis cddons e a alanina tem quatro.
A degenerac¢do permite uma determinada quantidade de leituras
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incorretas ou mutagdes no DNA, sem afetar a proteina final que
serd produzida.

Dos 64 cédons, 61 sdo cddons codificadores e 3 sdo cod-
dons de término (sem sentido). Os cédons codificadores codi-
ficam os aminodcidos, e os cddons de término (também chama-
dos de cédons de parada) ndo o fazem. Em vez disso, os cédons
de término — UAA, UAG e UGA - assinalam o fim da sintese
da molécula de proteina. O cdédon de inicio que inicia a sinte-
se da molécula de proteina é AUG, que também é o cddon da
metionina. Nas bactérias, o cédon de inicio AUG codifica a for-
milmetionina, em vez da metionina encontrada em outras partes
da proteina. A metionina iniciadora é com frequéncia removida
posteriormente, de forma que nem todas as proteinas contém
metionina.

Durante a traducio, os cddons de um mRNA sio “lidos”
sequencialmente; e, em resposta a cada cddon, o aminoacido
apropriado ¢ adicionado a uma cadeia em crescimento. O local
de traducéo é o ribossomo, e as moléculas de RNA transporta-
dor (tRNA) reconhecem os codons especificos e transportam os
aminoacidos requeridos.

Cada molécula de tRNA tem um anticddon, uma se-
quéncia de trés bases que é complementar ao cédon. Dessa ma-
neira, uma molécula de tRNA pode realizar o pareamento de
bases com o seu codon associado. Cada tRNA também pode
transportar em sua outra extremidade o aminodcido codificado
pelo cédon que o tRNA reconhece. As fun¢des do ribossomo
sao direcionar a ligagao ordenada dos tRNAs aos codons e or-
ganizar os aminodcidos trazidos em uma cadeia, produzindo
por fim, uma proteina.

A Figura 8.9 mostra os detalhes da traducdo. As duas
subunidades ribossomais, um tRNA com o anticodon UAC e a
molécula de mRNA a ser traduzida, juntamente com diversos fa-
tores proteicos adicionais, sio montados. Esse complexo coloca o
cddon iniciador (AUG) na posi¢io correta para permitir o inicio
da tradugdo. Depois que o ribossomo conecta os dois primei-
ros aminodcidos por uma ligagao peptidica, a primeira molécula
de tRNA deixa o ribossomo, que, entdo, se move ao longo do
mRNA até o cédon seguinte. A medida que os aminoacidos cor-
retos sdo alinhados um por um, ligagoes peptidicas sao formadas
entre eles, resultando em uma cadeia polipeptidica. (Ver também
Figura 2.14, p. 42.) A tradugdo termina quando um dos trés c6-
dons de término é alcancado no mRNA. O ribossomo, entdo, se
separa em suas duas subunidades, e 0 mRNA e a cadeia polipep-
tidica recém-sintetizada sdo liberados. O ribossomo, 0 mRNA e
os tRNAs tornam-se, entdo, disponiveis para serem novamente
utilizados.

O ribossomo move-se ao longo do mRNA na dire¢ao
5'— 3’. Esse movimento do ribossomo permite a exposi¢do
do cédon de inicio. Ribossomos adicionais podem, entio, se
unir ao processo e iniciar a sintese de proteinas. Desse modo,
normalmente ha uma série de ribossomos unidos a um tnico
mRNA, todos em varios estdgios de sintese proteica. Nas células
procaridticas, a tradu¢ao do mRNA em proteina pode come-
¢ar antes mesmo de a transcrigdo estar completa (Figura 8.10).
Como o mRNA ¢ produzido no citoplasma em procariotos, os
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Figura 8.8 O cédigo genético. Os trés nucleotideos em um cédon
de mRNA sao designados, respectivamente, como primeira posicao,
segunda posicao e terceira posicdo do cddon no mRNA. Cada grupo
de trés nucleotideos especifica um aminodacido em particular, re-
presentado por uma abreviacdo de trés letras (ver Tabela 2.5, p. 41).
O cédon AUG, o qual especifica o0 aminoacido metionina, também
determina o inicio da sintese proteica. A palavra término identifica os
codons sem sentido que sinalizam o fim da sintese proteica.

ﬂ Qual é a vantagem apresentada pela degeneracao do cédi-
go genético?

cédons de inicio de um mRNA sendo transcrito estdo disponi-
veis aos ribossomos antes mesmo de a molécula completa ter
sido sintetizada.

Transcricao em eucariotos

Nas células eucaridticas, a transcricdo acontece no nucleo.
O mRNA precisa ser completamente sintetizado e transpor-
tado através da membrana nuclear para o citoplasma antes do
inicio da transcri¢ao. Além disso, 0 RNA comega a ser proces-
sado antes de deixar o nucleo. Nas células eucaridticas, as re-
gides dos genes que codificam as proteinas sdo frequentemente
interrompidas por DNA néo codificante. Dessa forma, os ge-
nes eucarioticos sao compostos de éxons, as regides expressas
do DNA, e de introns, as regides intervenientes do DNA que
ndo codificam proteina. No nucleo, a RNA-polimerase sinte-
tiza uma molécula, chamada de transcrito de RNA, que con-
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TRADUGCAO
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Anticédon
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e Os componentes necessarios para
o inicio da tradugao se redinem.

tRNA liberado

O segundo aminoécido une-se ao terceiro por outra ligagao
peptidica e o primeiro tRNA é liberado do sitio E.

Ribossomo

Sitio P

Cédon de Segundo
inicio codon

e No ribossomo montado, um tRNA carreando o primeiro
amino&cido é pareado com o cédon de inicio no mRNA. O sitio
onde este primeiro tRNA se estabelece é chamado de sitio P. Um
tRNA carreando o segundo aminodcido se aproxima.

Cadeia polipeptidica

r@ em crescimento
el

O ribossomo continua a se mover ao longo do mRNA
e novos aminodcidos sdo adicionados ao
polipeptideo.

Figura 8.9 O processo de tradugao. O objetivo geral da traducédo é produzir proteinas utilizando mRNAs como fonte de informacéo bioldgica.
O ciclo complexo de eventos ilustrado aqui mostra o papel principal do tRNA e dos ribossomos na decodificacao desta informacao. O ribossomo
atua como o sitio onde a informagao codificada pelo mRNA é decodificada, bem como, o local onde os aminoacidos individuais sdo conectados
em cadeias polipeptidicas. As moléculas de tRNA atuam como os verdadeiros “tradutores” - uma extremidade de cada tRNA reconhece um cédon
de mRNA especifico, enquanto a outra extremidade carreia o aminoacido codificado por aquele cédon. (Continua)

ﬁ Por que a tradugéo é interrompida?

tém copias dos introns. Particulas denominadas pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs, de small nuclear
ribonucleoproteins) removem os introns e conectam os éxons.
Em alguns organismos, os introns agem como ribozimas que
catalisam sua prépria remogdo (Figura 8.11).

raria de mRNA pela transcri¢do. A seguir, durante a tradugéo, o
mRNA dirige a montagem dos aminoacidos em uma cadeia poli-
peptidica: um ribossomo se fixa a0 mRNA, os tRNAs enviam os
aminoacidos ao ribossomo, conforme orientado pela sequéncia
de c6dons do mRNA, e o ribossomo monta os aminodcidos na
cadeia que serd a proteina recém-sintetizada.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»* Qual o papel do promotor, do sitio de terminagdo e do mRNA
na transcricao? 8-4

* ok X

Em resumo, os genes sdo unidades de informagao bioldgica co-
dificada pela sequéncia de bases nucleotidicas no DNA. Um gene
¢ expresso, ou transformado em um produto dentro da célula,
pelos processos de transcrigio e tradugao. A informagéo genética
transportada no DNA ¢ transferida para uma molécula tempo-

»* Como a produgao de mRNA em eucariotos difere do proces-
so em procariotos? 8-5
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Figura 8.9 (Continuagdo)
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Figura 8.10 Transcricdo e traducao simultaneas em bacté- -polimerase
rias. Muitas moléculas de mRNA sao sintetizadas simultaneamente. 5
As moléculas mais longas de mRNA foram as primeiras a serem trans- = — - S
critas no promotor. Observe os ribossomos ligados ao mRNA recém- Peptideo
-formado. A micrografia mostra um polirribossomo (muitos ribosso- Polirribossomo
mos) em um Unico gene bacteriano.
ﬂ Ribossomo
Por que a tradugado pode se iniciar antes do término da mRNA /
Direcéo da tradugéo

transcricdo em procariotos, mas ndo em eucariotos?
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Figura 8.11 Processamento do RNA em células eucariéticas.

ﬂ Por que o transcrito de RNA nao pode ser utilizado para a
tradugao?

A regulacao da expressao génica
bacteriana

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-6 Definir dperon.

8-7 Explicar aregulagao pré-transcricional da expressao
génica em bactérias.

8-8 Explicar a regulacdo pos-transcricional da expressao
génica.

As maquinarias genética e metabdlica de uma célula sao integra-
das e interdependentes. A célula bacteriana realiza uma quanti-
dade enorme de reagdes metabdlicas (ver Capitulo 5). A caracte-
ristica comum de todas as reagdes metabdlicas é que elas sdo
catalisadas por enzimas,

que, por sua vez, sio pro- ASM: a regulacdo da expressdo génica
teinas sintetizadas por L éinfluenciada por sinais e/ou pistas
transcricdo e traducio. A moleculares internos e externos.
inibi¢do por retroalimenta-

¢ao impede que uma célula realize reagdes quimicas desnecessa-
rias (Capitulo 5, p. 116) e interrompe as enzimas que ja foram
sintetizadas. Examinaremos agora os mecanismos que impedem
a sintese de enzimas que nio sdo necessarias.

Como a sintese proteica requer uma grande quantidade de
energia, as células poupam energia, produzindo apenas aquelas
proteinas necessarias em um periodo especifico. A regulagio da
expressdo génica ¢é influenciada por sinais moleculares internos
e externos. Analisaremos a seguir como as reagdes quimicas sio
reguladas pelo controle da expressao génica.

Muitos genes, talvez 60 a 80%, ndo sdo regulados, mas
sdo, em vez disso, constitutivos, ou seja, seus produtos sao cons-
tantemente produzidos em uma velocidade fixa. Em geral, esses
genes, 0s quais se encontram efetivamente ligados durante todo
o tempo, codificam enzimas que a célula necessita em quanti-
dades muito grandes para realizar seus principais processos vi-
tais. As enzimas da glicélise sao exemplos. A produgio de ou-

tras enzimas é regulada de modo que elas estejam presentes
somente quando necessario. O Trypanosoma,* o protozodrio
parasito que causa a doenga do sono africana, tem centenas de
genes que codificam glicoproteinas de superficie. Cada célula
do protozodrio liga somente um gene de glicoproteina por vez.
Como o sistema imune do hospedeiro destr6i parasitos que
possuem um determinado tipo de molécula de superficie, os
parasitos que expressam glicoproteinas de superficie diferentes
podem continuar a crescer.

Controle pré-transcricional

Dois mecanismos de controle genético, conhecidos como repres-
sdo e indugdo, regulam a transcrigio do mRNA e, consequen-
temente, a sintese de enzimas a partir dele. Esses mecanismos
controlam a formacéo e as quantidades de enzimas na célula, e
néo a atividade das enzimas.

Repressao

O mecanismo regulador que inibe a expressdo génica e dimi-
nui a sintese das enzimas é denominado repressdo. A repressio
normalmente é uma resposta a abundéncia de um produto fi-
nal de uma via metabdlica; ela causa uma redugéo na velocidade
da sintese das enzimas que levam a formagao daquele produto.
A repressdo é mediada por proteinas reguladoras, denominadas
repressoras, que bloqueiam a capacidade da RNA-polimerase de
iniciar a transcrigdo dos genes reprimidos. A condigdo-padrao
de um gene reprimivel é ligado.

Inducao

O processo que ativa a transcrigao de um gene ou genes ¢ a in-
dugao. Uma substancia que inicia a transcrigao de um gene ¢é
chamada de indutor, e as enzimas que sdo sintetizadas na pre-
senc¢a de indutores sao chamadas de enzimas indutiveis. Os ge-
nes requeridos para o metabolismo da lactose na E. coli sio um
exemplo bem conhecido de sistema indutivel. Um desses genes
codifica a enzima [3-galactosidase, que degrada o substrato lac-
tose em dois agucares simples, glicose e galactose. (P refere-se
ao tipo de ligacdo que une a glicose e a galactose.) Se a E. coli
é colocada em um meio onde a lactose néo estd presente, o or-
ganismo quase nao contém [3-galactosidase; contudo, quando a
lactose é adicionada ao meio, as células bacterianas produzem
grande quantidade da enzima. Na célula, a lactose é convertida
no composto relacionado, alolactose, que é o indutor desses ge-
nes; assim, a presenca de lactose induz a célula indiretamente a
sintetizar mais enzima. A circunstincia-padrdo de um gene in-
dutivel ¢ desligado.

O modelo éperon de expressao génica

Os detalhes do controle da expressao génica por indugio e re-
pressdo siao descritos pelo modelo éperon, formulado na dé-
cada de 1960 por Frangois Jacob e Jacques Monod. O modelo
mostra a indugdo de enzimas do catabolismo da lactose em
E. coli. Além da B-galactosidase, essas enzimas incluem a lac
permease, que estd envolvida no transporte de lactose para den-

*N. de R.T. No Brasil, este género de protozodrio é importante por ser o
causador da Doenga de Chagas.
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Genética microbiana

Rastreando o virus do Oeste do Nilo

No verdo de 1999, o Departamento de Satde
da Cidade de Nova York identificou um grupo
de seis pacientes que apresentava encefalite.
Paralelamente, autoridades de saude locais
observaram um au-
mento nas taxas de
mortalidade entre os
passaros da cidade
de Nova York. Ne-
nhuma bactéria foi
cultivada do sangue
ou do liquido cere-
brospinal dos pa-
cientes. Virus trans-
missiveis por
mMOsquitos sao uma
causa provavel de
encefalite asséptica
durante o verdo.

Os arbovirus, virus transmissiveis por artrépo-
des, sao disseminados entre hospedeiros ver-
tebrados suscetiveis por artrépodes hematé-
fagos, como os mosquitos.

Em seguida, foi realizado um sequen-
ciamento do acido nucleico de amostras
isoladas de passaros nos Centers for Disease
Control and Prevention (CDC). A comparagao
das sequéncias de acidos nucleicos obtidas
com sequéncias depositadas em bases de
dados indicou que os virus eram intimamen-
te relacionados ao virus do Oeste do Nilo

Virus do Oeste do Nilo
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Italia
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(WNV, de West Nile virus), que nunca havia
sido isolado no hemisfério ocidental.

Em 2007, 0o WNV foi encontrado em
passaros em todos os Estados, a excecdo do
Alasca e do Haval.
Em 2009, 0 CDC
considerou o virus
do Oeste do Nilo en-
démico nos Estados
Unidos.

Este flavivirus
do Velho Mundo foi
isolado pela primeira
vezem 1937, no
distrito do Oeste do
Nilo, em Uganda.

No inicio da década
de 1950, os cientistas
identificaram surtos
de encefalite pelo WNV em seres humanos
no Egito e em Israel. Inicialmente considerado
um arbovirus de pouca importancia, o WNV
emergiu como um importante problema de
salde publica e veterindria no sul da Europa,
na bacia do Mediterraneo e na América do
Norte.

Pesquisadores analisaram o genoma
do virus em busca de pistas sobre sua disse-
minacao ao redor do mundo. O genoma dos
flavivirus consiste em um RNA de fita simples,
senso positivo, composto por 10.948 pares
de bases. (O RNA senso positivo pode atuar

A
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como mRNA e ser traduzido.) O virus adquiriu
diversas mutacoes e os pesquisadores estao
em busca de pistas nessas mutacoes para
determinar a trajetdria desse virus.

1.

Utilizando as por¢des dos genomas
(mostradas abaixo) que codificam pro-
teinas virais, vocé pode determinar o
quanto estes virus sao similares? Vocé
consegue entender a sua disperséo ao
redor do mundo?

Determine os aminoacidos codifi-
cados e agrupe os virus com base
na porcentagem de similaridade
com a amostra Uganda.

Com base nos aminoacidos, existem
dois grupos denominados clados.

Vocé consegue identificar esses
dois grupos?

As amostras da América do Norte e da
Australia acumularam mais mutagoes,
por isso, devem ser mais recentes.

Calcule a porcentagem de dife-
renca entre os nucleotideos para
determinar como os virus estao
relacionados dentro do seu clado.

Embora possam ser observados
grupos ou clados geneticamente rela-
cionados, a disseminacéo real do virus
permanece indefinida.

Fonte: adaptado de dados do CDC.
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tro da célula, e a transacetilase, que metaboliza outros dissaca-
rideos que nao a lactose.

Os genes para as trés enzimas envolvidas na captagio e na
utilizagdo da lactose estdo em sequéncia no cromossomo bacte-
riano e sdo regulados em conjunto (Figura 8.12). Esses genes, que

determinam as estruturas de proteinas, sdo denominados genes es-
truturais, para diferencia-los de uma regido controladora adjacen-
te no DNA. Quando a lactose é introduzida no meio de cultura,
os genes estruturais lac sao todos transcritos e traduzidos rapida
e simultaneamente. Veremos agora como ocorre essa regulago.
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Operon

Regiao de ]
controle Genes estruturais
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DNA Y§——-.=.- WK
Gene Promotor Operador
regulador

o Estrutura do 6peron. O éperon consiste em um sitio
promotor (P) e um sitio operador (O) e em genes
estruturais que codificam para a proteina em questéo.
O dperon é regulado pelo produto do gene regulador (/).

RNA-polimerase

|
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YE== EIF—SO(

Transcrigao l

mRNA Proteina
repressor % repressora
ativa
Traducao

M

e Repressor ativo, 6peron desligado. A proteina repressora liga-se
ao operador, impedindo a transcri¢gao do éperon.

_
—
|

l l Transcri¢cao

e e OPTON

l Traducao
T Transacetilase

Permease

Proteina
repressor:
inativa

Alolactose
(indutor) \ ?
¥ T

p-Galactosidase

o Repressor inativo, 6peron ligado. Quando o indutor alolactose se liga
a proteina repressora, o repressor inativado ndo pode mais bloquear a

transcrigdo. Os genes estruturais sao transcritos, resultando na produgao

das enzimas necessarias para o catabolismo da lactose.

Figura 8.12 Um éperon indutivel. Asenzimas que degradamalac-
tose sdo produzidas na presenca da lactose. Em E. coli, os genes para
as trés enzimas estdo no 6peron lac. A 3-galactosidase é codificada
pelo gene lacZ. O gene lacY codifica a lac permease e o lacA codifi-
ca a transacetilase, cuja funcdo no metabolismo da lactose ainda é
incerta.

m O que promove a transcricdo de uma enzima indutivel?

Na regido de controle do dperon lac ha dois segmentos de
DNA relativamente curtos. Um, o promotor, é o segmento onde
a RNA-polimerase inicia a transcri¢ao. O outro é o operador,
que atua como um semaforo de transito, sinalizando para parar

ou prosseguir com a transcri¢do dos genes estruturais. Um con-
junto de sitios operadores e promotores e os genes estruturais
que eles controlam definem um 6peron; portanto, a combina¢io
dos trés genes estruturais lac e as regides de controle adjacentes é
denominada éperon lac.

Um gene regulador, denominado gene I, codifica uma pro-
teina repressora que liga ou desliga os 6perons indutiveis e re-
pressiveis. O dperon lac é um Operon indutivel (ver Figura 8.12).
Na auséncia da lactose, a proteina repressora liga-se fortemente
ao sitio do operador, prevenindo a transcri¢io. Se a lactose esta
presente, o repressor liga-se ao metabdlito da lactose, em vez de
se ligar ao sitio operador, e as enzimas que degradam a lactose
sdo transcritas.

Nos éperons repressiveis, os genes estruturais siao
transcritos até que sejam desligados (Figura 8.13). Os genes
para as enzimas envolvidas na sintese do triptofano sao regu-
lados desse modo. Os genes estruturais sao transcritos e tra-
duzidos, levando a sintese do triptofano. Quando um excesso
de triptofano esta presente, ele atua como um correpressor,
ligando-se a proteina repressora. A proteina repressora pode,
entdo, ligar-se ao operador, interrompendo a sintese adicional
de triptofano.

TESTE SEU CONHECIMENTO

1~ Utilize a via metabdlica abaixo para responder as questoes
que se seguem. 8-6

enzimaa enzima b

Substrato A ——> Intermediario 8 ——> Produto final C

a. Seaenzimaa é indutivel e ndo esta sendo sintetizada
no presente momento, uma proteina (1)
deve estar firmemente ligada ao sitio (2)
Quando o indutor esta presente, ele se ligara ao
(3) de modo que (4)
possa ocorrer.

b. Se aenzima a é reprimivel, o produto final C, chamado de

(Mm___, promovealigagdo da (2) ao
(3) . O que causa a desrepressao?
Regulacao positiva

A regulagao do dperon da lactose também depende do nivel de
glicose no meio, que, por sua vez, controla o nivel intracelular
da pequena molécula AMP ciclico (cAMP), uma substincia
derivada do ATP que atua como um sinal de alarme celular.
As enzimas que metabolizam a glicose sdo constitutivas e as
células crescem em sua velocidade mdxima, tendo a glicose
como sua fonte de carbono, pois podem utilizd-la de modo
mais eficiente (Figura 8.14). Quando a glicose ndo estd mais
disponivel, o cAMP se acumula na célula. O cAMP se liga ao
sitio alostérico da proteina ativadora catabélica (CAP, de ca-
tabolic activator protein). A CAP liga-se, entao, ao promotor
lac, que inicia a transcrigao, facilitando a ligacdo entre a RNA-
-polimerase e o promotor. Portanto, a transcri¢ao do 6peron
lac requer tanto a presenca de lactose quanto a auséncia de
glicose (Figura 8.15).
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o Estrutura do 6peron. O éperon consiste em um sitio
promotor (P) e um sitio operador (O) e em genes
estruturais que codificam para a proteina em questéo.
O dperon é regulado pelo produto do gene regulador (/).
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repressor o
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mRNA
Traducao

Polipeptideos
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sintese do triptofano

u *Proteina
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e Repressor inativo, 6peron ligado. O repressor esta
inativo e a transcricéo e a tradugao prosseguem,
levando a sintese do triptofano.

IP E D C B A

L
\

Proteina
repressora
ativa

Triptofano
(correpressor)

e Repressor ativo, 6peron desligado. Quando o correpressor
triptofano liga-se a proteina repressora, o repressor ativado
liga-se ao operador, impedindo a transcri¢gao do éperon.
Figura 8.13 Um 6peron reprimivel. O triptofano, um aminoacido,
é produzido por enzimas anabdlicas codificadas por cinco genes es-
truturais. O acimulo de triptofano reprime a transcrigao desses genes,
impedindo a sintese adicional de triptofano. O 6peron trp de E. coli é
mostrado aqui.

m O que promove a transcricao de uma enzima reprimivel?

O cAMP ¢é um exemplo de alarmona, um sinal de alar-
me quimico que promove a resposta celular ao estresse ambien-
tal ou nutricional. (Nesse caso, o estresse ¢ a falta de glicose.)
O mesmo mecanismo envolvendo o cAMP permite que a célula
utilize outros agucares. A inibigdo do metabolismo das fontes
alternativas de carbono pela glicose ¢ denominada repressao
catabolica (ou efeito glicose). Quando a glicose estd disponivel,
o nivel de cAMP na célula é baixo e, consequentemente, a CAP
ndo esta ligada.

Controle epigenético

Células eucarioticas e bacterianas podem desligar genes através
da metilagdo de determinados nucleotideos - isto é, pela adi¢ao
de um grupo metil (—CH,). Os genes metilados (desligados) sio
transferidos as células-filhas. Ao contrario das mutagoes, isso nao
é permanente e os genes podem ser religados em uma geragéo
futura. Isso é chamado de heranga epigenética (epigenética = em
genes). A epigenética pode explicar por que as bactérias se com-
portam de maneira diferente em biofilmes (ver quadro na p. 54).

Controle pos-transcricional

Alguns mecanismos reguladores interrompem a sintese pro-
teica apds a transcri¢cao. Moléculas de RNA de fita simples de
aproximadamente 22 nucleotideos, chamadas de microRNAs
(miRNAs), inibem a produ¢io de proteinas em células euca-
ridticas. Em seres humanos, os miRNAs produzidos durante o

(a) As bactérias crescem
mais rapidamente utilizando
a glicose como Unica fonte
de carbono do que quando
utilizam a lactose.

Glicose

Lactose

Logyy do niimero de células —»

Tempo

(b) Bactérias crescendo em
um meio contendo glicose e
lactose inicialmente
consomem a glicose e, em
seguida, apés uma curta fase
lag, consomem a lactose.
Durante a fase lag, o cAMP

Toda a glicose
é consumida

v

Lactose é

Glicose é utilizada

- ~
utilizada / Fase

lag

intracelular aumenta, o
dperon lac é transcrito, mais
lactose é transportada para a
célula, e a -galactosidase é

sintetizada para degradar a
lactose.

Log, do numero de células ——

Tempo
Figura 8.14 Velocidade de crescimento da bactéria E. coli utilizan-
do glicose e lactose.

ﬂ Quando glicose e lactose estdo presentes, por que as células
utilizam primeiro a glicose?
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(a) Lactose presente, glicose escassa (alto nivel de cAMP). Se a
glicose esta escassa, o alto nivel de cAMP ativa a CAP e o 6peron
lac produz grandes quantidades de mRNA para a digestédo da lactose.

Promotor
lacl / \ lacZ
DNA -
- L Operador
Sitio de ligacao A RNA-
a CAP -polimerase

nao pode se ligar

J Repressor

CAP lac inativo
inativa
(b) Lactose presente, glicose presente (baixo nivel de cAMP).

Quando a glicose esta presente, o cCAMP esté escasso e a CAP
é incapaz de estimular a transcrigéo.

Figura 8.15 Regulacao positiva do operon lac.

ﬁ A transcricdo do 6peron lac ocorre na presenca de lactose e
glicose? E na presenca de lactose e na auséncia de glicose? E na
presenca de glicose e na auséncia de lactose?

desenvolvimento permitem que diferentes células produzam di-
ferentes proteinas. As células do coragio e as células da pele tém
os mesmos genes, porém as células de cada 6rgao produzem di-
ferentes proteinas, devido aos miRNAs produzidos em cada tipo
de célula durante o desenvolvimento. Em bactérias, RNAs curtos
similares possibilitam que a célula enfrente estresses ambientais,
como baixas temperaturas ou danos oxidativos. Um miRNA
se pareia com um mRNA complementar, formando um RNA
dupla-fita. Esse RNA dupla-fita é enzimaticamente degradado,
de modo que a proteina codificada pelo mRNA nio é produzida
(Figura 8.16). A agdo de outro tipo de RNA, o siRNA, é similar e
serd discutida na pagina 251.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»* Qual o papel do cAMP na regulacédo da expressao génica?
8-7
1 Como o miRNA interrompe a sintese proteica? 8-8

Alteracoes no material genético

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-9 Classificar as mutagoes por tipo.

8-10 Descrever duas maneiras pelas quais as mutacoes
podem ser reparadas.

8-11 Descrever o efeito dos mutagenos sobre a taxa de
mutacao.

8-12 Delinear os métodos de selecdo direta e indireta de
mutantes.

8-13 Identificar a finalidade e descrever a metodologia do
teste de Ames.

O DNA de uma célula pode ser alterado por meio de mutagoes e
transferéncia horizontal de genes. Mudangas no DNA resultam
em variagOes genéticas que podem impactar a fungdo microbia-
na (p. ex., formagio de biofilme, patogenicidade e resisténcia a
antibioticos). A sobrevivéncia e a reprodug¢do das bactérias com
um novo gendtipo podem ser favorecidas por ambientes naturais
e influenciadas por seres humanos, e resultam em uma enorme
diversidade de microrganismos. A sobrevivéncia de novos geno-
tipos é chamada de sele¢ao natural.

DNA

do miRNA.

|
l o Ocorre a transcri¢do

© © miRNA se liga a0 mRNA-alvo,
que apresenta pelo menos seis
bases complementares.

miRNA

Figura 8.16 Os microRNAs controlam uma ampla variedade de
atividades nas células.

ﬁ Em mamiferos, alguns miRNAs se hibridizam com RNA viral.
O que aconteceria se uma mutagao ocorresse no gene do miRNA?
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i l o Quando o mRNA ¢ transcrito a l l Transcricao
partir do DNA contendo esta
substituicdo, é produzido um cédon
UG U m m que, durante a tradugao, codifica UG U UG
mMRNA priiemiiong um aminodcido diferente: uma
tirosina, em vez de uma cisteina.
i l l l Tradugédo
Aminoacidos
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Figura 8.17 Substituicoes de bases. Essa mutacdo leva a producdo de uma proteina alterada em uma célula-neta.

ﬁ Uma substituicao de base sempre resulta em um aminoacido diferente?

Mutacao

A mutagao é uma alteragdo permanente na sequéncia de bases
do DNA. Essa alteragdo, muitas vezes, poderd acarretar uma mu-
danga no produto codificado pelo gene em questdo. Por exem-
plo, quando o gene para uma enzima sofre mutagdo, a enzima
codificada pelo gene pode se tornar inativa ou menos ativa, pois
sua sequéncia de aminodcidos foi alterada. Essa alteragdo no ge-
noétipo pode ser desvantajosa, ou mesmo letal, se a célula perder
uma caracteristica fenotipica de que ela necessita. Contudo, uma
mutagao pode ser benéfica se, por exemplo, a enzima alterada
codificada pelo gene mutante tiver uma atividade nova ou inten-
sificada que beneficie a célula.

Tipos de mutagdes

Muitas mutagdes simples sdo silenciosas (neutras); a alteracdo
na sequéncia de bases do DNA nio causa alteragdes na ativi-
dade do produto codificado pelo gene. As mutagdes silenciosas
comumente ocorrem quando um nucleotideo é substituido por
outro no DNA, em especial em uma localizagao correspondente
a terceira posi¢do do cddon do mRNA. Devido a degeneragao do
codigo genético, o novo cddon resultante ainda pode codificar o
mesmo aminodcido. Ainda que um aminodcido seja alterado, a
funcdo da proteina pode ndo se modificar se 0 aminodcido nao
estiver em uma por¢ao vital da proteina, ou for muito semelhan-
te quimicamente ao aminodacido original.

O tipo mais comum de mutag¢do envolvendo um tnico par
de bases é a substitui¢do de bases (ou mutagdo pontual), em que
uma tnica base em um ponto na sequéncia do DNA ¢ substitui-
da por uma base diferente. Quando o DNA se replica, o resultado
¢ a substituicdo de um par de bases (Figura 8.17). Por exemplo,
AT pode ser substituido por GC, ou CG por GC. Se a troca de
bases ocorrer dentro de um gene que codifica uma proteina, o
mRNA transcrito a partir do gene transportard uma base incor-
reta naquela posi¢ao. Quando o mRNA ¢ traduzido em proteina,
abase incorreta pode causar a inser¢ao de um aminodacido incor-
reto na proteina. Se a substitui¢do de base resultar na substitui-
¢80 de um aminodcido na proteina sintetizada, essa alteragio no
DNA ¢ conhecida como mutagio de troca de sentido (missense)
(Figura 8.18a e Figura 8.18b).

Os efeitos dessas mutagdes podem ser drésticos. Por
exemplo, a anemia falciforme é causada por uma tnica alte-
ragdo no gene da globina, o componente proteico da hemo-
globina. A hemoglobina ¢ responsavel principalmente pelo
transporte de oxigénio dos pulmdes aos tecidos. Uma unica
alteragdo de um A para um T em um sitio especifico resulta na
mudanga de um 4cido glutdmico para uma valina na proteina.
Isso faz a molécula de hemoglobina alterar a sua forma em con-
di¢des de baixo oxigénio, o que, por sua vez, altera a morfologia
das hemidcias. As hemdcias deformadas ndo se movem bem nos
capilares e podem restringir o fluxo sanguineo, causando danos
a0s 0rgdos.



220  PARTEI Fundamentos de microbiologia
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(c) Mutacéao sem sentido
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(d) Mutacao de fase de leitura

Figura 8.18 Tipos de mutacgées e seus efeitos nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas.

ﬁ O que aconteceria se a base 9 em (a) fosse alterada para
uma C?

Ao criar um cédon de término (sem sentido, ou nonsense)
no meio de uma molécula de mRNA, algumas substitui¢des de
base impedem efetivamente a sintese de uma proteina funcio-
nal completa; somente um fragmento ¢ sintetizado. Assim, uma
substituicdo de base que resulta em um cédon sem sentido é de-
nominada muta¢ao sem sentido (Figura 8.18c).

Além das mutagoes de pares de bases, existem também al-
teragdes no DNA, denominadas mutagdes de troca de fase de
leitura (frameshift), em que um ou alguns pares de nucleotideos
sao removidos ou inseridos no DNA (Figura 8.18d). Essas muta-
¢oes podem alterar a “fase de leitura da tradugao’, isto é, os agru-
pamentos de trés nucleotideos reconhecidos como cédons pelo

tRNA durante a tradugio. Por exemplo, a dele¢ao de um par de
nucleotideos no meio de um gene causa alteragdes em muitos
aminodcidos a jusante do local da mutagao original. As muta-
¢oes de troca de fase de leitura quase sempre resultam em uma
longa sequéncia de aminoécidos alterados e na produg¢do de uma
proteina inativa a partir do gene que sofreu mutagdo. Na maioria
dos casos, um cdédon sem sentido serd finalmente encontrado, e
assim, encerrard a tradugao.

Ocasionalmente, ocorrem mutagdes em que nimeros
significativos de bases sdo adicionados (inseridos) em um gene.
A doenga de Huntington, por exemplo, ¢ um distirbio neurolo-
gico progressivo causado por bases extras inseridas em um gene
especifico.

As substituicoes de base e as mutagdes de troca de fase de
leitura podem ocorrer espontaneamente devido a erros ocasio-
nais realizados durante a replicagio do DNA. Essas mutagdes
espontineas aparentemente ocorrem na auséncia de quaisquer
agentes causadores de mutagdes.

TESTE SEU CONHECIMENTO
»» Como uma mutagao pode ser benéfica? 8-9

Mutagenos
Mutagenos quimicos

Agentes no ambiente, como certas substancias quimicas e a ra-
diagio, que produzem mutagdes direta ou indiretamente, sdo de-
nominadas mutdgenos. No mundo microbiano, determinadas
mutagdes resultam na resisténcia a antibioticos (ver quadro no
Capitulo 26, p. 756).

Uma das muitas substancias quimicas sabidamente muta-
génica é o acido nitroso. A Figura 8.19 mostra como a exposi-
¢30 do DNA ao 4cido nitroso pode converter a base adenina, de
forma que ela se pareie com a citosina, em vez de com a timina
usual. Quando o DNA contendo essas adeninas modificadas se
replica, uma molécula-filha do DNA tera uma sequéncia de pa-

Caso clinico

O DNA de uma pessoa pode sofrer mutagdes. Um nucleoti-
deo inadequado no DNA produz uma mutacado, que pode
alterar a funcao do gene. O cancer é um crescimento celular
anormal provocado por mutagoes. Essas mutagdes podem
ser hereditérias.

No carro, Marcel e sua esposa, Janice, rumam do consul-
tério médico para casa, enquanto recapitulam o histérico fa-
miliar de Marcel. O irmao de Marcel, Robert, faleceu de cancer
de colo hd 10 anos, mas Marcel sempre foi a imagem da satde.
Mesmo aos 70 anos, ele nunca pensou em se aposentar de sua
churrascaria em Memphis, nos Estados Unidos, restaurante em
que ele era sdcio de seu irmao até o dbito de Robert.

Quais fatores podem ter contribuido para o cancer de
colo de Marcel?
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(a) O nucleosideo adenosina normalmente se
pareia através de ligagdes de hidrogénio com um
oxigénio e um hidrogénio de um nucleotideo
timina ou uracila.

O GCTGTA
—2>
LR X1-EEE

DNA parental normal DNA parental alterado

(b) A adenina alterada se pareia com uma citosina,
em vez de com uma timina.

OH H H

Replicagao

A adenina alterada realizara o pareamento com
ligagbes de hidrogénio com um hidrogénio e um
nitrogénio de um nucleotideo citosina.

DNA-filho normal

GOgTGTA

CGcACAT

DNA-neto mutado

GoggaeTA
goleht
GlcggaTaA

e

DNA-filho alterado

Replicagdo

GClgacTA

\ @GH@AT

DNA-neto alterado

Figura 8.19 A oxidagao de nucleotideos produz um mutageno. O acido nitroso emitido no ar pela queima dos combustiveis fésseis oxida a

adenina.

ﬁ O que é um mutageno?

res de bases diferente do DNA parental. Por fim, alguns pares de
bases AT da célula-mae serdo alterados para pares de bases GC
na célula-neta. O dcido nitroso realiza uma alteragdo de pares de
bases especifica no DNA. Assim como todos os mutagenos, ele
altera 0 DNA em localizagdes aleatorias.

Outro tipo de mutdgeno quimico ¢ o andlogo de nucleo-
sideo. Essas moléculas sdo estruturalmente similares as bases ni-
trogenadas normais, mas possuem propriedades de pareamento
de bases levemente alteradas. Exemplos, como a 2-aminopurina
e a 5-bromouracila, sio mostrados na Figura 8.20. Quando os
analogos de nucleosideo sao oferecidos as células em crescimento,
eles sdo incorporados aleatoriamente no DNA celular no lugar das
bases normais. Entéo, durante a replicagdo do DNA, os analogos
causam erros no pareamento de bases. As bases incorretamen-
te pareadas serdo copiadas durante a replicagdo subsequente do
DNA, resultando em substitui¢oes de pares de bases nas células da
progénie. Alguns formacos antivirais e antitumorais sdo analogos
a nucleosideos, incluindo a AZT (azidotimidina), um dos princi-
pais firmacos utilizados no tratamento da infecgao pelo HIV.

Ainda, outros mutdgenos quimicos causam pequenas de-
le¢es ou inser¢des, que podem resultar em mutagdes de fase de
leitura. Por exemplo, em certas condi¢des, o benzopireno, que
estd presente na fumaca e na fuligem, é um mutdgeno de troca de
fase de leitura efetivo. A aflatoxina — produzida por Aspergillus
flavus, um bolor que cresce em amendoins e graos — é um mu-

Base nitrogenada normal

Analogo

CH,OH

Nucleosideo adenina

Nucleosideo 2-aminopurina

(a) A 2-aminopurina é incorporada ao DNA no lugar de uma adenina,
mas pode se parear com uma citosina, de forma que um par AT se torna
um par CG.

CH,OH

OH H

CHj
Nucleosideo timina

Nucleosideo 5-bromouracila

(b) A 5-bromouracila é utilizada como droga anticancer, pois ela é confundida
com a timina pelas enzimas celulares, mas se pareia com a citosina. Na
préxima replicagao do DNA, um par AT se torna um par GC.

Figura 8.20 Analogos de nucleosideos e as bases nitrogenadas
que eles substituem. Um nucleosideo é fosforilado e o nucleotideo
resultante é utilizado na sintese de DNA.

ﬁ Por que esses farmacos destroem as células?
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Luz ultravioleta

o A exposicao a luz ultravioleta
induz a formacéo de ligacdes
cruzadas entre timinas vizinhas,
gerando um dimero de timina e
alterando o pareamento normal

Dimero de timina
e de bases.

U sl
A M

e Uma endonuclease cliva o
DNA e uma exonuclease

m m remove o DNA danificado.

N DNA
/ ovo e A DNA-polimerase preenche
a lacuna sintetizando um novo

U DNA, utilizando a fita intacta
m m como molde.

o A DNA-ligase veda a lacuna
restante unindo o DNA novo
e o DNA antigo.

Figura 8.21 A criagao e o reparo de um dimero de timina causa-
do por luz ultravioleta. Apos exposicao a luz UV, timinas vizinhas
formam ligagées cruzadas, resultando em um dimero de timina.
Na auséncia de luz visivel, o mecanismo de reparo por excisao de nu-
cleotideos é utilizado em uma célula para reparar o dano.

m Como as enzimas de reparo “sabem” qual é a fita incorreta?

tdgeno de troca de fase de leitura, assim como os corantes de
acridina utilizados experimentalmente contra infecgdes por her-
pes-virus. Os mutagenos de troca de fase de leitura geralmente
possuem o tamanho e as propriedades quimicas corretos para
se inserir entre os pares de base da dupla-hélice de DNA. Eles
podem funcionar deslocando levemente as duas fitas do DNA,
deixando um intervalo ou uma protuberéncia em uma das fitas.

Quando as fitas de DNA deslocadas sao copiadas durante a sinte-
se de DNA, uma ou mais bases podem ser inseridas ou deletadas
no novo DNA de dupla-fita. De modo interessante, mutdgenos
de troca de fase de leitura frequentemente sdo agentes canceri-
genos potentes.

Radiacao

Os raios X e os raios gama sao formas de radiagdo que sao mu-
tagenos potentes, devido a sua capacidade de ionizar dtomos e
moléculas. Os raios penetrantes da radiagio ionizante fazem os
elétrons saltarem de suas camadas habituais (ver Capitulo 2).
Esses elétrons bombardeiam outras moléculas e causam mais
dano, e muitos dos ions e radicais livres resultantes (fragmen-
tos moleculares com elétrons ndo pareados) sdo altamente rea-
tivos. Alguns desses fons oxidam bases no DNA, resultando em
erros na replicacio e no reparo do DNA que produzem mutagdes
(ver Figura 8.19). Uma consequéncia ainda mais grave ¢ a rup-
tura das liga¢des covalentes no arcabougo de agtcar-fosfato do
DNA, que causa rupturas fisicas nos cromossomos.

Outra forma de radiagdo mutagénica é a luz ultraviole-
ta (UV), um componente nao ionizante da luz solar comum.
Contudo, o componente mais mutagénico da luz UV (compri-
mento de onda de 260 nm) é retido pela camada de ozo6nio da
atmosfera. O efeito mais importante da luz UV direta sobre o
DNA ¢ a formagido de ligagdes covalentes nocivas entre bases
pirimidicas. As timinas adjacentes em uma fita de DNA podem
fazer ligagdes cruzadas, formando dimeros de timina. Esses
dimeros, a menos que reparados, podem causar graves danos
ou morte celular, pois a célula ndo pode transcrever ou replicar
corretamente este DNA.

As bactérias e outros organismos tém enzimas que podem
reparar o dano induzido pela luz ultravioleta. As fotoliases, tam-
bém conhecidas como enzimas de reparo em presenga da luz, uti-
lizam energia da luz visivel para separar o dimero novamente nas
duas timinas originais. O reparo por excisao de nucleotideos,
mostrado na Figura 8.21, ndo ¢é restrito ao dano induzido por
luz UV; ele também pode reparar as mutagoes de outras causas.
As enzimas retiram as bases incorretas e preenchem o intervalo
com DNA recém-sintetizado, que é complementar a fita correta.
Por muitos anos, bi(’)logos questionaram como a base incorreta
poderia ser distinguida da base correta se esta ndo era fisicamen-
te distorcida como um dimero de timina. Em 1970, Hamilton
Smith respondeu a essa questdo com a descoberta das metilases.
Essas enzimas adicionam um grupo metil as bases selecionadas
imediatamente apos a produgio da fita de DNA. Uma endonu-
clease de reparo, entdo, cliva a fita ndo metilada.

A exposi¢ao a luz UV em seres humanos, como no bron-
zeamento excessivo, provoca a formagao de um grande nimero
de dimeros de timina nas células da pele. Os dimeros nio repa-
rados podem resultar em cancer de pele. Os seres humanos que
tém xeroderma pigmentoso, condi¢do hereditdria que resulta em
aumento da sensibilidade a luz UV, possuem um defeito no repa-
ro por excisdo de nucleotideos; consequentemente, eles tém um
risco maior de cancer de pele.
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A frequéncia de mutacao

A taxa de mutagéo ¢é a probabilidade de um gene sofrer muta-
¢do quando a célula se divide. A taxa normalmente é apresentada
como uma poténcia de 10 e, como as muta¢des sdo muito raras,
o0 expoente ¢ sempre um numero negativo. Por exemplo, se existe
uma chance em um milhdo de um gene sofrer muta¢io quando
a célula se divide, a taxa de mutagado é de 1/1.000.000, a qual é
expressa como 10°°. Erros espontineos na replicacio do DNA
ocorrem em taxas muito baixas, talvez apenas em um em cada
10° pares de bases replicados (taxa de mutacio de uma em um
bilhdo). Como um gene médio tem cerca de 10° pares de bases,
a taxa de mutagio espontinea ¢ de cerca de uma a cada 10° (um
milhdo) genes replicados.

As mutagoes normalmente ocorrem de modo relativa-
mente aleatério ao longo de um cromossomo. A ocorréncia de
mutagdes aleatérias em baixa frequéncia é um aspecto essen-
cial da adaptacdo das espécies ao seu ambiente, pois a evolugao
requer que a diversidade genética seja gerada aleatoriamente e
em taxas reduzidas. Por exemplo, em uma populagdo bacteriana
de tamanho significativo - digamos, maior que 10" células - al-
gumas novas células mutantes sempre serdo produzidas a cada
geragdo. A maioria das mutagdes é nociva e suscetivel de ser re-
movida do conjunto de genes quando a célula individual morre,
ou quando sdo neutras. Contudo, algumas mutagdes podem ser
benéficas. Por exemplo, uma muta¢do que confere resisténcia aos
antibidticos é benéfica a uma populagdo de bactérias que seja re-
gularmente exposta a antibidticos. Uma vez que essa caracteristi-
ca tenha surgido por mutagio, as células que transportam o gene
mutado tém uma maior probabilidade de sobreviver e se repro-
duzir, contanto que o ambiente permane¢a 0 mesmo. Em pouco
tempo, a maioria das células na populagao tera o gene; uma alte-
racdo evolutiva terd ocorrido, embora em pequena escala.

Um mutdgeno geralmente aumenta a taxa de mutacdo
espontanea, que ¢ de cerca de uma a cada 10° genes replicados,
por um fator de 10 a 1.000 vezes. Em outras palavras, na presen-
¢a de um mutégeno, a taxa normal de 10" ° mutagdes por gene
replicado torna-se uma taxa de 10" a 10> por gene replicado.
Os mutagenos sao usados experimentalmente para aumentar a
producio de células mutantes, para a utilizagdo em pesquisas
sobre as propriedades genéticas dos microrganismos e para ob-
jetivos comerciais.

TESTE SEU CONHECIMENTO
1 Como as mutagdes podem ser reparadas? 8-10
1 Como os mutagenos afetam a taxa de mutacao? 8-11

Identificando mutantes

Os mutantes podem ser detectados por sele¢do ou teste para um
fenotipo alterado. Independentemente da utilizagdo de um mu-
tageno, as células mutantes com mutagdes especificas sempre se-
rdo raras, comparadas a outras células na populag¢do. O problema
¢ detectar esse evento raro.

Os experimentos geralmente sao realizados com bactérias,
pois elas se reproduzem rapidamente; assim, um grande nime-

ro de organismos (mais de 10° por mililitro de caldo nutriente)
pode facilmente ser utilizado. Além disso, como as bactérias, em
geral, tém apenas uma copia de cada gene por célula, os efeitos de
um gene mutado nao sdo mascarados pela presenga de uma ver-
sdo normal do gene, como em muitos organismos eucaridticos.

A sele¢io positiva (direta) envolve a detecgdo das células
mutantes pela rejeicdo das células parentais ndo mutadas. Por
exemplo, suponha que estivéssemos tentando descobrir bactérias
mutantes resistentes a penicilina. Quando as células bacterianas
sdo plaqueadas em um meio contendo penicilina, o mutante
pode ser identificado diretamente. As poucas células na popula-
¢d0 que sdo resistentes (mutantes) crescerdo e formarao colonias,
ao passo que as células parentais normais, sensiveis a penicilina,
ndo poderio crescer.

Para identificar mutagdes em outros tipos de genes, a se-
legao negativa (indireta) pode ser usada. Esse processo selecio-
na uma célula que nio pode realizar certa fung¢ao, utilizando a
técnica de placas em réplica. Por exemplo, suponha que dese-
jassemos utilizar placas em réplica para identificar uma célula
bacteriana que perdeu a capacidade de sintetizar o aminoacido
histidina (Figura 8.22). Primeiro, cerca de 100 células bacte-
rianas sdo inoculadas em uma placa de dgar. Essa placa, deno-
minada placa mestre, contém um meio contendo histidina em
que todas as células crescerdo. Apos 18 a 24 horas de incubagao,
cada célula se reproduz para formar uma coldnia. Entdo, um ca-
rimbo de material estéril, como létex, papel filtro ou veludo, é
pressionado sobre a placa mestre, e algumas das células de cada
coldnia aderem-se ao veludo. A seguir, o veludo é pressionado
sobre duas (ou mais) placas estéreis. Uma placa contém um meio
sem histidina e a outra contém um meio com histidina em que
as bactérias originais, ndo mutantes, podem crescer. Qualquer
colonia que crescer no meio com histidina na placa mestre, mas
que ndo puder sintetizar sua propria histidina, ndo serd capaz de
crescer no meio sem histidina. A coldonia mutante pode, entao,
ser identificada na placa mestre. E claro que, como os mutan-
tes sdo muito raros (mesmo aqueles induzidos por mutagenos),
muitas placas precisam ser selecionadas com essa técnica para
isolar um mutante especifico.

A placa em réplica é um meio muito efetivo de isolar mu-
tantes que necessitam de um ou mais fatores novos de cresci-
mento. Qualquer microrganismo mutante com uma necessidade
nutricional que esteja ausente no parental é conhecido como
auxotrofico. Por exemplo, um organismo auxotréfico pode nio
ter a enzima necessdria para sintetizar um aminodcido especifico
e, portanto, necessita daquele aminodcido como fator de cresci-
mento em seu meio nutriente.

Identificando carcinégenos quimicos

Muitos mutdgenos conhecidos foram reconhecidos como carci-
ndgenos, substancias que causam cancer em animais, incluindo
os seres humanos. Nos tltimos anos, substincias quimicas no
ambiente, no local de trabalho e na dieta foram implicadas como
causa de cancer em seres humanos. Procedimentos de experi-
mentagdo animal sdo demorados e dispendiosos, assim algumas
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metodologias mais rdpidas e menos onerosas para uma triagem
preliminar de potenciais carcindgenos, que nao utilizam ani-
mais, foram desenvolvidas. Uma dessas, denominada teste de
Ames, utiliza bactérias como indicadores de carcindgenos.

O teste de Ames baseia-se na observagio de que a exposi-
¢do de bactérias mutantes a substancias mutagénicas pode causar
novas mutagdes que revertem o efeito (a alteragdo no fenédtipo)
da mutagdo original; essas mutagdes sdo chamadas de reversdes.
Especificamente, o teste mensura a reversao de auxotroficos para
histidina de Salmonella (as chamadas células his’, mutantes que
perderam a capacidade de sintetizar a histidina) em células ca-
pazes de sintetizar a histidina (his") apds tratamento com um
mutageno (Figura 8.23). As bactérias sdo incubadas tanto na
presenca quanto na auséncia da substancia a ser testada. Uma
vez que as enzimas animais devem ativar muitos quimicos em
formas que sdo quimicamente reativas para que a atividade mu-
tagénica ou carcinogénica aparega, a substancia quimica a ser
testada e as bactérias mutantes sdo incubadas junto com extrato
de figado de rato, uma fonte rica em enzimas de ativagdo. Se a
substincia a ser testada for mutagénica, ela provocard a reversdo
das bactérias his” em bactérias his” em uma taxa maior do que a
taxa de reversdo espontanea. O nimero de revertentes observa-
dos fornece uma indicagao do grau que uma substincia é muta-
génica e, assim, possivelmente carcinogénica.

Figura 8.22 Placas em réplica. Neste
exemplo, o mutante auxotréfico ndo pode
sintetizar histidina. As placas devem ser cui-
dadosamente marcadas (nesta figura, com
um X) para manter a orientacdo, de modo
que as posicoes das colonias sejam conheci-
das em relacdo a placa mestre original.

E O que é um auxotrofico?

e Células de cada coldnia
sao transferidas do veludo
para novas placas.

Placa de Petri
com meio sem
histidina

-
X

Caso clinico

Nem todas as mutagdes sdo hereditdrias; algumas séo induzi-
das por genotoxinas, isto &, substancias quimicas que danifi-
cam o material genético das células. Marcel ndo estd acima de
seu peso, faz questdo de passar algum tempo com a familia
e nunca fumou. Desde a década de 1970, os pesquisadores
estdo cientes de que pessoas que consomem carne cozida e
produtos derivados de carne s&o mais suscetiveis ao desenvol-
vimento de cancer de colo. As substancias quimicas suspeitas
de causarem cancer sdo aminas aromaticas, que se formam
durante o cozimento a altas temperaturas.

Marcel é proprietario de sua churrascaria em Memphis
ha mais de 50 anos. Ele é o tipo de empregador que coloca a
“mado na massa’ e estd sempre na cozinha supervisionando o
preparo dos pratos. Toda a sua carne de churrasco é submetida
ao calor alto e, entéo, assada a fogo lento durante horas. Marcel
é considerado um especialista nessa técnica, mas agora parece
que sua profisséo esté relacionada a sua doenca.

Qual teste pode ser utilizado para determinar se uma
substancia quimica é genotéxica?
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de sintetizar histidina
(dependentes de
histidina).

é adicionado somente
a amostra
experimental; extrato
de figado de rato (um
ativador) é
adicionado a ambas
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Placa-controle

o Cada amostra é vertida sobre o Os numeros de coldnias nas placas

uma placa contendo meio
sem histidina. As placas séo,
entdo, incubadas a 37°C por 2
dias. Apenas as bactérias cujo
fenétipo dependente de
histidina sofreu uma reversao
para o fenétipo capaz de
sintetizar histidina formarao

experimental e controle sdo comparados.

A placa-controle pode apresentar alguns
revertentes espontaneos capazes de
sintetizar histidina. As placas testadas
apresentardo um aumento no nimero de
revertentes capazes de sintetizar histidina se
a substancia quimica testada for, de fato, um
mutageno e potencial carcinégeno. Quanto

colénias.

Figura 8.23 O teste de mutacédo génica reversa de Ames.

ﬁ Todos os mutdgenos causam cancer?

O teste pode ser usado de muitas formas. Varios mutdge-
nos potenciais podem ser testados qualitativamente ao se colocar
as substancias quimicas individuais em pequenos discos de papel
em uma Unica placa inoculada com bactérias. O teste de Ames é
rotineiramente utilizado na avaliagdo de novas substancias qui-
micas e de poluentes do ar e da dgua.

Cerca de 90% das substancias que tiveram o seu papel mu-
tagénico evidenciado pelos testes de Ames também mostraram
ser carcinogénicas em animais. Do mesmo modo, as substancias
mais mutagénicas, de maneira geral, demonstraram-se as mais
carcinogénicas.

TESTE SEU CONHECIMENTO

1 Como vocé isolaria uma bactéria resistente a antibiéticos?
E uma bactéria sensivel a antibiéticos? 8-12

»* Qual o principio por tras do teste de Ames? 8-13

maior a concentragao de mutageno utilizada,
mais coldnias revertentes resultardo.

Transferéncia genética e
recombinacao

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-14 Diferenciar as transferéncias horizontal e vertical de

genes.

Comparar os mecanismos de recombinacdo genética
nas bactérias.

Descrever as fungdes de plasmideos e transposons.

A recombinagio genética refere-se a troca de genes entre duas
moléculas de DNA para formar novas combinag¢des de genes em
um cromossomo. A Figura 8.24 mostra um tipo de mecanismo
de recombinagdo genética. Se uma célula capturar DNA exdgeno
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@ 0 DNA de uma célula

\ DNA doador
se alinha com o DNA da
célula receptora. Cromossomo
Observe que ha uma receptor e

quebra no DNA doador.

e O DNA da célula doadora se alinha
com os pares de bases
complementares no cromossomo
receptor. Esse evento pode envolver
milhares de pares de bases.

Proteina RecA i

o A proteina RecA
catalisa a juncdo das
duas fitas.

o O resultado é que o cromossomo ¢
receptor contém o novo DNA.
Os pares de bases complementares
entre as duas fitas serao resolvidos
pela DNA-polimerase e pela ligase.
O DNA doador sera destruido. Agora,
o receptor pode ter um ou mais
novos genes.

Figura 8.24 Recombinagao genética por crossing over. DNA exd-
geno pode ser inserido em um cromossomo através da quebra e reli-
gamento deste cromossomo. Esse processo pode inserir um ou mais
genes no cromossomo. Uma fotografia da proteina RecA é mostrada
na Figura 3.11a, pagina 61.

ﬁ Que tipo de enzima quebra o DNA?

(chamado de DNA doador na figura), parte dele pode inserir-
-se no cromossomo da célula — processo denominado crossing
over (entrecruzamento) — e alguns dos genes carreados pelos
cromossomos serdo trocados. O DNA se recombinou, entio o
cromossomo carreia agora uma parte do DNA doador.

Se A e B representam o DNA de individuos diferentes,
como eles se aproximam um do outro o suficiente para se re-
combinarem? Em eucariotos, a recombinagao genética é um
processo ordenado, que normalmente ocorre como parte do ci-
clo sexuado do organismo. O crossing over geralmente ocorre
durante a formagao das células reprodutivas, de forma que elas
contém DNA recombinante. Em bactérias, a recombinagéo ge-
nética pode ocorrer de diversas formas, discutidas nas proximas
segoes.

Assim como a mu-
tagdo, a recombinac¢do
genética contribui para a
diversidade genética de
uma populagdo, que é a
fonte da variagdo evoluti-
va. Nos organismos altamente evoluidos, como nos micrébios
atuais, a recombinag¢do provavelmente é mais benéfica do que a
mutagio, j4 que a recombinago apresenta uma menor probabili-
dade de destruir a fungdo de um gene e pode reunir combinages
de genes que permitem ao organismo realizar uma nova fungao
importante.

A principal proteina que constitui os flagelos da
Salmonella também é uma das proteinas mais importantes que

J ASM: variagdes genéticas podem
L impactar fungdes microbianas
(p. ex., na formagdo de biofilmes,
patogenicidade e resisténcia a drogas).

induzem nosso sistema imune a responder. Contudo, essas bac-
térias tém a capacidade de produzir duas proteinas flagelares di-
ferentes. Como nosso sistema imune monta uma resposta contra
as células que contém uma forma da proteina flagelar, os orga-
nismos que produzem a segunda forma néo sdo afetados. O tipo
de proteina flagelar produzido é determinado por um evento de
recombinaqéo que, aparentemente, ocorre de modo um tanto
aleatorio no DNA cromossdmico. Portanto, ao alterar a proteina
flagelar produzida, a Salmonella pode evitar as defesas do hos-
pedeiro.

A transferéncia vertical de genes ocorre quando os ge-
nes sdo passados de um organismo para seus descendentes.
As plantas e os animais transmitem seus genes por essa forma de
transmissdo. As bactérias podem passar seus genes nio somente
para seus descendentes, mas também lateralmente, para outros
microbios da mesma geragao. Esse fendmeno é conhecido como
transferéncia horizontal de genes (ver Figura 8.2). A transfe-
réncia horizontal de genes entre bactérias ocorre de diversas
formas. Em todos os mecanismos, a transferéncia envolve uma
célula doadora, que doa parte de seu DNA total a uma célula
receptora. Uma vez transferida, parte do DNA do doador ge-
ralmente é incorporada ao DNA do receptor; o restante é degra-
dado por enzimas celulares. A célula receptora que incorpora o
DNA doador em seu préprio DNA é denominada recombinante.
A transferéncia de material genético entre as bactérias nao é um
evento frequente, podendo ocorrer em apenas 1% ou menos de
toda uma popula¢do. Examinaremos em detalhes os tipos espe-
cificos de transferéncia genética.

Transformacao em bactérias

Durante o processo de transformagao, os genes sao transferidos
de uma bactéria para outra como DNA “nu” em solugdo. Esse
processo foi demonstrado pela primeira vez hd mais de 70 anos,
embora nio tenha sido compreendido na ocasido. Nao somen-
te a transformagdo mostrou que o material genético poderia ser
transferido de uma célula bacteriana para outra, mas o estudo
desse fendmeno acabou levando a conclusdo de que o DNA ¢é
o material genético. O experimento inicial sobre a transforma-
¢ao foi realizado em 1928 por Frederick Griffith, na Inglaterra,
trabalhando com duas linhagens de Streptococcus pneumoniae.
Uma delas, uma linhagem virulenta, tem uma cdpsula polissaca-
ridica que previne a fagocitose. A bactéria cresce e causa pneu-
monia. A outra, uma linhagem avirulenta, ndo tem a capsula e
ndo causa doenga.

Griffith estava interessado em determinar se inje¢oes de
bactérias mortas pelo calor da linhagem encapsulada poderiam
ser utilizadas para vacinar camundongos contra pneumonia.
Como ele esperava, as injegdes de bactérias encapsuladas vivas
mataram os camundongos (Figura 8.25a); as inje¢des de bacté-
rias ndo encapsuladas vivas (Figura 8.25b) ou de bactérias en-
capsuladas mortas (Figura 8.25¢) ndo mataram os camundon-
gos. Entretanto, quando as bactérias encapsuladas mortas foram
misturadas a bactérias ndo encapsuladas vivas, e a mistura foi
injetada nos camundongos, muitos deles morreram. No sangue
dos camundongos mortos, Griffith encontrou bactérias encapsu-
ladas vivas. O material hereditario (genes) das bactérias mortas
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o Bactérias encapsuladas
vivas foram injetadas em
um camundongo.

o Bactérias nao encapsuladas
vivas foram injetadas em um
camundongo.

o Bactérias encapsuladas
mortas pelo calor foram
injetadas em um
camundongo.

o Bactérias nédo encapsuladas
vivas e bactérias encapsuladas
mortas pelo calor foram injetadas
em um camundongo.

e O camundongo permaneceu
saudavel.

e Col6nias de bactérias
encapsuladas foram
isoladas do camundongo
morto.

(a) (b)

e Algumas col6nias de bactérias
nao encapsuladas foram
isoladas do camundongo;
fagécitos destruiram as
bactérias ndo encapsuladas.

e O camundongo permaneceu

e O camundongo
saudavel.

morreu.

o Nenhuma col6nia foi isolada

e Colonias de bactérias
do camundongo.

encapsuladas foram isoladas
do camundongo morto.

(c) (d)

Figura 8.25 Experimento de Griffith demonstrando uma transformacéo genética.
(a) Bactérias encapsuladas vivas causaram doenca e morte quando injetadas em um camundongo.
(b) Bactérias ndo encapsuladas vivas sdo rapidamente destruidas pelas defesas fagociticas do hospedeiro; assim, o camundongo permaneceu

saudavel apds a injecdo.

(c) Apds serem mortas pelo calor, as bactérias encapsuladas perderam a capacidade de causar doencga.

(d) Contudo, a combinacéo de bactérias ndo encapsuladas vivas e bactérias encapsuladas mortas pelo calor (nenhuma delas, isoladamente, causa
doenca) causou doenca. De alguma forma, as bactérias ndo encapsuladas vivas foram transformadas pelas bactérias encapsuladas mortas, de
modo que elas adquiriram a capacidade de formar uma cépsula e, portanto, provocar doenca. Experimentos subsequentes provaram que o fator

de transformacao era o DNA.

ﬂ Por que as bactérias encapsuladas mataram o camundongo, ao passo que as bactérias ndo encapsuladas ndo o fizeram? O que

provocou a morte do camundongo em (d)?

havia entrado nas células vivas, modificando-as geneticamente,
de modo que sua progénie se apresentava encapsulada e, portan-
to, era virulenta (Figura 8.25d).

Investigagdes posteriores, com base na pesquisa de
Griffith, revelaram que a transformagao bacteriana poderia ser
realizada sem os camundongos. Um caldo foi inoculado com
bactérias ndo encapsuladas vivas. Bactérias encapsuladas mortas
foram, entéo, adicionadas ao caldo. Apds a incubagio, descobriu-
-se que a cultura continha bactérias vivas que eram encapsuladas
e virulentas. As bactérias nao encapsuladas foram transforma-
das; elas adquiriram uma nova caracteristica hereditdria incor-
porando genes das bactérias encapsuladas mortas.

O préximo passo foi extrair varios componentes quimicos
das células mortas, para determinar qual componente causou a
transformacgao. Esses experimentos cruciais foram realizados nos
Estados Unidos por Oswald T. Avery e colaboradores, Colin M.

MacLeod e Maclyn McCarty. Apos anos de pesquisa, eles anuncia-
ram, em 1944, que o componente responsével pela transformagio
do S. pneumoniae inofensivo em linhagens virulentas era 0 DNA.
Seus resultados forneceram uma das indicagdes conclusivas de
que 0 DNA, realmente, ¢ o carreador da informagao genética.
Desde a época do experimento de Griffith, informacoes
considerdveis foram reunidas sobre a transformacdo. Na natu-
reza, algumas bactérias, talvez apds morte e lise celular, liberam
seu DNA no ambiente. Entéo, outras bactérias podem encontrar
0 DNA e, dependendo da espécie em particular e das condigdes
de crescimento, captar fragmentos do DNA e integra-los em seus
proprios cromossomos por recombinagio. Uma proteina, deno-
minada RecA (ver Figura 3.11a, p. 61), liga-se a0 DNA celular e,
entio, ao DNA doador, causando a troca de fitas. Uma célula re-
ceptora com essa nova combinagio de genes é um tipo de hibri-
do, ou célula recombinante (Figura 8.26). Todos os descendentes
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Célula receptora
a
b
c
d

Fragmentos de DNA
da célula doadora

DNA cromossémico

o A célula receptora
capta o DNA doador.

o O DNA doador se
alinha com bases
complementares.

e A recombinacao ocorre
entre o DNA doador e o
DNA receptor.

DNA nao recombinado
degradado
\\

Célula geneticamente transformada

Figura 8.26 O mecanismo de transformacéao genética em bacté-
rias. Alguma similaridade é necesséria para que o DNA doador e o
DNA receptor se alinhem. Os genes g, b, c e d podem ser mutacdes dos
genes A, B,CeD.

ﬂ Que tipo de enzima cliva o DNA doador?

dessa célula recombinante serdo idénticos a ela. A transformagao
ocorre naturalmente entre poucos géneros de bactérias, incluin-
do Bacillus, Haemophilus, Neisseria, Acinetobacter e determina-
das linhagens dos géneros Streptococcus e Staphylococcus.

Mesmo que sé uma pequena por¢io do DNA de uma
célula seja transferida ao receptor, a molécula que deve atra-
vessar a parede e a membrana celular do receptor ainda é mui-
to grande. Quando uma célula receptora se encontra em um
estado fisiol6gico em que pode captar o DNA doador, é descri-
ta como competente. A competéncia resulta de alteragdes na
parede celular que a tornam permedvel a moléculas grandes
de DNA.

Conjugacao em bactérias

Outro mecanismo pelo qual o material genético é transferido
de uma bactéria para outra é denominado conjugag¢io. A con-
jugacao é mediada por um tipo de plasmideo, um fragmento

circular de DNA que se replica de modo independente do cro-
mossomo da célula (discutido na p. 230). Entretanto, os plas-
mideos diferem dos cromossomos bacterianos, pois os genes
que eles transportam normalmente nio sdo essenciais para o
crescimento da célula sob condigdes normais. Os plasmideos
responsaveis pela conjugagao sdo transmissiveis entre as células
durante a conjugagao.

A conjugacio difere da transformagdo em dois aspec-
tos principais. Primeiro, a conjugagdo requer o contato direto
célula a célula. Segundo, as células em conjugagao geralmente
devem ser de tipos opostos de acasalamento; as células doa-
doras devem transportar o plasmideo, e as células receptoras
normalmente ndo. Em bactérias gram-negativas, o plasmideo
transporta genes que codificam a sintese de pili sexuais, pro-
jegoes da superficie da célula doadora que entram em contato
com a receptora e auxiliam a unir as duas células em conta-
to direto (Figura 8.27a). As células bacterianas gram-positi-
vas produzem moléculas aderentes de superficie que fazem
as células entrarem em contato direto umas com as outras.
No processo de conjugagio, o plasmideo é replicado durante
a transferéncia de uma cépia do filamento simples do DNA
plasmidial para o receptor, onde o filamento complementar é
sintetizado (Figura 8.27b).

Resolucao do caso clinico

O teste de Ames permite uma triagem rapida da genotoxicida-
de das substancias quimicas. As bactérias Salmonella mutantes
his”, utilizadas no teste de Ames, foram estriadas sobre placas
de 4gar glicose e sais minimos. Um disco de papel saturado
com 2-aminofluoreno (2-AF), uma amina aromatica, é coloca-
do na cultura. Por exemplo, a figura mostra que a reversao da
mutagdo his”permitiu o crescimento das Salmonella. 1sso indi-
ca que a substancia quimica é mutagénica e, portanto, poten-
cialmente carcinogénica. Existem
estudos indicando que o 2-AF ati-
vado por enzimas é mais prejudi-
cial do que o 2-AF isoladamente,
sugerindo que a interagdo entre
dieta e microbiota intestinal é
mais provavel de causar cancer
do que apenas a dieta. Variacdes
na dieta produzem poucas altera-
¢oes em relacao aos tipos de bac-
térias no intestino, porém indu-
zem mudancas drasticas na atividade metabolica dessas
bactérias. A deteccdo de pdlipos colorretais serrilhados por
meio do teste de DNA de fezes de Marcel possibilitou um diag-
néstico precoce do cancer colorretal. Os polipos ofensivos fo-
ram encontrados e removidos, e Marcel foi submetido a uma
quimioterapia para a elimina¢do de qualquer célula cancerosa
remanescente em seu colo.

205 220

224 228




CAPITULO 8 Genética microbiana 229

(a) Pilus sexual
Figura 8.27 Conjugacao bacteriana.

ﬂ O que é uma célulaF'?

Como a maioria dos trabalhos experimentais sobre con-
jugacao foi realizada em E. coli, descreveremos o processo nes-
te organismo. Na E. coli, o fator F (fator de fertilidade) foi o
primeiro plasmideo observado a ser transferido entre as células
durante a conjugagdo. Doadoras carreando fatores F (células
F") transferem o plasmideo a receptoras (células F), que, como
resultado, tornam-se células F' (Figura 8.28a). Em algumas
células transportando fatores F, o fator se integra ao cromos-
somo, convertendo a célula F* em uma célula Hfr (alta fre-
quéncia de recombinagio, de high frequency of recombination)
(Figura 8.28b). Quando a conjugagdo ocorre entre uma célula
Hfr e uma célula F', o cromossomo da célula Hfr (com seu fator
F integrado) se replica e uma fita parental do cromossomo é
transferida para a célula receptora (Figura 8.28¢). A replicagao
do cromossomo Hfr se inicia no meio do fator F integrado, e
um pequeno fragmento do fator F conduz os genes cromosso-
micos para a célula F'. Normalmente, o cromossomo se rompe
antes de ser transferido por completo. Uma vez dentro da célula
receptora, o DNA doador pode se recombinar com o DNA re-
ceptor. (O DNA doador que nao estiver integrado serd degrada-
do.) Portanto, pela conjugagdo com uma célula Hfr, uma célula
F pode adquirir novas versoes de genes cromossdmicos (assim
como na transformagdo). Contudo, ela permanece uma célula
F’, uma vez que nao recebeu um fator F completo durante a
conjugagao.

A conjugagao ¢ utilizada para mapear a localizagao de ge-
nes em um cromossomo bacteriano (Figura 8.29). Os genes para
a sintese de treonina (tre) e leucina (leu) sdo os primeiros no sen-
tido hordrio a partir do 0. Suas localizagdes foram determinadas
por experimentos de conjugagdo. Suponha que uma conjugagio
¢é permitida por somente 1 minuto entre uma linhagem Hfr, que
éhis™, pro+, tre” eleu”, e uma linhagem F~, que é his’, pro, tre” e
leu”. Se F adquirir a capacidade de sintetizar a treonina, entao o
gene tre esta localizado no inicio do cromossomo, entre 0 e 1 mi-
nuto. Se apods 2 minutos a célula F se tornar tre” e leu’, a ordem
desses dois genes no cromossomo deve ser tre, le.

Ponte de
conjugacao

e .
., -
VET TIE— (b) Ponte de conjugagdo —
1 pum 0,3 um

Transducao em bactérias

Um terceiro mecanismo de transferéncia genética entre bactérias
¢ a transdugao. Nesse processo, 0 DNA bacteriano ¢ transferi-
do de uma célula doadora a uma célula receptora dentro de um
virus que infecta bactérias, denominado bacteriofago, ou fago.
(Os fagos serdo discutidos posteriormente, no Capitulo 13.)

Para compreender como a transdugao funciona, considera-
remos o ciclo de vida de um tipo de fago transdutor de E. coli; esse
fago realiza uma transdugio generalizada (Figura 8.30).

Durante a reprodugio dos fagos, o DNA fégico e as protei-
nas so sintetizados pela célula bacteriana hospedeira. O DNA
do fago deve ser empacotado dentro do capsideo proteico que o
recobre. Entretanto, 0 DNA bacteriano, o DNA plasmidial ou até
mesmo o DNA de outro virus podem ser empacotados dentro de
um capsideo proteico fagico.

Todos os genes contidos dentro de uma bactéria infectada
por um fago transdutor generalizado tém probabilidades iguais
de serem empacotados em um revestimento de fago e transferi-
dos. Em outro tipo de transdugéo, chamado de transdugao espe-
cializada, apenas determinados genes bacterianos sao transferi-
dos (ver p. 372). Em um tipo de transdugao especializada, o fago
codifica determinadas toxinas produzidas por seus hospedeiros
bacterianos, como a toxina diftérica para Corynebacterium di-
phtheriae a toxina eritrogénica para Streptococcus pyogenes, e a
toxina Shiga para E. coli O157:H7.

TESTE SEU CONHECIMENTO
1~ Diferencie as transferéncias vertical e horizontal de genes. 8-14

1~ Compare a conjugacao entre os seguintes pares: F* x F,
Hfr x F". 8-15

Plasmideos e transposons

Os plasmideos e os transposons sdo elementos genéticos que
fornecem mecanismos adicionais para a modificagio genética.
Eles ocorrem nos organismos procaridticos e eucaridticos, mas
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Célula F* Célula F~

RECOMBINAGAO

-

e
1 |

Célula F* Célula F*

(a) Quando um fator F (um plasmideo) é transferido de uma célula doadora (F*) para uma receptora (F~), a célula F~ é convertida em uma célula F*.

A recombinagao entre o
fator F e o cromossomo
ocorre em um sitio especifico
em cada um deles

célula F*

[
»

Insergéo do fator F
No Cromossomo

[ -
» -

Fator F integrado

Célula Hfr

(b) Quando um fator F se integra ao cromossomo de uma célula F*, ele a transforma em uma célula de alta frequéncia de recombinag&o (Hfr).

Replicagado e
transferéncia
de parte do
Cromossomo

—_—

Hfr cell Célula F~

Na célula receptora,
ocorre a recombinagao
entre o fragmento
cromossomico Hfr
e o cromossomo F~

a.

Célula Hfr Célula F~
recombinante

(c) Quando uma célula doadora Hfr transfere uma porgdo de seu cromossomo para uma célula receptora F~, o resultado é uma célula F~ recombinante.

Figura 8.28 Conjugacao em E. coli.

ﬁ As bactérias se reproduzem durante a conjugacao?

a presente discussao sera centrada em seu papel na alteragdo ge-
nética em procariotos.

Plasmideos

Lembre-se, do Capitulo 4 (p. 90), que os plasmideos sdo fragmen-
tos de DNA circulares, autorreplicativos, que contém genes e cerca
de 1 a 5% do tamanho do cromossomo bacteriano (Figura 8.31a).
Eles sao encontrados principalmente em bactérias, mas também
em alguns microrganismos eucariéticos, como Saccharomyces
cerevisiae. O fator F é um plasmideo conjugativo que transporta
os genes para os pili sexuais e para a transferéncia do plasmideo
para outra célula. Embora os plasmideos geralmente sejam dis-
pensaveis, em certas condi¢des os genes transportados pelos plas-

mideos podem ser cruciais para a sobrevivéncia e o crescimento
da célula. Por exemplo, os plasmideos de dissimilacio codificam
enzimas que ativam o catabolismo de certos agticares e hidrocarbo-
netos incomuns. Algumas espécies de Pseudomonas podem utilizar
substancias exdticas, como o tolueno, a canfora e os hidrocarbone-
tos do petroleo, como fontes principais de carbono e energia, pois
possuem enzimas catabdlicas codificadas por genes transportados
em plasmideos. Essas capacidades especializadas permitem a so-
brevivéncia dos microrganismos em ambientes muito diversos e
desafiadores. Devido a sua capacidade de degradar e destoxificar
uma variedade de compostos incomuns, muitos deles estdo sendo
estudados para um possivel uso na limpeza de residuos ambientais.
(Ver quadro Aplicag¢des, no Capitulo 2, p. 31.)
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0 Metabolismo de aminoacidos WM Metabolismo de carboidratos

[ Replicagéo e reparo do DNA Sintese de membrana

= Metabolismo de lipideos

Figura 8.29 Mapa genético do cromossomo de E. coli. Este mapa
é construido pela observacao de células recombinantes apds conju-
gacdo. Os numeros dentro do circulo indicam o nimero de minutos
necessarios para a transferéncia dos genes durante o acasalamento
entre duas células; os nimeros nos quadros coloridos indicam o nu-
mero de pares de bases. 1 kpb = 1.000 pares de bases.

ﬁ Quantos minutos de conjugagao seriam necessarios para a
transferéncia dos genes para a sintese de membrana localizados
neste cromossomo?

Outros plasmideos codificam proteinas que aumentam
a patogenicidade de uma bactéria. A linhagem de E. coli, que
causa a diarreia infantil e a diarreia do viajante, transporta
plasmideos que codificam a produgéo de toxinas e permitem a
fixagdo bacteriana as células intestinais. Sem esses plasmideos,
a E. coli ¢ um residente inofensivo do intestino grosso; com
eles, é patogénica. Outras toxinas codificadas por plasmideos
incluem a toxina esfoliativa do Staphylococcus aureus, a neuro-
toxina do Clostridium tetani e as toxinas do Bacillus anthracis.
Outros plasmideos contém genes para a sintese de bacterio-
cinas, proteinas téxicas que destroem outras bactérias. Esses
plasmideos foram encontrados em muitos géneros bacterianos,
sendo marcadores Uteis para a identificacdo de certas bactérias
em laboratérios clinicos.

Os fatores R (fatores de resisténcia) sao plasmideos com
significativa importancia médica. Foram descobertos no Japao,
no final da década de 50, ap6s varias epidemias de disenteria.
Em algumas dessas epidemias, o agente infeccioso era resisten-
te ao antibidtico usual. Apos o isolamento, descobriu-se tam-
bém que o patdgeno era resistente a uma série de antibidticos
diferentes. Além disso, outras bactérias normais dos pacientes
(como a E. coli) também demonstraram ser resistentes. Os pes-

quisadores logo descobriram que essas bactérias adquiriram re-
sisténcia por meio da disseminagdo de genes de um organismo
para outro. Os plasmideos que mediaram essa transferéncia sao
os fatores R.

Os fatores R transportam genes que conferem a célula hos-
pedeira resisténcia a antibidticos, metais pesados ou toxinas ce-
lulares. Muitos fatores R contém dois grupos de genes. Um gru-
po ¢ denominado fator de transferéncia de resisténcia (FTR) e
inclui genes para replicagdo do plasmideo e conjuga¢io. O outro
grupo, o determinante r, inclui os genes de resisténcia; ele codi-
fica a produgao de enzimas que inativam determinados firma-
cos ou substancias toxicas (Figura 8.31a). Diferentes fatores R,
quando presentes na mesma célula, podem se recombinar para

RECOMBINAGAO
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Figura 8.30 Transdugdo por um bacteriéfago. Aqui é apresentada
uma transdugao generalizada, na qual qualquer DNA bacteriano pode
ser transferido de uma célula para outra.

ﬂ Como a bactéria E. coli poderia adquirir o gene da toxina
Shiga?
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Figura 8.31 Fator R, um tipo de plasmideo. (a) Um diagrama de
um fator R, o qual apresenta duas partes: o FTR contém genes neces-
sarios para a replicacédo do plasmideo e sua transferéncia por conjuga-
¢ao, e o determinante r carreia genes de resisténcia a quatro antibio-
ticos diferentes e para o mercurio; os nimeros sao pares de bases x
1.000. (b) Plasmideos de bactérias E. coli.

ﬂ Por que os fatores R sao importantes no tratamento de
doencas infecciosas?

produzir fatores R com novas combinagoes de genes em seus de-
terminantes r.

Em alguns casos, o acimulo de genes de resisténcia dentro
de um tnico plasmideo, é notavel. Por exemplo, a Figura 8.31a
mostra um mapa genético do plasmideo de resisténcia R100.
Nesse plasmideo, sdo carreados genes de resisténcia para sulfo-
namidas, estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina, bem como
genes para a resisténcia ao mercurio. Esse plasmideo, em parti-
cular, pode ser transferido entre uma série de géneros entéricos,
incluindo Escherichia, Klebsiella e Salmonella.

Os fatores R representam problemas bastante criticos no
tratamento de doencas infecciosas com antibidticos. O uso disse-
minado de antibiéticos na medicina e na agricultura (ver quadro
no Capitulo 20, p. 573) levou a sobrevivéncia preferencial (sele-
¢30) de bactérias com fatores R; assim, as populagdes de bactérias
resistentes crescem cada vez mais. A transferéncia de resistén-
cia entre as células bacterianas de uma populagio, e até mesmo
entre as bactérias de diferentes géneros, também contribui para
o problema. A capacidade de se reproduzir sexuadamente com
membros de sua propria espécie define uma espécie eucaridti-
ca. Contudo, uma espécie bacteriana pode conjugar e transferir
plasmideos para outras espécies. Neisseria pode ter adquirido seu
plasmideo produtor de penicilinase de Streptococcus, e Agrobacte-
rium pode transferir plasmideos para células vegetais (ver Figura
9.20, p. 257). Plasmideos nao conjugativos podem ser transferi-
dos de uma célula para outra ao se introduzirem em um plasmi-
deo conjugativo ou em um cromossomo, ou por transformagao
quando sdo liberados de uma célula morta. A insergao ¢ possivel
devido a uma sequéncia de insercao, que sera discutida em breve.

Os plasmideos sdo uma ferramenta importante na enge-
nharia genética, discutida no Capitulo 9 (pp. 242-243).

Transposons

Os transposons sao pequenos segmentos de DNA que podem
se mover (ser “transpostos”) de uma regido de uma molécula de
DNA para outra. Esses fragmentos de DNA tém de 700 a 40 mil
pares de bases de comprimento.

Na década de 1950, a geneticista estadunidense Barbara
McClintock descobriu transposons no milho, porém, eles ocor-
rem em todos os organismos e tém sido estudados mais cuidado-
samente em microrganismos. Eles podem se mover de um local
para outro no mesmo Cromossomo, ou para outro Cromossomo
ou plasmideo. Como vocé pode imaginar, o movimento frequen-
te dos transposons pode ter um efeito devastador dentro de uma
célula. Por exemplo, @ medida que os transposons se movem nos
cromossomos, eles podem se inserir dentro dos genes, tornando-
-os inativos. Felizmente, a ocorréncia da transposigao é relativa-
mente rara. A frequéncia da transposicdo é comparavel a taxa de
mutacdo espontinea que ocorre nas bactérias — isto é, de 10 ° a
10”7 por geragio.

Todos os transposons contém a informagéo para sua pro-
pria transposi¢ao. Como mostrado na Figura 8.32a, os trans-
posons mais simples, também denominados sequéncias de in-
ser¢do (SI), contém somente um gene que codifica uma enzima
(transposase, que catalisa a clivagem e a remontagem do DNA
que ocorrem na transposi¢ao) e sitios de reconhecimento. Os si-
tios de reconhecimento sao sequéncias curtas do DNA repetidas e
invertidas, que a enzima reconhece como sitios de recombinagao
entre 0 transposon e o Cromossomo.

Os transposons complexos também transportam outros
genes nio conectados ao processo de transposi¢io. Por exemplo,
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os transposons bacterianos podem conter genes para enteroto-
xinas ou para a resisténcia a antibioticos (Figura 8.32b). Plasmi-
deos, como os fatores R, frequentemente sio compostos de um
conjunto de transposons (Figura 8.32c¢).

Os transposons com genes de resisténcia a antibidticos sao
de interesse prético, mas ndo existe limitagdo nos tipos de genes
que os transposons podem ter. Portanto, os transposons forne-
cem um mecanismo natural para o movimento de genes de um
cromossomo para outro. Além disso, como podem ser transpor-
tados entre células em plasmideos ou virus, eles também podem
se disseminar de um organismo para outro ou até mesmo de uma
espécie para outra. Por exemplo, a resisténcia a vancomicina foi
transferida de Enterococcus faecalis para Staphylococcus aureus
através de um transposon denominado Tn1546. Os transposons
sdo, entdo, mediadores potencialmente poderosos na evolugao
dos organismos.

TESTE SEU CONHECIMENTO
»* Quais tipos de genes os plasmideos carreiam? 8-16

Genes e evolucao

OBJETIVO DO APRENDIZADO

8-17 Discutir como a mutacao genética e a recombina-
cao fornecem material para a ocorréncia da selecao
natural.

Vimos como a atividade dos genes pode ser controlada pelos
mecanismos reguladores internos das células e como os ge-
nes em si podem ser alterados ou redistribuidos por mutagao,
transposi¢do e recombinagio. Todos esses processos fornecem
diversidade aos descendentes das células. A diversidade fornece
o material bruto para a evolugdo, e a selecido natural fornece a
sua for¢a motriz. A sele¢do natural atuard em diversas popula-
¢Oes para assegurar a sobrevivéncia dos individuos aptos aquele
ambiente especifico. Os diferentes tipos de microrganismos que
existem hoje sdo o resultado de uma longa histéria de evolugao.
Os microrganismos tém continuamente sido modificados devi-
do a alteragdes em suas propriedades genéticas e a aquisigdo de
adaptacdes a muitos habitats diferentes. Veja, no quadro sobre
resisténcia a antibidticos, no Capitulo 26, pagina 573, um exem-
plo de selegdo natural.

TESTE SEU CONHECIMENTO

1~ A selecao natural significa que o ambiente favorece a sobre-
vivéncia de alguns genétipos. De onde vem a diversidade
nos genétipos? 8-17

1S1
r Al
ACTTACTGAT ATCAGTAAGT

Gene da transposase

TGAATGACTA TAGTCATTCA
Repeticao invertida Repeticao invertida
(a) Uma sequéncia de insergao (SI), o transposon mais simples, contém um
gene para a transposase, a enzima que catalisa a transposicao. O gene da
transposase esta ligado em cada extremidade a sequéncias de repeti¢cao
invertidas (RI) que atuam como sitios de reconhecimento para o
transposon. A SI1 é um exemplo de uma sequéncia de inser¢ao, mostrada
aqui com sequéncias Rl simplificadas.

AcCT
===ilTe
AT ATCAGTAAGT
Gene da transposase
TGAATGACTA TA

GTCATTC,

o A transposase cliva o0 DNA, produzindo extremidades coesivas.

Tn5

I1S1 IS1

(b) Os transposons complexos carreiam outros materiais genéticos além do
gene da transposase. O exemplo mostrado aqui, o Tn5, carreia o gene de
resisténcia a canamicina e possui cépias completas da sequéncia de
inser¢do SI1 em cada extremidade.

1S1
e As extremidades coesivas do transposon e o DNA-alvo se anelam.

(c) Insergao do transposon Tn5 no plasmideo R100.

Figura 8.32 Transposons e insercao.

ﬂ Por que os transposons muitas vezes sao chamados de “ge-
nes saltadores”?
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Resumo para estudo

Estrutura e funcao do material genético (pp.204-214)

1. Genética é o estudo do que sdo os genes, como eles transportam
informagéo, como sua informagio ¢ expressa e como eles sdo repli-
cados e passados as geragdes seguintes ou a outros organismos.

2. O DNA nas células existe como hélice de dupla-fita; as duas fitas
sao mantidas unidas por ligagoes de hidrogénio entre pares de ba-
ses nitrogenadas especificas: AT e CG.

3. Um gene ¢ um segmento de DNA, uma sequéncia de nucleotideos,
que codifica um produto funcional, geralmente uma proteina.

4. O DNA em uma célula ¢ duplicado antes que a célula se divida;
entdo, cada célula-filha receberd a mesma informagao genética.

Genotipo e fenétipo (p.204)
5. O gendtipo ¢ a composigao genética de um organismo, seu com-
plemento integral de DNA.

6. O fenotipo ¢ a expressdao dos genes: as proteinas da célula e as pro-
priedades que elas conferem ao organismo.

DNA e cromossomos (pp.204-205)
7. O DNA em um cromossomo existe como uma longa dupla-hélice,
associada a varias proteinas que regulam a atividade genética.

8. Genodmica ¢ a caracterizagdo molecular dos genomas.

O fluxo da informacéo genética (p.205)
9. Apés a divisio celular, cada célula-filha recebe um cromossomo
que é virtualmente idéntico ao parental.

10. A informagdo contida no DNA ¢ transcrita em RNA e traduzida
em proteinas.

Replicagdo do DNA (pp.205-209)

11. Durante a replicagio do DNA, as duas fitas da dupla-hélice se
separam na forquilha de replicagéo, e cada fita é usada como um
molde pelas DNA-polimerases para sintetizar duas fitas novas de
DNA, de acordo com as regras do pareamento de bases comple-
mentares.

12. O resultado da replicagio do DNA ¢ a produgio de duas fitas
novas de DNA, cada qual apresentando uma sequéncia de bases
complementar a uma das fitas originais.

13. Como cada molécula de DNA de dupla-fita contém uma fita
original e uma fita nova, o processo de replicagdo ¢ denominado
semiconservativo.

14. O DNA é sintetizado em uma diregio designada 5" — 3'. Na for-
quilha de replicagao, a fita-lider ¢ sintetizada continuamente, e a
fita atrasada, descontinuamente.

15. A DNA-polimerase verifica as novas moléculas de DNA e remove
as bases pareadas incorretamente antes de continuar a sintese do
DNA.

RNA e sintese proteica (pp.209-214)

16. Durante a transcrigdo, a enzima RNA-polimerase sintetiza uma
fita de RNA a partir de uma das fitas do DNA de dupla-fita, que
serve como molde.

17. O RNA ¢ sintetizado a partir de nucleotideos contendo as bases A,
C, Ge U, que se pareiam com as bases da fita de DNA a ser trans-
crita.

18. A RNA-polimerase liga-se ao promotor; a transcrigdo se inicia no
sitio AUG; a regido do DNA que determina o término da trans-
crigdo é chamada de sitio de terminagdo; o RNA ¢ sintetizado na
dire¢do 5" — 3.

19. Tradugio é o processo no qual a informagédo contida na sequéncia
de bases de nucleotideos do mRNA é utilizada para ditar a sequén-
cia de aminoacidos de uma proteina.

20. O mRNA se associa aos ribossomos, que consistem em rRNA e
proteina.

21. Os segmentos de trés bases do mRNA que especificam os aminoa-
cidos sdo denominados cédons.

22. O cédigo genético refere-se as relagdes entre a sequéncia de bases
nucleotidicas do DNA, os c6dons correspondentes do mRNA e os
aminodcidos que os codons codificam.

23. Aminodacidos especificos encontram-se aderidos a moléculas de
tRNA. Outra porgdo do tRNA tem um grupo de trés bases, deno-
minado anticédon.

24. O pareamento de bases dos cédons e anticédons no ribossomo
resulta na captagdo de aminodacidos especificos para o local da sin-
tese proteica.

25. O ribossomo move-se ao longo da fita de mRNA a medida que os
aminodcidos se associam, formando um polipeptideo em cresci-
mento; 0 mRNA ¢ lido na diregdo 5" —3'.

26. A tradugédo termina quando o ribossomo atinge um cédon de tér-
mino (stop codon) no mRNA.

A regulacao da expressao génica bacteriana
(pp. 214-218)

1. A regulagao da sintese proteica no nivel genético ¢ eficiente em
termos de energia, pois as proteinas sdo sintetizadas somente
quando necessario.

2. Os genes constitutivos sdo expressos a uma taxa fixa. Exemplos sdo
os genes para as enzimas da glicdlise.

Controle pré-transcricional (pp.214-217)
3. Quando as células sdo expostas a um produto final especifico, a
sintese das enzimas relacionadas aquele produto é reprimida.

4. Na presenca de certas substancias quimicas (indutores), as células
sintetizam mais enzimas. Esse processo ¢ denominado indugao.

5. Nas bactérias, um grupo de genes estruturais regulados coorde-
nadamente com fungdes metabdlicas relacionadas, além dos sitios
promotor e operador que controlam sua transcri¢do, é denomina-
do 6peron.

6. No modelo 6peron para um sistema indutivel, um gene regulador
codifica a proteina repressora.

7. Quando o indutor estd ausente, o repressor liga-se ao operador, e
nenhum mRNA ¢ sintetizado.

8. Quando o indutor estd presente, este liga-se ao repressor, de modo
que ele ndo pode se ligar ao operador; portanto, 0o mRNA ¢ produ-
zido, e a sintese da enzima ¢ induzida.

9. Em sistemas repressiveis, o repressor requer um correpressor, a
fim de ligar-se ao sitio operador; portanto, o correpressor controla
a sintese da enzima.

10. A transcrigdo de genes estruturais para enzimas catabdlicas (como
a B-galactosidase) ¢ induzida pela auséncia de glicose. O AMP
ciclico e a CAP devem se ligar a um promotor na presenga de um
carboidrato alternativo.

11. Nucleotideos metilados nao sdo transcritos no controle epigenético.
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Controle pés-transcricional (pp.217-218)
12. Os microRNAs se associam ao mRNA; o RNA de dupla-fita resul-
tante é destruido.

Alterac6es no material genético (pp.218-225)

1. As mutagdes e a transferéncia horizontal de genes podem alterar o
genotipo de uma bactéria.

Mutagdo (p.219)
2. A mutagdo é uma alteragdo na sequéncia de bases nitrogenadas
do DNA; essa alteragdo modifica o produto codificado pelo gene
mutado.

3. Muitas mutagdes sdo neutras, algumas sio desvantajosas e outras
sdo benéficas.

Tipos de mutacdes (pp.219-220)
4. Uma substituigdo de base ocorre quando um par de bases no DNA
¢ substituido por um par diferente.

5. Alteragdes no DNA podem resultar em mutagdes de troca de sen-
tido (missense; que causam substituicdes de aminodcidos) ou sem
sentido (nonsense; que criam cddons de término - stop codons).

6. Em uma mutagio de troca de fase de leitura (frameshift), um ou
alguns pares de bases sdo deletados ou adicionados ao DNA.

7. As mutagdes espontaneas ocorrem sem a presenca de um mutégeno.

Mutagenos (p.220-222)
8. Os mutagenos sdo agentes ambientais que causam alteragdes per-
manentes no DNA.

9. Os mutdgenos quimicos incluem os mutégenos de pares de bases,
os andlogos de nucleosideos e os mutagenos de troca de fase de
leitura.

10. A radiagdo ionizante causa a formagao de fons e radicais livres que
reagem com o DNA; isso resulta em substitui¢oes de base ou rom-
pimento do arcabougo de agucar-fosfato.

11. A radiagdo ultravioleta (UV) nao é ionizante; ela causa ligagoes
entre as timinas vizinhas.

A frequéncia de mutacao (p.223)

12. A taxa de mutagdo é a probabilidade de um gene sofrer mutagao
quando uma célula se dividir; a taxa é expressa como 10 elevado a
uma poténcia negativa.

13. As mutagdes normalmente ocorrem de modo aleatério ao longo
de um cromossomo.

14. Uma taxa baixa de mutagdes espontaneas é benéfica, fornecendo a
diversidade genética necesséria para a evolugao.

Identificando mutantes (p.223)
15. Os mutantes podem ser detectados por selegdo ou teste para um
fendtipo alterado.

16. A selegdo positiva envolve a selegdo de células mutantes e a rejei-
¢do de células ndo mutadas.

17. A placa réplica é usada para a selegio negativa — para detectar, por
exemplo, auxotroficos que tém necessidades nutricionais que a
célula parental (ndo mutada) ndo tem.

Identificando carcinégenos quimicos (pp.223-225)
18. O teste de Ames é um exame rapido e de custo relativamente baixo
para identificar possiveis carcindgenos quimicos.

19. O teste presume que uma célula mutante pode reverter para uma
célula normal na presenga de um mutageno e que muitos mutage-
nos sdo carcindgenos.

Transferéncia genética e recombinacao (pp.225-233)

1. A recombinagao genética, o rearranjo dos genes a partir de grupos
separados de genes, normalmente envolve 0o DNA de organismos
diferentes; ela contribui para a diversidade genética.

2. No crossing over, os genes de dois cromossomos sdo recombinados
em um Novo Cromossomo, que contém alguns genes de cada cro-
mossomo original.

3. A transferéncia vertical de genes ocorre durante a reprodugio
quando os genes sdo passados de um organismo para seus descen-
dentes.

4. A transferéncia horizontal de genes nas bactérias envolve a transfe-
réncia de um fragmento do DNA da célula de um doador para um
receptor,

5. Quando parte do DNA do doador ¢é integrada ao DNA do receptor,
a célula resultante ¢ denominada recombinante.

Transformacdo em bactérias (pp.226-228)
6. Durante este processo, os genes sdo transferidos de uma bactéria
para outra como DNA “nu” em solugao.

Conjugacao em bactérias (pp.228-229)
7. Este processo requer o contato entre células vivas.

8. Um tipo de célula doadora genética é uma F; células receptoras
sdo F . As células F contém plasmideos chamados de fatores F;
estes sdo transferidos para as células F~ durante a conjugagio.

Transdugao em bactérias (p.229)
9. Neste processo, 0 DNA ¢é passado de uma bactéria para outra em
um bacteriofago, sendo, entdo, incorporado ao DNA do receptor.

10. Na transdugdo generalizada, quaisquer genes bacterianos podem
ser transferidos.

Plasmideos e transposons (p.229-233)

11. Os plasmideos sio moléculas de DNA circulares autorreplicativas,
que transportam genes que geralmente ndo sao essenciais para a
sobrevivéncia da célula.

12. Existem varios tipos de plasmideos, incluindo plasmideos conju-
gativos, plasmideos de dissimilagao, plasmideos que transportam
genes para toxinas ou bacteriocinas e fatores de resisténcia.

13. Os transposons sdo pequenos segmentos de DNA que podem se
mover de uma regido para outra do mesmo cromossomo, ou para
um cromossomo diferente ou para um plasmideo.

14. Os transposons complexos podem transportar qualquer tipo de
gene, incluindo genes de resisténcia a antibidticos, sendo, portanto,
considerados um mecanismo natural de transposi¢ao de genes de
um Cromossomo para outro.

Genes e evolugao (p.233)
1. A diversidade é a pré-condicdo para a evolugao.

2. A mutagio e a recombinagio genética fornecem uma diversidade
de organismos, e 0 processo de sele¢io natural permite o cresci-
mento daqueles mais bem adaptados a um determinado ambiente.
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Questoes para estudo

Consulte as respostas das questoes de Conhecimento e compreensio, no
guia de Respostas, na parte final do livro-texto.

Conhecimento e compreensao
Revisao
1. Descreva brevemente os componentes do DNA e explique suas
relagdes funcionais com o RNA e as proteinas.
2. [EEFENEE Identifique e marque cada um dos seguintes na regiao
do DNA em replicagio: forquilha de replicagdo, DNA-polimerase,

iniciador de RNA, fitas parentais, fita-lider, fita atrasada, a diregéo
da replicagdo em cada uma das fitas e a extremidade 5" de cada fita.

3. Correlacione os seguintes exemplos de mutagenos.

Coluna A Coluna B

a. Mutdgeno que é 1. Mutdgeno de troca
incorporado ao DNA no de fase de leitura.
lugar de uma base normal.

b. Mutdgeno que induz 2. Anélogo de
aformagéo de fons nucleosideo.
altamente reativos.

c. Mutdgeno que alteraa 3. Mutégeno de pares
adenina para que ela se de bases.

pareie com a citosina.
d. Mutdgeno que provoca 4. Radiacao ionizante.

insergoes.

e. Mutdgeno que induza 5. Radiagdo ndo
formacao de dimeros de jonizante.
pirimidina.

4. O que se segue é um codigo para uma fita de DNA.

DNA AT AT TTT o

123 4567 89 10111213141516171819
mRNA c Gu UG A
tRNA UuaGaG
Aminoacido Met

ATAT, sequéncia do promotor.

a. Utilizando o codigo genético fornecido na Figura 8.8, preencha
os intervalos para completar o segmento de DNA mostrado.

b. Preencha as lacunas e complete a sequéncia de aminoacidos
codificada por esta fita de DNA.

c. Escreva o c6digo da fita complementar de DNA completado
na parte (a).
Qual seria o efeito se T fosse substituido por C na base 10?

e. Qual seria o efeito se G fosse substituido por A na base 112

f. Qual seria o efeito se G fosse substituido por T na base 14?
g. Qual seria o efeito se C fosse inserido entre as bases 9 e 10?
h. Como aradiagido UV afetaria esta fita de DNA?

i. Identifique uma sequéncia sem sentido nesta fita de DNA.

5. Quando o ferro nio se encontra disponivel, as bactérias E. coli po-
dem interromper a sintese de todas as proteinas, como o superdxi-
do dismutase e a succinato desidrogenase, que necessitam de ferro.
Descreva um mecanismo para esta regulagio.

6. Identifique em que momento (antes da transcri¢do, apds a trans-
crigdo, antes da tradugio, apds a tradugdo) cada um dos seguintes
mecanismos reguladores atuam.

a. O ATP se associa a uma enzima, alterando a sua forma.
b. Um RNA curto, complementar ao mRNA, ¢ sintetizado.
c. Ocorre a metilacdo do DNA.

d. Um indutor se associa a um repressor.

7. Qual sequéncia é o melhor alvo para ser danificado pela radiagao
UV: AGGCAA, CTTTGA ou GUAAAU? Por que todas as bacté-
rias ndo sdo destruidas ao serem expostas a luz solar?

8. Vocé recebe culturas com as seguintes caracteristicas:

Cultura 1: F¥, gendtipo A"BC*

Cultura 2: F', gené6tipo A" B" C

a. Indique os gen6tipos possiveis de uma célula recombinante
resultante da conjugagio das culturas 1 e 2.

b. Indique os gendtipos possiveis de uma célula recombinante
resultante da conjugagio das duas culturas apés a célula F* ter
se tornado Hfr.

9. Por que a mutagio e a recombinagao sio importantes no processo
de selegdo natural e evolugdo dos organismos?

10. [EYEE Normalmente um organismo comensal no intestino hu-
mano, esta bactéria se tornou patogénica ap6s adquirir um gene de
toxina de uma bactéria Shigella.

Multipla escolha

Correlacione os seguintes termos com as defini¢des nas questdes 1 e 2.
a. Conjugacao.
Transcrigao.
c. Transdugdo.
e. Transformacio.
e. Tradugdo.

1. A transferéncia de DNA de uma célula doadora a uma receptora
por um bacteriofago.

2. A transferéncia de DNA de um doador para um receptor como
DNA nu em solugio.

3. Ainibigdo por retroalimentagéo se difere da repressao, pois esse
tipo de inibigao:
a. ¢ menos preciso.
¢é de agdo mais lenta.
Interrompe a agdo das enzimas preexistentes.
interrompe a sintese de novas enzimas.
todas as alternativas.

[N

4. As bactérias podem adquirir resisténcia a antibiticos por todas as
alternativas que se seguem, exceto por:

a. mutagao.
inser¢do de transposons.
c. conjugagio.
d. snRNPs.
e. transformagcao.



CAPITULO 8 Genética microbiana 237

5.

Suponha que vocé inoculou trés frascos de caldo de sais minimos
com E. coli. O frasco A contém glicose. O frasco B contém glicose
e lactose. O frasco C contém lactose. Apos algumas horas de in-
cubagdo, vocé testa os frascos para a presenca de 3-galactosidase.
Qual(is) frasco(s) vocé prevé que terd(do) esta enzima?

a. A

b. B.

c. C
d. AeB.
e. BeC.

Os plasmideos se diferem dos transposons, pois os plasmideos:
a. tornam-se inseridos nos cromossomos.
sdo autorreplicados fora do cromossomo.

c. movem-se de um cromossomo para outro.
d. transportam genes para resisténcia a antibioticos.
e. nenhuma das alternativas.

Utilize as seguintes alternativas para responder as questoes 7 e 8.

10.

a. Repressao catabolica.
b. DNA-polimerase.
c. Indugdo.

d. Repressio.

e. Tradugdo.

O mecanismo pelo qual a presenca de glicose inibe o éperon lac.
O mecanismo pelo qual a lactose controla o dperon lac.

Duas células-filhas tém maior probabilidade de herdar da célula
parental qual das alternativas abaixo?

a. Uma alteragdo em um nucleotideo no mRNA.

b. Uma alteracdo em um nucleotideo no tRNA.

c. Uma alteragdo em um nucleotideo no rRNA.

d. Uma alteragdo em um nucleotideo no DNA.

e. Uma alteragio em uma proteina.

Qual das seguintes alternativas ndo é um método de transferéncia
horizontal de genes?
a. Fissdo bindria.
Conjugagio.
Integragdo de um transposon.
Transdugao.
Transformacao.

[T

Analise

1.

Os andlogos de nucleosideo e a radiagdo ionizante sdo usados no
tratamento do cancer. Esses mutagenos podem causar cancer; as-
sim, como vocé supde que eles sejam usados para tratar a doenga?

A replicagao do cromossomo da E. coli leva de 40 a 45 minutos,
mas o organismo tem um tempo de geragdo de 26 minutos. Como

a célula tem tempo para sintetizar cromossomos completos para
cada célula-filha?

3. Pseudomonas tem um plasmideo contendo o 6peron mer, o qual

inclui o gene para a redutase mercurica. Essa enzima catalisa a
redugio do fon mercurico Hg’" para a forma nio carregada do
mercurio, Hgo. (@] HgZ+ é muito téxico para as células; o Hg' nio é.

a. Na sua opinido, qual é o indutor para esse dperon?

b. A proteina codificada por um dos genes mer liga-se ao Hg**
no periplasma e o conduz para dentro da célula. Por que uma
célula captaria uma toxina?

c. Qual a importancia do 6peron mer para Pseudomonas?

Aplicacgoes clinicas e avaliacao

1.

3.

A ciprofloxacina, a eritromicina e o aciclovir sdo usados para tra-
tar infecgdes microbianas. A ciprofloxacina inibe a DNA-girase.
A eritromicina liga-se a frente do sitio A, na subunidade 50S de
um ribossomo. O aciclovir ¢ um analogo da guanina.
a. Quais etapas na sintese proteica sio inibidas por cada fairmaco?
b. Qual firmaco é mais efetivo contra bactérias? Por qué?
c. Quais farmacos terdo efeitos nas células hospedeiras? Por qué?
d. Utilize o indice para identificar qual a doenga para a qual o
aciclovir é mais utilizado. Por que ele é mais eficiente do que a
eritromicina no tratamento dessa doenga?

O HIV, o virus que causa a Aids, foi isolado de trés individuos, e as
sequéncias de aminodcidos do capsideo viral foram determinadas.
Das sequéncias de aminodcidos mostradas a seguir, dois virus

530 mais estreitamento relacionados. Quais sio eles? Como essas
sequéncias de aminodcidos podem ser usadas para identificar a
fonte de um virus?

Paciente Sequéncia de aminoacidos do capsideo viral

Asn GIn Tre Ala Ala Ser Lis Asn lle Asp Ala Leu
Asn Leu His Ser Asp Lis Ile Asn lle lle Leu Leu
Asn GIn Tre Ala Asp Ser lle Val lle Asp Ala Leu

O herpes-virus humano 8 (HHV-8, de human herpesvirus-8) é
comum em certas partes da Africa, do Oriente Médio e do Medi-
terraneo, mas ¢é raro fora desses lugares — a ndo ser em pacientes
com Aids. Analises genéticas indicam que a amostra africana nao
esta se alterando, ao passo que a amostra ocidental estd acumu-
lando alteragdes. Usando os fragmentos dos genomas do HHV-8
(mostrados a seguir) que codificam uma das proteinas virais, quais
sdo as semelhancas entre esses dois virus? Qual é o mecanismo
responsavel pelas alteragdes? Qual a doenga causada pelo HHV-82

3"-ATGGAGTTCTTCTGGACAAGA
3"-ATAAACTTTTTCTTGACAACG

Ocidental

Africana



