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Estudo no nucleo: ciclo celular, replicacao do DNA e

transcricao

- Ciclo Celular:



O ciclo celular refere-se a uma série de eventos que ocorrem

em uma ceélula enquanto ela se divide

A multiplicacao celular, em geral, compreende o crescimento celular (em massa
e volume), replicacdo do genoma com énfase na duplicacéo fidedigna do DNA e a
segregacao equitativa dos cromossomos entre as celulas-filhas.

Todo este processo € chamado ciclo celular.




Curiosidade

Um ser humano adulto com massa

corporal constante replica suas células
cerca de 10! vezes durante sua vida.
Todos os tecidos e 0rgaos possuem grande
potencial proliferativo para reparar lesGes
por trauma ou agressao, e esse alto nivel
de proliferacdo implica em maiores
chances de erros na replicacdo do DNA e
segregacao cromossOmica que, apesar

dos conhecidos mecanismos de reparo,

podem levar ao acumulo de muta¢cbes com

consequéncias prejudiciais.



Padrao de organizacéao do ciclo celular: G1, S, G2, M, and C

Em mamiferos, o ciclo celular
segue um padrdo unico de
organizagcdo que consiste nas
seguintes fases: G1 (fase de
crescimento pre-replicacdo do

DNA), S (fase de replicacdo do

DNA), G2 (fase de crescimento -
pos-replicacdo do DNA), Mitose

(divisao dos Cromossomos

replicados) e citocinese (divisao
citoplasmatica que efetua a

separacao das células).
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Interfase (G1, S, e G2), Mitose (M e C)

Uma célula passa a maior

parte de seu tempo no que é

chamado de interfase e, durante = (& A\
Y, . \ \ \/ /@\\
: (" \&D)
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Fase GO (quiescéncia)

A fase GO (quiescéncia) as vezes € incluida como parte do ciclo celular. No
entanto, vale ressaltar que as células quiescentes nédo séao estimuladas a entrar em
divisdo e, como resultado, ainda ndo estdo comprometidas com a replicacao do

genoma e diviséao celular.
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Fase G1 (Gap 1)

Nessa fase, podemos destacar eventos como intensa sintese protéica e alta
taxa de transcricao, ou seja, alta taxa metabdlica. Vale ressaltar que durante o G1
ocorre a formacdo de complexos de proteinas essenciais que serdo utilizados
durante a fase S, por exemplo, complexos de pre-replicacdo em regides especificas

denominadas origens de replicacao.
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Fase S (Sintese de DNA)

Em eucariotos, os complexos de pré-replicacdo (formados anteriormente na
fase G1) recrutam outras proteinas e, apos a liberacdo de energia pela quebra de
ATP, esses complexos sao ativados em um processo denominado disparo das

origens de replicacéo.
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Mais detalhes ser&o apresentados a seguir...



Fase G2 (Gap 2)

A fase G2 é caracterizada pela duplicacdo de centriolos e outras organelas
citoplasmaticas. Além disso, € retomada a intensa transcricdo e sintese de
moléculas necessarias para a segregacdo dos cromossomos e a propria divisao

celular. Todo esse processo resulta em um aumento no volume e tamanho da

célula.
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Fase M (Mitose)

Mitose € o processo pelo qual as células eucaridticas dividem o0s cromossomos
entre as células filhas. No modelo de eucariotos, a mitose € subdividida em 4

subfases: profase, metafase, anafase e tel6fase




Fase C (Citocinese)

Divisdo do citoplasma para formar duas novas células. Para separar as duas
células, um anel de filamento (miosina Il e anel de actina) comprime o citoplasma ao
longo de uma prega conhecida como sulco de clivagem. Isso divide o citoplasma

igualmente entre as duas células.
Cytokinesis

Photo: John D. Griffin, Nathan S.
Claxton, and Michael W. Davidson
- National High Magnetic Field
Laboratory, 1800 East Paul Dirac
Dr., The Florida State University,
Tallahassee, Florida, 32310.

Obs: Para a maioria dos organismos, a citocinese nao € uma fase da mitose, mas

sim uma outra fase do ciclo necessaria para completar a divisdo celular.



Ciclo Celular

fb.com/ScienceNaturePage

Nikon/MicroscopyU




Ciclo celular em tripanosomatideos

Principal diferenca em relagao aos eucariotos modelos:

Os cromossomos de tripanossomatideos néo se

condensam em cromossomos Visiveis durante a mitose

late S/G2 G1/earl
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cytokinesis mitosis
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Estudo no nucleo: ciclo celular, replicacao do DNA e

transcricao

- Replicacao do DNA,;



Acido desoxirribonucleico (DNA) — Historico

- 1869 — Johann F. Miescher — Descoberta do DNA (nucleina);

- 1928 — Frederick Griffith (Principio da transformacao)

- Existe um componente celular capaz de transformar uma

linhagem de bactéria ndo-virulenta em virulenta.

- 1952 — A. Hershey e M. Chase (DNA agente transformante) g

- Este componente celular € o DNA.

- 1952 — Erwin Chargaff (Gramatica da Biologia)
- A proporcao das bases nitrogenadas do DNA sao constantes

dentro de uma mesma espécie. De modo geral: T=A, e C=G.

Fotos extraidas de wikipedia.com



Acido desoxirribonucleico (DNA) — Historico

O DNA é uma hélice dupla que armazena informacao genética

- 1952: Rosalind Franklin; Maurice Wilkins

- 1953: Francis Crick, James Watson

Fotos extraidas de wikipedia.com

R Difracéo de raios X
\N

fal

Foto 51 - Raymond Goslin e Rosalind Franklin (King’s college).

Watson and Crick, Nature, 171(4356):737-8 1953. Extraido de stackexchange.com



Replicacao do DNA — Historico

- 1955: Arthur Kornberg
- O DNA é sintetizado por DNA polimerases.

- 1957: M. Meselson e F. Stahl

- Areplicacdo do DNA & semiconservativa.

Had i

molécula de DNA original primeira gerag@o de moléculas-filhas

- 1963: John Cairns

- Areplicacdo do DNA é bidirecional.

/ forquilha de

replicagdo

or|gem Fotos extraidas
de wikipedia.com




LigacOes fosfodiéster

interligam nucleotideos consecutivos no DNA

DNA-polimerase
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A replicacdo do DNA é semi-conservativa, bidirectional e catalizada por DNA polimerases.



DNA polimerases possuem habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva

DNA-polimerase

Dominio catalitico Dominio com atividade
DNA-polimerase exonucleasica 3' = 5

\ /



DNA polimerases possuem habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva

nucleosideo 3’ 5’

/

fosfato



DNA polimerase possui habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva

nucleosideo 3’ 5’

/

fosfato



DNA polimerase possui habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva
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DNA polimerase possui habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva
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DNA polimerase possui habilidade de correcao

- atividade exonuclease 3’ —» 5’

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA

- Didaticamente, podemos dividir o processo de replicacao do DNA em 3 etapas:

Inicio
Elongacao

Término

Baseado em artigos recentes, a sequéncia de slides a seguir sugere, de um

modo geral, como ocorre 0 processo de replicacédo em eucariotos



Replicacao do DNA - Inicio

Complexo de
reconhecimento
da origem (ORC)

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA - Inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva

Helicase




Replicacao do DNA - Inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA - Inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA - Inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA - Inicio

Fatores de disparo

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA - Inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA —inicio

elaborado por Marcelo S. da Silva

ADP + Pi  ATP




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva

Fita continua (lider) Fita descontinua (tardia)

<

Fragmentos de Okazaki
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Fita descontinua (tardia) Fita continua (lider)




Replicacdo do DNA — Elongacéao

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA — Elongacéao (resumo)

Alberts et al., Essential Cell Biology, 3rd edition. Garland Science, 2009.



Replicacao do DNA — Termino

(eucariotos e procariotos)

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA — Termino

(eucariotos e procariotos)

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA — Termino

(exclusivo para eucariotos)

elaborado por Marcelo S. da Silva




Replicacao do DNA — Termino

(exclusivo para eucariotos)

elaborado por Marcelo S. da Silva
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Cromossomo encurta a cada ciclo.
Como a célula resolve este ‘problema’?



Observacao: Replicacao do DNA — Procariotos

origem

O Forquilha de replicacéo

Procariotos (dominio Bacteria) apresentam cromossomo circular e apenas uma
origem por cromossomo.



Replicacdo do DNA — Eucariotos

origem origem

O Forquilha de replicacéo

Eucariotos apresentam cromossomos lineares e normalmente varias origens por
Cromossomo.



Replicacao do DNA em tempo real

FULL REFRICAgON *

Graham et al., 2017 Cell 169, 1201-1213.



Replicacao do DNA em tripanosomatideos

model eukaryotes
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Estudo no nucleo: ciclo celular, replicacao do DNA e

transcricao

- Transcricao;



Revisao de conceitos:

Qual a principal diferenca em procariotos e eucariotos?

Archaebacteria )
and TACK Asgard Eukaryota Eubacteria
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a-Proteobacteria

Small GTPases (~30)

| SNAREs (~15)

| Sec23/24

Longins

B-Propeller/a-Solenoid
proteins (~10)

Small GTPases ESCRTL 1, 1§

Sec23/24-like BAS domains
*+.| Longins Actin, tubulin

p-Propeller/a-Solenoid gene clusters
ESCRTs
Actin, tubulin




Transcricao

- Atranscricdo € a primeira de varias etapas da expressao génica.
- Ocorre praticamente em todas as fases do ciclo celular.

- Durante a transcricdo, uma sequéncia de DNA é lida por uma RNA polimerase,

gue produz uma cadeia de RNA antiparalela complementar.

/, RNA polimerase




De um modo geral, os RNAs podem ser classificados em 2

grandes grupos:

- RNAs mensageiros (mMRNA): Codificam a informacéo para construir proteinas.

- RNAs funcionais: Séo aqueles que nao codificam proteinas. O RNA é produto final.

Dentro dessa classe temos o RNA transportador (tRNA), RNA ribossémico (rRNA), RNA
telomérico, pequenos RNA nucleares (snRNA), longos RNAs nao codificadores (IncCRNAS),

entre outros.
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Inicio da transcricao em procariotos

Sequéncias promotoras em E. coli

Gene

5 UTR
—_—

AUG Transcricao

A. VAV AVAV AV AV AV g
Promotor Sequéncia codificadora do gene
S S e

+1 W
ATG

B. Promotores fortes de E. coli

tyrtANA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG* *CGTCATTTGATATGATGC* GCCCCRBCTTCCCGATAAGGG
rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCTAAAAA+ « TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCEBTTGAGACGACAACG
ren X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA* *GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCBTCGACACGGCGGAT
rrn (DXE), CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA* « GAGGAAAGCGTAATATAC+* GCCACBTCGCGACAGTGAGC
rrn E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGTCTGCG+* *GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCHATCGACACGGCGGAT
rrn A1 TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG* * AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA

rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG* * CGGGAAGGCGTATTATGC+ ACACCEBICGCGCCGCTGAGAA
+1

Sequéncias consenso para a maior 15-17 pb T
parte dos promotores de E. coli TG';: AT TA_ Q’AT

Inicio da transcricao em procariotos

A. Llgacao da RNA polimerase B. Iniclacao
ao promotor




Téermino da transcricado em procariotos

O término da transcricdo em procariotos requer a sintese de determinadas
sequéncias de RNA (sequéncias ricas em G-C seguidas por um trecho de

aproximadamente oito U).

Alongamento e término da transcricao

A. Alongamento B. Término: mecanismo intrinseco
Reelicoidizacéo . DeSelicoidizacao —»-

RNA sendo liberado

RNA polimerase

Alternativamente ha o término da transcricdo dependente do complexo rho.



Procariotos X Eucariotos

De um modo geral, a densidade de genes (numero meédio de genes por
comprimento de DNA) em procariotos é muito maior comparado a eucariotos.

Ex: E. coli = 1 gene por 1.400 pb; H. sapiens = 1 gene por 100.000 pb.

Essa baixa densidade de genes torna a etapa de iniciacao da transcricao um
processo muito mais complicado. Genes estruturais

lacZ lacY lacA
- | | =

Procariotos: Transcricdo policistronica
s
' ranscricao /

mRNA policistrénico

(diversos genes sob a regulacdo de um

unico promotor).

Traducdo

y 22 Movendo-se
aolongodo Y
mRNA -

Eucariotos (maioria): Transcricao
monocistronica (Maioria dos genes

possuem promotores individuais.

B-galactosidase Permease Transacetilase



Inicio da transcricao em eucariotos
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Inicio da transcricao em eucariotos




Téermino da transcricado em eucariotos

polyadenylation

RNA v |
Cap M{A}n

Exozome (7)
Mature MRNA
- 3—»5' degradation
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Em eucariotos, os RNAs mensageiros se movimentam do

nucleo para o citoplasma

- A transcricdo ocorre no nucleo, porém o RNA transcrito pode permanecer no

ndcleo ou migrar para o citoplasma, dependendo da sua funcéao.

) citoplasma
nlcleo

l ApOs o pulso com anélogo de Uracila

O mRNA eucariotico se movimenta do nucleo para o citoplasma. Porém, antes de migrar para
0 citoplasma, ele precisa ser processado.



O RNA mensageiro é processado para se tornar um RNA

mensageiro maduro

sitio de
Processamento do mRNA ocorre no nucleo término
da transcricao
: Sinal poly-A
exon intron nat poly ° 1
DNA I L L
l transcricao
Transcrito cap
l Remocéo da extremidade 3’
5 e ______________________________J . . |
lAdi(;éo da cauda poly-A
5 e—— P — sseseesss—— A AAAAA
1 Splicing (remocéo introns)

AAAAAA

MRNA maduro 9o



Splicing alternativo pode gerar diferentes proteinas
(isoformas) a partir de um unico gene

[ Alternative Splicing ]
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
MRNA  pisisisisiisiliisiieiiinisiniiisiiilly - B e L ] s e e e S
Translation Translation Translation

i

Protei A Protein B




Transcricao em parasitos tripanosomatideos

De um modo geral, tripanosomatideos (eucariotos unicelulares) realizam transcricao
policistrOnica (ndo ha introns) para longos clusters génicos. Poréem, utilizam um mecanismo
especial chamado trans-splicing, para maturacédo dos RNAs mensageiros.

Chromosome r>
<=

pre-mRNA l, Transcription

Bl N ] s = SL locus

- [ | _miaEm

St a0y 1 Transcription
[ e,
Trans-splicing and ¥ __ Capped-SL
polyadenylation po;yad
eﬁy/atlon
- p
i, 2 v poyy
_ Y@  Capped Spliced Leader
“AMM @@  Untranslated regions
_M - Coding sequence
Mature mRNAs ¥ AAAAA \AAAAA Poly-A tail /

A maturacao dos mRNAs ocorrem pela agcao combinada do trans-splicing e poliadenilagcéo. No
trans-splicing, um spliced lider (SL) comum é doado a todos os mRNAs a partir de uma
pequena molécula de RNA, o SL RNA.
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Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

1- Monitoracao da replicacdo do DNA por microscopia de fluorescéncia

O monitoramento da replicacao do DNA pode ser utilizado em diversas
abordagens:

- Quantificacao do numero de células capazes de replicar o DNA;

- Estimativa do tempo de duracéo da fase S e demais fases do ciclo;

- Troca genética (DNA exchange).



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

1- Monitoracao da replicacao do DNA por microscopia de fluorescéncia

Normalmente analogos de timidina sao utilizados:
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Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

1- Monitoracao da replicacao do DNA por microscopia de fluorescéncia

- BrdU, IdU e CldU (analogos de timidina halogenados):

- Requerem anticorpos para deteccéao (fluorescéncia)

the'ldfe’

- Obs importante!: Quando estes analogos estao incorporados

4

L

no DNA, € necessario sua desnaturacao para deteccéao.

= e

- EdU:

- Nao requer anticorpo para deteccao (fluorescéncia);

- Deteccéao realizada por “click chemistry” em um processo chamado ciclo-

adicao (Cu?* + Ascorbic acid + fluorescente azide).



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

1- Monitoracao da replicacao do DNA por microscopia de fluorescéncia

- BrdU, IdU, CldU e EdU, normalmente, sao facilmente incorporados em

culturas de parasitos:

@ nuclei non-labeled
@ nuclei CldU-labeled
@ nuclei IdU-labeled

© nuclei CldU+IdU-labeled (DNA exchange)

S 4

incubate for half of the doubling- incubate for half of the doubling- DAP! stainin
time period (e.g.: 12 h for T. cruzi)  time period (e.g.: 12 h for T. cruzi) 9
1 !
) ) wash
wash using fresh media wash using fresh media
\ Y / secondary antibody incubation
mix both cultures
wash

primary antibody incubation

wash

denaturation of DNA

incubate for one doubling-time wash and fixation S 4

period (e.g., 24 h for T. cruzi)

da Silva et al

., 2018, BioProtocol.



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

1- Monitoracao da replicacao do DNA por microscopia de fluorescéncia

DIC

dados nao publicados



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

2- Analise utilizando citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite a realizacao de analises para diversos fins:
- Analise do conteudo de DNA utilizando um intercalante (possivel inferir
fases do ciclo celular);

- Analise da fase S (monitoramento da replicacédo) utilizando marcacéao

dupla.



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

2- Analise utilizando citometria de fluxo

- Analise do conteudo de DNA

- Normalmente utiliza-se iodeto de propidio (PI) ou DAPI como
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da Silva et al., 2020. Atualidades em medicina
tropical no Brasil: Protozoéarios.

Possivel inferir fases do ciclo celular baseando-se no conteldo de DNA;



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

2- Analise utilizando citometria de fluxo

- Andlise da fase S (monitoramento da replicacao)

- Necessario marcacao dupla: intercalante de DNA + analogo de timidina.
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Extraido de BitesizeBio.com

Fases do ciclo celular podem ser melhor delineadas, sobretudo a fase S;



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

3- DNA combing

IdU

==

da Silva et al., 2017, Trends in Parasitology

Extraido de genomicvision.com <

Técnica utilizada para produzir um conjunto de moléculas de DNA esticadas
uniformemente, permitindo assim a investigacao de varios aspectos
relacionados a replicacdo do DNA em moléculas individuais.

- Permite a identificacao de origens/forquinhas de replicacdo, distancia

inter-origens e calculo da velocidade da forquilha de replicacéo.



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

3- DNA combing

. DNA recover from the plug
DNA comblng (for whole genome analysis)
[[+]V] Cldu PEGE
) DNA band recover

( ( agarose Southern blot

Il from PFGE ssDNA stretching on slide
cels  gel plug ] ,
@ wash harvest proteinase K (for specific analysis) IdU
— — =7 — .

— —/ CldU
Asynchronous
cell culture

transfer
—

DNA replication
origins profile

" DNA

da Silva et al., 2017, Trends in Parasitology

- Necessario 2 pulsos consecutivos de analogos de timidina (normalmente
ldU e CldU), um aparato especifico para esticar as moléculas de DNA a
uma velocidade constante e anticorpo anti-ssDNA.

- ApOs o0 processo de “esticamento” do DNA em laminulas especificas,
reacOes utilizando anticorpos primario e secundario sao realizadas (iguais

as utilizadas em fluorescéncia).



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos
3- DNA combing
O grande destaque desta técnica estd na especificidade dos anticorpos

utilizados para reconhecer os analogos de timidina incorporados no DNA.

Ori1 Ori2 Ori3

| S phase
H; | progression
15t pulse: IdU — — up
2™ pulse: CldU —q—— = < > o
4 b e
o0 0D

A T. brucei L. donovani

Stanojcic et al., 2016, Scientific Reports



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

3- DNA combing
ldentificacao de origens e forquinhas de replicacao

Primeiro analogo IdU (revelacdo com ac. secundario vermelho);
Segundo analogo CldU (revelacao com ac. secundario verde).

DNA é corado em azul (anti-ssDNA).

da Silva et al., 2017, Scientific Reports

Setas representam sentido da forquilha de replicacao.



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

3- DNA combing
Calculo da distancia inter-origens (I0OD).

Necessario constante de conversao (um — kb) do equipamento utilizado.

Por exemplo: 1 um = 2 kb.

|OD |OD

Stanojcic et al., 2016, Scientific Reports



Principais abordagens para investigacao de eventos

relacionados ao DNA em parasitos

3- DNA combing
Calculo da velocidade média da forquinha de replicacao

Também é necessario constante de conversao do equipamento utilizado.

Length of the (Kb)

Speed =Duratir.:=n of the (min)

Stanojcic et al., 2016, Scientific Reports

Observacao importante! Para o calculo da velocidade, somente é permitido a

utiizacdo de segmentos verdes entre segmentos azul/vermelho, i.e.,
padroes BGR, RGB e BGRGB.

Dados nédo-publicados
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