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Palavras do autor

Prezado aluno,

A partir de agora vocé dara inicio ao estudo da Biologia Evolutiva
e Molecular, que lhe fornecera os conhecimentos necessarios para
compreender a historia da evolucao, suas causas e seus mecanismaos,
bem como as técnicas utilizadas para a analise e o entendimento desse
processo. Vocé ja reparou que cada espéecie apresenta caracteristicas
proprias e parou para pensar na origem e no por qué dessas
diferencas? O entendimento dos processos evolutivos e das técnicas
de Biologia Molecular permitira que vocé responda a questdes sobre
as hipoteses que podem explicar determinada caracteristica dos
organismos e 0s metodos pelos quais pesquisadores as testaram,
aplicando os conhecimentos adquiridos em vivéncias relacionadas a
sua formacao.

Para que vocé assimile todo o conteudo que sera apresentado
e adquira a competéncia de compreender a evolucdo do genoma,
bem como os mecanismos de reparo do DNA e as técnicas de
Biologia Molecular envolvidas na investigacao de alteracdes
geneéticas e moleculares, € necessario que vocé se dedique ao
maximo, por meio da leitura do livro didatico, do acesso aos links
de pesquisa sugeridos e da busca por mais aprendizado em outras
fontes de conhecimento.

No decorrer da primeira unidade, conheceremos a origem
da vida e as teorias da evolucao, bem como o ciclo celular
e 0s processos de diferenciacdo das ceélulas, além de fazer
uma comparacao entre os diferentes genomas. Na segunda
unidade, estudaremos os polimorfismos genéticos e os metodos
empregados na reconstrucao filogenética. Ja na terceira unidade,
abordaremos os erros na replicacao do DNA e 0os mecanismos de
reparo, bem como os processos de regulacdo génica. Por fim, na
quarta unidade, entraremos no mundo das técnicas de Biologia
Molecular, iniciando com clonagem e eletroforese, passando por
polimerizacdo e sequenciamento, e terminando com hibridizacao.
Ao final deste livro didatico, vocé sera capaz de melhor entender
a evolucdo molecular da vida e seus complexos processos
biologicos. Vamos 137

U4 - Técnicas de biologia molecular



U4 - Técnicas de biologia molecular



Unidade 1

Biologia evolutiva

Convite ao estudo

Prezado aluno,

A partir de agora, iniciaremos o estudo da Biologia Molecular
e da evolucdo para melhor entender como 0s organismos
foram se modificando, genética e molecularmente, ao longo
dos anos, para se adaptarem aoc ambiente em que vivem. Ao
final desta disciplina, vocé devera ter compreendido a evolu¢ao
do genoma, bem como os mecanismos de reparo do DNA e
as tecnicas de Biologia Molecular envolvidas na investigagao
de alteracdes geneticas e moleculares. Ao final desta unidade,
Sad0 seus objetivos: conhecer a origem da vida na Terra e as
diferencas entre as teorias evolutivas propostas por Lamarck
e Darwin, compreender o ciclo celular e 0s processos
de diferenciacdo das células e entender a importancia da
gendmica comparativa na diferenciacao das especies.

Para compreender o assunto e atingir as competéncias
e oS objetivos da disciplina, analisaremos uma situacao
hipotética que se aproxima dos conteudos tedricos que serao
vistos por vocé nesta unidade: Leticia € uma garotinha de 10
anos que adora Ciéncias e é apaixonada por animais. Como
presente de aniversario, ela ganhou de seu pai uma visita
ao Zooparque de ltatiba, no interior de Sao Paulo; o maior
zoologico particular do Brasil, contendo 500.000m? de area
verde, dos quais grande parte esta inserida em um fragmento
de Mata Atlantica. O parque abriga cerca de 1.000 animais,
inseridos em mais de 180 espécies; incluindo dezenas
ameacadas de extincdo. Na noite anterior ao passeio, a
garotinha mal conseguiu dormir, tamanha era a ansiedade de



poder alimentar e tocar alguns animais do parque, além de ver
filhotes de varias espécies e acompanhar sua amamentacao.
Pela manha, Leticia foi a primeira a acordar e logo pulou
da cama para acordar seus pais. A familia tomou um café
da manha reforcado, arrumou a mochila da garotinha com
agua, bolachas, protetor solar e maquina fotografica, e partiu
rumo a Itatiba.

No decorrer desta unidade de ensino, vocé compreendera
a origem da vida e as teorias evolutivas mais aceitas, os
mecanismos envolvidos no ciclo celular e como sao
realizadas as comparacdes gendmicas entre as diferentes
especies. Na Secdo 1.1, abordaremos a origem da vida, as
teorias propostas por Lamarck e Darwin para a evolucao das
especies e 0s mecanismos de evolucao e selecao natural.
Ja na Secdo 1.2, compreenderemos o ciclo celular e os
mecanismos de morte e diferenciagdo celular. Por fim, na
Secdo 1.3, trataremos dos metodos empregados na gendmica
comparativa para a diferenciacao das espéecies.



Secaoll

Origem e evolugao
Dialogo aberto

Para darmos continuidade ao seu aprendizado, retomaremaos
a visita de Leticia e seus pais ao Zooparque de Itatiba: pela
manha, Leticia foi a primeira a acordar e logo pulou da cama para
despertar seus pais. A familia tomou um café da manha reforcado,
arrumou a mochila da garotinha com agua, bolachas, protetor
solar e maquina fotografica, e partiu rumo a ltatiba. Na chegada ao
Zooparque, Leticia e seus pais foram recebidos com muita atencao
pelos funcionarios do local, que lhes passaram algumas instrucoes
e, em seguida, os liberaram para a visitacdo. Durante o passeio
pelo ambiente de savana africana, Leticia ficou encantada com as
listras das zebras e com o chifre dos rinocerontes, achou graca das
pernas longas dos avestruzes e se divertiu com a esquichada de
3dgqua da tromba dos elefantes. Mas o que mais intrigou a garotinha
foi o tamanho do pescoco das girafas: ‘como pode ser tdo
comprido?’, indagou. O pai, entdo, contou a filha que, ha milhdes
de anos, as girafas possuiam o0 pescoco curto que, com O passar
dos anos, foi sendo esticado devido a necessidade de alcancar as
folhas nas arvores mais altas. A explicacao dada pelo pai de Leticia
esta correta? Essa € a unica explicacao existente? Para validar a
explicacdo do pai de Leticia e discorrer sobre outras possiveis
teorias, vocé deve ler o livro didatico, dando énfase ao conteudo
sobre origem da vida e as teorias de Lamarck e Darwin. Vamos (a7

Dialogo aberto

O universo é formado por matéria viva (seres vivos) e matéria
ndo viva (matéria bruta). A diferenca entre ambas consiste em
algumas propriedades que Os seres vivos apresentam e que nao
sdo observadas na matéria bruta:

a) Composicdo quimica mais complexa.

b) Organizacao molecular mais estruturada.
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c) Reacao a estimulos ambientais.

d) Capacidade de absorver matéria e energia do ambiente, a fim
de se desenvolver e manter suas funcdes vitais.

e) Capacidade de manter seu meio interno em condigdes
adequadas de sobrevivéncia, independentemente das condicdes
do meio externo.

f) Capacidade de crescimento e reproducao.

g) Capacidade de modificacédo ao longo do tempo (evolugdo),
através de adaptagdes que garantam sua sobrevivéncia.

Com o avanco da Ciéncia, muito sobre a origem da vida na
Terra foi esclarecido ao longo dos anos, mas muito ainda falta
ser esclarecido. Dentre as diversas hipoteses levantadas, as mais
consideradas consistem na criagao divina (vida criada por divindade
ou forca superior), na origem extraterrestre (vida originada fora
da Terra e trazida por meteoritos através do espaco) e na origem
por evolug¢do quimica, a mais aceita atualmente (a vida surgiu de
forma espontanea no planeta, a partir da combinagao dos atomos
existentes No universo, gque resultou em moléculas simples, as
quais, por sua vez, se associaram formando moléculas complexas).

A teoria de Aleksandr Oparin vai ao encontro da hipotese de
origem por evolucao quimica, propondo uma atmosfera primitiva
composta por amoénia, metano, hidrogénio e vapor de agua. O
biogquimico afirmava que conforme as temperaturas do planeta
foram diminuindo, o consequente vapor de agua condensado caiu
sobre a crosta, evaporando-se novamente e ocasionando um ciclo
de chuvas bastante intenso, acompanhado por fortes descargas
elétricas. Essas descargas, juntamente com os raios ultravioleta,
modificaram as ligacdes quimicas das moléculas da atmosfera,
formando novas substancias organicas, Como aminoacidos.

A hipotese classica e mais aceita sobre 0s primeiros organismaos
vivos € a heterotrofica: havia um mar repleto de coacervados
(agregados de proteinas e outras moléculas organicas) que serviram
de alimento a esses seres primitivos. Entretanto, a presenca de
organismos exclusivamente heterotrofos, em dado momento,
esgotaria o estoque de matéria organica — o que fez que, antes
gue issO ocorresse, surgissem seres autotrofos fotossintetizantes
por evolugao.

J4 - Técnicas de bioclogia molecular



Por outro lado, tém-se conhecimento das bactérias autotrofas
extremamente simples, que nao utilizam a luz solar para producao
de matéria organica (utilizando a energia proveniente de reacdes
ocorridas entre as substancias minerais da crosta terrestre),
contribuindo para uma hipotese autotrofica. Além  disso, o
oxigénio liberado através da fotossintese passou a se acumular
na atmosfera. Dessa forma, seres que utilizavam oxigénio para
degradar o alimento, surgidos por evolugao, passaram a ter maiores
condicdes de sobrevida.

Mudancas evolutivas quase sempre tornam as especies mais
aptas a sobreviver em seu ambiente. Trés evidéncias comprovam a
existéncia da evolucdo ao longo dos anos: a anatomia comparada,
O estudo dos fosseis e a comparacdo entre as moléculas que
compdem os organismos (bioquimica comparada). A medida
que o estudo da anatomia animal foi progredindo, passou-se
a perceber que animais muito diferentes quanto ao aspecto
externo apresentavam internamente um mesmo plano basico.
Comparacdes mais detalhadas entre os membros de diversos
vertebrados mostraram ainda notdvel semelhangca quanto
a estrutura basica, evidenciando uma mesma origem, mas
funcdes diferentes, adaptadas ao ambiente no qual vivem. Outra
importante evidéncia evolutiva ¢ a embriologia comparada: no
inicio do desenvolvimento, as semelhancas sao impressionantes,
mas as diferencas se acentuam consideravelmente a medida que
o desenvolvimento ocorre.

O estudo das diversas camadas de rochas que formam a crosta
terrestre, das mais antigas as mais recentes, revelou fosseis bastante
diferentes, apresentando um aumento gradual de complexidade
e diversidade. Rochas muito antigas ndo apresentam fosseis de
organismos atuais, propondo um surgimento mais tardio desses
organismos. Do mesmo modo, fosseis muito antigos apresentam
especies que hoje ndo existerm mais, evidenciando sua extingao.

Além da comparagcdao do DNA, a semelhanga entre espécies
distintas pode ser afirmada através da comparacao da composi¢cao
de uma mesma proteina encontrada nas espéecies em questao. A
alfa-globina humana, por exemplo, difere em quatro aminoacidos
da globina do macaco Rhesus. Essa diferenca sobe para 17
aminoacidos em relagao a globina do boi e para 71 aminoacidos

U4 - Técnicas de biologia molecular
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em relacao a globina da carpa — refletindo as diferencas entre os
genes que regulam a producao dessa proteina nas quatro espécies.
Ainda, em uma proteina comum, ocorre, em media, a substituicao
de um aminoacido a cada milhdo de anos, permitindo a avaliagcao,
com precisdo, da época em que novas especies apareceram, a
partir de um ancestral comum. Aplicando essa informacdo ao
exemplo dado anteriormente, concluimos que a espécie humana
divergiu da carpa ha muito mais tempo quando comparado ao
macaco Rhesus.

A adaptacdo dos seres vivos ao ambiente em que vivem ¢
um fato, porém, a origem da adaptacdo sempre foi discutida. Na
Antiguidade, era defendida a ideia de que as espécies eram fixas e
imutaveis (fixismo), isto é, ja existiam desde a origem do planeta, e
a extincao de muitas delas aconteceu devido a eventos especiais,
como catastrofes. Lentamente, essa ideia foi dando lugar a outra,
baseada em uma substituicdo gradual de espécies por outras,
através de adaptacdes a ambientes continuamente em processo
de mudanga (transformismo); a medida que o meio muda, muda-
se a especie. Essa ideia tornou-se a base para 0s pensamentos
evolucionistas que surgiriam a partir de entao.

Em 1809, opondo-se ao fixismo, Jean Baptiste Lamarck foi
um dos primeiros pensadores a tentar explicar cientificamente
0 mecanismo pelo qual a evolucdo ocorre. Ele afirmava que as
girafas, ao fazerem forca para alcancar alimentos em arvores altas,
esticaram seu pescogo e passaram essa caracteristica as geragoes
seguintes, que nasceram gradativamente com pescocos mais
compridos. Lamarck estava certo quando afirmou que os fatores
ambientais podem modificar os individuos (como a exposicdo
prolongada ao sol, que torna a pele mais morena, ou a utilizacdo
constante de um musculo, que o faz crescer). Mas enganou-se
pensando que tais caracteristicas adquiridas eram transmitidas
a prole: do contrario, camundongos filhos de reprodutores
que tiveram seus rabos cortados nasceriam sem rabo; ou filhos
de judeus circuncidados nao precisariam passar pelo ritual da
circuncisdo, o que nao acontece.

Em 1844, o inglés Charles Darwin entrou em conflito com as
ideias da epoca a0 comecar a escrever um longo ensaio sobre a
selecao natural e sua relagao com o surgimento de novas especies.

U4 - Técnicas de biologia molecular



De acordo com Darwin, 0s 0rganismaos vivos apresentavam grande
capacidade de se reproduzirem, mas muitos morriam antes de
chegarem a idade reprodutiva em virtude da limitada quantidade
de alimento existente no ambiente em que viviam. Dessa forma,
organismos com as mesmas necessidades alimentares competiam
entre si, lutando constantemente pela sobrevivéncia.

Por outro lado, em um mesmo grupo, havia variagcdes
hereditarias que podiam ser transmitidas aos descendentes,;
algumas mais favoraveis do que outras em certo ambiente. Assim,
organismaos que apresentavam as variacdes mais favoraveis aquele
ambiente apresentavam maiores probabilidades de reproducado e
sobrevivéncia que os demais — transmitindo essas caracteristicas aos
seus descendentes e tornando as geracdes futuras sucessivamente
mais adaptadas as condicdes ambientais (sele¢do natural).

‘tz" Assimile

Lamarckismo — fatores ambientais podem modificar os organismos,
e as caracteristicas adquiridas sdo transmitidas as geracdes futuras.

Darwinismo — organismos que apresentam variacdes mais favoraveis
ao ambiente apresentam maiores probabilidades de reproducao e
sobrevivéncia, transmitindo essas variacdes aos seus descendentes.

Classicamente, "espécies” sao 0s tipos de organismos existentes
(cachorro, gato, samambaia, etc.), caracterizadas e diferenciadas
umas das outras por sua morfologia. Apos a Teoria da Selecao
Natural de Darwin, "espécie” passou a ser definida como uma
populagao ou um grupo de populacdes cujos componentes sao
capazes (ou apresentam potencial) de se cruzar livremente na
natureza e produzir descendentes férteis — ndo sendo, portanto,
capazes de se cruzar com componentes de outra espécie.

E] Exemplificando

O cruzamento entre um jumento (Equus asinus) e uma egua (Equus
caballus) é possivel. Entretanto, gera um animal (mula) incapaz de
gerar descendentes.

U4 - Técnicas de biologia molecular
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O surgimento de novas espécies a partir de uma espécie
ancestral ¢ denominado especiagao. Para que esse processo
ocorra, € indispensavel gue haja um isolamento geografico, isto &,
gue grupos da espécie original se separem e deixem de se cruzar
— podendo ser via migragao de grupos para locais diferentes e
distantes, ou via aparecimento repentino de barreiras naturais
intransponiveis (como rios, vales, montanhas, etc.) (Figura 1.1).

Sendo essa barreira intransponivel para ambos 0s grupos, ficam
osindividuos isolados e impedidos de cruzar entre si. Durante muito
tempo, submetidos a pressdes de selecdo natural diferentes (uma
vez que vivem em ambientes diferentes), os genes selecionados
em uma das populacdes ndo o serao na outra, e vice-versa. Com
O passar dos anos, 0 genoma desses grupos torna-se cada vez
mais distinto, e os individuos divergem, morfologicamente, cada
vez mais. Em determinado nivel de diferenciacao, essas duas
populacdes formam ragas (subespécies). Se colocados novamente
em contato, o cruzamento entre os individuos ainda € possivel e
gera descendentes ferteis.

@ Reflita

O que aconteceria se as espéecies ficassem isoladas geograficamente
por um periodo tdo longo, que a diferenciagao entre elas se tornasse
tdo grande a ponto de impedir o cruzamento e/ou a geragdo de
descendentes férteis?

Nesse caso, estabelece-se uma condicao denominada
isolamento reprodutivo, a qual gera duas espécies tao diferentes
que, a partir de entdo, evoluirdo separadamente (Figura 1.1).
Cada uma das recém-formadas pode, por sua vez, sofrer um
ciclo semelhante, fragmentando-se em racas (subespécies) e,
finalmente, originando novas espécies.

U4 - Técnicas de biologia molecular



Figura 1.1 | Especiacdo do tipo alopatrica

| 1soLAMENTO GEOGRAFICO |

um grupo de organismos da mesma espécie uma barreira geogréfica intransponivel

habita uma determinada regiéc geogréfica subitamente isola grupos da mesma espécie

ao longo do |erroo_._ aoe_ntuam-se diferengas Abarreira geogréfica é desfeita; os
como conseqiiéncia de mutagbes descendentes dos arupos originais se retinem

@o longo do tempo, acentuam-se diferengas como : o8 d
conseqiiéncia de mutagdes & da aglo da seleg&o natural a bs"dmd“ arupos :‘;;:fi:t:f.ﬁa“m

se houver cruzamentos com descendentes férteis Sﬂhf:‘ﬂo h?jdh‘ﬂr z‘;:anmm ou, hz::dn. n;l:
0s grupos ainda pertencerdo & mesma espécie. existirem desce , ou foram es s, entao
Poderdo, entdo, constituir diferentes RACAS. o8 grupos constituirdo ESPECIES diferentes

ISOLAMENTO REPRODUTIVO

descendente fértl do ol de férteis

Fonte: <http://slideplayer.com.br/slide/3006288/>. Acesso em: 22 jun. 2017.

Evidéncias sugerem que a evolugao dos grandes grupos
de seres vivos foi possivel a partir de um grupo ancestral cujos
individuos, através do mecanismo de especiacdo, possibilitaram
O surgimento de espécies relacionadas, ou seja, a partir de uma
espécie inicial, pequenos grupos conquistaram novos ambientes,
sofrendo adaptacdes que lhes permitiram sobreviver nesses meios.

U4 - Técnicas de biologia molecular
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Desse modo, surgiram novas especies com muitas caracteristicas
semelhantes a ancestral — fendbmeno conhecido como irradiagao
adaptativa. Nessas condicdes, sempre ha um parentesco proximo
entre as espécies consideradas.

Outro fendbmeno evolutivo € o de convergéncia adaptativa.
Um tubardo e um golfinho, morfologicamente, sdo muito
semelhantes. No entanto, pertencem a grupos diferentes (peixe
cartilaginoso e mamifero, respectivamente); portanto, essa
semelhanca morfologica ndo revela parentesco evolutivo proximo.
De que maneira esses animais adquiriram, entao, essa semelhanca
externa? Estando em um mesmo meio (aquatico), a atuacdo desse
meio selecionou, em ambas as espécies, uma forma corporal
idealmente ajustada a agua.

A irradiacdo adaptativa dos mamiferos originou varias ordens;
entre elas, a dos primatas. Um fossil descoberto nos Estados
Unidos com aproximadamente 65 milhdes de anos, denominado
Purgatorius unio, € tido como o originador dos primatas. Do
grupo primata ancestral, originaram-se outros dois: prossimios
e antropoides. Os iniciantes da linhagem antropoide pertencem
ao género Aegyptopithecus. Drasticas alteracdes climaticas,
ocorridas por volta de 20 milhdes de anos atras, provocaram
nesses animais a busca por alimentos nas savanas existentes. Um
desses grupos primitivos que habitavam a Africa possivelmente
€ o originador da linhagem da qual surgiram os chimpanzes e
0s homens. Através da gendmica comparativa, sugere-se que
essas duas espéecies devam ter divergido ha cerca de 5 milhdes
de anos, a partir de seu ancestral.

A descoberta de diversos fosseis, a partir de 1924, serviu de
base para a definicdo dos australopitecos, hominideos de andar
ereto e de maos e dedos semelhantes aos dos homens; porém
volume cerebral com cerca de 1/3 daguele do homem moderno.
O aumento do volume craniano comecou a ser detectado em
fosseis de aproximadamente 2 milhdes de anos, juntamente com a
descoberta de ferramentas simples de pedra. Esse fato foi o pontapée
para o enquadramento desta espécie, denominada Homo habilis,
no género Homo. Os australopitecos acabaram por desaparecer,
enquanto o Homo habilis possivelmente foi o precursor do Homo
erectus, a partir do qual surgiu 0 Homo sapiens. Acredita-se que
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o Homo erectus tenha se originado na Africa e se irradiado para a
Asia e a Europa.

Os seres humanos, como sao hoje, possivelmente evoluiram
paralelamente em varias partes do planeta; com a dispersdo dos
Homo erectus da Africa para os demais continentes, cerca de 1
milhao de anos atras. A partir de entdo, teria ocorrido a diversificagao
que originou o Homo sapiens com suas varias racas. Outra hipotese
supde que os Homo sapiens surgiram apenas na Africa, a partir do
Homo erectus, deslocando-se em grupos para outros lugares da
Terra e originando as diversas etnias atualmente conhecidas.

EL?' Pesquise mais

Ficou curioso(a) sobre outras possiveis teorias da origem da vida na
Terra? Leia a Secao 1.2, denominada "“Como esta relacionada toda a
vida na Terra?’, e acabe com sua curiosidade!

SADAVA, D. et al. Vida: a ciéncia da biologia. 8. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2011. v.1.

Sem medo de errar

A explicacdo dada pelo pai de Leticia esta de acordo com a
teoria evolucionista de Lamarck, que afirmava que os fatores
ambientais podem modificar os individuos e que, no caso das
girafas, o pescoco foi se esticando ao longo do tempo porque
elas faziam forca para alcancar alimentos em arvores altas. Como
essa caracteristica era transmitida aos descendentes, as geracdes
sequintes passaram a nascer gradativamente com pescocos
maiores. Entretanto, essa nao € a Unica explicacao existente para o
longo pescoco desses animais.

Anos mais tarde, outro evolucionista rebateu as ideias de
Lamarck ao afirmar que, em um passado muito distante, existiam
diferencas entre as girafas: algumas tinham um pesco¢co mais
curto, e outras, um pescoco mais longo. Nos periodos de privacao
de alimentos, os individuos com pesco¢o mais longo e, portanto,
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capazes de pastar a uma ou duas polegadas acima dos demais,
foram preservados (selecionados pelo ambiente). Seu cruzamento
gerou maior numero de descendentes, que herdaram as mesmas
particularidades corporais, enquanto que os individuos com
pescog¢o mais curto e, portanto, menos favorecidos, foram fadados
a extingado.

Avancando na pratica

As mariposas de Manchester
Descricao da situagao-problema

Por volta de 1850, em Manchester, na Inglaterra, predominava
na cidade uma populacdo de mariposas (Biston betularia) brancas,
com algumas manchas negras. Apos a Revolucao Industrial, com o
aumento da industrializacao e consequente aumento da emissao de
poluentes na atmosfera, uma populacao de mariposas escuras passou
a ser encontrada em numero cada vez maior, tornando-se a forma
dominante. Como seria uma explicacdo plausivel para essa alteracao
de dominancia observada apos o desenvolvimento industrial?

Resolucdo da situagcdo-problema

Antes da Revolucdo Industrial e, portanto, na auséncia de
poluicdo, ostroncos das arvores eram cobertos por liguens brancos.
Uma vez que as mariposas brancas conseguiam se camuflar nesses
liqguens, essa populacdo era menos visivel e, consequentemente,
menos atacada por passaros predadores, que acabavam atacando
principalmente as mariposas escuras, mais expostas. Com a
industrializa¢do, aimpregnacao da fuligem expelida pelas chamines
ocasionou a morte dosliguens, deixando 0s troncos expostos € mais
escuros. Dessa forma, a situacao se inverteu: as mariposas escuras
passaram a ficar mais camufladas e protegidas dos predadores
que as brancas, obtendo maior probabilidade de sobrevivéncia e
reproducdo, gerando descendentes escuras. As mariposas brancas,
por outro lado, tornaram-se mais visiveis, passando a ser cacadas
com maior frequéncia e, conseguentemente, vivendo menos, se
reproduzindo pouco e gerando menor numero de descendentes.
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Sendo a cor das mariposas um fator hereditario dependente de
um par de genes codificador de dois fendtipos (claro e escuro),
0 ambiente poluido selecionou naturalmente a populacdo de
mariposas mais bem adaptadas a ele. Nas ultimas décadas, com
a instalagcao de filtros nas industrias, promovida por legislagdes
mais severas, 0s niveis de poluicdo gasosa foram reduzidos,
favorecendo novamente o crescimento de liquens nos troncos
das arvores. Como era de se esperar, o retorno da coloracado clara
dos troncos modificou os critérios de sele¢ado, favorecendo, agora,
a populacao de mariposas brancas em detrimento das escuras.

Faca valer a pena

1. Uma das teorias sobre a origem da vida em nosso planeta apoia a
ideia de que os seres vivos surgiram a partir da combinacdo dos atomos
existentes no universo, que resultou em moléculas simples (dgua, metano,
dioxido de carbono, amdnia, nitrogénio e hidrogénio), as quais, por sua
vez, se associaram formando moléculas complexas.

A respeito da origem da vida na Terra, assinale a alternativa correta.

a) A formagcao de coacervados no mar primitivo foi resultado do
aparecimento dos primeiros seres heterotrofos.

b) O surgimento de moléculas complexas, como as proteinas, ocorreu
anteriormente ao aparecimento dos aminoacidos.

c) Uma vez que a escassez de alimentos era grande, os primeiros seres que
surgiram eram autotrofos (hipotese autotrofica).

d) Descargas elétricas e raios ultravioleta tinham papel fundamental na
formagdo das moléculas organicas simples.

e) Devido a grande quantidade de oxigénio nas moléculas de dgua, a forma
primitiva de obtencdo de energia era aerdbica.

2. A origem da vida é explicada por diversas teorias, as quais podem
ser embasadas na criacdo divina, na origem extraterrestre ou na origem
por evolucao quimica. Considere os eventos relativos a esse fendbmeno,
descritos a segquir.

|. Obtencdo de energia através do processo de fermentacdo.

Il. Formacado de coacervados no mar primitivo.

IIl. Obtencdo de energia através dos processos de fotossintese e respiragao.
IV. Estabelecimento do equilibrio entre seres autétrofos e heterotrofos.
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Assinale a alternativa que apresenta a ordem cronolodgica correta desses
eventos.

a) I, 1L 1L V.
b) I, 1, IV, 1L
c) I, 1 1, IV.
d) I, 1L 1V, L.
e) IV, L1, 1.

3. Considere as teorias descritas a sequir.

|. Cada espécie é composta por um grupo de organismos semelhantes a
um determinado tipo ideal.

II. O desaparecimento da visao de peixes habitantes de cavernas escuras
é determinado pela auséncia de luz.

lll. VariacSes favoraveis permitem a sobrevivéncia e a reproduc¢do das
espécies no ambiente em que vivem, sendo essas variagdes transmitidas
aos seus descendentes.

Assinale a alternativa que apresenta corretamente os idealizadores dessas
teorias.

a) Lineu, Lamarck e Darwin.

b) Lineu, Darwin e Lamarck.

c) Darwin, Lamarck e Lineu.

d) Darwin, Mendel e Lamarck.

e) Darwin, Lineu e Lamarck.
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Secao 1.2

Ciclo celular e diferenciacao
Dialogo aberto

Para darmos continuidade ao seu aprendizado, retomaremos a
visita de Leticia e seus pais ao Zoopargue de ltatiba. Continuando o
passeio, a familia chegou ao ambiente de pantanal, no qual pode
observar antas, tamanduas, veados, cobras e jacares. Leticia pode
seqgurar um filhote de cobra nas maos e ficou encantada com
0s desenhos na pele do animal, a qual achou engracada por ser
escorregadia e gelada. O guia do parque explicou que os répteis
nao conseguem manter a temperatura do corpo estavel, como os
humanos, variando, dessa forma, de acordo com o ambiente em
gue se encontram. A curiosidade da garotinha ndo parou por ai: ela
perguntou por que os dedos dos jacarés eram “colados” uns nos
outros. Qual ndo foia surpresa de Leticia ao ouvir do funcionario que,
durante certo periodo do desenvolvimento embrionario, os humanos
também possuem os dedos “‘colados”! Qual € o mecanismo celular
envolvido no “descolamento” dos dedos humanos? O que poderia
ocasionar a permanéncia dessa condicao? Para responder a esses
questionamentos, leia o livro didatico, especialmente o conteudo
sobre morte celular. Vamos &7

Nao pode faltar

O corpo humano é composto por cerca de um trilndo de
celulas, todas descendentes de uma unica (zigoto), as quais,
diariamente, se dividem e substituem suas antecessoras danificadas
ou envelhecidas. Desde o seculo XIX, pesquisadores tentam
tornar as células humanas imortais, uma vez que muitas doencas
humanas se desenvolvem apenas em células humanas. Em 1951,
dois pesquisadores finalmente conseguiram manter em laboratorio
uma linhagem celular viva, as células Hela (em homenagem a
paciente da qual foram retiradas, Henrietta Lacks) se dividiam varias
e varias vezes e passaram entao a ser utilizadas para investigacao
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de cancer, crescimento viral, sintese proteica, efeitos da radiacao
sobre as células, dentre diversas outras pesquisas.

O ciclo de vida de uma célula (ciclo celular) compreende uma
série de eventos macromoleculares que leva a divisdo da célula e
formacao de duas novas, constituidas por cromossomos idénticos
aos da ceélula que se dividiu. O ciclo ¢ dividido em trés estagios:
interfase (subdividido nas fases G1, S e G2), divisao celular ou
mitose (subdividido em profase, metafase, anafase e telodfase) e
divisdo citoplasmatica ou citocinese. Em todas as celulas de um
mesmo tipo celular, a duracdo desse ciclo € aproximadamente a
mesma, diferindo de um tipo celular para outro. O crescimento
do citoplasma acima de um determinado volume desencadeia a
divisdo celular, provavelmente devido a incapacidade do nucleo
de controlar e/ou coordenar um volume citoplasmatico acima do
limiar de sua capacidade.

Antes de se dividir, uma célula copia todo seu DNA (replicacéo)
durante a interfase, o intervalo mais longo do ciclo celular e no
qual a celula aumenta de massa, praticamente duplica 0 numero
de organelas citoplasmaticas e replica seu DNA. Na fase GI1, as
moléculas de DNA originam moléculas de RNA, as quais passam
para o citoplasma e promovem a sintese proteica. Nessa fase, a
célula trabalha intensamente para produzir mais substancias e
aumentar seu volume.

&ﬁ& Assimile
G — doinglés gap, "intervalo”.

Dica! Memorize 0 "G" dessa fase ndo apenas como gap, mas também
como growth (do inglés, “crescimento’).

Na fase S (do inglés synthesis, “sintese”), as moléculas de DNA
param de produzir RNA e se ocupam de sua replicacao, isto €,
constitui a fase de duplicacdo do seu material genético, na qual
uma molécula de DNA sintetiza outra molécula de DNA, idéntica a
ela. Por fim, na fase G2, todos os genes da célula ja se encontram
duplicados e, entao, a célula para a sintese de DNA e volta a produzir
mais RNA; visando a maior obtenc¢ao de proteinas e retornando



ao seu desenvolvimento — crescendo até atingir a dimensdo que
desequilibrara a relacao superficie versus volume, o que, por sua
vez, dificultara a absorcao ou eliminacdo de substancias e induzira

a nova diviséo celular (Figura 1.2).
vz| Exemplificando

-

Figura 1.2 | Fases da interfase e suas principais caracteristicas
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Fonte: <https://goo.gl/cbK7V1>. Acesso em: 20 mar. 2017.

Apos a fase G2, a célula entra em mitose ja contendo duas
cromatides irmas (unidas pelo centrémero) — uma vez que seus
cromossomos foram duplicados durante a interfase (Figura 1.3).
A maioria das células animais apresenta, proximo ao nucleo,
um centrossomo que organiza 0s microtubulos enquanto estdo
sendo formados. Esse centrossomo € duplicado minutos antes de
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a profase comecar e, durante essa fase, um deles vai para o polo
oposto do nucleo. A partir dos centrossomos, 0os microtubulos
comecam a crescer e formar o fuso mitdtico. Ao término da
profase, o envoltorio nuclear se rompe e 0s microtubulos penetram
na regido nuclear. Uma cromatide de cada cromossomo e presa a
microtubulos que se estendem de um polo do fuso, enquanto sua
cromatide irma € presa a microtubulos que se estendem do outro
polo do fuso.

Na fase seguinte (metafase), os microtubulos passam a adicionar
e liberar subunidades de tubulina e, a medida que crescem e
encolhem, empurram e puxam 0s cromossomos. Uma vez com o
mesmo comprimento, os microtubulos alinham os cromossomaos
entre os polos do fuso. Seguindo-se a metafase, as cromatides
irmas de cada cromossomo se separam e partem opostamente
em direcao aos polos do fuso — fase denominada "anafase”, a qual
termina quando cada cromossomo e sua duplicata chegam a
esses polos.

Por fim, a telofase se inicia quando os dois grupamentos de
Cromossomos se encontram nos polos do fuso e vesiculas
derivadas do envelope nuclear antigo se fundem em volta destes
grupamentos, enguanto 0s cromossomos se descondensam.
Quando cada conjunto de cromossomos torna-se envolvido por
um novo envelope nuclear, dois nucleos se formam.
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vz| Exemplificando

Figura 1.3 | Fases da mitose e seus respectivos eventos
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Fonte: <https://goo.gl/kGSBfK>. Acesso em: 20 mar. 2017

Em células animais, apos a mitose ocorre a citocinese (divisdo
citoplasmatica), na qual o citoplasma da célula se divide em
dois. No equador do antigo fuso, filamentos de actina e miosina
(principalmente) ligados a membrana plasmatica se contraem,
formando um anel. Esse anel puxa a superficie celular para dentro,
enquanto continua se contraindo até que o citoplasma seja
dividido. Em ceélulas vegetais, uma placa celular se forma entre
0s polos do fuso e divide o citoplasma guando este atinge e se
conecta a parede da célula-mae (Figura 1.4). Ao final do processo,
cada uma das células-filhas encontra-se envolvida por sua propria
membrana plasmatica e parede celular.

U4 - Técnicas de biologia molecular

25



vz| Exemplificando

Figura 1.4 | Citocinese em células animais (a) e células vegetais (b)
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Fonte: Starr (2012, p. 148)

@ Reflita

O que aconteceria se as cromatides irmas nao se separassem como
deveriam durante a mitose?

Diversos mecanismos controlam a replicacdo do DNA, bem
como o inicio e o término da divisdo celular. Esses mecanismos
de controle estao presentes em determinados pontos do ciclo
celular como ‘freios’, que, quando acionados, param o ciclo
naquele ponto e, uma vez liberados, permitem que o ciclo
funcione novamente. Algumas proteinas, resultantes dos genes de
verificacdo, saéo capazes de monitorar se o DNA de uma célula
foi correto e completamente copiado, se esta danificado e ate
mesmo se as concentracdes dos nutrientes sao suficientes para
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O crescimento da célula, interagindo para acelerar, retardar ou
interromper o ciclo celular. Um exemplo dessas proteinas sao as
quinases que, ao identificarem o DNA rompido ou incompleto,
ativam determinadas proteinas em uma cascata de sinalizacao que
interrompe o ciclo celular ou faz a célula morrer.

Se um gene de ponto de checagem sofrer mutagcao e sua
respectiva proteina codificada nao funcionar corretamente, a célula
podera pular a fase de interfase e a divisao celular podera ocorrer
repetidamente, sem intervalo. Além disso, um DNA danificado pode
ser copiado e esse defeito ser transmitido as células descendentes.
Quando todos 0os mecanismos de checagem falham, uma célula
perde o controle sobre seu ciclo celular e seus descendentes
podem formar um tumor (massa anormal) no tecido ao redor.

As proteinas que controlam os eventos do ciclo celular sdo as
ciclinas e as quinases dependentesdeciclinas que, aoidentificarem
o DNA rompido ou incompleto, ativam determinadas proteinas em
uma cascata de sinalizacao que interrompe o ciclo celular ou faz a
célula morrer. As quinases sao moléculas proteicas com atividade
enzimatica, que adicionam um fosfato a outras proteinas, enquanto
que as ciclinas sao proteinas reguladoras, assim denominadas por
serem produzidas e posteriormente destruidas durante algumas
fases do ciclo celular.

Ha dois grandes grupos de ciclinas: as ciclinas G,, que atuam
na fase G1, e as ciclinas M, que atuam na mitose. Em determinado
momento da fase Gl (denominado ‘ponto de partida’), fatores
moleculares da matriz extracelular ou outras células estimulam a
célula a se dividir. A partir desse ponto, a célula comeca a sintetizar
ciclina G1, gue juntamente com a quinase Cdk,, forma o complexo
SPF (sigla das palavras em inglés S-phase-promoting factor). Esse
complexo € necessario para o inicio do processo de replicacao do
DNA, fazendo a célula entrar na fase S.

Em determinado momento da fase S, a ciclina G1 e outras
comecam a sofrer protedlise e o complexo SPF se desfaz. A partir
da fase G, a concentragdo de ciclina M comega a aumentar e
forma, juntamente com a ciclina Cdc,, o complexo MPF (M-phase-
promoting factor), dando inicio a mitose (Figura 1.5). Quando as
proteinas fosforiladas pela acdo da Cdc, sofrem desfosforilagdo,
a concentracao de ciclina M diminui e determina o fim da mitose
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— 0 complexo MPF €, entdo, desativado na anafase, dando lugar
ao complexo APC (anaphase-promoting complex), promotor da
degradacdao da ciclina M.

vz| Exemplificando

Figura 1.5 | Mecanismo de agdo das proteinas controladoras dos eventos do
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Fonte: Lodish (2005, p. 852).

Danos genéticos podem ocorrer se as células progredirem
para a proxima fase do ciclo celular sem que a fase anterior se
complete de maneira adequada. Se a anafase se inicia antes que
0s dois cinetocoros (estruturas proteicas associadas lateralmente
ao centrbmero e que dirigem a migracdo dos Cromossomaos
durante a divisao celular) do cromossomo em replicacdo estejam
ligados aos microtubulos do polo mitoético oposto, por exemplo,
as células-filhas produzidas terdo um cromossomo a mais ou a
menos. Quando isto acontece durante a divisao meiodtica que gera
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O zigoto humano, pode desencadear a trissomia do cromossomo
21 e resultar na Sindrome de Down. Cada cromatide apresenta
uma estrutura proteica associada lateralmente ao centrémero,
conhecido como “cinetocoro”.

Para minimizar a ocorréncia de erros desse tipo, a progressao
do ciclo celular € monitorada em diversos pontos de checagem,
NOS quais se garante que 0S Cromossomos estejam intactos e que
cada fase do ciclo esteja completa antes que a proxima fase seja
iniciada. Um desses pontos, denominado ‘ponto de checagem do
DNA nao replicado’, identifica a nao replicacdo do DNA e inibe
a ativacao do complexo MPF; vedando a entrada, em mitose, de
células que nao tenham completado a sintese do DNA. Qutro
ponto, denominado ‘ponto de checagem da ligacdo ao fuso
mitotico”, impede a entrada precoce da célula na anafase, quando
somente um cinetocoro de uma cromatide ndo esta associado de
maneira correta com os microtubulos do fuso mitotico.

O ponto de checagem da segregacdo dos cromossomos
monitora a localizacédo dos cromossomos-filnos em segregacao
ao final da anafase, determinando se a Cdc,, ativa ficara disponivel
para promover a saida da mitose. Por fim, o ponto de checagem
de dano no DNA promove a parada do ciclo em resposta ao dano
no DNA, até que esse dano seja reparado. A parada em G, e em
S impede que bases nitrogenadas danificadas sejam copiadas,
perpetuando mutacdes no genoma. A replicacdo do DNA com
dano também causa rearranjos NOs Cromossomaos, que podem
contribuir para o desenvolvimento de cancer. Ja a parada em G,
permite que quebras na dupla fita do DNA sejam reparadas antes
da mitose.

Em células tumorais, normalmente um ou mais genes de
verificacdo estao ausentes. Genes de verificacdo capazes de
inibir a mitose sdo chamados de “supressores” porque, quando
ausentes, sao formados tumores. Ao contrario, quando o0s genes
de verificagao estimulam a mitose, recebem o nome de proto-
oncogenes, e mutacdes que alteram seus produtos ou a taxa na
qual sao formados podem ser responsaveis pela transformacao de
uma célula normal em tumoral. As proteinas codificadas por genes
supressores de tumores, incluindo o ATM e o Chk,, normalmente
atuam no ponto de checagem do DNA. Pacientes com mutagdes
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nas duas copias desses genes desenvolvem canceres com maior
frequéncia que o normal. Outra proteina supressora (p53) contribui
para a parada das células com dano no DNA, e quando esse dano
€ muito extenso, a proteina também ativa a expressao de genes
que levam a morte da célula por apoptose.

A formacdo de tecidos e orgdos funcionais durante o
desenvolvimento dos organismos multicelulares depende de uma
série de divisdes celulares, semelhante a uma arvore genealogica,
denominada ‘linhagem celular’; regulada por fatores intrinsecos
e extrinsecos. A linhagem celular se inicia com as células-tronco,
células ndo especializadas, que podem indefinidamente originar
novas ceélulas-tronco e outras mais especializadas. Algumas linhagens
celulares contém células intermediarias (células progenitoras ou
precursoras) cujo potencial para gerar células diferenciadas € mais
limitado quando comparado ao das células-tronco.

O zigoto, embora ndo tenha capacidade de autorrenovacao — e,
portanto, ndo possa ser considerado tecnicamente célula-tronco —,
€ uma ceélula totipotente, capaz de gerar céelulas com propriedades
de célula-tronco, as quais, por sua vez, sao capazes de gerar todos
os tipos celulares do organismo. No estagio embrionario de oito
células, cada uma pode originar qualquer tipo celular. Dessa forma,
a subdivisdo do organismo em partes e tecidos, quando nesse
estagio, é reversivel; 0 que ndo ocorre no estagio de 16 ceélulas,
guando algumas ja se encontram comprometidas com vias de
diferenciacao especificas.

Em muitos tipos de células, o inicio da diferenciacao definitiva
estd associado a parada do ciclo celular comumente em G,
sugerindo que a transicdo para o estado diferenciado pode ser
influenciada pelas proteinas do ciclo celular, incluindo as ciclinas
e as quinases dependentes de ciclinas. A diferenciacao celular
constitui o processo de especializacao das células, as quais passam
a exercer funcdes especificas com grande eficiéncia.

As modificacdes celulares que ocorrem na diferenciacao sao
resultado da ativacao de determinados genes e da inativagao de
outros. Os fatores de transcricdo essenciais para a diferenciacéo
sao especificos para cada tipo celular. Um grupo de fatores de
transcricdo denominados ‘fatores determinantes do musculo”
(FDM), por exemplo, é fundamental para o inicio da transcricao
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de genes especificos para o musculo. Por outro lado, a inativacao
seletiva de genes € igualmente importante, uma vez que, conforme
a célula se diferencia, ela perde sua potencialidade — e essa perda
ocorre atraves da inativacdo génica.

A diferenciacdo celular ¢ controlada por fatores intra e
extracelulares, exigindo, portanto, intensa comunicacao célula-
célula e célula-ambiente. A compartimentalizagdo precoce de
componentes citoplasmaticos no zigoto, por exemplo, ocasiona
uma desigualdade que persiste nas clivagens, sendo responsavel
pelo primeiro passo de diferenciacao celular. Fatores extrinsecos
resultam de sinais emanados de outras celulas, da matriz
extracelular do organismo em diferenciacdo ou de agentes
provenientes do meio ambiente. Além disso, varios hormonios e
fatores de crescimento produzidos em células distantes também
interferem na diferenciacao e no metabolismo celular.

A formacao de novas células acontece pela morte de outras
preexistentes, para que a quantidade de células adultas se
mantenha em equilibrio. Quando uma célula é destruida por uma
injuria qualquer, ocorre o extravasamento de seu citoplasma e a
geracdo de uma resposta tecidual (processo inflamatorio), causada
por um mecanismo comum denominado ‘necrose”. Por outro
lado, quando a propria célula induz 0s processos que levam a
sua morte, 0 mecanismo é denominado “apoptose” — sendo que,
nesse tipo de morte celular, ndo ha processo inflamatorio derivado
de necrose. Em processos nocivos ao organismo, a apoptose tem
um papel muito importante: células cancerosas, linfocitos com
disfuncdes que geram doencgas autoimunes e celulas com defeitos
fisiologicos, por exemplo, sao conduzidos a apoptose.

Para nao extravasar seu conteudo citoplasmatico e,
conseguentemente, gerar um processo inflamatorio, células que
sofrem apoptose passam por alguns eventos morfologicos:

e Desorganizacao do citoesqueleto.

e Condensacdo e fragmentacao do DNA na forma de
cromatina.

e Clivagem do nucleo em varios pequenos nucleos, devido a
compactacao do DNA.

e Formacao de varias vesiculas, envoltas por unidade de
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membrana contendo os pequenos nucleos e citoplasma (corpos
apoptoticos), facilitando sua fagocitose pelos macrofagos.

Existem dois principais mecanismos desencadeadores de apoptose.
O primeiro envolve substancias que parecem ser essenciais para que as
células se mantenham vivas e, uma vez que essas substancias estejam
em falta, os eventos apoptoticos sao desencadeados: uma proteina G é
ativada e estimula a fosfolipase C que, ao agir sobre outras substancias,
induz as membranas do reticulo liso a liberarem ions calcio para © meio
interno da célula. Dessa forma, o calcio liberado ativa promotores da
apoptose, como endonucleases e proteases, além de impedir que
produtos dessa célula afetem as demais durante a apoptose.

O segundo mecanismo ocorre pela ativacdo de uma familia
de proteinas cataliticas denominadas ‘caspases’. Substancias
estimuladoras de apoptose atuam aumentando a expressao do
gene da caspase-9, indutora de apoptose, enquanto que substancias
inibidoras de apoptose atuam aumentando a expressao do gene bcl-2.
O gene supressor de tumor p53 atua na estabilizacao do DNA na fase
Gl do ciclo celular. Se erros no DNA nao puderem ser consertados, a
proteina p53, como vimos anteriormente, induzira a celula a apoptose,
provavelmente para impedir o acumulo de multiplas mutagdes
capazes de converter a célula normal em cancerosa. Praticamente
todas as células cancerosas apresentam mutacdes nos dois alelos
do gene p53 ou na via que estabiliza a proteina p53 em resposta ao
dano no DNA. Mutacdes em p53, ATM e ChkZ2 constituem exemplos
dramaticos da importancia dos pontos de checagem do ciclo celular
na saude de organismos multicelulares.

|':[_(|1 Pesquise mais

Aprofunde seus conhecimentos a respeito da morte celular por
apoptose atraves da leitura do artigo a sequir.

ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S. Morte celular por apoptose: uma visao
bioguimica e molecular. Metrocamp Pesquisa, Campinas, v. 1, n. 1,
p. 37-58, 2007. Disponivel em: <http://www.colegiogregormendel.
com.br/gm_colegio/pdf/2012/textos/3ano/biologia/65.pdf>. Acesso
em: 20 mar. 2017.




Sem medo de errar

Durante sua visita ao parque, Leticia perguntou ao guia por
que os dedos dos jacarés eram “colados” uns nos outros e ficou
surpresa ao saber que, durante certo periodo do desenvolvimento
embrionario, 0s humanos também possuem os dedos “colados”.
O mecanismo envolvido no “descolamento” dos dedos humanos
€ a morte celular por apoptose (morte programada). A apoptose
frequentemente € acionada em células que necessitam ser
renovadas, sendo crucial durante o desenvolvimento embrionario.
Quando em desenvolvimento, embrides humanos apresentam
membranas (membranas interdigitais) entre os dedos das maos
e dos pés; mas estas membranas estdo ausentes ao nascimento.
A apoptose ocorre no interior da célula, através de uma série
de reacdes em cascata, controladas por enzimas denominadas
caspases, que digerem materiais celulares. Para que este
mecanismo seja desencadeado, € necessaria a presenca de um
estimulo fornecido por uma substancia produzida por outras
células. Havendo a permanéncia desta condicao, isto €, auséncia de
apoptose nas membranas interdigitais, ocorre sindactilia cutanea -
condicdo caracterizada pela unido de dois ou mais dedos, podendo
ser resultado de alteracdes genéticas ou anormalidades herdadas
pelos pais.

Avancando na pratica

Sindrome de Down
Descricao da situagao-problema

Um casal, cujo filho primogénito é portador da Sindrome de
Down, planeja mais um filho. No entanto, eles se preocupam com
a possibilidade de o segundo tambem ser portador da doenga e,
dessa forma, decidem procurar uma ginecologista especialista
em Medicina Reprodutiva. A medica explica ao casal que a
Sindrome de Down € uma doenca genética causada pela trissomia
do cromossomo 21 e que, quando produzido em laboratorio
atraves de fertilizacdo in vitro, € possivel detectar se o embriao
€ portador de problemas genéticos antes de ser implantado no
utero materno. Nesta técnica, denominada "Diagnostico Genético
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Pré-Implantacional” (PGD), uma ou duas células sao retiradas no
terceiro dia apos a fecundacao, guando o embrido encontra-se No
estagio de seis a oito células. Qual seria uma das hipoteses para a
formacao de um cromossomo 21 extra? Por que, durante o estagio
de seis a oito células, € possivel a retirada de uma ou duas sem que
haja prejuizo para o desenvolvimento do embrido?

Resolucdo da situacdo-problema

A progressdo do ciclo celular € constantemente monitorada,
para garantir que 0s Cromossomos estejam intactos e que cada
fase do ciclo esteja completa antes que a proxima fase seja
iniciada, evitando, assim, danos genéticos. Se a anafase tiver inicio
antes que os dois cinetocoros do cromossomo em replicacao
estejam ligados aos microtubulos do polo mitdtico oposto,
esses Ccromossomos permanecem unidos (ndo disjungdo dos
cromossomos) durante a divisdéo meiodtica | e sao transportados
juntos para um dos polos que darao origem aos gametas. Dessa
forma, as células-filhas produzidas terdo um cromossomo a mais
(n + 1) ou a menos (n - 1), podendo desencadear a trissomia do
cromossomo 21 e resultar na Sindrome de Down (Figura 1.6).
O Diagnostico Genético Pré-Implantacional (PDG) € possivel,
uma vez que, No estagio de seis a oito células, cada uma pode
originar qualquer tipo celular, ndo implicando prejuizos para O
desenvolvimento embrionario. Por outro lado, nao seria possivel
no estagio de 16 ceélulas, quando algumas ja se encontram
comprometidas com vias de diferenciacao especificas.
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Figura 1.6 | Possivel hipdtese para a formacdo de um cromossomo 21 extra
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Fonte: <https://goo.gl/eStwGce>. Acesso em: 20 mar. 2017

Faca valer a pena

1. A sequir, estdo apresentadas as fases da mitose:

Profase

Metafase

Anafase

Telofase

Dados os eventos listados a seguir:

(1) Condensagdo dos cromossomos.

(2) Formagao de novos nucleos.

(3) Separacao das cromatides irmas.

(4) Cromossomos duplicados alinhados no equador do fuso.

De acordo com a ordem das fases da mitose, assinale a alternativa que contém
a sequéncia numeérica correta dos eventos listados, de cima para baixo.

()
()
()
()

ajl-2-3-4
b)1-4-3-2.
c2-1-4-3.
d3-2-1-4
e)4-3-2-1
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2. Em 2001, Leland Hartwell, Richard Timothy Hunt e Paul Nurse receberam
o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia como reconhecimento por
seus trabalhos pioneiros envolvendo o ciclo celular, mais precisamente a
descoberta de genes e moléculas envolvidos na regulacao da divisao celular.
Analise as afirmativas a seguir a respeito do ciclo celular e assinale a
alternativa correta.

I. A célula perde suas atividades metabdlicas quando se encontra em G,.
IIl. Durante a fase G,, a sintese de DNA € menos intensa.

Ill. Durante a fase S, ha intensa atividade nucleolar.

IV. O ciclo celular é suspenso na fase S, em células totalmente
diferenciadas.

V. Na fase G, a célula tem metade da quantidade de DNA quando
comparada a fase G,.

a) Apenas |.

b) Apenas IIl.

c)lleV.

dl IVeV.

e) LI 1, 1IVeV.

3. O ciclo celular constitui um conjunto de eventos pelos quais uma
célula passa com o intuito de se duplicar, dando origem a duas novas
idénticas a ela. Esses eventos sao de extrema importancia para o correto
funcionamento da célula — erros nessas etapas podem ocasionar morte
celular e desenvolvimento de tumores.

Assinale a alternativa que apresenta a ordem correta das fases do ciclo
celular.

a) Profase — Andfase — Metafase — Teldfase — Interfase — Citocinese.

b) Profase — Metafase — Anafase — Teldfase — Interfase — Citocinese.

c) Interfase — Profase — Metafase — Anafase — Citocinese — Telofase.

d) Interfase — Profase — Anafase — Metéfase — Telofase — Citocinese.

e) Interfase — Profase — Metafase — Anéafase — Telofase — Citocinese.
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Secao 1.3

Gendémica comparativa
Dialogo aberto

Para darmos continuidade ao seu aprendizado, retomaremaos
a visita de Leticia e seus pais ao Zooparque de ltatiba. Ao final do
dia, restava apenas a visita ao cativeiro dos macacos, onde a familia
se divertiu com as brincadeiras dos micos-ledes-dourados e dos
macacos-aranha-do-peito-amarelo. As criancas puderam alimenta-
los com bananas e outras frutas e observaram a semelhanca entre
a amamentacao dos primatas e a dos humanos. O guia do parque,
ao contar sobre as caracteristicas e os habitos dos macacos,
relatou que eles sdo 0s animais mais parecidos com os humanos,
podendo a semelhanca chegar a 98,7%. Qual € o componente
utilizado do organismo dos seres vivos e como sao determinadas
essas semelhancas? Para responder a esses questionamentos,
leia o livro didatico dando énfase ao conteudo sobre gendmica
comparativa. Vamos 1a?

Nao pode faltar

Os organismos vivos apresentam muita variacdo na quantidade
de DNA que contém. Virus e bactérias, por exemplo, tém muito
menos DNA que a maioria dos eucariotos — dentre os quais tambéem
existe uma variacao consideravel. Entretanto, a quantidade de DNA
nuclear nao corresponde a complexidade do organismo. Algumas
salamandras, por exemplo, apresentam 100 vezes mais DNA
gue o homem. Nos ultimos anos, uma variedade de sequéncias
gendmicas se tornou disponivel, podendo ser utilizada na busca
por sinais de mecanismos basicos da evolucdo, como selecao
natural e deriva genética (mudanga das frequéncias alélicas em
pequenas populacdes, de forma totalmente aleatoria).

A obtencdo de uma sequéncia completa de nucleotideos
de um segmento de DNA é importante para o entendimento
da organizacdo de um gene e sua regulagcao, sua relacao com
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outros genes ou a funcao do RNA ou da proteina que ele codifica.
Assim como na técnica do DNA recombinante e na PCR, o
sequenciamento gendmico explora a complementaridade de
pares de bases, juntamente com o entendimento da bioguimica
basica da replicagao do DNA.

A analise de genomas inteiros contribui para todos os aspectos
das pesquisas biologicas, como a possibilidade de localizar
genes que contribuem para muitas doencas determinadas por
combinacdes complexas de fatores genéticos. Dessa forma,
pesquisas que utilizam um gene de uma espécie cujo genoma
ja esteja sequenciado demandam apenas a descoberta do local
no qual estd situado esse gene no mapa gendmico, para entdo
determinar sua sequéncia e, potencialmente, sua funcao.

Basicamente, a obtencdo de uma sequéncia gendmica
acontece em quatro etapas: 1) fragmentacdo das moléculas de
DNA do genoma em milhares a milhdes de pequenos segmentos
aleatorios; 2) leitura da sequéncia de cada um desses segmentos;
3) encontro, com o auxilio de computador, da sobreposicédo entre
0s segmentos Nos quais sejam idénticas suas sequéncias; e 4)
continuacao da sobreposicdo de pedacos maiores, até que todos
0s pequenos segmentos estejam ligados (Figura 1.7). Sendo assim,
0 maior desafio do projeto genoma € a montagem de sequéncia,
isto é, unir todas as leituras individuais em uma sequéncia Consenso,
para a qual ha concordancia (representacao verdadeira e precisado
genoma em questdo).
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«3” Assimile

Figura 1.7 | Etapas para a obtencdo de uma sequéncia gendmica

A légica de obter uma sequéncia do genoma

Genoma
1 Cortar muitas cépias do genoma em fragmentos aleatérios.
2 iar cada fr l
3 Sobrepor leituras de sequéncias.
Contig ; l
4 Sobrepor contlgsl l l l l
para sequéncia
completa.

Fonte: Griffiths (2015, p. 424).

A estratégia atual para obtencdo e montagem da sequéncia
de um genoma €& denominada ‘sequenciamento shotgun de
genoma inteiro” (WGS, do inglés whole-genome shotgun) e
baseia-se na determinac¢do da sequéncia de muitos segmentos de
DNA gerados pela quebra de DNA de longos cromossomos em
diversos pequenos segmentos (insertos), seguida da construcao de
"bibliotecas gendmicas”. Posteriormente, os insertos sdo inseridos
em Cromossomos acessorios denominados “vetores”, por exemplo,
plasmidios, virus bacterianos modificados e cromossomos
artificiais. Uma vez introduzido em células bacterianas, o DNA
recombinante (inserto + DNA do vetor) é replicado durante o
crescimento e a divisdo celular de seu hospedeiro, produzindo
muitas copias idénticas do inserto inserido.

A Dbiblioteca shotgun resultante € constituida, portanto, de
seguéncias obtidas a partir de clones selecionados aleatoriamente
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da biblioteca gendtmica inteira, sem qualquer informacao sobre
onde esses clones estdao mapeados No genoma. Em sequida, 0s
fragmentos gendmicos nos clones da biblioteca shotgun sao
seqguenciados parcialmente. Como a sequéncia do inserto clonado
€ desconhecida (objetivo da técnica), os primers utilizados séo
baseados na sequéncia do DNA vetor adjacente, para orientar a
reacao de sequenciamento do inserto. Assim, uma grande colecdo
de curtas sequéncias aleatorias € formada, algumas, sobrepostas.
Essas sequéncias sao montadas em uma sequéncia CoONsenso que
cobre todo o genoma, combinando-se as sequéncias homologas
compartilhadas por leituras de clones sobrepostos, as quais,
por sua vez, sdo montadas em sequéncias continuas maiores
denominadas “contigs”.

vz| Exemplificando

A sobreposicdo de fragmentos da frase "TOTO, | HAVE A FEELING
WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE", de acordo com o espaco a que as
sequéncias correspondem, fornece uma analogia para a montagem
da sequéncia de um genoma.

Figura 1.8 | Sobreposicdo de fragmentos da frase “TOTO, | HAVE A FEELING
WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE"

TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO,  HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO, HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE
TOTO, | HAVE A FEELING WE'RE NOT IN KANSAS ANYMORE

Fonte: Lewis (2004, p. 447)

Nos genomas animais, contendo estruturas complexas de
introns e éxons, o desafio da montagem de sequéncias € muito
maior. Assim, diversas ‘ferramentas” de Bioinformatica foram
criadas para a identificacao de genes e a determinacdo da
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ComMposicao genetica de genomas complexos. Diversos softwares
foram desenvolvidos para identificacdo de genes através de varios
critérios de sequéncia. Entretanto, uma limitacdo dos softwares
atuais é a falha na identificacao de promotores — os elementos
centrais do promotor sdo altamente degenerados e, apesar de o
complexo de transcricao ser capaz de identifica-lo dentro da célula,
0S programas computacionais ndo o sao, falhando na identificacao
desses elementos e quando outras limitacdes de sequéncia estao
envolvidas (éxons associados, por exemplo).

O método mais relevante empregado pelos programas
atuais € a utilizacdo de dados de sequéncias de cDNA, gerados
pela transcricdo reversa a partir de RNAmM maduros e, portanto,
sequéncias legitimas de éxons. Os cDNAs sao utilizados para gerar
pequenas leituras de sequéncia (EST, do inglés expressed sequence
tag), realizadas a partir de um cDNA maior e obtidas da extremidade
5 ou extremidade 3, principalmente, do cDNA. Sequéncias de
cDNA aleatorias sao determinadas atraves do seguenciamento
por shotgun e, entdo, alinhadas sobre as estruturas de contigs
gendmicas — regides de alinhamento correspondem aos éxons,
enquanto a sequéncia gendmica, situada entre as regides alinhadas,
corresponde aos introns.

oéb Reflita

Diz-se que o codigo genético € degenerado, uma vez que Varios
codons codificam o mesmo aminoacido. Aleucina, por exemplo, pode
ser codificada por seis trincas diferentes. Essa € uma caracteristica
vantajosa no sentido de tornar possivel a ocorréncia de mutacdes
que nao provocam mudancas no aminoacido codificado, caso a
mudanca seja para outra trinca que codifica 0 mesmo aminoacido.
Entretanto, constitui certa desvantagem para a identificacdo e
montagem das sequéncias de DNA de um genoma. Qual seria uma
alternativa para esse inconveniente?

Devido a degeneragao do codigo genético, as proteinas
relacionadas exibem maior similaridade nas sequéncias do que
0S genes que as codificam e, portanto, € possivel comparar as
seguéncias das proteinas ao invés das sequéncias de DNA que as
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codificam. O programa de computador utilizado para este fim e
conhecido como "BLAST" (do inglés, Basic Local Alignment Search
Tool), o qual divide uma sequéncia de proteina em pequenos
segmentos e procura, no banco de dados, qualquer sequéncia
similararmazenada — determinando escores altos para aminoacidos
idénticos e escores baixos para aminoacidos relacionados (por
exemplo, positiva ou negativamente carregados, hidrofobicos,
polares, etc.).

Apds a conclusdo da pesquisa, o0 programa classifica as
homologias entre a proteina consultada e as varias conhecidas
utilizando valores p. Quanto mais baixo o valor de p, maior a
similaridade entre as duas sequéncias — valores de p ao redor de
10-3 sdo considerados evidéncia significativa de que as proteinas
compartilham um ancestral comum. Quando uma proteina nao
apresenta similaridade significativa com outras proteinas atraves
do BLAST, pode haver ainda o compartilhamento de pequenas
sequéncias com outras proteinas funcionalmente importantes.
Esses pequenos segmentos recorrentes em muitas proteinas
diferentes sdo denominados ‘motivos” e geralmente apresentam
funcdes similares.

Estima-se que o genoma humano seja constituido por cerca de
20.500 genes codificadores de proteinas, possuindo um tamanho
total de 2,8 bilndes de pares de bases (2,8 gigabases ou Gb). O
maior cromossomo, dentre 0s autossomaos, € O Cromossomao
2, contendo 237,5 Mb (8,35%), e 0 menor € o cromossomo 21,
contendo 34,2 Mb (1,2%). O cromossomo 1 contém o maior
numero de genes (3.141), enquanto que o cromossomo 21 contém
O menor numero (apenas 225 genes).

O evento evolucionario mais significativo do genoma humano
foi a formacao do cromossomo 2 a partir da fusao entre as porcoes
proximais de dois cromossomos acrocéntricos menores do
ancestral comum de humanos e chimpanzés — por muito tempo,
acreditou-se que 0 NnUMero cromossdbmico do Homo sapiens era
2n = 48, como os demais antropoides. Além dessa fusao, varios
outros rearranjos ocorreram na historia evolutiva de humanos,
chimpanzes, gorilas e orangotangos.

O genoma humano compartilha 21% dos genes com o genoma
de todas as formas de vida celular, sendo “genes de manutencao”
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das células, gue regulam a maquinaria celular basica. A maioria evolui
lentamente e vem sendo copiada ao longo de bilhdes de anos, com
poucas modificacdes. Outros 32% sao homaologos aos genes de
todos os eucariotos, mas nao aos genes de bactérias, refletindo
a complexidade do metabolismo celular dos eucariotos. 24% sao
compartilhados com outros animais, mas ndo com procariotos
e eucariotos unicelulares, constituindo genes que controlam o
desenvolvimento. Por fim, 22% sao compartilhados somente com
vertebrados, e apenas 1% ou menos ¢ “exclusivo” dos humanos, nao
havendo homologia com os genes de outros vertebrados.

|:|_(|1 Pesquise mais

Ficou curioso a respeito do genoma humano? Leia o artigo a sequir e
acabe com sua curiosidade.

CORREA, M. V. O Admirdvel Projeto Genoma Humano. PHYSIS:
Revista Saude Coletiva, Rio de Janeiro, v. 12, n. 2, p. 277-299, 2002.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/physis/v12n2/a06vi2n2>.
Acesso em: 26 abr. 2017.

Os genomas nao sdo constituidos apenas por sequéncias que
codificam proteinas e RNAs (RNAr e RNAt). Nos humanos, apenas
1,2% do genoma codifica proteinas, predominando sequéncias
parasitas gue nao codificam produtos que auxiliam a eficiéncia do
funcionamento celular.

Muito do DNA “extra” € composto por elementos genéticos
transponiveis ou ‘genes saltadores’, que se deslocam para novas
posicdes Nno genoma, podendo deixar uma copia para tras. Cerca
de 45% do DNA do genoma humano provém de elementos
transponiveis.

Um elemento transponivel € um alelo capaz de aumentar sua
frequéncia na populacdo através da transposicao para um Novo
local em um genoma individual e, assim, ser transmitido para a
prole. Entretanto, ao se inserir em uma nova posicdo No genoma,
desfaz uma sequéncia codificadora importante, resultando em
uma mutacao deletéria "nocaute”. Em humanos, transposicdes ja
resultaram em formacao de tumores e casos de hemofilia. Apesar
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de a maioria dos elementos transponiveis atuar como parasitas
gendmicos e de a maioria das transposicdes resultar em mutacoes
deletérias, alguns eventos de transposicao originam genes Novos
importantes ou outras mudancas com impacto positivo na aptidao
dos organismos.

Assim, podemos concluir gue os genomas sao dindamicos. Um
fendbmeno classico desse dinamismo € a "transferéncia horizontal
de genes’, em que um ou varios genes se mudam de uma espécie
para outra, ou seja, a transmissao de alelos ocorre entre espécies
e Nna mesma geracao, ao contrario da transmissao ‘comum”
(vertical), na qual os alelos sdo transmitidos dentro da espécie e de
uma geragao para a outra.

A gendmica comparativa busca comparar genomas completos
de diferentes organismos, visando a interpretacdes relacionadas
ao seu passado evolucionario, incluindo relagdes estrutura-funcao.
Dois genes quaisquer com evidente similaridade de sequéncia,
independentemente de serem ou nado estreitamente relacionados
por funcdo, sdo denominados "homologos”. A similaridade de
sequéncia (homologia) implica uma relacdo evolutiva. Quando
dois genes em espécies diferentes compartilham uma relagcao
funcional e de sequéncias clara, sdo denominados “ortélogos”
(genes derivados de um gene ancestral no ultimo ancestral comum
dessas duas espécies). Ainda, quando dois genes sdo similarmente
relacionados uns aos outros, dentro de uma unica espécie, sao
ditos “pardlogos”. A maior parte desses genes € originada a partir de
eventos de duplicagcdo génica em um unico genoma, sequidos de
especializacdo de uma ou de ambas as copias do gene ao longo
da evolucado. Caso a funcdo de um desses genes seja caracterizada
em uma espécie, as respectivas informacdes poderao ser utilizadas
para atribuir funcdo génica a um gene relacionado de uma segunda
especie, ao menos experimentalmente.

Em relagao a gendmica comparativa em primatas, os dois
primatas nao humanos estudados (chimpanzé e macaco Rhesus)
apresentam tamanhos gendmicos semelhantes. Através de
dados relativos a essas duas espécies e a outras oito espécies de
vertebrados, foi encontrada uma assinatura de evolucao adaptativa
especifica para a linhagem humana de 1.240 genes, 0s quais se
expressavam diferentemente nos estagios pré e pos-natal. Aléem
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disso, a comparacao de cinco espécies de primatas demonstrou
evidéncias de selecao estabilizadora em 19% a 26% dos genes nos
autossomos e 12% a 40% no cromossomo X.

As analises evolutivas das sequéncias de um genoma sao muito
mais bem trabalhadas quando se conhece a funcao dos genes
envolvidos — trabalho desenvolvido pela genémica funcional, que
procura, além de caracterizar a funcao dos genes, documentar
quando sdo expressos e em gue guantidades. O sequenciamento
gendmico e a gendmica funcional permitem gue pesquisadores
facam comparacdes entre os conjuntos génicos inteiros de
espécies diferentes e entre os modos como se expressam,
contribuindo para o entendimento das modificacdes genéticas
responsaveis por inovacdes evolutivas.

Por fim, a genética reversa envolve uma sequéncia génica
(provavelmente conhecida a partir de uma sequéncia gendmica)
cuja funcado é desconhecida, com o objetivo de se tentar descobrir
qual é sua funcdo. Para tanto, procedimentos de mutagénese
direcionada inativam completamente a funcdo de um gene,
eliminando-o e observando os efeitos sobre o funcionamento
do organismo. Alteracdes na fungcao do gene mutante revelam
aspectos da bioguimica do gene quando este cumpre seu papel
normal. Assim, a genética reversa atua analisando mutacdes e seus
efeitos, deduzindo a funcao normal de um gene ao mostrar como
ele nao opera corretamente.

Sem medo de errar

O guia do parque, ao contar as caracteristicas e os habitos
dos macacos, relatou que eles sdo 0s animais mais parecidos
com 0s humanos, podendo a semelhanca chegar a 98,7%. Essa
e outras semelhancas entre espécies diferentes sao determinadas
através da gendmica comparativa, area da Biologia Evolutiva que
busca comparar genomas completos de diferentes organismos,
utilizando DNA, RNA ou proteinas, visando a interpretacdes
relacionadas ao passado evolucionario das especies em questao,
incluindo relacdes estrutura-funcao.
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Avancando na pratica

Descobrindo um organismo através de sua sequéncia génica
Descricao da situagao-problema

Em um laboratorio de Biologia Molecular de Porto Alegre, foi
realizado o sequenciamento de um produto de PCR amplificado de
uma amostra de lavado brongueoalveolar, obtendo-se a seguinte
seguéncia de DNA:

ATGGATGTCAATCCGACCTTACTTTTCTTAAAAGTGCCAGCAC
AAAATTGCTATAAGCACAACTTTCCCTTATACCGGAGACCCTCCT
TACAGCCATGGGACAGGAACAGGATACACCATGGATACTGTCAA
CAGGACACATCAGTACTCAGAAAAGGCAAGATGGACAACAAACA
CCGAAACTGGAGCACCGCAACTCAACCCGATTGATGGGCCACT
GCCAGAAGACAATGAACCAAGTGGTTATGCCCAAACAGATTGTG
TATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAGGAATCCCATCCTGGTATT
TTTGAAAACTCGTGTATTGCCCCGATGGAGGTTGTTCAGCAAAC
ACGAGTAGACAAGCTGACACAAGGCCGACAGACCTATGACTGG
ACTTTAAATAGAAACCAGCCTGCTGCAACAGCATTGGCCAACAC
AATAGAAGTGTTCAGATCAAATGGCCTCACGGCCAATGAGTCTG
GAAGGCTCATAGACTTCCTTAAGGATGTAATGGAGTCAATGAAAA
AAGAAGAAATGGGGATCACAACTCATTTTCAGAGAAAGAGACGG
GTGAGAGACAATATGACTAAGAAAATGATAACACAGAGAACAATA
GGTAAAAGGAAACAGAGATTGAACAAAAGGAGTTATCTAATTAGA
GCATTGACCCTGAACACAATGACCAAAGATGCTGAGAGAGGGAA
GCTAAAACGGAGAGCAATTGCAACCCCAGGGATGCAAATAAGG
GGGTTTGTATACTTTGTTGAGACACTGGCAAGGAGTATATGTGAG
AAACTTGAACAATCAGGGTTGCCAGTTGGAGGCAATGAGAAGAA
AGCAAAGTTGGCAAATGTTGTAAGGAAGATGATGACCAATTCTCA
GGACACCGAACTTTCTTTGACCATCACTGGAGATAACACCAAAT
GGAACGAAAATCAGAATCCTCGGATGTTTTTGGCCATGATCACAT
ATATGACCAGAAATCAGCCCGAATGGTTCAGAAATGTTCTAAGTA
TTGCTCCAATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTGGGAAAAG
GGTATATGTTTGAGAGCAAGAGTATGAAACTTAGAACTCAAATAC
CTGCAGAAATGCTAGCAAGCATTGATTTGAAATATTTCAATGATTC
AACAAGAAAGAAGATTGAAAAAATCCGACCGCTCTTAATAGAGGG
GACTGCATCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAATA
TGTTAAGCACTGTATTAGGCGTCTCCATCCTGAATCTTGGACAAA
AGAGATACACCAAGACTACTTACTGGTGGGATGGTCTTCAATCCT



Qual € o agente causador da infec¢ao?

Resolucdo da situacdo-problema

1. Acesse a pagina do Programa BLAST: <http://blast.ncbi.nim.
nih.gov/Blast.cgi>.

2. Cligue em “Nucleotide Blast".

3. Digite a sequéncia de DNA em "Enter accession number(s),
gi(s), or FASTA sequence(s)".

4. Em "Database’, selecione "Nucleotide collection (nr/nt)".
5. Cligue em BLAST.

6. Observe os resultados: a sequéncia de DNA indicada
provavelmente pertence ao organismo que aparecera em primeiro
lugar da lista. Este apresentard o escore maximo com 100% de
cobertura da sequéncia e maxima identidade.

7. Defina o nome do organismo identificado e a qual gene
a sequéncia obtida pertence: VIRUS INFLUENZA A, GENE
POLYMERASE PB1 (PB1).

Faca valer a pena

1. O sequenciamento genémico baseia-se na determinacdo da
sequéncia de muitos segmentos de DNA, gerados pela quebra de DNA
em diversos pequenos segmentos (insertos), os quais, posteriormente,
sdo inseridos em cromossomos acessorios denominados “vetores”. Uma
vez introduzido em células bacterianas, o DNA recombinante (inserto +
DNA do vetor) é replicado durante o crescimento e a divisao celular do
hospedeiro, produzindo muitas copias idénticas do inserto inserido.
Analise as opcdes a seguir e assinale a alternativa que corresponda aquelas
que podem ser utilizadas como vetores, para carregar DNA estranho para
células hospedeiras.

I. RNA.

[I. Virus.

lll. PCR.

IV. Plasmideos.

V. Agrupamentos de lipideos.

VI. Cosmideos.

VII. Xenotransplante.

VIIIl. Microarranjos de DNA.
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a)l, llelV.

)
b) I, I, Ve VI
o) Il IV, VeVl
d) I, IV, V, VIl e VIIL.
e) 1L 1, IV, V, VI, VIl e VIII.

2. Na Bioinformatica, diversos softwares foram desenvolvidos para
identificagdo de genes e determinacdo da composicdo genética de
genomas complexos. O método mais relevante empregado pelos
programas atuais baseia-se na transcricdo reversa, através da qual
sequénciasde ___ sdao montadas em um modelo de

Assinale a alternativa que preencha corretamente as lacunas do texto.

a) mRNA; DNA.

b) cDNA; mRNA.

c) DNA; ribossomo.

d) Proteina; mRNA.

e) cDNA; DNA.

3. Devido & degeneracdo do codigo genético, as proteinas relacionadas
exibem maior similaridade nas sequéncias do que 0s genes que as
codificam e, portanto, é possivel comparar as sequéncias das proteinas
ao invés das sequéncias de DNA que as codificam.

A descricao anterior se refere a qual ferramenta empregada pela Biologia
Molecular?

a) Sequenciamento gendmico.

b) DNA recombinante.

c) PCR.

d) BLAST.

e) Clonagem.
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Unidade 2

Material genetico e evolucao

Convite ao estudo

Prezado aluno,

Daremos continuidade a compreensao da Biologia
Molecular e Evolucdo, estudando mais a fundo o material
genético e a importancia das variacdes na sequéncia génica.
Ao final desta unidade, seus objetivos sao: entender o que
sao polimorfismos e qual € a importancia deles para a
compreensao de doencas humanas e também conhecer os
metodos utilizados na reconstrucao filogenética e a relacao
entre os polimorfismos e a reconstrucao filogenética.

Para compreender o assunto e atingir as competéncias
e 0s objetivos propostos pela disciplina, analisaremos uma
situacao hipotética que se aproxima dos conteudos tedricos
que serao vistos por voce nesta unidade: durante sua visita
ao Zooparque de ltatiba, Leticia sentiu uma coceira no brago
esquerdo, mas a garotinha estava tao empolgada com o
passeio, que nao deu importancia a isso e logo se distraiu
com as atracdes do parque. No caminho de volta para casa,
quando novamente sentiu © braco cocar, queixou-se com
sua mae, que disse ‘ndo deve ser nada de mais; apenas uma
picadinha de pernilongo”. Entretanto, alguns dias depois,
Leticia comecou a apresentar febre, erupcdes cutaneas,
dores nos musculos e nas articulacdes, mal-estar e dores
de cabeca. Supondo ser algo mais grave que uma simples
gripe, os pais de Leticia decidiram leva-la ao hospital da
cidade. Na anamnese, a mae de Leticia relatou os sintomas
da filha a atendente e, ao ser questionada sobre os historicos
de doencas/cirurgias e possiveis alergias a medicamentos da



menina, ela relatou reacdo alérgica ao acido acetilsalicilico
(AAS) e comentou que, quando sofre algum tipo de corte,
Leticia sangra muito e apresenta demora no estancamento
do sangramento. Diante dessas informacdes, o medico
suspeitou que Leticia poderia ser portadora de hemdofilia
classica leve e, por isso, solicitou alguns exames para analise
dos fatores de coagulacdo. Os sintomas apresentados por
Leticia e a picada de inseto que ela levou durante sua visita
a0 parque sugeriram que a garotinha havia contraido dengue,
zika ou chikungunya.

No decorrer desta unidade de ensino, vocé conhecera a
importancia dos polimorfismos na reconstrucao filogenética.
Na Secdo 2.1, abordaremos os polimorfismos do DNA
para analise de marcadores para mapeamento e para
clonagem, bem como a relagdo entre os polimorfismos e
0s componentes genéticos de doengas humanas complexas.
Ja na Secdo 2.2, compreenderemos os metodos utilizados
na reconstrucao filogenética e como acontece a escolha de
genes para problemas filogenéticos especificos. Por fim, na
Secao 2.3, trataremos de alguns polimorfismos especificos
(de isozimas e de fragmentos de restricdo), bem como
das enzimas de restricdo utilizadas para a deteccao de
polimorfismos no DNA.



Secao 2.1

Polimorfismos genéticos
Dialogo aberto

Uma vez que os testes de coagulacdo apresentaram
valores alterados, o medico solicitou exames mais especificos,
explicando a familia de Leticia que a hemofilia € uma doenca
genética que ocorre devido a ‘peguenas alteracdes no DNA’,
mais especificamente no gene F8, localizado na extremidade
distal do bragco longo do cromossomo X (padrdo de heranga
recessiva ligada ao cromossomo X). O meédico explicou, ainda,
que essas variacdes na sequéncia génica estdo presentes em pelo
menos 1% da populacdo e que nem sempre causam alteracodes
no fenotipo ou na saude de seus portadores. O que seriam as
"pequenas alteracdes no DNA" citadas pelo médico? Por que, no
caso de Leticia, essas alteracdes trouxeram prejuizo a sua saude,
interferindo em sua coagulacdo sanguinea?

Nao pode faltar

Os genes apresentam algumas variacdes que diferem umas
das outras devido a peguenas mudancas na sequéncia de bases
do DNA. Entretanto, muitas dessas variacdes nao se manifestam
visivelmente, porque ndo alteram a proteina codificada de maneira
que afete sua fungao. Partes da sequéncia de DNA podem variar
entre os individuos sem necessariamente alterarem seu fenotipo
ou seu estado de saude. Embora um gene “doente” possa se
originar de uma nova mutacao que surgiu nas geracdes anteriores,
a maioria das doencas hereditarias ocorre devido a alelos mutados
ja existentes que foram passados de uma geragao para outra,
durante muitas geracdes.

Uma variagao na sequéncia génica, presente em pelo menos
1% da populagdo, € chamada de polimorfismo. Polimorfismos
podem ocorrer em regides do DNA que codifiguem proteina ou
em regides que nao a codifiquem. Existem mais de trés milhdes
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de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, pronunciado
‘snips”); 0s quais constituem sitios de uma so base que diferem
entre os individuos. O genoma humano pode incluir até vinte
milhdes de SNPs; e é a partir dessas variacdes, frequentemente
sutis, que provém a variedade humana (diferencas na cor dos
cabelos, estatura, alergias a medicamentos, tamanho dos pés,
etc.). A maioria dos SNPs ndo produz fenotipos diferentes porque
nao estao localizados dentro de um gene ou, quando localizados,
os dois pares de nucleotideos (selvagem e mutante) produzem o
mesmo produto proteico.

Os SNPs localizados em regides codificantes de proteinas sao
classificados em: sindbnimos (se os alelos distintos codificarem o
mesmo aminoacido), ndo sindnimos (se os dois alelos codificarem
aminoacidos diferentes) e sem sentido ou nonsense (se um
alelo codificar um coédon de parada, enquanto o outro codificar
um aminoacido). Fora de regides codificantes, os SNPs sao
denominados silenciosos e podem ser utilizados como marcadores
na genética de populacdes.

A combinacdo de alelos de multiplos loci no mesmo
cromossomo  homologo € denominada haplotipo.  Dois
cromossomos homologos que compartilham o mesmo alelo em
cada um dos loci apresentam o mesmo haplotipo. Por outro lado,
se dois cromossomos tém gendotipos diferentes em até mesmo
um dos loci, exibem haplotipos diferentes.

&ﬁ& Assimile

Se o locus A, com alelos A e a, estiver ligado ao locus B, com
alelos B e b, existem quatro haplotipos possiveis para o segmento
cromossdmico no qual esses dois loci estao localizados.

Tabela 2.1 | Haplétipos possiveis para os loci A e B

v ly | >|>
T | |T |

Fonte: elaborada pelo autor.
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Um haplotipo denominado “aglomerado estelar’, localizado
Nno cromossomo Y, & encontrado em 8% dos homens asiaticos.
Utilizando a taxa de mutacdo conhecida, pesquisadores estimam
que esse haplotipo surgiu entre 700 e 1300 anos atras, sendo mais
comum na Mongolia, provavelmente tendo surgido nesse pais e
remontando a um homem que la viveu ha cerca de 1000 anos. A
distribuicdo atual desse haplotipo segue os limites geograficos do
Império Mongol, estabelecido ha, aproximadamente, 1200 anos,
sugerindo que todos os homens contemporaneos portadores
desse haplotipo sejam descendentes do imperador Genghis
Khanou, familiares da linhagem masculina.

Nem sempre alelos mutantes conferem prejuizo ao individuo,
muitas vezes, a condicao recessiva permanece prevalente
porgue traz alguma vantagem de saude nao correlata (por
exemplo, resisténcia a uma doenca infecciosa ou capacidade de
sobrevivéncia frente a uma ameaca ambiental). Essa “vantagem’,
que mantéem na populacdo um alelo recessivo causador de
uma doenga, € denominada polimorfismo balanceado, ja que o
efeito protetor da condi¢ao nao herdada contrabalanca o efeito
negativo do alelo deletério. A anemia falciforme e a deficiéncia da
enzima G6PD, por exemplo, sdo doencas herdadas que conferem
protecdo contra a malaria por tornarem as hemacias do portador
inospitas ao parasita causador dessa doenca infecciosa.

A maioria dos genomas contém uma grande quantidade
de DNA repetitivo (repeticbes multiplas adjacentes de curtas
sequéncias simples de DNA) cuja origem ainda nao esta totalmente
esclarecida, mas € sabido que, em individuos diferentes, geralmente
estdo presentes numeros diferentes de copias. Essas repeticdes
sao denominadas polimorfismos de comprimento de sequéncia
simples (SSLP) ou repeticées in tandem de numero variavel (VNTR).

Dois tipos de SSLP sdo utilizados como marcadores no
mapeamento: minissatélites e microssatélites. Quando o DNA
gendmico e isolado e fracionado, as sequéncias repetitivas formam
uma fracdo que € fisicamente separada do restante (fracdo satélite,
separada da parte maior). Marcadores minissatélites baseiam-se
na variacao do numero de repeticdes in tandem de uma unidade
repetida de 15 a 100 nucleotideos de comprimento, enquanto que
marcadores microssatélites baseiam-se em numeros variaveis de
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repeticdes in tandem de uma sequéncia mais simples, geralmente
um dinucleotideo.

vz| Exemplificando
Tipo mais comum de marcador microssatelite:
5" C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A ¥

3 GT-GT-GT-GT-GT-GT-GT-GT &

A repeticdo CA/GT ocorre por volta de 100 mil vezes ao
longo do genoma, em comprimentos de 1 a 40 unidades. Além
das repeticdes CA, outras dinucleotidicas, bem como tri- e
tetranucleotidicas, sdo encontradas dispersas em todo o genoma
humano. Os microssatélites ocorrem com frequéncias muito altas,
e as diferencas alélicas podem ser facilmente identificadas apos
amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Marcadores moleculares sdo a chave para orientar pesquisadores
na busca por um gene de interesse. A localizagédo do gene para
a fibrose cistica, por exemplo, foi descoberta através de sua
ligacdo a marcadores moleculares, ja conhecidos, localizados
Nno cromossomo 7/, levando ao isolamento e ao sequenciamento
do gene - resultando, posteriormente, na descoberta de que ele
codifica a proteina reguladora da condutancia transmembrana
da fibrose cistica (CFTR). Aléem disso, marcadores moleculares
distintos podem ser mapeados relacionando-se a outros e, dessa
forma, cria-se um mapa para determinacao de um gene utilizando-
se fenotipos de interesse.

O primeiro passo No mapeamento de alelos que conferem uma
caracteristica dominante particular € a obtencdo de amostras de
DNA de todos os membros de uma familia que contém individuos
com a doenca. O DNA de individuos afetados e ndo afetados é
analisado para se determinar um grande numero de polimorfismos
de DNA conhecidos. O padrdo de segregacdo de cada polimorfismo
€, dessa forma, comparado com a segregacdo das doencas em
estudo, a fim de determinar polimorfismos que tendem a segregar
com a doenca. Os dados de segregacao sao analisados por
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computador e utilizados para o calculo da probabilidade da ligacao
entre cada polimorfismo de DNA e o alelo causador da doenca.

Qualquer variacdo na sequéncia génica, em uma populacao,
estd sujeita a analise genética de populacdes, incluindo inversdes,
translocacdes, delecdes ou duplicacdes, aléem de presenca
ou auséncia de um elemento de transposicao em um locus
particular no genoma. Outro polimorfismo bastante comum ¢é o
polimorfismo por insercao-delecdo (indel); que envolve a presenca
OU auséncia de um ou mais nucleotideos de um locus em um alelo
com relacdo a outro. Ao contrario dos microssatélites, as indels
nao contém sequéncias repetitivas como AGAGAGAG. O genoma
da mitocondria (DNAmMt) e do cloroplasto (DNAcp) de eucariotos
também podem apresentar variacdo genética, especialmente
SNPs e microssatélites e podem ser utilizados para acompanhar
a historia das linhagens femininas, uma vez que, em geral, sao de
heranca materna.

Comparacdes entre genomas auxiliam na localizacao de
genes envolvidos em doencgas. Atraves da analise de ligagdo, o
gene envolvido em uma doenca € mapeado com referéncia a
polimorfismos bem caracterizados presentes ao longo do genoma
humano. Primeiramente, € localizada a regido relacionada com a
doenca a um cromossomo especifico. Em seguida, utilizando um
painel que inclui varios loci de SNP caracterizados e mapeados em
cada cromossomo, sdo comparados 0s genotipos dos individuos
com e sem a doenca, concentrando-se, principalmente, nos
membros familiares mais proximaos.

Apos identificar SNPs particulares mais frequentemente
herdados com o gene causador de doencga, 0 gene responsavel
pode, dessa maneira, ser localizado em um uUnico Cromossomo,
no qual se encontra a mutacdo que da origem a doenca. Por
fim, a regido local que contém o gene é analisada e os genes
contidos, identificados. Moléculas de DNA contendo essa regiao
sdo sequenciadas a partir de muitos individuos (portadores da
doenca ou nao), levando a identificacdo de variantes génicas
consistentemente presentes em individuos afetados e ausentes
em ndo afetados.

Outra estratégia para estudos de mapeamento baseia-se Nno
desequilibrio de ligacdo, que envolve uma doenca genética
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comumente presente em uma populacao, decorrente de uma unica
mutacao ocorrida muitas geracdes atras. O cromossomao ancestral
em questdo conterd polimorfismos ligados muito  proximos,
conservados por muitas geracdes. Polimorfismos mais afastados
NoO Cromossomo tenderao a se afastar mais dos genes da doenca
pela recombinacdo, enquanto gue 0s mais proximos permanecerao
associados. Avaliando a distribuicdo de marcadores especificos em
todos os individuos afetados, € possivel identificar os marcadores de
DNA diretamente associados a doenca e, dessa forma, localizar o
gene da doenga em uma regido relativamente pequena.

A expressdo de um gene ¢ bastante varidvel, podendo as
variagdes ocorrer dentro de um mesmo padrdo, semelhante para
uma populacdo ou individualmente. Assim, a atividade de um
par de genes ndo acontece igualmente em todos os portadores
desses genes. O material genetico pode sofrer interferéncias de
genes reqguladores, de fatores nutricionais, do meio no qual o
individuo vive e até mesmo de fatores emocionais, através da acao
de hormonios e neurotransmissores.

OG) Reflita

O gene DRD4, codificante do receptor do neurotransmissor
dopamina, apresenta variacdes que predispdem seus portadores a
buscar novos desafios. Sao os estimulos do meio gue aumentam o
desejo de aprender, ou o desejo de aprender € que impulsiona 0s
individuos a novos estimulos que conduzem ao aprendizado?

Muito se pesquisa sobre a influéncia mutua de genes e meio
ambiente. A epigenética estuda os fatores e os gatilhos ambientais
que influenciam a atividade dos genes, sendo apontada, de certa
forma, como um ‘neolamarckismo”. Gémeos monozigoticos,
por exemplo, apresentam genes absolutamente idénticos ao
nascerem, entretanto, no decorrer de suas vidas, seus habitos
alimentares e comportamentais, a exposicao a estimulos
diferentes, estresses ambientais e outros fatores levam a metilagcao
ou ao “desligamento” de seus genes, de maneira individual. Apos
varias décadas, gémeos idénticos podem apresentar doencas e
processos de envelhecimento distintos.
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Estudos ja demonstraram a influéncia de pesticidas sobre os
genes, ativando ou desativando-os, durante a formacdo dos
gametas, sendo transmitidos para as geracdes futuras. Outros
estudos buscam diferentes fatores epigenéticos com a mesma
capacidade de influenciar as proximas geragcdes, como tipo de
alimentacdo, periodos de fome e fartura, oscilagdo entre guerra
e tranquilidade, etc. De qualquer forma, pesquisas sugerem que,
talvez, nosso estilo de vida atual influencie no desenvolvimento e
na saude de nossos filhos e netos, que ainda nem nasceram.

|:|9 Pesquise mais
Saiba mais a respeito da epigenética através da leitura do artigo a seguir.

MULLER, H.R.; PRADO, K. B. Epigenética: um novo campo da genética.
RUBS, Curitiba, v. 1, n. 3, p. 61-69, set.//dez. 2008. Disponivel em:
<http://www.colegiogregormendel.com.br/gm_colegio/pdf/2012/
textos/3ano/biologia/8.pdf>. Acesso em: 27 jun. 2017.

Sem medo de errar

As ‘pequenas alteragdes no DNA" citadas pelo meédico, ao
explicar a familia de Leticia a origem da hemofilia, referem-se
aos polimorfismos genéticos, variacdes na sequéncia de DNA,
gue nem sempre causam alteracdes no fendtipo ou na saude
de seus portadores. Os eventos mais comuns que ddo origem a
polimorfismos sao delecdes, mutacdes, substituicdes de base
unica e variacdes no numero de sequéncias repetidas. No caso
de Leticia, essas variacdes trouxeram prejuizo a sua saude porque
ocorreram em regides génicas que codificam a proteina Fator VIII,
a qual, como resultado da alteracdo em sua producao, apresenta
atividade diminuida em relacdo as demais e interrompe a cascata
de coagulacdo antes da producao do coagulo, tornando o
estancamento dos sangramentos mais demorado.
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Sem medo de errar

Mapeando um locus
Descricao da situagao-problema

O heredograma a seqguir, pertencente a uma familia com
multiplas geracdes de individuos com convulsdo neonatal familiar
benigna (BFNC), foianalisadovisando adeterminagdo da localizacao
cromossdmica da doenca, caracterizada por episodios convulsivos
violentos e descontrolados de face, corpo, bracos e pernas, durante
O primeiro semestre de vida. As convulsdes aparentemente nao
causam efeito nas funcdes neurologicas e intelectuais e, em cerca
de 90% dos casos, os sintomas desaparecem por volta do primeiro
ano de vida. Qual seria uma possivel metodologia para determinar
a localizacao do cromossomo da doenca?

Figura 2.1 | Mapeamento do genoma humano
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Fonte: Pasternak (2002, p. 167)

Resolucédo da situacdo-problema

Apenas utilizando heredogramas, ndo é possivel determinar
a localizacdo cromossdémica do gene de uma doenga — exceto
para casos de heranca ligada ao sexo. Entretanto, sondas de
polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo
(RFLP) e polimorfismos de comprimento de sequéncia simples
(microssatélites), que identificam os loci polimorficos em todo o
genoma, permitem estudos de andlise de ligagdo entre um locus
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polimorfico e um locus de doenca. O DNA de cada individuo é
genotipado para inumeros marcadores polimorficos diferentes.
No caso estudado, de todos os marcadores polimorficos testados,
duas sondas (D20S19 e D20S20) mostraram ligagdo com o locus
BENC. Os alelos dos loci D20S19 e D20S20 de cada membro
estdo indicados um acima do outro (superiores indicando o locus
D20S19 e inferiores indicando o locus D20S20), com a linha vertical
separando os haplotipos dos dois cromossomaos do individuo. Uma
vez que os simbolos solidos (B e @) indicam membros afetados,
podemos concluir que o haplotipo (8,2) segrega com a doenca.
Através do calculo do logaritmo da probabilidade (LOD escore), os
loci D20S19 e D20S20 estdo distantes entre 1 e 4 milhdes de pares
de bases do locus BFNC e, uma vez que esses loci mapeiam em
20913.2-13.3, o locus BFNC deve estar proximo ou situado nessa
regidao cromossomica.

Faca valer a pena

1. Uma variacdo na sequéncia génica presente em pelo menos 1% da
populacao € chamada de polimorfismo. Polimorfismos podem ocorrer
em uma parte do DNA que codifique proteina ou em uma parte que nao
codifique. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) constituem
sitios de uma so base que diferem as pessoas.

Estima-se que em humanos existam SNPs, distribuidos mais ou menos
aleatoriamente, na casa dos:

a) 3 milhdes.

b) 5 milhdes.

c) 7 milhoes.

d) 10 milhdes.

e) 15 milhoes.

2. Os SNPs localizados em regides codificantes de proteinas sdo
classificadosem: ___ (se os alelos distintos codificarem o mesmo
aminoacido), — (se os dois alelos codificarem aminoacidos
diferentes) e _____ (se um alelo codificar um coédon de parada,
enquanto o outro codificar um aminoacido). Fora de regides codificantes,
0os SNPs sdo denominados __ e podem ser utilizados como
marcadores na genética de populacdes.

Assinale a alternativa que preencha corretamente a lacuna do texto.
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a) Silenciosos — sem sentido — ndo sindnimos — sindbnimos.
b) Sem sentido — sindbnimos — ndo sindnimos — silenciosos.
c) Sinbnimos — nao sindbnimos — silenciosos — sem sentido.
d) Sinbnimos — nao sindbnimos — sem sentido — silenciosos.
e) Nao sinbnimos — sindnimos — silenciosos — sem sentido.

3. Polimorfismos sdo variacdes frequentemente sutis na sequéncia
do DNA presentes em pelo menos 1% da populagdo, que promovem
a variedade humana (diferencas na cor dos cabelos, estatura, alergias a
medicamentos, tamanho dos pés, etc.).

Assinale a alternativa que contém a sequéncia numeérica correta, de cima
para baixo, da definicdo dos polimorfismos a seguir.

() Polimorfismo de nucleotideo unico.

() Polimorfismo balanceado.

() Polimorfismo de comprimento de sequéncia simples.

() Polimorfismo por insercdo-delegao.

(1) Envolve a presenga ou auséncia de um ou mais nucleotideos de um
locus em um alelo com relagdo a outro.

(2) O efeito protetor da condi¢cdo ndo herdada contrabalanga o efeito
negativo do alelo deletério.

(3) Sitios de uma soé base que diferem entre os individuos.

(4) Repeticdes multiplas adjacentes de curtas sequéncias simples de DNA.

aj2-4-1-3.
b)3-2-4-1
cl-3-2-4
dl-2-3-4
e)4-3-2-1

U2 - Material genético e evolugdo



Secao 2.2

Reconstrucao filogenética |
Dialogo aberto

Para ter certeza de qual das trés doencas Leticia contraiu, o
medico solicitou um diagnostico diferencial, baseado na analise
do RNA viral contraido pela garotinha, atraves de ensaio Trioplex
RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa),
cujo resultado foi positivo para zika e negativo para dengue e
chikungunya. Diante da epidemia de zika que comecou a se alastrar
no Brasil, pesquisadores sequenciaram o genoma completo do
zika virus e chegaram a conclusédo de que o virus causador da
epidemia no palis ndo pertence a linhagem africana (continente no
qual o virus foi descoberto, em meados do século passado), mas
sim a linhagem asiatica, surgida mais recentemente. A analise do
genoma viral americano mostrou uma homologia de 99,7% com a
cepa asiatica responsavel pelo surto na Polinésia Francesa alguns
anos atras. Como foram demonstradas as relacdes de parentesco
entre as duas cepas?

Nao pode faltar

Teorias evolutivas sugerem que todas as formas de vida
evoluiram de um Unico ancestral comum. Sendo assim, a Biologia
recentemente vem se concentrando nas conexdes evolutivas, isto
€, cada espécie € vista como parte de um panorama maior de
evolucdo e Ndo Mmais como um membro ou representante de uma
classificacao em uma hierarquia. A questao central dessas relacdes
evolutivas € quem esta relacionado a quem.

As relacdes de descendéncia entre as espécies podem ser
representadas através de arvores filogenéticas, constituidas
de pontos (nds) ligados por linhas (ramos) e cujas terminacdes,
denominadas unidades taxondmicas operacionais (OTUs, do
inglés operational taxonomic units), podem ser taxons (grupos
de organismos) agrupados em familias, géneros, espécies ou
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populagcdes. As OTUs sao unidas pelos ramos, oS quais sao
conectados por nos que representam O ancestral comum mais
recente dentre os taxons conectados. Ja © N6 na base da arvore
(raiz) corresponde ao ancestral comum de todos os taxons nela
representados, e os tamanhos dos ramos geralmente representam
uma medida de tempo evolutivo — numero de mutagdes em um
Ou varios genes, numero de alteracdes génicas em uma regido do
genoma, etc.

As arvores filogenéticas podem ser enraizadas ou nao
enraizadas (Figura 2.2). Em arvores enraizadas, a presenca de uma
raiz identifica o sentido da evolucdo, ou seja, fornece o sentido
temporal a arvore. Ja arvores ndo enraizadas ndo apontam onde
estad a especie ancestral de todo o grupo (a ‘raiz” da filogenia), ndo
indicando precisamente as relacdes de parentesco e mostrando
apenas as relacdes de proximidade relativa entre as OTUs, a partir
de semelhancas compartilhadas.

Q Exemplificando

Figura 2.2 | Tipos de arvores filogenéticas

a. Arvore enraizada
X Z Y W K

o
Q.
€
3
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b. Arvore ndo enraizada

Y

X K

Fonte: <https://goo.gl/63ZeZW>. Acesso em: 27 jun. 2017.
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A medida que o numero de OTUs consideradas aumenta, o
numero de topologias (padrdo de ramificacao) possiveis também
aumenta consideravelmente, dependendo se a arvore € enraizada
(N) ou ndo (N*). Por exemplo, quatro unidades perfazem 15 arvores
enraizadas possiveis, enquanto que 10 unidades alcancam a casa
dos 34,5 milhdes (Tabela 2.2).

vz| Exemplificando

Tabela 2.2 | Numero de possiveis arvores filogenéticas, enraizadas e nédo
enraizadas, para n OTUs

N2 de OTUs Arvores enraiza- Arvor.es nao
das enraizadas
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 945 105
7 10.395 945
8 135.135 10.395
9 2.027.025 135.135
10 34459425 2.027.025

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 115).

Entretanto, dentre essas possiveis arvores, apenas uma e
verdadeira — sendo necessarios metodos matematico-estatisticos
para qualguer tipo de analise que se deseja realizar. Quanto maior
O NnUmero de arvores possiveis, maior € o tempo computacional
para estimar as relacdes entre elas. Quando ha muitas rotas
evolutivas possiveis, a mais provavelmente correta € a mais curta,
OU seja, agquela gue assume 0 menor numero de passos evolutivos
(mudancas de estado dos caracteres).

Grupos que apresentam um ancestral comum mais proximo
entre si que com qualquer outro grupo terminal séo denominados
grupos-irmaos. Na Figura 2.3, (Aves + Crocodilos) sdao grupos-
irmdos; assim como (Cobras + Lagartos). Ainda, (Aves + Crocodilos)
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é grupo-irmao de (Cobras + Lagartos) e assim por diante. Outro
ponto importante de uma arvore filogenética € a monofilia. Grupos
monofiléticos sdao grupos que incluem um ancestral comum
exclusivo e todos seus descendentes, ou seja, esse ancestral
nao € ancestral de nenhum outro membro externo ao grupo -
por exemplo, o grupo formado por (Mamiferos + Tartarugas +
Lagartos + Cobras + Crocodilos + Aves), cujo ancestral comum
mais recente é representado pelo no interno E.

Figura 2.3 | Arvore filogenética enraizada

‘-\ Lagartos
‘,’ Tartarugas

h " Mamiferos

» Anfibios

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 114)

Por outro lado, se considerarmos um grupo ‘Reptilia”, formado
por (Tartarugas + Lagartos + Cobras + Crocodilos), nao obteremos
um grupo monofilético, ja que um dos descendentes (Aves) da
espécie ancestral desse grupo (N6 interno D) constitui um grupo
excluido dos répteis.

Grupos nao monofiléticos sao denominados parafiléticos ou
polifiléticos. Um grupo parafilético € constituido por um ancestral
comum e apenas parte dos seus descendentes, como O grupo
‘Reptilia”, do qual o grupo (Aves) foi excluido. Ja um grupo
polifiletico & constituido por dois ou mais grupos monofiléticos,
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sem que sua espécie ancestral faca parte do grupo, como seria
O caso dos ‘vertebrados homeotérmicos’, incluindo somente os
grupos (Aves) e (Mamiferos).

Arvores filogenéticas podem ser construidas com base em
caracteristicas especificas, como a sequéncia de nucleotideos
Nnos genomas, um conjunto de detalhes morfologicos ou outras
caracteristicas mensuraveis que diferenciam as espécies em
questdo. Quaisquer caracteristicas podem ser utilizadas, mas
guanto maior o conjunto de dados, mais solidos os resultados.

O papel da sistematica filogenética € de, além de descrever
a diversidade biologica (funcdo tradicional da taxonomia),
organizar o conhecimento sobre essa diversidade, baseando-
se no conhecimento das relacdes de parentesco entre grupos e
Nno conhecimento da evolucdo de caracteristicas morfologicas,
fisiologicas, citogenéticas, moleculares, comportamentais e
ecologicas dos grupos. Atualmente, a técnica é utilizada ndo apenas
para relacdes historicas de parentesco entre 0s organismos, mas
também como ferramenta preditiva em estudos epidemiologicos.

O ideal de arvores filogenéticas moleculares € que sejam
baseadas em genes ou regides genéticas ortologas (derivados de
um unico gene existente no Ultimo ancestral comum das espécies
comparadas), 0 que nem sempre é possivel, especialmente quando
as estruturas consideradas estao mais distantemente relacionadas.
Ainda, as regides em comparacao podem ser similares por terem
fungcdes semelhantes e nao origem comum (evolucdo convergente
ou paralela).

Os meétodos mais utilizados para a construcdo de arvores
filogenéticas podem ser subdivididos em dois grupos: carater-
estado e matrizes de distancias. A partir desses grupos principais,
distinguem-se diferentes metodologias baseadas em solucdes
mais econémicas, Como a maxima parcimonia, ou que utilizam
calculos probabilisticos, como a mdaxima verossimilhanca e a
inferéncia bayesiana. Em todo o caso, € necessaria uma analise
preliminar do conjunto de dados e suas respectivas singularidades
para a decisdo da metodologia a ser empregada.
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‘tz” Assimile
Carater-estado — examina estados alternativos de uma série de

caracteristicas (por exemplo, a posicdo em uma sequéncia e o
nucleotideo que nela ocorre).

Matrizes de distdncia — primeiramente convertem as matrizes
de caracteristicas em matrizes de distancias entre as unidades
consideradas.

O método da maxima parciménia se baseia em um modelo
de evolucdo no qual uma mudanca € mais provavel que duas.
Para melhor entendimento desse método, consideraremos trés
organismos: rato, lagarto e peixe. Em cada uma das topologias
possiveis a sequir (Figura 2.4), o traco presente nos ramos indica o
desenvolvimento de pulmaoes.

Figura 2.4 | Topologias possiveis relacionando trés organismos

Rato Lagarto Peixe  Rato Lagarto Peixe

Rato Peixe Lagarto

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 119)

De acordo com o0s principios da maxima parciménia, a
topologia escolhida seria a primeira, pois assumiria apenas
uma mudanc¢a, enguanto as outras duas assumiriam duas
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mudancas, ou seja, a primeira topologia representa a arvore
mais parcimoniosa, requerendo 0 menor numero de mudancas
para explicar a caracteristica "‘pulmao”. Entretanto, mais de uma
arvore pode apresentar 0 mesmo comprimento, dessa forma,
todas as arvores mais parcimoniosas, com comprimento igual,
deverdao ser consideradas para a escolha do resultado final.
Evidentemente, em algumas situacdes pode haver arvores mais
longas — a questao das arvores serem mais curtas € probabilistica,
Nnao uma oposicao a natureza.

A principal vantagem desse método € sua maneira de interpretar
0s eventos evolutivos, a qual pode ser facilmente compreendida,
j& que escolhe o caminho "'menos dificil” (aquele que exige
menor numero de suposicdes sobre eventos independentes). A
desvantagem encontra-se quando o numero de filogenias possiveis
€ muito grande, exigindo grande demanda computacional.

Quando duas espécies apresentam diferencas em relacdo
a sequéncias homologas (isto €, trechos de DNA herdados de
um ancestral comum), tais diferencas originaram-se a partir
de mutag¢des por substituicdes ocorridas em linhagens que se
diversificaram a partir de seu ancestral comum. A quantificacao
dessas diferencas pode ser expressa em valores ou em distancias e
utilizada para reconstrucao filogenética.

Nos meétodos geométricos (métodos de distancia), primeiro
€ necessario o calculo da distancia propriamente dita e,
posteriormente, a construcdo da topologia. O calculo da distancia
€ realizado estimando-se par a par 0 numero de substituicdes
ocorridas em cada uma das sequéncias a partir da divergéncia
da sequéncia ancestral que originou as sequéncias comparadas,
na qual cada 0,10 de distancia significa 10% de residuos que se
alteraram em uma ou em outra sequéncia comparada. Uma das
distancias mais simples € a distancia p, que constitui uma mera
proporcao de posicdes em que as duas sequéncias diferem.

Para os casos em que a distancia p ndao pode ser utilizada,
devido a taxas de substituicdo um pouco maiores que a ideal
para o problema filogenético em questao, utiliza-se da distancia
de Jukes-Cantor, baseada na distribuicao de Poisson e que leva
em consideracdo substituicdes multiplas. Entretanto, a distancia
de Jukes-Cantor ¢é infinita e, portanto, incalculavel, quando p
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€ maior que 0,75. Nessa situacdo, o0 mais apropriado € procurar
regides gendmicas mais conservadas para o estudo das relacdes
filogenéticas do grupo em questao.

A distancia de Jukes-Cantor é baseada em modelos de
substituicao, nos quais cada base ou aminoacido tem a mesma
probabilidade de substituir qualquer outra base ou aminoacido.
Uma vez que na pratica essa condicdo muitas vezes nao €
satisfeita, utiliza-se da distancia de Kimura 2-parametros, que leva
em consideracdo um fator a mais que as substituicdes multiplas,
ou seja, a razao de transicdes e transversdes (P/Q). TransicOes
sao substituicdes de uma base purinica por outra purinica, assim
como de uma base pirimidica por outra pirimidica, enquanto que
transversdes sao substituicbes de uma base purinica por uma
pirimidica e vice-versa.

A distancia Tamura 3-parametros, por sua vez, agrupa todos os
parametros previamente citados, ou seja, considera substituicdes
multiplas, taxa P/Q e conteudo GC - parecendo, a principio, ser
a distancia mais apropriada de todas. Entretanto, quanto maior o
numero de parametros, maior a variancia associada; sendo esta
distancia aconselhada apenas para casos em que P/Q e conteudo
GC diferem bastante do esperado.

Uma vez construida a matriz de distancias par a par, parte-se para
a escolha do algoritmo de reconstrucao da arvore propriamente
dita. Da mesma forma que, para o calculo de distancias, existem
diversos algoritmos para reconstrucao de topologias. Vale ressaltar
que a utilizacao de um determinado metodo para o calculo das
distancias nao influencia no algoritmo a ser empregado, mas pode
influenciar nos tamanhos dos ramos dentro da topologia ou na
propria topologia. Os tamanhos dos ramos podem ser calculados
com base nas distancias entre as sequéncias.

A maxima verossimilnanca ¢ um meéetodo que demanda um
modelo probabilistico de evolucado de caracteres e que pode levar
em consideracao: frequéncia de bases, taxa de substituicao entre
pares de nucleotideos em uma sequéncia de DNA, proporcao
de sitios invariaveis e heterogeneidade de taxas de substituicao
entre sitios. Tais paréametros sao estimados diretamente a partir
dos dados e utilizados no calculo da probabilidade de um estado
de carater ser substituido por outro, de acordo com o modelo
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evolutivo de escolha. A arvore final devera ser aquela com a maior
probabilidade de que os resultados tenham sido originados em
conformidade com o modelo evolutivo escolhido (ou seja, aquela
com maior verossimilhanca).

Entretanto, os parametros considerados ndo sao as topologias
em si, mas os tamanhos dos ramos para cada topologia. Assim,
a verossimilhanga € maximizada variando os tamanhos dos
ramos em cada topologia, mas, para a escolha da arvore mais
verossimilhante, € preciso calcular a probabilidade relacionada
a diferentes topologias e cada uma delas com as variacdes nos
tamanhos dos ramos e demais parametros do modelo evolutivo.
A arvore filogenética (topologia + comprimento dos ramos) que
apresentar a maior verossimilhanca sera considerada a melhor
estimativa historica da evolugdo das sequéncias.

Os modelos que utilizam a maxima verossimilhnanca mais
frequentemente empregados em reconstrucdes filogenéticas
envolvem a utilizacdo de parametros que regem a evolucao das
sequéncias. O modelo de um tipo de substituicdo, por exemplo,
baseia-se em uma sequéncia génica na qual os nucleotideos A, C, G
e Tocorremem frequénciasiguais, e a probabilidade de substituicao
de um nucleotideo para outro, em um intervalo de tempo, depende
apenas da taxa de substituicdo. O modelo de dois parametros,
por outro lado, baseia-se na premissa de que transicdes ocorrem
mais frequentemente que transversdes e, portanto, considera as
taxas de transicdo a separadamente das taxas de transversao B.
Uma vez que a frequéncia dos quatro nucleotideos ndo é similar (a
cadeia leve do genoma mitocondrial de vertebrados, por exemplo,
apresenta uma proporcao de nucleotideos G reduzida em relacao
aos demais nucleotideos), 0 modelo proporcional foi desenvolvido
para O calculo da probabilidade de substituicao, levando-se em
conta a frequéncia desigual de bases. O modelo HKY85 e o modelo
F84 foram desenvolvidos a fim de se distinguir diferencas nas taxas
de transicao e transversao, sendo que o modelo HKY85 também
considera desigualdades na frequéncia de bases.

A variacao na composicao de bases ndo reflete diferencas
apenas na taxa de transicdes e transversdes, mas tambem na taxa
de transicdes entre pirimidinas e transicdes entre purinas — sendo o
modelo TN93 empregado para adequar essa diferenca a modelos
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de evolucdo de sequéncias. Por fim, o modelo geral de reversdo
ao longo do tempo (GTR, do inglés General Time Reversible)
considera a frequéncia desigual entre os nucleotideos e as taxas de
substituicdo diferentes entre os seis possiveis tipos de substituicao
reversiveis entre A, C, Ge T.

Encontrar a arvore mais verossimil implica a averiguacdo de
todas as topologias possiveis e das variacdes de comprimento dos
ramos e valores dos parametros do modelo evolutivo para cada
topologia, o0 que é inviavel para um grande numero de taxons,
ja que o numero de possibilidades € exorbitante e 0 processo
demandaria um tempo extremamente longo. Uma estratégia para
essa questdo foi desenvolvida com o intuito de reduzir o tempo
gasto no calculo de probabilidades das arvores, a denominada
Quebra-Cabeca de Quartetos (em inglés, Quartet Puzzling).

Dessa forma, € possivel examinar as relacdes entre todos os
possiveis conjuntos de taxons. Para uma amostra com quatro
taxons (A, B, C e D), por exemplo, trés topologias sdo possiveis. A
probabilidade de cada uma € examinada, e aquela que apresentar
a maior probabilidade sera escolhida. Feito isso para todos os
possiveis quartetos da amostra, as melhores arvores obtidas para
cada um dos guartetos sao utilizadas em um “quebra-cabeca”
com a intencao de encaixar as topologias encontradas em uma
topologia global.

Ainconveniéncia dessa estratégia € que ela pode ndo encontrar
a arvore com a maior verossimilnanca, mas, por outro lado,
encontra uma arvore em um curto periodo de tempo e que pode
ser utilizada como arvore inicial em metodos de rearranjos na
busca pela mas também mais provavel. Esse processo pode ser
realizado por computador através de algoritmos que produzirdo
rearranjos em uma arvore inicial (no caso, a obtida através do
“quebra-cabeca” de quartetos).

Novos algoritmos tém sido desenvolvidos para acelerar as
buscas de verossimilhanca, quando se trata de conjuntos de dados
compostos por grande numero de sequéncias. Implantados em
programas computacionais, os algoritmos genéticos criam, em
dado intervalo de tempo, uma amostra de solucdes, na qual cada
uma é composta de diversas varidveis (topologia, comprimento de
ramos e parametros do modelo evolutivo).
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Outros programas utilizam algoritmos que buscam o ponto mais
alto nas curvas de distribuicao das probabilidades, maximizando a
verossimilhanca dos dados a serem explicados por uma topologia,
dado um modelo evolutivo. Dessa forma, € possivel obter uma
arvore inicial e estimar as variaveis de interesse, posteriormente
‘podando-se” um sub-ramo dessa arvore e o reinserindo em uma
posicao alternativa — assim, as variaveis da nova arvore sdo estimadas
e comparadas com a inicial. Caso haja melhora consideravel da
verossimilnanca, a nova topologia passara a ser considerada a
melhor, e 0 processo sera repetido determinadas vezes.

As vantagens da maxima verossimilnanca em relacdo a maxima
parcimonia e aos metodos geomeétricos sdo a menor variancia (o
metodo € menos afetado por erros de amostragem, mesmo com
sequéncias curtas) e a tendéncia a uma maior robustez frente
as violagbes do modelo evolutivo (Uuma vez que OS Processos
evolutivos atuantes em determinado sitio ocorrem de maneira
semelhante em muitos outros). A principal desvantagem encontra-
se no grande tempo desprendido para o calculo das probabilidades,
especialmente quando as analises envolvem um grande numero de
OTUs ou genomas completos. Nesses casos, a maxima parcimonia
e 0s metodos geomeétricos tornam-se 0s Unicos métodos possiveis
de reconstrucao filogenética para muitas sequéncias, devido a maior
velocidade computacional que apresentam.

Uma alternativa aos meétodos tradicionais vistos até agora é
a inferéncia bayesiana, na qual informacdes a priori assumem
diversas formas de como atribuir maior probabilidade a determinada
topologia, assumir uma distribuicdo pré-delimitada para os valores
possivelmente assumidos pelos parametros do modelo evolutivo
ou restringir quais OTUs deverao ser mais relacionadas entre si,
excluindo-se outras. Outra diferenca entre os dois métodos € que a
inferéncia bayesiana ndo estima a altura da probabilidade posterior,
mas sim o volume (densidade) da superficie da probabilidade
posterior. Tomemos como exemplo as probabilidades marginais
de duas arvores obtidas através de inferéncia bayesiana, como
mostrado na Figura a sequir (Figura 2.5).
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Figura 2.5 | Arvores filogenéticas obtidas por inferéncia bayesiana
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Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 148)

Se levassemos em consideracdo a altura do pico, concluiriamos

que a arvore 1 (linha reta) tem a maior probabilidade posterior.
Entretanto, sua area sob a superficie da probabilidade posterior
€& muito menor em relacao a arvore 2 (linha tracejada), a qual é
favorecida, dessa maneira, pelo método bayesiano. Além disso,
a arvore 2 é apoiada por um conjunto maior de valores para o

parametro x, demonstrando que a estimativa de parametros
contém incertezas e a arvore ‘verdadeira” pode ser proxima a
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arvore mais verossimil ou a com maior probabilidade posterior.

Ambasasestatisticas, classicaebayesiana, utilizam probabilidades
para a avaliacao da confidéncia estatistica da ocorréncia de
determinado evento. No entanto, a estatistica bayesiana utiliza
probabilidade como mensuracao direta da incerteza associada
com um parametro — somente dados observados sao relevantes no
calculo da probabilidade, sendo irrelevantes eventos tdo ou mais
extremos que 0s observados. Ainda, a probabilidade posterior do
meétodo bayesiano reproduz a distribuicao de valores do parametro

de interesse e ndo a distribuicdo dos dados, como na estatistica
classica. A inferéncia bayesiana tem sido bastante aplicada em
diversas areas da Biologia Evolutiva, especialmente em estudos
envolvendo relogio molecular, selecao positiva e reconstrucao de

estados ancestrais.
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@ Reflita

Ao longo desta secdo, conhecemos diversos meétodos possiveis
para a reconstrugcao de arvores filogenéticas e vimos que arvores
baseadas em caracteres moleculares demandam um algoritmo de
reconstrucdo aplicado a um determinado conjunto de sequéncias.
Mas como escolher o gene mais apropriado para um dado problema
filogeneético?

Com a alta disponibilidade de sequéncias génicas nas ultimas
décadas, dados moleculares tornaram-se uma importante fonte
de informacgao para diversas areas da Biologia e da Medicina. Mais
especificamente na sistematica, esses dados podem ser utilizados
para resolucdo de problemas filogenéticos envolvendo grandes
grupos, filogenia dos grandes primatas e ordens de mamiferos,
relacdes genealdgicas das populacdes humanas, dentre outros.

Osdadosutilizadosemuma reconstrucdo filogenéticamolecular
podem ser um conjunto de sequéncias de nucleotideos ou de
aminoacidos, uma vez gue carregam a informagao génica entre
geracdes e, portanto, revelam a historia evolutiva das linhagens.
A decisdo por um ou por outro deve ser tomada com base na
taxa de evolucao do gene e no tempo de divergéncia das espécies
que serdo estudadas (sequéncias de nucleotideos apresentam taxa
de evolugcao mais rapida que seqguéncias de aminoacidos). Em
todo o caso, a escolha do gene € muito mais importante que a
escolha do método porque se a escolha daquele for cautelosa,
qualguer méetodo de reconstrucao filogenética tera boas chances
de encontrar a arvore verdadeira.

Um dos principais fatores a ser considerado € a homologia, ou
seja, o ideal € que comparacdes entre diferentes espécies sejam a
partir de caracteres homologos (que descendem de um mesmo
ancestral). Os processos que podem gerar genes homologos
sao a duplicacao génica e a especiacao. Genes originados por
duplicacao sao denominados paralogos, enquanto que genes que
passam a ter historias evolutivas independentes, por especiacao,
sao denominados ortologos. Caso o problema em questdo seja
de eventos de duplicagao em familias ou superfamilias de genes,
por exemplo, devem ser analisados genes paralogos de uma unica

2 - Material genético e evolugao

77



78

espécie. Em contrapartida, para reconstrucao filogenética de
grupos taxondmicos, devem ser escolhidos genes ortologos.

Sequéncias consideradas homologas devem ser alinhadas a fim
de que a posicdo de cada base comparada tambem seja homologa.
Devido a perdas ou ganhos de trechos ao longo dos genes, faz-
se necessaria a insergao de intervalos (hifens) nas sequéncias das
especies que perderam regides ou das especies que nao ganharam
tais intervalos.

Programas computacionais auxiliam nesse processo, alinhando,
primeiramente, as sequéncias mais semelhantes, em seguida, as
que se conectam as anteriormente alinhadas e, assim por diante,
até que todas as sequéncias sejam alinhadas. O alinhamento final
constitui um otimo indicador da adequac¢ao do gene escolhido
para o problema filogenético em questao.

&z" Assimile
No alinhamento mostrado na figura a seguir (A), observamos diversos
indels (inser¢cdes/delecdes), indicando uma evolugdo muito rapida do
gene para escolhé-lo na reconstrucdo de uma filogenia. A solucao,
nesse caso, € escolher um gene mais conservado. Por outro lado,
sequéncias muito conservadas (B) sdo pouco informativas para
reconstrucdes filogenéticas.

Figura 2.6 | Reconstrugdes

A
A-COTCRCCOBRACE G~ sme TATTCTCTAC---~AAACCACAAAGATATTG
ATAATCAC-~G-C-GC-GACTATT-TCT-CCAGACAGACAGACCACAA-~-A
ATGATCAC--ACCGCTG-CTAT-CT-TACGGACCACAAAGATATTGGAAC

AT-TTCACCGACTGCTGACT~TT-TC~A-—~ACCAC— === AAAG
A—-—TTCACTTTCCGCTGAC~-AT-CT-—~ACAAACCACA-~GATATTGGAAC
B

seql ATGTTCACCGACCGCTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGATATTGGAAC
seq2 ATGTTCACCGACCGCTGACTATTCTCTACAGACCACARAGATATTGGAAC
g3 ATGTTCACCGACCGCTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGATATTGCGAAL
g4 ATGTTCACCGACTGCTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGATATTGGAAC
g5 ATGTTCACCGACCGCTGACTATTCTCTACAAACCACAAAGATATTGGAAC

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 161)
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Além do alinhamento, outra questao importante € que a
proporcao de diferencas maximas entre os pares de sequéncias
alinhadas seja de 5% a 40% entre os pares de uma sequéncia de
nucleotideos. O limite minimo (5%) € necessario para que haja
variagao suficiente para resolver a filogenia, enquanto o limite
maximo (40%) corresponde ao limite de variabilidade para um
alinhamento confiavel.

Emtodososcasos, oidealeque, antesdoiniciodo sequenciamento,
uma pesquisa sobre o gene em questao seja realizada em bibliografias
Ou bancos de sequéncias, para uma avaliacdo inicial da variabilidade
genetica. Se a variabilidade for adequada para o nivel da filogenia a
ser estudada, continua-se o0 processo com o gene selecionado; caso
contrario, se o gene for muito variavel ou muito conservado, procura-
se outro mais adequado.

EL(I1 Pesquise mais

Quer saber mais a respeito dos métodos para construcdo de arvores
filogenéticas e dos marcadores moleculares utilizados na filogenia?
Faca a leitura do documento a sequir.

BUSO, G.S. C. Marcadores moleculares e analise filogenética. Brasilia:
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2005. Disponivel em:
<http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/187120/1/
docl37.pdf>. Acesso em: 27 jun. 2017.

Sem medo de errar

Para chegar a conclusao de que o virus causador da epidemia
de zika no Brasil ndo pertencia a linhagem africana, mas sim a
linhagem asiatica, surgida mais recentemente, as relacdes de
parentesco foram demonstradas através da construgcdo de uma
arvore filogenética, como a mostrada na figura a seguir.
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Figura 2.7 | Construcdo de uma arvore filogenética
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Fonte: <https://wwwnc.cdc.gov/eid/images/15-1915-F1.jpg>. Acesso em: 27 jun. 2017.

Sequéncias de DNA do virus encontrado no pais (ID/JMB-
185/2014, destacado pela seta) foram comparadas a sequéncias
depositadas no GenBank e, dessa forma, foi estabelecida a relacao
do virus em guestdo com linhagens asiaticas.

Avancando na pratica

Tatuagem viral

Descricao da situagao-problema

Um tatuador de Campinas — Sao Paulo, portador do virus HIV,
sempre tomou todas as medidas de seqguranca cabiveis em seus
atendimentos, mas ha cerca de um més, suspeitou ter contaminado
alguns de seus clientes. Pesquisadores do Laboratorio de Pesquisa
em AIDS, pertencente ao Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), isolaram o virus do tatuador, dos clientes
suspeitos e de outras pessoas infectadas, nao clientes do tatuador,
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e sequenciaram alguns genes desses virus. Utilizando o método da
maxima verossimilhanca, os pesquisadores construiram a arvore
filogenética mostrada na figura a sequir.

Figura 2.8 | Arvore filogenética
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Fonte: adaptada de Matioli e Fernandes (2012, p. 142).

Sabendo-se que as letras de A até G representam os clientes
do tatuador; x e y representam duas linhagens diferentes de
virus sequenciadas; LC se refere as outras pessoas infectadas
(ndo clientes do tatuador) e HIVELI constitui a sequéncia de uma
linhagem africana utilizada como grupo externo, a qual conclusao
0s pesquisadores chegaram em relagao a contaminacdo dos
clientes do tatuador?
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Resolugdo da situagdo-problema

De acordo com a arvore filogenética obtida, € possivel concluir
qgue alguns dos clientes (A, B, C e E, destacados pelo retangulo
na Figura 2.8) foram contaminados pelo tatuador. Entretanto, as
sequéncias obtidas do virus dos demais clientes (D e F) mostraram-
se mais relacionadas as sequéncias do virus dos nao clientes
do tatuador, indicando que a contaminacdo destes dois nao
aconteceu no estudio de tatuagem.

Faca valer a pena

1. Asrelac®des de descendénciaentre as espécies podem ser representadas
através de drvores filogenéticas, as quais podem ser enraizadas ou ndo.
A medida que o numero de unidades consideradas aumenta, o numero
de topologias possiveis (padrdo de ramificagdo) também aumenta
consideravelmente.

Qual € o numero possivel de arvores filogenéticas, levando-se em
consideragdo quatro unidades/caracteristicas?

a) 5.

2. Um bidlogo, em seu estudo sobre a evolucdo de grupos de animais,
analisou as sequéncias génicas de trés organismos (rato, lagarto e peixe)
e obteve, ao final de seu trabalho, a construcdao da arvore filogenética
representada na figura a seguir.

Figura 2.9 | Arvore filogenética para trés organismos

Rato Lagarto Peixe

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 119).
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O trago horizontal, presente em um dos ramos da arvore filogenética
obtida pelo biologo, corresponde a uma:

a) Ancestralidade.
b) Extingao.
c) Monofilia.
d) OTU.

e) Caracteristica derivada.

3. Os métodos mais utilizados para a construcéo de arvores filogenéticas
podem ser subdivididos em dois grupos: um que analisa diretamente
os estados alternativos de uma série de caracteristicas (cardter-estado)
e outro que, primeiramente, converte esses padrbes em matrizes de
distancias.

Assinale a alternativa que corresponda a um meétodo para reconstrucao
filogenética pertencente ao grupo dos métodos geometricos.

a) Maxima parciménia.

b) Maxima verossimilhanca.

c) Inferéncia bayesiana.

d) Distancia p.

e) Método de dois parametros.
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Secao 2.3

Reconstrucao filogenética ll
Dialogo aberto

Apos o diagnostico de hemofilia de Leticia, os pais da garotinha
foram aconselhados a realizar exames geneticos para confirmacao
da condicao de portadores do gene da doenca, ja que se trata
de um disturbio genético-hereditario ligado ao cromossomo X e,
uma vez Leticia sendo hemofilica (XhXh), ambos os pais devem
conter o gene recessivo. O resultado do mapeamento geneético
deu positivo para a mae de Leticia (XHXh) e negativo para o pai
(XHY), gerando uma discussao familiar a respeito da paternidade
da menina. Qual seria uma possivel técnica de Biologia Molecular
a ser utilizada na investigacdo da paternidade de Leticia? Em que
se baseia essa tecnica?

Nao pode faltar

Diversas metodologias para a descricdo da variabilidade
genética foram desenvolvidas nos ultimos anos, visto ser a
caracterizacao e o entendimento da variabilidade genética intra e
interpopulacional uma das principais questdes ligadas a Biologia
Evolutiva. Algumas variacdes fenotipicas com heranca mendeliana
classica (polimorfismo dos grupos sanguineos do sistema ABO, por
exemplo) eram passiveis de serem estudadas, mas limitavam os
organismaos possiveis, 0s quais, além de possuirem os marcadores
adequados, deveriam ser adaptados as condi¢cdes laboratoriais
para acompanhamento durante geracdes.

Em 1966, a eletroforese de isozimas revolucionou a genética
de populacdes, possibilitando acesso a um vasto numero de locus
(posicao que um gene ocupa NO cromossomo) em qualquer
organismo dos mais variados ambientes e utilizando apenas uma
amostra de tecido do organismo em questdo. Atualmente, a
técnica constitui uma importante ferramenta aplicavel a questoes
evolutivas, por exemplo, demonstrando que diferentes genotipos
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alozimicos (obtidos por alozimas, isto €, formas variantes de
uma enzima codificada por diferentes alelos de um locus)
podem apresentar diferentes valores adaptativos, sendo possivel
correlaciona-los com fatores ambientais.

Isozimas sao enzimas que diferem em relacao a sequéncia de
aminoacidos, mas que catalisam a mesma rea¢ao quimica. Essas
enzimas vém sendo utilizadas na Biologia Evolutiva através de duas
formas: estudo minucioso de um locus e suas variantes alélicas
(alozimas) e utilizagcdo de muitos locus para estudos populacionais.
Na comparacao entre espécies ou populacdes, utilizando-se
polimorfismos enzimaticos, diversos locus sdo amostrados em
cada individuo analisado, sendo que os metodos de analise tratam
todos os locus como adaptativamente neutros — embora alguns
polimorfismos sejam mantidos por forcas seletivas (a maior parte
da variabilidade observada € neutra), novas mutagdes podem ser
fixadas por processos estocasticos e os polimorfismos observados
Sao transitorios.

O principio basico da eletroforese de isozimas consiste no
fato de que pequenas mudancas na sequéncia do DNA causam
mudancgas na sequéncia de aminoacidos que, por sua vez, podem
alterar a estrutura da proteina e, consequentemente, sua mobilidade
eletroforética. Uma vantagem dessa técnica € a possibilidade de
amostragem de varios individuos ao mesmo tempo e, assim, a
obtencdo de diversos locus analisados para cada um.

A extracdo das enzimas ¢é feita a partir de tecidos, orgaos
OuU organismos inteiros como pequenos insetos, por exemplo,
macerados em solucdo tampdo e aplicados diretamente nos géis
(amido ou poliacrilamida). A distancia de migragdo das enzimas
€ observada por coloragcao histoquimica, que inclui a presenca
do substrato especifico da enzima, coenzimas, cofatores e um
corante capaz de precipitar, oxidar ou fluorescer diante da reacao
principal (Figura 2.10).

2 - Material genético e evolugao
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6&» Assimile

Figura 2.10 | Extragcdo de enzimas para eletroforese de isozimas
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Fonte: <https://goo.gl/9V4GZqg>. Acesso em: 27 jun. 2017.

Os resultados da eletroforese sao obtidos sob a forma de um
zimograma (padrdo de bandas) e, para sua interpretacao, aplica-se
0 conhecimento da estrutura quaternaria de enzimas (Figura 2.11).

= Enzima monomeérica — duas bandas no heterozigoto.
= Enzima dimérica — trés bandas no heterozigoto.
= Enzima tetramérica — cinco bandas no heterozigoto.
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Os géis, corados para diferentes sistemas enzimaticos, podem
ser analisados através da interpretacdo genetica das bandas
encontradas e gendtipos individuais sdo anotados. Assim, os dados
podem ser aproveitados para a obtencao de todos os parametros
gue consideram frequéncias génicas e genaotipicas, aléem de quase
a totalidade das analises desenvolvidas para variagao quantitativa.

vz| Exemplificando
Figura 2.11 | Estrutura quaternaria de enzimas para interpretacdo de zimogramas

Estrutura quaterndria

monomérica dimérica tetramérica

Gendtipos — AJA] AA, A, AA AA A AA AA, A,

Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 167)

O estudo de isozimas permite quantificar niveis de variabilidade
genética, estimar fluxo génico, elucidar limites interespecificos,
estabelecer relacbes evolutivas entre diferentes taxons, dentre
outros, apresentando custo relativamente baixo, sendo adaptavel
para qualguer grupo de organismos e permitindo a analise de um
amplo numero de individuos e muitos locus de cada amostra.
Em contrapartida, os niveis de variabilidade obtidos podem ser
subestimados, ja que mutacdes no material genético nem sempre
alteram a estrutura da proteina e nem todas as mudancas na sequéncia
de aminoacidos provocam alteracdes na mobilidade eletroforética.

Outro ponto importante € que a variabilidade difere entre os
taxons superiores e os indices de variabilidade podem ser alterados
dependendo dos locus considerados nos estudos comparativos,
sendo alguns mais polimorficos que outros. Aléem disso, a
variabilidade génica parece estar associada a heterogeneidade
ambiental: espécies generalistas, com vasta distribuicdo geografica,
ampla mobilidade e exploradoras de diversos nichos ecologicos,
apresentam maior variabilidade que espécies especialistas, com
distribuicdo geografica restrita e baixa mobilidade.
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Ainda, dados de variabilidade podem fornecer informacdes
sobre eventos historicos que influenciaram a estrutura genética
das populacdes. Baixos indices de heterozigosidade nos locus
enzimaticos, por exemplo, podem indicar eventos recentes de
afunilamento populacional, principalmente quando espécies
relacionadas apresentam niveis muito mais altos de variabilidade.
Estudos alozimicos também podem fornecer informacdes
importantes a inferéncia de padrdes de fluxo génico e estruturacao
de acasalamentos, atraves da analise da distribuicdo geografica de
frequéncias alozimicas, além de dados sobre variagdo geografica
surgida por mecanismos evolutivos locais, gue envolvem interagcoes
de mecanismos genéticos e processos ambientais.

Distancias genéticas sdo medidas estatisticas relativas a
diferenciacao entre populacdes, utilizando-se dados de frequéncias
genotipicas. Frequéncias génicas e genotipicas de individuos
tomados ao acaso em populacdes naturais, obtidas através da
eletroforese de enzimas, podem estimar a diferenciacao intra
e interespecifica das populacdes em questdo. Essas frequéncias
podem ser transformadas em indices que permitem a estimativa
do grau de distancia genética ou de similaridade entre espécies e
populacdes distintas. Alem do mais, variantes alélicas encontradas
isoladas em uma populagao ou taxon podem ser utilizadas
como um meio de identificacdo em casos de espécies de dificil
identificacdo morfoldgica.

O emprego da eletroforese de isozimas em pesquisas de
caracterizagcao genética de populacdes apresentou um declinio
nos ultimos anos devido a popularizacdo e diminuicdo dos
custos de técnicas de andlise de DNA (como polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricao (RFLP) e sequenciamento
direto, aplicados conjuntamente com a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR)); mas a técnica ainda ganha destaque
por revelar padrbes unicos, quando comparados a metodos
baseados na tecnologia de DNA.

o() Reflita

Qual é o marcador molecular mais adequado para estudos de padrdes
de variabilidade genética em popula¢cdes naturais?
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Evidéncias da selecdo natural, por exemplo, parecem ser mais
relevantes em marcadores alozimicos que em marcadores de DNA
nuclear e mitocondrial, embora a variabilidade do DNA nuclear
seja mais homogénea. A escolha do marcador molecular mais
adequado para analises de variabilidade genética em populagdes
naturais € uma das grandes dificuldades enfrentadas pelos
pesquisadores, visto gue essa escolha, muitas vezes, € influenciada
pela disponibilidade de recursos e experiéncias pessoais prévias.

Outra questdao € a maior potencialidade do DNA nuclear para
estudos de polimorfismos quando comparado a eletroforese de
alozimas — entretanto, a maioria dos marcadores empregados Nos
metodos baseados na tecnologia do DNA € andnima e nao tem
funcdes bioquimicas e fisioldgicas conhecidas, © gue ndo acontece
com as isozimas, que continuam sendo uma das melhores opcdes
para estudos de espécies proximas e populacdes conspecificas
(pertencentes a mesma espécie).

EL(IJ' Pesquise mais

Aprofunde seus conhecimentos sobre marcadores moleculares na
analise de variabilidade genetica de populacdes atraves da leitura do
artigo a sequir.

CARNEIRO, P. L. S. et al. Oscilacdo genética em populagcdes
submetidas a metodos de selecao tradicionais e associados a
marcadores moleculares. Revista Brasileira de Zootecnia, Vicosa, v.
35, n. 1, p. 84-91, jan./fev. 2006. Disponivel em: <http://www.scielo.
br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51516-35982006000100010>.
Acesso em: 27 jun. 2017.

Marcadores alozimicos, indiscutivelmente, representaram
um grande passo na compreensdao de processos Mmicro e
macroevolutivos, uma vez que nao sao profundamente afetados
pela interacdo com o ambiente. No entanto, para estudos
de estrutura populacional e outras aplicacdes para analises
intraespecificas sao necessarios niveis suficientes de variabilidade,
e as analises de isozimas ndo se apresentam suficientemente
variaveis em alguns organismaos.
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No final da década de 1960, grupos de pesquisadores isolaram
e purificaram enzimas de diversas linhagens de bactérias capazes
de digerir sequéncias especificas de DNA dupla fita contendo
quatro, cinco ou seis pares de bases de comprimento. Essas
enzimas, denominadas enzimas de restricdo (endonucleases),
protegem as ceélulas bacterianas contra a invasdao de DNA
exogeno e, através de um sistema especifico de metilacao, o
DNA da propria bactéria é protegido.

Enzimas de restricao podem ser utilizadas como marcadores
para a deteccdo de polimorfismos no DNA. Esses marcadores,
denominados RFLP (do inglés, Restriction Fragment Length
Polymorphism), consistem no padrao de fragmentos produzidos
pelas endonucleases ao digerirem um determinado material
genéetico. Os RFLP tém sido amplamente utilizados na medicina
forense, na investigacdo de vinculo genético (determinacdo
de paternidade) e no diagnostico de doencas hereditérias,
apresentando diversas vantagens em compara¢cdo a marcadores
morfologicos, citologicos ou alozimicos: a) sdao herdados como
marcadores mendelianos livres de efeitos pleiotropicos (um so
gene determina mais de uma caracteristica fenotipica), b) ndo sdo
afetados pelo ambiente, c) podem ser obtidos em elevado numero,
e d) possuem distribuicdo aleatoria no genoma.

A técnica de RFLP consiste na clivagem (corte) de moléculas
de DNA pela acdo de enzimas de restricao, separacao dos
fragmentos gerados por eletroforese e visualizagdo dos
fragmentos em forma de bandas, na qual cada uma corresponde
a um grupo de moléculas com mesmo tamanho (Figura 2.12).
Diferentes individuos apresentam padrdes diferentes de tamanho
de fragmentos, sendo essa variabilidade resultado de insercdes,
delecdes, rearranjos ou substituicdes de base na sequéncia de
nucleotideos. Essas alteracdes, na sequéncia de nucleotideos,
sao reconhecidas por determinadas endonucleases, alterando o
numero de sitios de clivagem e, consequentemente, o tamanho
dos fragmentos.
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Figura 2.12 | Técnica de RFLP
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Fonte: <https://goo.gl/Gq7UGd>. Acesso em: 27 jun. 2017

Pelo fato de o "agente revelador” (mais comumente, brometo
de etideo) se intercalar em moléculas de DNA, fragmentos
maiores apresentam bandas mais intensas, tornando possivel uma
correlacao direta entre a intensidade da banda e o tamanho do
fragmento com a quantidade de DNA. Outra metodologia utiliza
uma substancia radioativa (fosforo ou enxofre) para marcar as
moléculas de DNA antes de serem fragmentadas — mas, nesse
caso, a intensidade das bandas ndo apresenta relacdo direta com
o tamanho dos fragmentos, os quais sao detectados através da
exposicao do gel a um filme de raios X.

Nos casos em que a quantidade de material genético € baixa,
por exemplo, devido a ma preservacao do material ou a pouca
guantidade de tecido disponivel para a extragdo do DNA, emprega-
se a técnica de Southern blot, cujo diferencial esta na transferéncia
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dos fragmentos para uma membrana de nailon ou nitrocelulose,
apos a separacao em gel de agarose. A membrana € hibridizada
com uma sonda de DNA fria ou radioativa, e as condicdes de
hibridacdo sao definidas com base no grau de similaridade entre
o DNA da amostra e o DNA da sonda. Se a sonda utilizada for
fria, a revelagcdo acontece por imunoensaio e ha a precipitacdo de
corante na propria membrana, enquanto se for radioativa, ocorre
por exposicao da membrana a um filme de raios X.

O DNA de cada organismo apresenta um padrao de fragmentos
especificos, denominado perfil de digestdo, sendo que, entre
varias amostras, podem ser detectados perfis invariaveis (padroes
de fragmentos idénticos para uma mesma enzima de restricdo) ou
perfis variaveis (padrbes de bandas diferentes entre organismos).
Uma mesma endonuclease pode gerar diferencas nos perfis de
digestdo entre individuos, causadas por alteracdes na quantidade
e na distribuicdo dos sitios de restricao. Cada enzima de restricao
tem um sitio especifico de reconhecimento, no qual é realizada
a clivagem, sendo, geralmente, sequéncias de nucleotideos
simétricas, contendo de quatro a seis pares de bases.

v=| Exemplificando

A enzima Eco Rl reconhece uma sequéncia de seis pares de base e,
a0 corta-la, gera extremidades coesivas:

Figura 2.13 | Clivagem da enzima Eco Rl

5'... GAATTC...3’
3'...CTTAAG...5’

Fonte: adaptada de <https://goo.gl/qTCkvC>. Acesso em: 27 jun. 2017

A enzima Rsa |, por sua vez, reconhece uma sequéncia de quatro
pares de base e a corta ao meio (setas), gerando pontas retas.
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Figura 2.14 | Clivagem da enzima Rsa |

5’...GTAC...3’
3’7...CATG...5"

Fonte: adaptada de <https://goo.gl/2rVYVw>. Acesso em: 27 jun. 2017.

O numero de fragmentos gerados e seus respectivos tamanhos
podem ser alterados devido a substituicao de bases dentro dos
sitios de reconhecimento ou a alteracdes no DNA causadas por
adicdes ou delecdes de sequéncias (indels), criando ou eliminando
sitios de restricdo em uma determinada sequéncia para uma
enzima em particular. Esses rearranjos de sequéncia podem alterar
0 padrao de fragmentos para varias enzimas simultaneamente. O
conhecimento desitios de restricdo € bastante Utilna caracterizacdo
do DNA, pois fornece pontos especificos, cujas distancias entre eles
sdo conhecidas. Esse mapeamento auxilia na localizagao de genes,
na clonagem de regides de interesse em vetores moleculares e
funciona como marcador em estudos evolutivos.

Diversos genes sao utilizados para inferéncias filogenéticas
e para diagnostico e prevencao de algumas doencas. Uma das
sequéncias mais estudadas atraves de RFLP sao as sequéncias
de copia simples (DNAscn — single copy nuclear DNA), além de
sequéncias repetidas. Regides nao codificantes (introns) também
vém sendo analisadas, por serem mais variaveis que as codificantes.

Sem medo de errar

O resultado do mapeamento genético gerou uma discussao
familiar a respeito da paternidade de Leticia porque sua mae é
portadora do gene da hemofilia (X"X") e seu pai ndo o & (X7Y). Se
Leticia fosse filha dele, seria normal (X"X") ou apenas portadora
(XHX") e ndo hemofilica (X"X"). A paternidade de Leticia poderia ser
confirmada através da técnica de RFLP, que se baseia na analise de
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polimorfismos e consiste na clivagem de moléculas de DNA pela
acao de enzimas de restricao, seguida da separacao dos fragmentos
gerados por eletroforese e visualizacdo dos fragmentos em forma de
bandas. Cada pessoa apresenta pequenas mutacdes na sequéncia
de DNA que a diferem das outras pessoas e que alteram o tamanho
dos fragmentos clivados pelas enzimas de restricao, dessa maneira,
individuos podem ser diferenciados pelo comprimento desses
fragmentos. Da mesma forma, cada individuo herda algumas dessas
sequéncias (polimorfismos) do pai e algumas da mae, possibilitando,
dessa forma, a investigacdo de vinculo genético.

Avancando na pratica

Quem é quem?
Descricao da situagao-problema

Um estagiario da Clinica Genética Médica, em Campinas — SP,
pediu a seu supervisor que o deixasse tentar solucionar um caso de
investigacdo de vinculo genético por si proprio, a fim de testar seus
conhecimentos. O supervisor concordou e repassou ao estagiario
0 caso de uma familia composta pelos pais e quatro filhos (dois
meninos e duas meninas), dentre os quais dois sdo filhos do casal,
um é filho somente da mae (fruto de seu casamento anterior) e um
€ adotado. Analisando o resultado da técnica de RFLP empregada
no caso (Figura 2.15), a que conclusdes o estagiario chegou a
respeito de quem € cada filho do casal?

Figura 2.15 | Resultado da técnica de RFLP
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Fonte: <https://goo.gl/4NHhsqg>. Acesso em: 27 jun. 2017
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Resolucdo da situacdo-problema

A partir do resultado da técnica de RFLP, € possivel observar
que a filha D1 compartilha polimorfismos tanto com a méae (bandas
em azul) quanto com o pai (bandas em amarelo), assim como o
filho S1 — indicando que ambos sao os filhos do casal. A filha D2
compartilha polimorfismos somente com a mae (bandas em azul),
indicando ser a filha de seu casamento anterior. Por fim, o filho S2
ndo compartilha polimorfismos com nenhum dos pais (bandas em
verde), indicando ser o filho adotado pelo casal.

Faca valer a pena

1. Os resultados da eletroforese de isozimas sdo obtidos sob a forma
de um zimograma (padrdo de bandas). Os géis, corados para diferentes
sistemas enzimaticos, podem ser analisados atraves da interpretacao
genética das bandas encontradas, e gendtipos individuais sao anotados.
Aisozima identificada na figura a seguir € classificada como uma enzima:

Figura 2.16 | Zimograma da isozima identificada

AA AA AA

1" ™M 172 2" 2
Fonte: Matioli e Fernandes (2012, p. 167).

a) Monomérica.
b) Dimérica.
c) Trimérica.
d) Tetramérica.
e) Pentamérica.
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2. Em 1968, pesquisadores descobriram uma classe especial de enzimas,
denominadas enzimas de restricdo (endonucleases), que protegem
as células bacterianas contra a invasao de DNA exogeno, bem como
o DNA da propria bactéria. Além dessa protecdo, enzimas de restricao
sdo capazes de clivar (cortar) sequéncias de DNA, as quais podem ser
utilizadas como marcadores para a deteccao de polimorfismos no DNA.
Assinale a alternativa que corresponda a denominacao desses marcadores.
a) Minissatélites.

b) Microssatélites.
c) VNTR.
d) RFLP.
e) DNAscn.

3. O DNA de cada organismo apresenta um padrdo de fragmentos
especificos, sendo que, entre varias amostras, podem ser detectados
padrdes de fragmentos idénticos para uma mesma enzima de restricdo
ou padrdes de bandas diferentes entre organismos.

O padréao de fragmentos especificos abordado no texto anterior €
denominado:

a) Padrdo de heranca.

b) Padrédo de sequéncias.

c) Perfil de digestéo.

d) Heredograma.

e) Padréo ouro.
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Unidade 3

Mutacao, reparo e regulacao

Convite ao estudo

Prezado aluno,

Daremos continuidade a compreensao da Biologia
Molecular e Evolucao, estudando as mutacdes e as maneiras
pelas quais o DNA é reparado. Seus objetivos, ao final da
leitura desta unidade, sdo: compreender 0s principais erros
de replicacdo e 0os mecanismos de reparo do DNA; bem
como a regulacao génica e a regulacao pos-transcricional.
Para compreender o assunto e atingir as competéncias e os
objetivos da disciplina, analisaremos uma situacao hipotetica
que se aproxima dos conteudos tedricos que serao Vvistos
por vocé nesta unidade: apos a revelacao da paternidade de
Leticia, o casal ficou afastado por 10 meses. Leticia conheceu
seu pai biologico e ficou bastante empolgada com sua irma
mais nova por parte de pai, mas continuou convivendo
frequentemente com seu pai de criacao. O casal acabou
se reconciliando; mas superada a crise no casamento, a
familia se viu diante de outro problema: Marcos, pai adotivo
de Leticia, comecou a apresentar fortes dores abdominais,
formigamento nas maos e nos pes, dores articulares, fraqueza
muscular, irritabilidade, agressividade, declinio cognitivo
(memoria, atencdo e aprendizagem), perda de peso, vomito
e alucinagcdes, que evoluiram para delirios, convulsdes,
paralisias e coma, deixando-o hospitalizado por dois meses.

No decorrer desta unidade de ensino, conheceremos mais
a respeito de mutacao, reparo de DNA e regulagado génica.
Na Secao 3.1, conheceremos alguns agentes mutagénicos e
os erros de replicacao por eles ocasionados. Ja na Secao 3.2,



compreenderemos 0s mecanismos pelos quais o material
genético consegue minimizar ou eliminar estes erros. Por
fim, na Secdo 3.3, trataremos das estratégias de regulacao da
transcricao e regulacao pos-transcricional.



Secao 3.1

Erros de replicacao
Dialogo aberto

Durante sua anamnese no hospital, Marcos relatou ao medico
de plantdo que trabalhava ha 15 anos como soldador em uma
fabrica de tubos de ferro. Questionado pelo meédico se utilizava os
devidos equipamentos de protecdo (roupas de manga comprida,
avental, mascara de solda, touca, luvas, oculos de protecao e
protetores auriculares), Marcos revelou que nem sempre utilizava
a mascara e 0os protetores auriculares, porque dificultavam sua
comunicagdao com os demais colegas durante o trabalho. O que
este descuido de Marcos pode ter provocado? Qual € a relacdo
entre a profissdo de Marcos e os sintomas apresentados por ele?

Nao pode faltar

Por ser muito extenso (cerca de trés bilhdes de pares de bases),
O genoma humano nao € muito estavel, sofrendo alteracdes
durante sua sintese ou sendo alvo da acdao de agentes fisico-
quimicos provenientes do meio externo ou de produtos do proprio
metabolismo. Os genes sao constituidos pelas bases nitrogenadas
adenina, timina, citosina e guanina, cujas alteragdes nas sequéncias
dessas bases originam variagdes do mesmo gene, os alelos.

As alteracdes sofridas pelo DNA, denominadas mutacdes,
podem ser induzidas ou espontaneas. Mutacdes induzidas sao
resultado da acdo de agentes fisico-quimicos denominados
agentes mutagénicos, enquanto mutacdes espontaneas resultam
de agentes mutagénicos presentes no ambiente celular (incluindo
aqueles provenientes do proprio metabolismo da célula) ou de
erros ocorridos durante a replicacao do DNA (independentes da
acao de agentes mutagénicos).
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EL?' Pesquise mais

Os principais agentes mutagénicos s3ao compostos presentes
na dieta e em determinadas drogas e medicamentos, cigarros e
bebidas alcodlicas, além de fatores ambientais, como radiagcao solar,
agrotoxicos e efluentes industriais.

Para saber mais sobre os efeitos de cada um desses fatores, leia o
artigo a sequir.

DUSMAN, E. et al. Principais agentes mutagénicos e carcinogénicos
de exposicdo humana. SaBios: Rev. Saude e Biol, v. 7, n. 2, p. 66-81,
2012. Disponivel em: <http://revista.grupointegrado.br/revista/index.
php/sabios2/article/view/943/438>. Acesso em: 5 ago. 2017.

As mutacdes sdo classificadas em:

e Somaticas — ocorrem em qualquer célula do organismo,
exceto células germinativas.

e Germinativas — ocorrem nos gametas e sao transmitidas aos
descendentes.

e Autossdmicas — ocorrem em genes localizados nos
Cromossomos autossdmicos.

e ligadas ao X — afetam genes localizados no cromossomo X.

e Com sentido trocado (missense mutation) — troca de um
nucleotideo na regido codificadora de um gene, resultando na
criacao de um novo codon que, por sua vez, correspondera a um
aminoacido diferente.

e Sem sentido (nonsense mutation) — substituicdo do cédon
original por um codon de parada, resultando na terminacao
precoce da proteina traduzida.

e Silenciosas — alteram o codon, mas nado resultam na troca
do aminoacido correspondente na proteina.

e Transicbes — substituicdo de purina por purina ou de
pirimidina por pirimidina.

e Transversdes — substituicdo de purina por pirimidina ou vice-
versa.

e Modificadoras da fase de leitura (frameshift mutation) —
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adicao ou delecdo de um ou alguns pares de bases nao multiplos
de trés, alterando a fase de leitura de todas as trincas posteriores
a0 sitio mutado.

e Perda de funcao — reduz ou elimina a funcao do produto génico.
e Nulas — resultam na perda total da funcdo do produto génico.

e Ganho de funcao — resulta em um produto génico com
funcdo aumentada ou completamente nova.

e Neutras — ocorrem em regides desprovidas de genes e ndo
afetam produtos génicos ou a expressao dos genes.

e Visiveis — afetam uma caracteristica morfologica (alteram
fenotipo).

e Nutricionais — resultam na perda da capacidade de sintetizar
um aminoacido ou uma vitamina.

e Bioguimicas — resultam em quebras nas vias bioquimicas de
transformacgao enzimatica.

e Comportamentais — afetam os padrdes de comportamento
de um organismo.

e Reguladoras — afetam a regulacao da expressao de um gene,
ativando ou suprimindo sua expressao de maneira inadequada.

e |etais — capazes de interromper um processo essencial a
sobrevivéncia do organismo, podendo ser condicionais restritivas
(letais em um determinado ambiente) ou condicionais permissivas
(ndo letais em outro ambiente).

Para que ocorra uma mutacdo, € necessario que haja erros na
incorporagao dos nucleotideos durante a replicacdo do DNA e
que a lesdo em um nucleotideo, apds um ciclo replicativo, nao
seja reparada. As mutacdes mais simples, denominadas mutacoes
pontuais, envolvem a alteracao de um unico nucleotideo
(substituicdo de bases) ou a insercdo ou delecdo de um nucleotideo
ou de um numero reduzido de nucleotideos (mutacdes indel),
sendo resultado do mau funcionamento do sistema de replicacao
e reparo do DNA.

Outro processo que pode provocar mutagdes envolve a
formacao de lesdes no DNA, que fazem que uma base nitrogenada
se emparelhe com uma base ndo correspondente (por exemplo,
uma lesdo na guanina faz que esta se emparelhe com uma timina
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e ndo com uma citosina). Entretanto, uma lesdo, por si sO, ndo
configura uma mutacao; a lesdo somente provocara uma mutacao
se, apos um ciclo replicativo, ela ndo for reparada. Ainda, nem
todas as lesdes sdo mutagénicas, uma vez que podem gerar um
produto que ainda tende a se emparelhar com a base nitrogenada
correspondente.

c@ Reflita

A alteracdo da sequéncia de nucleotideos de um gene sempre altera
a sequéncia de aminoacidos de uma proteina?

Transicdes e transversdes podem alterar a sequéncia de
nucleotideos de um gene sem alterar a sequéncia de aminoacidos
de uma proteina, uma vez que o codigo genético € degenerado
— Oou seja, mais de um codon pode codificar para um mesmo
aminoacido (Figura 3.1). Uma mutacdo em um gene com o codon
AGG, envolvendo a substituicdo da adenina por citosina, por
exemplo, Nnao provocara a alteracdo na sequéncia de aminoacidos
da proteina codificada por este gene (mutagcdo silenciosa).

vz| Exemplificando

Figura 3.1 | Aminoacidos e seus respectivos codons codificantes

AMINOACIDO
alanina
arginina
aspartico
fenilalanina
leucina
lisina
metionina e codon de iniciacao
serina
tirosina

triptofano

CODONS
GCU, GCC, GCA, GCB
CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
GAU, GAC
uuu, uuc
UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
AAA, AAG
AUG
UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
UAU, UAC
UGG

Fonte: <https://goo.gl/8mykyJ>. Acesso em: 5 jun. 2017
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Por outro lado, algumas substituicbes podem ocasionar o
surgimento precoce de um codon de terminagao (stop codon):
sendo estes: UAA, UAG e UGA. Esta mutacdo, como por exemplo,
a substituicdo da citosina do codon CAG por uma timina — gerando
o stop codon UAG e codificando para o término da sintese proteica
— ¢ denominada ‘mutacao sem sentido” (nonsense mutation,
em inglés). Desta maneira, a proteina gerada serd menor que a
original, ja que todos os aminoacidos codificados por codons
posteriormente a mutacdo ndo serao incorporados a proteina
mutante — gerando proteinas com baixa ou nenhuma atividade.
Quanto mais proxima a mutacdo nonsense da extremidade 3" da
matriz de leitura aberta, mais possivelmente a proteina resultante
terd alguma atividade biologica.

Em regides codificadoras para polipeptideos, delecdes e
insercdes de nucleotideos em numeros nao multiplos de trés
alteram toda a proteina apos a mutacdo, uma vez que alteram
O quadro aberto de leitura de um gene e podem ocasionar o
surgimento precoce de um codon de parada — gerando proteinas
com baixa ou nenhuma atividade, assim como as mutacoes
nonsense. Estas mutacdes, denominadas mudancas de matriz de
leitura (frameshift mutations), fazem com que toda a sequéncia de
aminoacidos posteriores ao sitio mutado ndo tenha relacao com a
sequéncia original de aminoacidos, resultando em perda completa
da estrutura e da funcado da proteina.

Além dos erros de replicacdo, lesdes espontaneas (danos
ocorridos naturalmente no DNA), como despurinagao e
desaminacdo, também sdo capazes de gerar mutacdes. A
despurinacdo consiste na perda de uma purina, interrupcao
da ligacao glicosidica entre a base e a desoxirribose, e perda
subsequente de uma adenina ou guanina. Células de mamifero
perdem cerca de 10 mil purinas espontaneamente em um ciclo
celular de 20 horas; entretanto, contam com um sistema de
reparo eficiente que remove os sitios apurinicos resultantes. Ja a
desaminacao consiste na producao de uma uracila a partir de uma
citosina, e os residuos de uracila nao reparados tenderdo a se parear
com uma adenina durante a replicacao, resultando na conversao
de um par GC em AT (transicdo GC — AT). Ainda, outro tipo de
lesdo espontanea capaz de gerar mutacdes € o dano oxidativo ao
DNA e aos precursores do DNA (GTP, por exemplo), causado por
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espécies reativas de oxigénio, tais como radicais superoxido (O2-),
peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH).

A luz ultravioleta geralmente € causa de danos a bases
nucleotidicas na maioria dos organismos, gerando varios tipos
diferentes de alteracdes no DNA (fotoprodutos), enquanto que a
radiagcao ionizante ocasiona a formacao de moléculas ionizadas
e excitadas que danificam o DNA. As moléculas produzidas pelos
efeitos da radiacdo ionizante na agua produzem 0s maiores
danos devido a natureza aquosa dos sistemas bioldgicos. Ainda,
a radiacao ionizante pode danificar o DNA diretamente, através
da quebra de ligacdes N-glicosidicas, ocasionando a formagao de
sitios apurinicos ou apirimidinicos, alem de quebras de filamentos
(responsaveis pela maioria dos efeitos letais deste tipo de radiagao).

Quando um nucleotideo € incorretamente incorporado a
sequéncia génica durante a replicacdo, ocorre uma pequena
distorcao na estrutura do DNA, reconhecida pela exonuclease
de revisdo de leitura — tipo especial de nuclease que se move
no sentido contrario ao da polimerizacdo e cliva o nucleotideo
incorreto, dando ‘uma nova chance” a DNA polimerase. Esta
mudanca na geometria entre o 3-OH e o nucleotideo a ser
incorporado diminui a velocidade de adi¢ao de novos nucleotideos
e aumenta a velocidade da atividade exonucleasica. Existe um
periodo de tempo determinado, apos cada ciclo replicativo, para
que cada nucleotideo incorretamente incorporado seja removido
e substituido pelo correto. Caso esta revisao de leitura proteica
nao funcione neste curto periodo de tempo, a molecula de DNA
recém-sintetizada sera metilada resultando em mutagao.

Da mesma maneira que a sintese de DNA, a revisdo de leitura
pode acontecer sem a dissociacdao do DNA da polimerase. As
exonucleases atuam como o botdo “delete” de um teclado,
removendo oS erros mais recentes e diminuindo o surgimento
de uma base incorreta de 10° para a cada 107 nucleotideos
adicionados. O nivel de precisdo é ainda melhorado através da
atuacao do sistema de reparo de malpareamentos pos-replicacdo,
gue veremos mais adiante. Entretanto, alguns nucleotideos
incorretamente adicionados conseguem escapar da deteccao
pelas exonucleases e geram um malpareamento entre a fita molde
e a recém-sintetizada.
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Os erros nas trincas de aminoacidos, um exemplo bastante
comum de fonte de mutacdes, constituem repeticdes de trincas
de sequéncias de nucleotideos CGG e CAG em determinados
genes, resultando em doencgas progressivamente mais severas nos
filhos e netos dos individuos afetados, como distrofia muscular,
sindrome do X fragil e doenca de Huntington - esta ultima
causada pela repeticao de residuos de glutamina (codon CAG)
na proteina mutante, a qual dificulta a transcricdo nos neurdnios
cerebrais, inclusive a transcricdo do gene para o receptor de um
neurotransmissor. Nestas doencas, as repeticdes de trinucleotideos
ocorrem nas matrizes de leitura abertas dos transcritos do gene
com mutacgdo, ocasionando expansdes ou contracdes do numero
de repeticdes de um unico aminoacido — as repeticdes CAG, por
exemplo, codificam uma repeticdo de poliglutamina.

Alguns agentes mutagénicos ndo sao incorporados ao DNA,
mas alteram uma base de maneira a formar um malpareamento
especifico, como é o caso, por exemplo, do etilmetanossulfato
(EMS) e da nitrosoguanidina (NG). O reparo no pareamento
genético ¢ realizado pelo sistema de reparo de malpareamentos,
O qual deve verificar o genoma por inteiro. Uma vez que o0s
malpareamentos sao temporarios, ja que quando geram mutacdes
sao eliminados no ciclo de replicacao seguinte, o sistema de reparo
deve encontra-los e repara-los rapidamente e de forma precisa,
substituindo o nucleotideo incorreto da fita recém-sintetizada e
nao o nucleotideo correto da fita molde.

Na E. coli, por exemplo, o discernimento de qual dos dois
nucleotideos deve ser substituido ¢ feito através da marcacao da
fita molde por uma hemimetilacdo temporaria: a enzima Dam
metilase metila os residuos A em ambas as fitas da sequéncia 5'-
GATC-3', amplamente distribuida por todo o genoma. Quando a
forquilha de replicacdo passa pelo DNA metilado nos sitios GATC
de ambas as fitas, a dupla de fitas-filha de DNA esta hemimetilada
(metiladas somente na fita molde), até que a Dam metilase alcance
e metile a fita recém-sintetizada, e esta seja marcada por ndo ter
O grupo metil — sendo, portanto, reconhecida como a fita a ser
reparada.

As células eucarioticas apresentam diversas proteinas para
corrigir malpareamentos, sendo algumas especificas para
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malpareamentos simples e outras especificas para reconhecer
pequenas insercoes ou delecdes resultantes de equivocos durante
a replicacao. Porém, eucariotos nao apresentam O mecanismo
elaborado de hemimetilacéo para marcacado da fita molde, como
a E. coli. Como o sistema de reparo reconhece, entdo, qual das
duas fitas deve ser reparada?

‘rz” Assimile

A sintese da fita-filna ocorre de maneira descontinua, através da
formagdo de fragmentos de Okazaki unidos ao DNA previamente
sintetizado pela DNA ligase. Anteriormente a etapa de ligacdo, estes
fragmentos estao separados do DNA ja sintetizado por uma quebra
parecida com a gerada pela MutH (proteina que se liga a sitios
hemimetilados) na fita recém-sintetizada de E. coli. O sistema de
reparo eucariotico repara os malpareamentos em moldes artificiais
que contém uma quebra de forma seletiva na fita que contém a
clivagem. Assim, as proteinas MSH (homologas humanas da MutS de
E. coli) interagem com um componente do grampo deslizante no
replissomo e sdo recrutadas para o sitio de sintese descontinua de
DNA na fita-filha — interacdo esta que também recruta proteinas de
reparo de malpareamentos para a extremidade 3’ da fita molde.

Sem medo de errar

O descuido de Marcos em ndo utilizar rotineiramente a
mascara de solda durante o trabalho pode ter provocado uma
intoxicagdo por chumbo. A profisséo de Marcos (soldador em
uma fabrica de ferros) o deixa em contato direto com este metal
pesado. A inalacdo dos vapores toxicos emanados pelo chumbo
quando este € aquecido a altas temperaturas e entra em contato
com o ar atmosférico permite que este agente mutagénico atinja
os tecidos moles, podendo se depositar nos 0ssos, dentes e
cabelos, além de ser distribuido entre as estruturas celulares e se
ligar fortemente as mitocdndrias, em um importante fendmeno
de distribuicdo e toxicidade celular. O chumbo pode provocar um
grupo de doencas conhecidas por porfirias, por ser capaz de inibir a
producao de hemoglobina, afetando diversas reacdes enzimaticas
essenciais para a sintese da heme. Trés enzimas apresentam
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atividade inibida pelo chumbo: 5-aminolevulinato desidratase
(ALA), coproporfirinogénio (COPRO) Il oxidase e ferroquelatase.
Em consequéncia, ha uma maior producao e excrecdo dos
precursores 5-aminolevulinato sintetase e coproporfirina, com
aumento de protoporfirina circulante. Nas hemacias, a sintese
diminuida de mono-oxigenases (citocromos P450) compromete
a oxidacdo de drogas e o chumbo se liga a hemoglobina. A
ferroquelatase, responsavel por catalisar a insercdo de ferro na
protoporfirina IX, € extremamente sensivel ao chumbo. Entretanto,
a inibicdo desta enzima ¢ um fator limitante da taxa para a sintese
de hemoglobina, uma vez que a protoporfirina IX se acumula Nos
eritrocitos, constituindo cerca de 95% das porfirinas nao ligadas
ao ferro nas hemacias. Desta forma, uma diminuicao na atividade
da ferroquelatase provoca aumento do substrato (protoporfirina
eritrocitaria) nas células vermelhas.

Avancando na pratica

Fragilidade cromossGmica
Descricao da situagcao-problema

Um jovem de 25 anos apresenta, desde seu nascimento, retardo
mental, disturbios de aprendizagem, fala repetitiva, hiperatividade,
timidez, ansiedade social, atencdo de curta duracao, retardos de
linguagem e temperamento explosivo. Ao final da adolescéncia
e inicio da fase adulta, passou tambem a apresentar face longa
e estreita, orelhas proeminentes, mandibula longa e testiculos
aumentados. O jovem € portador de uma doenca genética
hereditaria transmitida por sua mae. De que doenca se trata e quais
S30 suas causas?

Resolucédo da situacdo-problema

A doenca apresentada pelo jovem é a sindrome do X fragil,
segunda causa genética mais frequente de retardo mental (atras
apenas da sindrome de Down), provocada por um disturbio de
repeticdo de trincas. Em individuos afetados pela doenca, a area
do X fragil contém de 200 a 2000 repeticdes da sequéncia CGG do
DNA, como parte de um gene chamado gene do retardo mental
do X fragil (FMR1). O gene FMR1 codifica a proteina do retardo
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mental do X fragil (FMRP), a qual, quando anormal, se liga a diversas
moléculas diferentes de RNAmM, cujas proteinas codificadas sao
essenciais para o funcionamento neuronal, desabilitando-as. Em
individuos nao afetados, a area do X fragil apresenta de 6 a 50
repeticbes CGG, enquanto homens transmissores (individuos
que herdam a anomalia cromossdbmica, porém assintomaticos) e
mulheres com sintomas brandos apresentam uma pré-mutacao
contendo de 50 a 200 repeticdes CGG.

Faca valer a pena

1. Associe corretamente as mutacdes, a sequir, as definicdes dadas:
) Silenciosas

) Ligadas ao X

) Com sentido trocado
) Nulas

) Neutras

) Sem sentido

)

€nicos ou a expressao dos genes.

) Troca de um nucleotideo na regido codificadora de um gene,
resultando na criacdo de um novo codon que, por sua vez, correspondera
a um aminoacido diferente.

(3) Alteram o codon, mas ndo resultam na troca do aminoacido
correspondente na proteina.

(4) Afetam genes localizados no cromossomo X.

(5) Resultam na perda total da funcdo do produto génico.

(6) Substituicdo do codon original por um codon de parada, resultando
na terminacdo precoce da proteina traduzida.

Assinale a alternativa que contém a sequéncia numeérica correta, de cima
para baixo.

ajl-2-3-4-5-6.

b)3-4-2-5-1-6.

c)3-1-6-5-4-2.
)
)

(
(
(
(
(
(
(1) Ocorrem em regides desprovidas de genes e nao afetam produtos
9
(2

d4-5-2-6-1-3.
e)5-6-4-3-2-1
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2. Regides codificadoras para polipeptideos, delecdes e insercdes de
nucleotideos em numeros ndo multiplos de trés alteram toda a proteina
apos a mutacdo e podem ocasionar o surgimento precoce de um codon
de parada, gerando proteinas com baixa ou nenhuma atividade.

O texto anterior se refere a que tipo de mutacdo ocorrida no material
genético?

a) Com sentido trocado.

b) Sem sentido.

c) Silenciosa.

d) Pontual.

e) Mudancas de matriz de leitura.

3. Quando um nucleotideo é incorretamente incorporado & sequéncia
génica durante a replicacao, ocorre uma pequena distor¢cao na estrutura
do DNA. Esta mudanga na geometria entre o 3'-OH e o nucleotideo a
ser incorporado diminui a velocidade de adicao de novos nucleotideos.
Existe um periodo de tempo determinado, apds cada ciclo replicativo,
para que cada nucleotideo incorretamente incorporado seja removido e
substituido pelo correto.

Que tipo especial de proteina é responsavel pelo reconhecimento da
distorcdo na estrutura do DNA citada anteriormente?

a) Enzima de restricao.

b) Desoxirribonuclease.

c) Ribonuclease.

d) Exonuclease de revisdo de leitura.

e) Nucleotidase.

—_ = = =
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Secao 3.2

Mecanismos de reparo do DNA
Dialogo aberto

A exposicao a agentes mutagénicos no ambiente de trabalho
pode alterar o estado de saude dos individuos que nele trabalham.
A maioria desses agentes exibe uma variedade de mutacoes
caracteristicas, dependentes de diversos fatores, incluindo a
natureza das alteracdes primarias no DNA (modificacdes de base,
quebras de filamentos, incorporacdes de bases modificadas, etc.)
e os efeitos secundarios subsequentes, causados pela resposta
do organismo a essas alteracdes. A determinagao do potencial
carcinogénico de produtos quimicos utilizando animais € lenta
e trabalhosa. Uma vez que a maioria dos agentes causadores
de tumores € mutagénica, o efeito carcinogénico de produtos
quimicos pode ser avaliado atraves da capacidade de estes
produtos causarem mutacdes. Cite um teste simples para avaliacdo
dos efeitos carcinogénicos e potencial mutagénico de produtos
quimicos, como o chumbo. Em que consiste esse teste?

Nao pode faltar

Todas as células estdo expostas a uma imensa variedade
de agentes mutagénicos, com potencial de danificar o DNA e
provocar mutacdes. Dentre as lesdes por agao quimica, destacam-
se 0s analogos de bases, substancias mutagénicas com estrutura
suficientemente similar as bases normais (de modo a serem
metabolizadas e incorporadas ao DNA durante a replicacao),
porém suficientemente diferentes para aumentar a frequéncia de
pareamentos incorretos e, consequentemente, de mutacdes.

Outros agentes mutagénicos atuam atraveés da modificacao
quimica das bases do DNA, como o acido nitroso, que reage com
as bases constituidas de grupamentos aminicos e causa transicdes
ATeGC. Moleculas de corantes aromaticos, como as acridinas,
induzem a um tipo diferente de mutacao, intercalando-se no DNA
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—isto €, introduzindo-se entre pares de bases adjacentes da dupla
hélice e, desta forma, causando insercdo ou delecdo de um ou
mais pares de bases. O resultado destas mutacdes € a alteracao da
fase de leitura na traducdo, a Ndo ser que a insercao ou a delecao
ocorra em numeros multiplos de trés.

A alquilagdo gera como dano a transferéncia de grupamentos
metilico ou etilico para os sitios reativos das bases e dos fosfatos da
cadeia de DNA, sendo a guanina um dos sitios de alquilacao mais
vulneraveis, sujeita a metilacdo do oxigénio ligado ao seu carbono
6 e gerando O%metil-guanina — a qual pareia incorretamente com
a timina, trocando GC por AT quando o DNA é replicado.

o@ Reflita

Diante das inumeras maneiras pelas quais © DNA pode ser danificado
(erros de replicacdo, luz ultravioleta, radiacdo ionizante, espécies
reativas de oxigénio, etc.), como a vida conseguiu superar todos esses
contratempos e evoluir por bilhdes de anos?

Os organismos vivos tém inumeros mecanismos eficientes
de reparo do DNA, para identificar e corrigir as lesdes antes que
provoquem o bloqueio da replicacdo ou mutacao. Do contrario, as
células nao sobreviveriam tanto tempo. O mais importante dentre
eles constitui a revisdo de leitura proteica realizada pelas DNA
polimerases durante a replicacdo do material genético, removendo
nucleotideos incorretamente incorporados na sequéncia génica.
Caso deseje relembrar o mecanismo de agao deste sistema de
reparo, volte a Secao 3.1 desta unidade.

Outra via de reparo € a reversdo direta de lesdes do DNA, que
regenera a base normal. A luz ultravioleta (UV), por exemplo, pode
produzir o fotodimero mutagénico pirimidina ciclobutano (CPD), o
qual pode ser reparado pela enzima CPD fotoliase, a qual se liga ao
fotodimero e o divide a fim de regenerar as bases originais, em um
mecanismo de reparo denominado fotorreativacdo. As enzimas
algquiltransferases também sdo capazes de reverter diretamente
as lesbes do DNA, através da remocao de alguns grupos alquila
adicionados, a posicao O-6 da guanina, por mutdgenos como a
nitrosoguanidina (NG) e o etilmetanossulfonato (EMS).
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EL?' Pesquise mais

Quer saber mais sobre os efeitos carcinogénicos da radiacao UV?
Leia o artigo a seguir.

SGARDI, F. C.; CARMO, E. D.; ROSA, L. E. B. Radiagdo ultravioleta e
carcinogénese. Revista de Ciéncias Médicas, v. 16, n. 4-6, p. 245-250,
2007. Disponivel em: <https://seer sis.puc-campinas.edu.br/seer/index.
php/cienciasmedicas/article/view/1050/1026>. Acesso em: 15 jun. 2017.

Alguns sistemas de reparo utilizam-se das propriedades
de complementaridade antiparalela para reparar segmentos
danificadosao seu estadonao danificado e, portanto, sao chamados
de sistemas de reparo dependentes de homologia. Esses sistemas
removem uma base ou um segmento maior da cadeia de DNA e
0s substitui por um segmento de nucleotideo recem-sintetizado
complementar ao filamento oposto que serve de molde.

Um dos sistemas dependentes de homologia € o sistema
de reparo por excisao de base, © mecanismo mais importante
para remocao de bases incorretas ou danificadas apos o sistema
de revisao de leitura proteica. Nesse sistema, as enzimas DNA
glicosilases clivam ligacdes base-acucar, liberando as bases
incorretas e gerando sitios apurinicos ou apirimidinicos. Em seguida,
uma endonuclease cliva o filamento danificado antes do sitio e uma
terceira enzima (desoxirribofosfodiesterase) remove o trecho do
acucar-fosfato vizinho, de maneira que a DNA polimerase preencha
0 espaco com nucleotideos complementares ao outro filamento.
Por fim, a DNA ligase une o novo nucleotideo (Figura 3.2).
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vz| Exemplificando
Figura 3.2 | Reparo por excisdo de bases

Reparo por excisdo de bases

A excisio de bases repara o DNA . ‘ . .

quando a base do nucleotideo esta

ey @0
danificada. Por exemplo, a citosina. 1 @7 Py ‘ % 2 % %
® ®

A citosina pode ser danificada e A citosina ndo se emparelha
formar uma uracila com a guanina.
< ¢ « *_
A enzima, glicosilase, encontra e Outras enzimas removem o resto do A DNA polimerase preenche e
remove a base de uracila. nucleotideo da fita de DNA a DNA liase sela a fita de DNA.

Fonte: <https://goo.gl/Mr9fo9>. Acesso em: 15 jun. 2017.

Quando o dano é mais complexo que um simples dano de base
passivel de ser reparado por excisdo, cComo € O caso da adi¢do de
CPD por luz UV, o sistema de reparo por excisao de bases ndo €
capaz de corrigi-lo. Uma vez que a DNA polimerase nao continua a
sintese de DNA devido a estes danos, ha um blogueio na replicacao
— e forquilhas de replicacao bloqueadas podem gerar morte celular.
Para reverter esta situacdo, uma via alternativa € o reparo por
excisdo de nucleotideo (NER), capaz de desbloguear a replicacédo e
a transcri¢cao, reparando o dano.

O NER, apesar de complexo, pode ser dividido em quatro
etapas: 1) reconhecimento da(s) base(s) danificada(s); 2) montagem
de complexo multiproteico no local; 3) clivagem do filamento
danificado alguns nucleotideos antes e depois do sitio danificado,
com posterior remocdo dos nucleotideos entre os cortes; e 4)
utilizacdo do filamento nao danificado como molde para a DNA
polimerase, sequida de ligacdo do filamento (Figura 3.3).
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vz| Exemplificando
Figura 3.3 | Reparo por excisdo de nucleotideo (NER)

Reparo por excisdo de nucleotideos

A excisdo de repara danos ac DNA por
radiagio UV ou substancias carcinogénicas come aquelas

encontradas nos cigarros ‘\
‘1!’1?‘]1'?} Radiacdo UV
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1 A radiacdo UV liga duas timinas de 2 A enzima exicuclease encentra o dana e remove parte da fita
maneira incorreta. do DNA. Neste 20 séo

oo..o,*q r Y Y r )
i‘o ’Q’ttottlo st E¢e !
(0,0 .0 . 0,0 0, |

A enzima DNA polimerase preenche a lacuna na A enzima DNA liga-se pela nova fita
fita do DNA com novos nuclectideos, de DNA, que estd integra novamente.

Fonte: <https://goo.gl/VgmuR9>. Acesso em: 15 jun. 2017

O reparo por recombinacdo € ainda mais sofisticado que os
reparos por excisao, sendo acionado quando ambas as fitas estao
danificadas. Nesta situacdo, uma fita ndo pode servir de molde para
O reparo da outra e, portanto, a informacao deve ser obtida a partir
da sequéncia do cromossomo homologo. Entretanto, o reparo por
recombinagao opera apenas quando © homologo do cromossomo
danificado esta presente na célula. E se um cromossomo &
danificado no inicio do ciclo celular, antes que a replicacdo génica
tenha produzido seu homologo? Neste caso, um sistema livre de
falhas, denominada unido de extremidades ndo homologas (NHEJ,
do inglés non homologous end joining), une diretamente as duas
extremidades do DNA danificado através de desalinhamentos entre
as fitas simples presentes nas extremidades danificadas. Assim, as
regides de fita simples sdo removidas por nucleases e as lacunas,
preenchidas pela DNA polimerase.

Quando a progressao de uma DNA polimerase, durante a
replicacao, € bloqueada devido as bases danificadas, uma polimerase
translesao copia sobre o sitio da lesdo, de maneira independente
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do pareamento de bases entre as fitas molde e recém-sintetizada
— sendo este mecanismo um sistema de reparo de ultimo recurso,
j& que a sintese translesdo € mutagénica. Uma vez que este reparo
por recombinacdo esta finalizado, o sistema de reparo por excisao
de nucleotideos tem outra chance de reparar o dimero de timinas.

‘t‘" Assimile

Quadro 3.1 | Sistemas de reparo do DNA

Tipo Lesdo Enzima

Reparo de

MSH, MLH e PMS
malpareamentos

Erros de replicagéo

Fotorreativagao Dimeros de pirimidinas DNA fotoliase

Reparo por excisdo de
base

Base danificada

DNA glicosilase

Reparo por excisao de
nucleotideos

Dimero de pirimidinas
e adutos volumosos
nas bases

XPC, XPA, XPD, ERCCI-
XPF e XPG

Reparo de quebras de

Quebras de fita dupla

RecA e RecBDC, em

fita dupla E.coli
Sintese de DNA Dimero de pirimidinas DNA polimerases da
translesao ou sitio apurinico familia Y, em E.coli

Fonte: adaptado de Watson (2006).

Durante a meiose, quando 0S Cromossomos homaologos sao
pareados antes da primeira divisao celular, ocorre uma permuta
fisica de sequéncias de DNA entre os cromossomos, denominada
crossing over; a qual constitui um dos resultados da recombinagao
homologa. A frequéncia de crossing over entre dois genes no
mesmo cromossomo depende da distancia fisica entre estes genes:
quanto maior a distancia entre eles, maior a frequéncia de permuta.
Além de proporcionar variagdes geneticas, a recombinagao
homologa permite que as celulas recuperem sequéncias perdidas
por lesdes no DNA, substituindo a regiao danificada por uma fita
de DNA ndo danificada de um cromossomo homologo. Além
disso, fornece um mecanismo para O reinicio das forquilhas de
replicacao interrompidas ou danificadas. Por ultimo, tipos especiais
de recombinacdo requlam a expressao de alguns genes.
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A recombinacdo deve estar completa antes da primeira divisdo
celular, permitindo que 0s cromossomos homaologos se alinhem
de maneira correta e sejam, assim, separados — do contrario, nao
conseguem se alinhar corretamente (ndo disjun¢do), gerando
uma elevada incidéncia de perda cromossdmica. Durante este
processo, as cromatides-irmas permanecem pareadas, sendo
separadas na segunda divisdo nuclear. O resultado dessa divisao
sdo gquatro gametas, cada qual com sua copia de cromossomaos.
Gametas com numero maior ou menor de Ccromossomaos
nao se desenvolvem apos a fertilizacao, portanto, uma falha na
recombinacdo homologa reflete diretamente em baixa fertilidade.

Outra consequéncia da recombinacdo € a conversdo geénica,
na qual uma copia do gene A foi convertida em a ou vice-versa,
produzindo gametas com o0s genotipos A aaaouAAAa O
correto (auséncia de conversao génica) seria a formacao de dois
gametas contendo o alelo A e dois contendo o alelo a, produzindo
gametas com o genotipo A A a a.

Existem alguns processos geneticos que rearranjam  as
sequéncias de DNA, originando uma estrutura gendmica mais
dinamica, uma vez que a molécula de DNA é muito estavel.
A recombinacao sitio-especifica consiste em muitas reacdes
nas quais um segmento de DNA definido € rearranjado. Esse
segmento que sera deslocado contém elementos de sequéncia
curtos, denominados sitios de recombina¢cdo, NOS quais ocorre a
troca de DNA. Um exemplo classico € a integracdo do genoma
do bacteriofago lambda (X\) no DNA cromossdmico bacteriano. A
recombinacdo sitio-especifica pode resultar em trés tipos distintos
de rearranjos de DNA: 1) insercao de um segmento de DNA em
um sitio especifico; 2) remocao de um segmento de DNA; ou 3)
inversao de um segmento de DNA. O resultado da recombinacao
(insercao, remogado ou inversdo) dependera da organizagcao dos
sitios de reconhecimento na(s) molécula(s) de DNA que participa
(m) do processo.

Células e virus utilizam a recombinacao sitio-especifica para
diversas funcdes biologicas: insercdao de DNA no cromossomo
hospedeiro durante a infeccdo (fagos); alteracao da expressao
génica, possibilitando a expressdo de dois genes alternativos
através da inversao de um segmento de DNA; manutenc¢ao da
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integridade estrutural de moléculas de DNA circulares durante os
ciclos de replicacao, recombinacdao homologa e divisao celular,
dentre outras.

Muitos compostos sao agentes carcinogénicos em potencial,
sendo de extrema importancia a existéncia de sistemas-modelo
validos, para uma avaliacao eficiente e efetiva da carcinogénese
dos compostos. Na década de 1970, Bruce Ames percebeu uma
forte correlagcao entre a capacidade de 0s compostos causarem
cancer e a de causarem mutacdes, observando que a medida
das taxas de mutacdo nos sistemas bacterianos seria um modelo
efetivo para avaliagcao da mutagenicidade de compostos, como
primeiro passo para a detec¢ao de potenciais carcindgenos.

O teste de Ames utiliza uma linhagem de Salmonella
typhimurium, contendo uma mutacao nonsense ou frameshift,
por exemplo, No operon (grupos de um ou Mmais genes estruturais
expressos a partir de um promotor), responsavel pela biossintese
de histidina. As células desta linhagem tornam-se incapazes de se
multiplicar e formar coldnias em meios de cultura livres de histidina.
No entanto, se forem tratadas com um composto mutagénico e,
portanto, possivelmente carcinogénico, este composto ocasionara
a reversdo da mutagcao nonsense ou frameshift (dependendo de
sua natureza) em um numero pequeno de células mutantes.

Essa reversdo retoma a capacidade celular de se multiplicar,
formando coldnias em meio de cultura livre de histidina. Quanto mais
potente 0 mutagénico, maior o numero de colonias. Alguns compostos
Carcinogénicos Nao sao, por si so, mutagénicos, mas sao convertidos
em agentes mutagénicos no figado, érgdo que metaboliza substancias
exogenas. Na identificagdo de compostos convertidos em mutagénicos
no figado, o teste de Ames trata os potenciais mutagénicos com uma
mistura que contém enzimas hepaticas.

Sem medo de errar

Um teste simples para avaliacao dos efeitos carcinogénicos
e potencial mutagénico de produtos quimicos como o chumbo
€ o teste de Ames. Esse teste consiste na medida das taxas de
mutacdo em sistemas bacterianos para avaliar a mutagenicidade
de compostos, como um primeiro nivel de deteccdo de potenciais
carcinogenos. Alguns metabolitos carcinogénicos produzidos
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Nno Corpo sao agentes mutagénicos. Esses metabolitos sdo
produzidos no figado e as reacdes enzimaticas que convertem os
carcinogenos em metabolitos bioativos nao ocorrem em bactérias.
Porém, tratando-se linhagens especiais de Salmonella typhimurium
com extratos de figado de rato que contém enzimas metabalicas,
essas linhagens adquirem um dos varios alelos mutantes de um
gene responsavel pela sintese de histidina, capazes de ‘reverter”
(retornar ao fenodtipo selvagem) apenas através de alguns eventos
mutacionais adicionais. As bactérias tratadas de cada uma destas
linhagens sdo, entdo, expostas ao composto-teste e cultivadas
em meio de cultura sem histidina. A falta deste nutriente assegura
que somente crescam os individuos revertentes que contém
a substituicdo de base apropriada ou mudanca de matriz de
leitura. O numero de coldnias em cada placa € 0 numero total
de bactérias testadas sdo determinados, permitindo o calculo da
frequéncia de reversdo. Compostos produtores de metabolitos
que induzem niveis elevados de reversao relativos a extratos de
figado de controles ndo tratados sdo claramente mutagénicos e,
possivelmente, carcinogénicos.
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Figura 3.4 | Teste de Ames

Bactérias his-

n Algumas das linhagens

Bactérias de linhagens bacterianas também sao
his- sdo misturadas com misturadas com a
enzimas hepaticas (que substancia para serem
tém a habilidade de testadas quanto a

converter compostos em atividade mutagénica.
mutagenos potenciais). \ f

As bactérias sao
entdo plaqueadas

) - em meio que nao
tem histidina. [

Incubar Incubar

n Colbnias bacterianas
que surgem nas placas
sofreram uma mutagao
his= — his*.

Placa controle y 7" Placa de tratamento
(sem substancia) /7 (substancia adicionada)

Qualquer substancia que aumente significamente
o numero de col6nias na placa é mutagénica e
portanto provavelmente também carcinogénica.

Fonte: <https://mutacaogenica.files.wordpress.com/2010/05/22 jpg>. Acesso em: 15 jun. 2017.

U3 - Mutagéo, reparo e re

121



Xeroderma pigmentoso
Descricao da situagao-problema

Uma jovem de 17 anos comecou a desenvolver muitas
pequenas lesdes semelhantes as sardas pré-cancerosas, sendo
extremamente sensivelaluz do sol. Ela procurauma dermatologista,
que faz um levantamento de seu historico familiar e a aconselha a
fazer um mapeamento genéetico, no qual € detectado xeroderma
pigmentoso, uma doenga recessiva autossOmica que torna seus
portadores propensos a desenvolver canceres pigmentados de
pele durante a vida. Diversos genes podem ser mutados, gerando
este fenotipo. Qual é a causa da doenca apresentada pela jovem?

Resolucdo da situacdo-problema

O xeroderma pigmentoso é causado por defeitos no reparo de
excisao de nucleotideo. Quando um dano ao DNA, por exemplo,
a adicao de pirimidina ciclobutano (CPD), causada pela radiacéo
ultravioleta, € mais complexo e nao pode ser corrigido pelo sistema de
reparo por excisao de bases, a DNA polimerase nao continua a sintese
de DNA e ocorre um blogueio na replicacdo. Forquilhas de replicacao
bloqueadas podem gerar morte celular se ndo revertidas pelo sistema
de reparo por excisdo de nucleotideo (NER), capaz de desbloquear
a replicacao e a transcricao, reparando o dano. No xeroderma
pigmentoso, os defeitos nesse sistema de reparo © tornam incapaz
de desbloquear a replicagao e a transcricao e, consequentemente, de
reparar 0 dano Nno DNA dos portadores da doenca.
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Faca valer a pena

1. Um dos mais consideraveis sistemas de reparo do DNA dependentes
de homologia € o sistema de reparo por excisdo de base, © mecanismo
mais importante para remocao de bases incorretas ou danificadas, apos
o sistema de revisdo de leitura proteica.

Qual é a enzima envolvida nesse sistema, responsavel por liberar as bases
incorretas?

a) DNA fotoliase.

b) DNA glicosilase.

c) DNA polimerase.

d) DNA helicase.

e) MSH.

2. Gera como dano a transferéncia de grupamentos metilico ou etilico
para os sitios reativos das bases e dos fosfatos da cadeia de DNA, sendo
a guanina um dos sitios mais vulneraveis, sujeita a metilagdo do oxigénio
ligado ao seu carbono 6 e gerando O°-metil-guanina.

A descricdo apresentada no texto faz referéncia a que tipo de lesdo do DNA?
a) Despurinacéo.

b) Desaminacgéo.

c) Dano oxidativo.

d) Alquilagdo.

e) Despirimidinacao.

3. Quando uma fita ndo pode servir de molde para o reparo da outra,
a informacao deve ser obtida a partir da sequéncia do cromossomo
homologo. Entretanto, este sistema de reparo opera apenas quando o
homologo do cromossomo danificado esta presente na célula.

O sistema de reparo em questdo, acionado quando ambas as fitas estao
danificadas, trata-se de:

a) Reparo por excisdo de base.

b) Reparo por excisdo de nucleotideo.

c) Reparo por recombinacao.

d) Reparo de quebras de fita dupla.

e) Reparo por malpareamentos.

—_ = = =
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Secao 3.3

Regulacao génica
Dialogo aberto

Como vimos na Secdo 3.1, o chumbo pode provocar um grupo
de doencas conhecidas por porfirias, por ser capaz de afetar diversas
reacdes enzimaticas essenciais para a sintese da heme, inibindo
a producdo de hemoglobina. Neste caso, trata-se de uma forma
adquirida da doenca, a qual apresenta duas outras formas adquiridas
(forma adquirida da porfiria cutdnea tardia e forma crénica da
tirosinemia tipo 1). As formas hereditarias da doenca constituem:
porfiria ala desidratase, porfiria aguda intermitente, coproporfiria
hereditaria e porfiria variegata (classificadas como porfirias agudas),
aléem de porfiria eritropoética congénita, porfiria cutanea tardia,
porfiria hepatoeritropoética e protoporfiria eritropoética (classificadas
como porfirias cutaneas). As formas hereditarias sao resultado de
defeitos em um processo genético essencial para a definicdo de
quais genes serao ativados ou nao, em determinados momentos e
tecidos. Que processo genetico é este?

Nao pode faltar

A estrutura e o funcionamento de uma célula dependem das
proteinas que ela contém, sendo o controle da expressao génica um
aspecto fundamental da biologia molecular da célula. Controlando
O inicio da transcri¢cdo, a célula pode regular a proteina que sera
produzida, bem como a velocidade desta producdo. A regulacdo
da transcricdo € essencial para que a maquinaria enzimatica e
0s componentes celulares se adaptem a alteracdes ambientais
e nutricionais. A regulacao génica frequentemente € mediada
por proteinas que reagem a sinais ambientais, aumentando ou
diminuindo a transcricao de genes especificos.

Quando a transcricdo de um gene € ativada, ambos RNA e
proteina(s) por ele codificados sao produzidos em taxas maiores,
enquanto a transcricao é reprimida, o RNA mensageiro (RNAmM,
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responsavel pela transferéncia de informacdes do DNA até o local
de sintese das proteinas) e als) proteina(s) por ele codificados
sao sintetizados em taxas menores. Desta maneira, organismaos
unicelulares normalmente sintetizam apenas as proteinas
necessarias para sua sobrevivéncia sob determinadas condi¢des.
Ja organismos multicelulares controlam a expressao de seus genes
visando assegurar que O gene correto seja expresso na celula correta
e N0 momento correto, durante o desenvolvimento embrionario e
na diferenciacao tecidual.

Cerca de metade dos genes procarioticos encontram-se
agrupados em operons; cada um codificando as enzimas envolvidas
emumavia metabolica particular. Umavez que um operon bacteriano
€ transcrito a partir de um ponto inicial sob a forma de um unico
RNAmM, a regulagao génica em procariotos procede com todos os
genes contidos neste operon regulados de maneira coordenada, ou
seja, ativados ou reprimidos com a mesma intensidade. Para iniciar a
transcricao, a RNA polimerase deve estar associada a um fator sigma
(o), o qual funciona como fator de iniciacdo.

O processo de utilizacdo da lactose consiste em dois
componentes: genes estruturais que codificam os produtos
necessarios para o transporte e o metabolismo da lactose, e
elementos regulatorios (gene lacl, operador e promotor). Juntos,
estes dois componentes formam o operon lac.

Quando a E. coli se encontra em um ambiente deficiente em
lactose, por exemplo, a sintese do RNAmM lac € reprimida, fazendo
gue a energia celular ndo seja desperdicada na sintese de enzimas
que as celulas ndao poderao utilizar. Em um ambiente contendo
lactose e glicose, a bactéria metaboliza glicose, preferencialmente,
por se tratar da molécula central do metabolismo de carboidratos. A
lactose somente € metabolizada em taxas elevadas se, na presenca
de lactose, houver deplecdo significativa de glicose no meio.

Na auséncia de glicose, as células de E. coli respondem
sintetizando AMP ciclico (AMPc). Conforme a concentracdao de AMPc
aumenta, este se liga a um sitio sobre cada unidade da proteina CAP,
provocando uma alteracdo conformacional que possibilita a ligagao
da proteina ao sitio de CAP na regiao controladora de transcricao
lac. O complexo CAP-AMPc ligado interage, dessa forma, com a
polimerase ligada ao promotor, estimulando a taxa de iniciacdo da
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transcricao e levando a sintese de altos niveis de RNAmM lac, bem
como das enzimas codificadas pelo operon lac.

*s" Assimile
Controle regulador negativo — proteina repressora bloqueia a
transcricéo, ligando-se ao DNA no sitio operador (sistema lac). A

requlacao negativa constitui uma maneira direta de o sistema lac
desligar genes na auséncia de agucares no ambiente.

Controle regulador positivo — necessita de fatores proteicos para
ativar a transcricdo, por exemplo, a repressao catabolica.

Diversas proteinas reguladoras pertencem a familias proteicas
gue apresentam motifs de ligacdo ao DNA muito parecidos. Outras
partes das proteinas, como seus dominios de interacdao proteina-
proteina, tendem a ser menos semelhantes. A especificidade da
regulacao génica depende das interacdes quimicas entre as cadeias
laterais de aminoacidos e 0s grupos quimicos nas bases do DNA.

@ Reflita

Procariotos e eucariotos compartilham muitos aspectos da requlagao
génica: ambos utilizam proteinas de ligagdo ao DNA com sequéncias
especificas para modular a taxa de transcricdo. Entretanto, em vista
do maior genoma e da maior gama de propriedades, a regulagdo
nos eucariotos € mais complexa e requer mais tipos de proteinas
reguladoras e de interacdes com regides reguladoras adjacentes no
DNA. Qual € a principal diferenca na regulacao destes dois grupos?

A diferenca mais significativa na regulagdo génica em eucariotos
€ que o DNA é compactado em nucleossomos, formando cromatina,
um elemento essencial na regulagcao génica. Em bactérias, o inicio da
transcri¢cao e evitado ou reduzido caso a ligacdo da RNA polimerase
esteja blogueada, normalmente devido a ligacdo de uma proteina
reguladora repressora. Proteinas reguladoras ativadoras aumentam
aligacdo da RNA polimerase a promotores, onde € necessaria pouca
ajuda. Em contrapartida, em eucariotos a maquinaria transcricional
nao se liga ao promotor na auséncia de outras proteinas reguladoras.
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Desta forma, a estrutura da cromatina frequentemente deve ser
alterada para ativar a transcricao.

Ha uma notavel variacdo entre os genes quando um esta ligado
(transcrito) ou desligado (ndo transcrito) e em relacdo a proporcao
em que o transcrito precisa ser feito. Por exemplo, certos genes
s&0 transcritos somente durante um estagio do desenvolvimento,
enquanto outros somente na presenca de uma infeccao viral. A
maioria dos genes em uma célula eucariotica esta desligada em
algum momento. Portanto, a regulacao génica eucariotica deve
garantir que a expressao da maioria dos genes no genoma esteja
desligada em algum momento e gerar milhares de padrdes da
expressao génica, podendo ocorrer atraveés de diversas etapas
(Figura 3.5).

vz| Exemplificando
Figura 3.5 | Etapas da regulacdo génica eucaridtica

mRNA inativo

Nucleo Citoplasma Controleda
degradagdo
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Transcrito T e o Degradagdo
— —_— e L —
de RNA mENS L \ domRNA
de RNA
Controleda Controle do Controle do Controleda e
i Ui portee traéligdo Controleda
de RNA localizagdo do atividade
RNAde RNA da proteina

proteina

i —
proteina i

Fonte: <https://goo.gl/Nh9J8e>. Acesso em: 25 jun. 2017

Trés RNA polimerases diferentes efetuam a transcricdo génica
nos eucariontes. A RNA polimerase | transcreve apenas 0s genes
repetidos in tandem que codificam os RNA 18S, 5,85 e 28S no
nucléolo. A RNA polimerase /I, além de transcrever a maioria dos
genes de RNA pequeno nuclear (RNAsn), transcreve também todos
0s genes codificantes de proteina, decididamente envolvidos nas
respostas celulares a fatores ambientais e desenvolvimentistas. A
RNA polimerase lll, por sua vez, transcreve alguns pequenos genes
de RNA, tais como os que codificam RNAt, RNA 5S ribossomal e o
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RNAsn U6, cujos transcritos sao produzidos em todos os tipos de
células e, portanto, atuam como genes de manutencao.

Células embrionarias seguem vias de desenvolvimento
diferentes devido a expressao de diferentes conjuntos de genes.
Basicamente, a regulacdo génica embrionaria € realizada no inicio
da transcri¢do, atraves de trés mecanismos principais: localizagao
do RNAmM, contato célula-célula e difusdo de moléculas
sinalizadoras secretadas. A localizacdo do RNAmM ¢ realizada
pela ligacao de sequéncias 3-UTR especificas as extremidades
crescentes dos microtubulos. No contato ceélula-célula, uma
molécula sinalizadora se liga a membrana e altera a expressao
génica das células vizinhas, atraves da ativagcao de uma via de
sinalizagao celular. Os gradientes extracelulares das moléculas de
sinalizacao celular secretadas podem estabelecer multiplos tipos
celulares durante o desenvolvimento de um tecido ou 6rgaos
complexos. Esses gradientes produzem gradientes intracelulares
de fatores de transcricao ativados que, por sua vez, controlam a
expressao génica de maneira dependente da concentragao.

A regulagcdo génica também pode ocorrer apos o inicio da
transcricao  (regulagdo génica pos-transcricional), incluindo
o alongamento da transcricdo e da tradugcao. Em eucariotos,
a maioria dos RNAs precisa sofrer processamento e, em alguns
casos, padrdes alternativos de processamento originam diferentes
produtos proteicos. Outra forma de regulacdo génica envolve
pequenas moléculas de RNA que inibem a expressdao de genes
homologos. Estes RNAs incluem RNAs reguladores, utilizados no
desenvolvimento animal, e outros gerados em plantas quando
acometidas por infeccao viral. Os mecanismos pelos quais esses
RNAs inibem a expressdo de genes podem envolver a destruicao do
RNAmM, a inibicao da traducdo e a modificacdo dos nucleossomos
nos promotores destes genes, dirigida pelo RNA. Essa estratégia
de repressdo € a base da técnica de interferéncia por RNA (RNAI),
mecanismo celular responsavel pelo silenciamento génico pos-
transcricional que atua sobre o RNAmM.

Um tipo importante de RNA ndo codificante presente em plantas
e animais & denominado microRNA (miRNA), podendo, no caso dos
seres humanos — que produzem mais de 400 miRNAs diferentes
—, regular ao menos um terco de todos os genes que codificam
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proteinas, por pareamento de bases com RNAmM especificos. Um
unico miRNA é capaz de regular um conjunto de diversos RNAmM,
com a vantagem de que um miRNA ocupa relativamente pouco
espaco No genoma, quando comparado a um gene codificante
de uma proteina reguladora transcricional. Embora descobertos
recentemente, os MiRNAs ja representam papel importante na
requlacao da expressao génica.

E|9 Pesquise mais

Quer saber mais sobre MicroRNAs e seu papel na regulacdo da
expressao génica? Leia o artigo indicado a seguir.

RICARTE FILHO, J. C. M.; KIMURA, E. T. MicroRNAs: nova classe
de reguladores génicos envolvidos na funcdo endocrina e cancer.
Arquivos Brasileiros Endocrinologia & Metabologia, v. 50, n. 6, p.
1102-1107, 2006. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0004-
27302006000600018>. Acesso em: 25 jun. 2017.

Sem medo de errar

As formas hereditarias das porfirias porfiria ala desidratase,
porfiria aguda intermitente, coproporfiria hereditaria, porfiria
variegata, porfiria eritropoética congénita, porfiria cutanea tardia,
porfiria hepatoeritropoética e protoporfiria eritropoética constituem
defeitos na regulagdo da expressao génica, processo essencial
para que a maquinaria enzimatica e os componentes celulares
se adaptem a alteracdes ambientais e nutricionais. A regulacao
génica frequentemente € mediada por proteinas que reagem a
sinais ambientais, aumentando ou diminuindo a transcricao de
genes especificos. Quando a transcricao de um gene ¢ ativada,
ambos, RNA e proteinal(s), por ele codificados sao produzidos em
taxas maiores, enquanto a transcricao é reprimida, o RNAm e a(s)
proteina(s) por ele codificados sdo sintetizados em taxas menores.
Desta maneira, organismos unicelulares normalmente sintetizam
apenas as proteinas necessarias para Sua sobrevivéncia sob
determinadas condicdes. Ja organismos multicelulares controlam
a expressao de seus genes visando assegurar que o gene correto
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seja expresso na célula correta e no momento correto, durante o
desenvolvimento embrionario e na diferenciacao tecidual.

Avancando na pratica

Fibroadenoma
Descricdo da situagao-problema

Paciente de 35 anos, sexo feminino, sem filhos, ha cerca de um
ano notou a presenca de um nodulo na mama esquerda, o qual
aumentava progressivamente de volume com o passar do tempo,
atingindo o diametro atual de 6cm. Nega dor e secrecao papilar e faz
uso de anticoncepcional oral ha 5 anos. Ao exame fisico, apresentou
nodulo de 6 x 5cm de diametro no quadrante superior esquerdo,
firme, indolor e aderido a pele, poréem nao aderido a fascia e aos
musculos, com o restante do parénquima multinodular, sem nodulos
dominantes. Ainda, apresentou linfonodo de 2cm no maior diametro,
firme, indolor e nao aderido. O exame radiografico demonstrou
nddulo hiperdenso e ovalado, com calcificacdes interiores (Figura 3.6).
A paciente realizou mamografia e ultrassonografia complementares,
aléem de biopsia percutanea de fragmento. O resultado obtido revelou
ser o nodulo um fibroadenoma.

Figura 3.6 | Exame radiografico

Fonte: <https://goo.gl/9WNVih>. Acesso em: 15 jul. 2017



Sabendo-se que as células epiteliais e estromais dos
fibroadenomas apresentam origem policlonal, tratando-se de
processos hiperplasicos (aumento do numero de células em um
orgao ou tecido), qual seria o provavel mecanismo desregulado
desencadeador desta patologia?

Resolugdo da situacdo-problema

Fibroadenomas sdo formados por celulas epiteliais e
estromais de origem policlonal, de um processo hiperplasico
CUjos mecanismos envolvidos em seu desenvolvimento ainda
nao sao completamente conhecidos. Estudos recentes revelam
o possivel papel de fatores de crescimento e seus receptores no
desencadeamento de doencas benignas de mama, incluindo
os fibroadenomas. Hormonios esteroides  participam  do
desenvolvimento da glandula mamaria e podem estar envolvidos
na requlacao do ciclo celular e na alteracao da transcricao génica
responsavel pela regulacdo génica do ciclo celular mamario.
A analise da expressao génica envolvida na requlacao do ciclo
celular pode fornecer informacdes sobre as interacdes dos
hormonios esteroides com os demais fatores reguladores do
ciclo e da diferenciacao celular.

Faca valer a pena

1. Em um ambiente que contém lactose e glicose, a bactéria metaboliza
glicose, preferencialmente, por se tratar da molécula central do
metabolismo de carboidratos. A lactose somente € metabolizada em
taxas elevadas se, na presenca de lactose, houver deplecao significativa
de glicose no meio.

Na auséncia de glicose, as células de E. coli respondem sintetizando:

a) Amido.

b) Galactose.

c) Frutose.

d) ATP.

e) AMP ciclico.
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2. Proteinas reguladoras ativadoras aumentam a ligacdo da RNA
polimerase a promotores em que € necessaria pouca ajuda. Em
contrapartida, em eucariotos a maquinaria transcricional nao se liga ao
promotor na auséncia de outras proteinas reguladoras. Desta forma,
aestruturada ___ frequentemente deve ser alterada para
ativar a transcricao.

Assinale a alternativa que preenche corretamente a lacuna do texto.

a) Base nitrogenada.

b) Cromatina.

c) Histona.

d) Proteina.

e) Enzima.

3. S30 moléculas de fita simples que contém de 19 a 25 nucleotideos
ndo codificadores de proteinas, que agem como potentes reguladores
pos-transcricionais da expressao génica em animais e plantas. Estudos
recentes enfatizam a importancia dessas moléculas ao relatar alteragdes
na expressao em diferentes patologias humanas.

De que molécula, importante na regulacao da expressdo génica de
eucariotos, o texto trata?

a) DNA.

b) RNAm.

c) RNAt.

d) RNAr.

e) MicroRNA.
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Unidade 4

Técnicas de biologia
molecular

Convite ao estudo

Prezado aluno,

Daremos continuidade a compreensao da biologia
molecular e evolugcdo, estudando as técnicas empregadas
em biologia molecular. Seus objetivos, ao final da leitura desta
Unidade 4, sao compreender os principais procedimentos
envolvidos na analise de genes e genomas para diagnostico
de doencas, estudar a origem e a evolucdo das espéecies,
dentre outros. Para compreender o assunto e atingir as
competéncias e os objetivos da disciplina, analisaremos uma
situagcao hipotética que se aproxima dos conteudos teoricos
que serao vistos por vocé nesta unidade.

Hemofilias sdo doencas causadas pela deficiéncia dos
fatores VIl (hemofilia A) ou IX (hemofilia B) da coagulacao,
podendo ser hereditarias ou adquiridas — estas ultimas,
mais raras, resultam do desenvolvimento de autoanticorpos
associados a doencas autoimunes, cancer ou causas de
origem idiopatica. A hemofilia A, tipo de hemofilia da qual
Leticia € portadora, € caracterizada pela recorréncia de
hemorragias principalmente articulares e musculares. Nos
Casos mais graves, ocorrem hemorragias internas no sistema
nervoso central (SNC). Afrequéncia e agravidade dos episodios
dependem do nivel residual do fator VIII plasmatico e de sua
atividade funcional, sendo estes parametros determinantes
para a classificacdo da hemofilia em grave, moderada e leve.

No decorrer desta unidade de ensino, conheceremaos
mais a respeito da clonagem e do sequenciamento de
DNA, bem como das técnicas de hibridizacao. Na Secado



4.1, compreenderemos como ocorre a extragao de DNA e
a utilizacdo de vetores para clonagem de DNA, bem como a
técnica de eletroforese. Ja na Secao 4.2, conheceremaos as
técnicas empregadas na polimerizacdo e no sequenciamento
génico. Por fim, na Secdo 4.3, trataremos das técnicas de
hibridizagao.



Secao 4.1

Clonagem e eletroforese
Dialogo aberto

Embora os aspectos clinicos e bioquimicos da hemofilia A
sejam conhecidos ha decadas, as bases moleculares da doenca
foram compreendidas somente a partir do inicio da década de
1980, através da caracterizacao do gene que codifica o fator VI,
localizado na extremidade do braco longo do cromossomo X e
cujo indice de polimorfismo é baixo. Os polimorfismos observados
nesse gene sao polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) e
tém repeticdes in tandem de numero variavel (VNTR), os quais
apresentam relevancia clinica, uma vez que podem ser utilizados
para rastreamento de um gene mutado em uma familia afetada.
Qual foi a provavel técnica utilizada na descoberta do gene que
codifica o fator VIII?

Nao pode faltar

Como vimos na Secao 2.3, da Unidade 2 deste livro, a
descoberta de uma classe de enzimas bacterianas denominadas
enzimas de restricdo ou endonucleases, no final da deécada
de 1960, revolucionou a biologia molecular, proporcionando
avancos na medicina forense, na investigacao de vinculo genético
(determinacdo de paternidade) e no diagnodstico de doencgas
hereditarias, apresentando diversas vantagens em comparacao
com marcadores morfologicos, citologicos ou alozimicos. A
dupla fita de DNA sofre clivagem por enzimas de restricdo em
determinadas sequéncias nucleotidicas, sendo o proprio DNA
bacteriano protegido da clivagem pela modificagao quimica dessas
sequéncias. Cada enzima de restricdo tem um sitio especifico
de reconhecimento, no qual € realizada a clivagem, sendo,
geralmente, sequéncias de nucleotideos simétricas, contendo de
quatro a seis pares de bases (Figura 4.1).
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v=| Exemplificando

A enzima Eco Rl reconhece uma sequéncia de seis pares de base e,
ao corta-la, gera extremidades coesivas.

Figura 4.1 | Clivagem da enzima de restricdo Eco R/

5...GAATTC...3
3...CTTAAG...%

Fonte: <https://goo.gl/GnPRia>. Acesso em: 1 set. 2017.

A enzima Rsa |, por sua vez, reconhece uma sequéncia de quatro
pares de base e a corta ao meio (setas), gerando pontas retas.

Figura 4.2 | Clivagem da enzima de restricdo Rsa |

I swwald LB Cennd
3" <seC AT G 8’

Fonte: adaptada de <https://goo.gl/tmUK2P>. Acesso em: 1 set. 2017,

Apos a clivagem, os pequenos fragmentos de DNA obtidos
podem ser separados uns dos outros através de eletroforese,
técnica bioquimica utilizada para separacao de moléculas com
base em sua carga elétrica e em seu peso molecular, em funcao
da aplicacdo de um campo elétrico. Moléculas com carga negativa
migram para o polo positivo (dnodo), enquanto que moléculas
com carga positiva migram para o polo negativo (catodo).

Na eletroforese convencional, as substancias a serem separadas
estdo em solugao ou suspensao, nao sendo empregado algum tipo
de suporte. Esta técnica € bastante limitada, devido as solucdes
estarem sujeitas a uma série de influéncias fisicas do ambiente
que lhes causam perturbacdes, tais como ondas mecanicas e
movimentos de conveccao do liquido, pelo aquecimento da
solucao causado pela aplicacao da diferenca de potencial. Ja na
eletroforese em gel, a mistura de fragmentos de DNA ¢ colocada
em uma das extremidades de um bloco de gel de agarose ou




poliacrilamida, contendo uma rede microscopica de poros, na qual
€ aplicada uma voltagem. Uma vez que o DNA tem carga negativa,
os fragmentos migram em direcdo ao eletrodo positivo, sendo que
os fragmentos maiores migram mais lentamente, impedidos pela
matriz de agarose.

As amostras de DNA sao misturadas a um corante composto por
azul de bromofenol e glicerol, utilizado para aumentar a densidade
das amostras, impedindo que saiam dos pocos, colorindo-as e
servindo como indicador do processo eletroforetico. Uma mistura
de fragmentos de DNA, de tamanhos variaveis e equidistantes
entre si, € colocada Nno primeiro poco para servir de comparacao
aos fragmentos da amostra, uma vez que contem fragmentos de
tamanhos ja conhecidos.

Géis de poliacrilamida tém poros menores que 0s de agarose,
sendo utilizados para a separacdo de proteinas e pequenos
fragmentos de DNA e RNA (cerca de 5 a 500 pb). As principais
vantagens da utilizacao de géis de poliacrilamida em relacao aos
de agarose sdo, além dos poros menores e mais requlares, a
possibilidade de aplicacao de maiores quantidades de amostra, a
utilizacdo para recuperacao e purificacdo de DNA e RNA, devido
a relativa pureza de seus ingredientes, e a maior resisténcia em
relacao a agarose.

Em algumas horas, os fragmentos ficam espalhados ao longo do
gel, de acordo com o tamanho, formando uma “escada” de bandas.
Por fim, uma parte do gel que contém a banda de interesse pode ser
cortada usando uma ldmina de bisturi ou gilete, e o DNA pode ser
extraido. A extracdo de DNA ¢ o procedimento que serve de base
para o fornecimento do material que sera posteriormente analisado.
A extracdo consiste basicamente em quatro etapas: 1) lise da célula,
para exposicdo do DNA; 2) remocao dos lipideos da membrana
celular, com detergente; 3) remogdo de proteinas da membrana
celular, através da adicao de protease; e 4) precipitacao do DNA.

OGB Reflita

Para estudos que envolvam analises de expressao génica e
caracterizacao de transcritos, a extracdo de DNA seria a melhor
metodologia?
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A extracado e purificacao do RNA € o primeiro passo para estudos
que envolvam analises de expressao génica e caracterizacao de
transcritos, consistindo em algumas etapas: separacao dos acidos
nucleicos dos demais componentes celulares; separacao do RNA
do DNA contaminante, resultando em um grau de pureza aceitavel;
e manutengao da integridade molecular do RNA. O processo
envolve um forte desnaturante para lisar as células, solubilizar seus
componentes e desnaturar ribonucleases (RNases) enddgenas.

Um fragmento de DNA pode ser clonado, isto €, gerar varias
copias idénticas a ele, tornando possivel a separacao fisica, de uma
determinada extensao de DNA (em geral, um gene de interesse), do
restante do DNA celular — no qual este fragmento estaria presente
em quantidades muito pequenas, quando comparado a massa
final da sequéncia amplificada. A clonagem de DNA constitui um
dos principais avancos da biologia molecular, tornando possivel a
tecnologia do DNA recombinante.

DNA recombinante € qualguer molécula de DNA construida
em laboratodrio, contendo fragmentos diversos unidos em novas
combina¢des atraves da agcao da DNA ligase. Uma vez que o DNA
tem a mesma estrutura quimica em todos 0s organismos, esta
tecnologia permite a uniao de fragmentos de DNA de qualquer
fonte, produzindo moléculas de DNA ndo encontradas na
natureza. Ainda, uma vez que a uniao dos fragmentos ¢ feita pela
DNA ligase, a célula ndo é capaz de detectar que 0s fragmentos
originalmente eram separados, tratando o DNA recombinante
como uma molécula unica. O DNA recombinante, por sua vez,
pode ser introduzido no DNA de uma célula hospedeira (mais
comumente uma bactéria, por se dividir rapidamente) e se replicar,
transcrevendo-se como uma parte normal do proprio DNA celular.

Resumidamente, o processo de gerar um DNA recombinante
pode ser dividido em quatro etapas: 1) producdo dos fragmentos
desejados de DNA, atraves de clivagem com enzimas de restri¢ao,
2) inser¢ao desses fragmentos em um vetor, 3) introducdo desse
vetorem um hospedeiro e 4) identificagcao, selecdo e caracterizacdo
dos clones recombinantes (Figura 4.3).
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Figura 4.3 | Tecnologia do DNA recombinante
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Fonte: <http://images.slideplayer.com.br/1/288898/slides/slide_6.jpg>. Acesso em: 1 set. 2017.

Entretanto, € mais facil manipular, copiar e purificar um DNA
recombinante quando ele € mantido como uma molécula
independente, separada do cromossomo bacteriano. Para tanto,
sao utilizados vetores para manter o DNA estranho em uma célula
bacteriana. Os dois tipos de vetores mais utilizados na clonagem
sao 0s fagos e os plasmideos.

‘Fagos” € um tipo derivado de virus bacteriano que injeta o
DNA no hospedeiro, no qual se replica, sendo o fago lambda (¢)
amplamente utilizado, por ser capaz de aceitar grandes fragmentos.
Ja os plasmideos mais utilizados sao moléculas de DNA circular
relativamente pequenas e capazes de se replicar dentro de uma
bactéria, independentemente do cromossomo bacteriano. Para
ser util, um vetor deve conter algumas propriedades:

1. Tem capacidade de infectar uma célula hospedeira.

2. Contém uma origem de replicacao de DNA, que lhe permite
se replicar independentemente do cromossomo hospedeiro.

U4 - Técnicas de biologia molecular
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3. Contém uma marca de selecdo, que permite que as celulas
contendo o vetor (e o DNA nele inserido) sejam identificadas
facilmente.

4. Apresenta sitios uUnicos para uma ou mais enzimas de
restricdo, permitindo que os fragmentos de DNA sejam inseridos
em um local definido dentro de um vetor.

5. Assim que transformadas, as células devem ser selecionaveis
preferencialmente por crescimento das celulas hospedeiras em
meio solido contendo agente seletivo.

Apos a reproducdo de centenas de milhdes de copias do
plasmideo, obtidas a partir da duplicacao bacteriana, o fragmento
deinteresse pode serrecuperado separando-se o DNA plasmidial do
cromossomo bacteriano, utilizando uma endonuclease apropriada,
sequido da separacao entre DNA plasmidial e fragmento, atraves
de eletroforese em gel.

O DNA eucariotico contém introns, cuja descoberta de sua
localizagdo no gene ndo € tao simples, sendo, portanto, utilizado
RNA mensageiro para estudos de genes eucarioticos e sua
expressao, uma vez que os introns ja foram excluidos. Entretanto,
o RNAmM ndo pode ser clonado diretamente, pois as enzimas de
restricdo e a DNA ligase cortam e copiam apenas DNA fita dupla.
Por outro lado, a enzima transcriptase reversa, uma enzima de
replicacao de determinados tipos de virus, € capaz de transformar
RNAmM em DNA, utilizando o RNAmM como molde para montar uma
fita de DNA complementar (DNAc). Como qualquer outro DNA, o
DNAc com fita dupla pode ser cortado com enzimas de restricao,
e os fragmentos, dessa forma, podem ser inseridos em um vetor
de clonagem utilizando DNA ligase.

DS Pesquise mais

Saiba mais a respeito da clonagem humana e suas implicagdes atraves
da leitura do artigo a sequir.

/ATZ, M. Clonagem humana: conhecer para opinar. Pesquisa
FAPESP, Sdo Paulo, n. 73, p. 8-14, mar. 2002. Disponivel em: <http://
www.revistapesquisa.fapesp.br/wp-content/uploads/2002/03/08_
PERGUNTASF.pdf>. Acesso em: 1 set. 2017.
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Sem medo de errar

As bases moleculares da hemofilia A foram compreendidas
somente a partir do inicio da década de 1980, apos a clonagem
e caracterizacdo do gene que codifica o fator VIII (F8). O gene
compreende 186.000 pares de bases, distribuidos entre 26 éxons e
25 introns, os quais variam de 69 a 3.106 pb. Toda a sequéncia do
gene compreende por volta de 9 kb de éxons e 177 kb de introns,
correspondendo, juntos, a cerca de 0,1% de todo 0 cromossomo
X. Os polimorfismos observados nesse gene sdo polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) e repeticdes in tandem de numero variavel
(VNTR), os quais tém relevancia clinica, uma vez que podem ser
utilizados para rastreamento de um gene mutado em uma familia
afetada. Bancos de dados acessiveis disponibilizam uma relacao
completa de mutacdes publicadas, dados fenotipicos e métodos para
rastreamento de mutacdes, além de uma relacao de polimorfismos
€ uma revisdo sobre a patologia molecular da doencga. Atualmente,
existem mais de mil mutagdes associadas a hemofilia A, envolvendo
substituicdes, insercdes e delecdes espalhadas por todo o gene. As
mutacdes mais comumente encontradas sao a inversao dos introns
1 e 22, encontradas, respectivamente, em cerca de 5% e 50% dos
casos de hemofilia A grave.

Avancando na pratica

Insulina sintética
Descricdo da situagdo-problema

Diabetes mellitus € uma doenca metabolica cronica,
caracterizada pela producdo insuficiente de insulina pelo pancreas
ou sua utilizacdo de forma incorreta pelo organismo. O numero de
portadores giraemtorno de 200 milhdes de pessoas, representando
9% da mortalidade mundial. Quase todos 0s pacientes requerem
tratamento farmacologico, uma vez que as celulas B (beta) das
ilhotas de Langerhans do pancreas sofrem faléncia com o passar
do tempo. Esse tratamento consiste na aplicacao de injecdes
contendo insulina, horménio cuja fungao € reduzir os niveis de
glicose no sangue. Anos atras, a insulina utilizada para o tratamento
da diabetes era extraida de pancreas suino, entretanto, com o
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avanco de técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
producao desse hormonio em laboratorio. Qual foi e em que se
baseia a técnica pioneira para producao de insulina sintética?

Resolucdo da situacdo-problema

A primeira técnica desenvolvida para a producao de insulina
sintetica foi a tecnologia do DNA recombinante. Esta tecnologia
permite a unido de fragmentos de DNA de qualquer fonte,
produzindo moléculas de DNA ndo encontradas na natureza.
Além disso, uma vez que a uniao dos fragmentos € feita pela
DNA ligase, a célula ndo € capaz de detectar que os fragmentos
originalmente eram separados, tratando o DNA recombinante
como uma molécula unica. O DNA recombinante, por sua vez,
pode ser introduzido no DNA de uma célula hospedeira (mais
comumente uma bactéria, por se dividir rapidamente) e se replicar,
transcrevendo-se como uma parte normal do proprio DNA celular.
Na producdo de insulina, o gene humano ¢ isolado, clivado por
enzimas de restricdo e inserido em um plasmideo de E. coli. O
plasmideo ¢, dessa forma, inserido na bactéria e, conforme
esta célula se replica, o gene humano da insulina € codificado
e 0 hormonio, produzido. Por ser mais parecida com a insulina
produzida pelo organismo humano, a insulina sintética obtida
atraves dessa técnica oferece baixo indice de rejeicdao quando
comparada as insulinas de origem animal e reducdo dos efeitos
colaterais, contribuindo para um aumento na qualidade de vida
dos portadores da doenca.

Faca valer a pena

1. Enzimas de restricdo clivam o DNA em determinadas sequéncias
nucleotidicas, sendo que cada enzima tem um sitio especifico de
reconhecimento, no qual é realizada a clivagem (geralmente sequéncias
de nucleotideos simétricas, contendo de quatro a seis pares de bases).
Assinale a alternativa que contém o corte produzido pela endonuclease
EcoRI.

As alternativas foram retiradas de: NZYTECH. Institucional. 2017.

Disponivel em: <https://www.nzytech.com>. Acesso em: 4 set. 2017.
a) 5..AGV\CT.3
3.TCYGA...5
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b) 5...GCYGGCCGC...3
3'...CGCCGGY'CG...5

5°...AYAGCTT...3’
3..TTCGAVA...5’

d) 5'...6GGCCYC...3’
3'...CYCCGGG...5

)5 .GGGCCYC...3’
€ 3 cleCcGaE.. 5

2. DNA recombinante é qualquer molécula de DNA construida em
laboratorio, contendo fragmentos diversos unidos em novas combinagdes
através da acao da DNA ligase. Uma vez que o DNA tem a mesma estrutura
quimica em todos os organismos, esta tecnologia permite a uniao de
fragmentos de DNA de qualquer fonte, produzindo moléculas de DNA
ndo encontradas na natureza. Resumidamente, o processo de gerar um
DNA recombinante pode ser dividido em quatro etapas:

1. Identificacao, selecao e caracterizacao dos clones recombinantes.

2. Introducao deste vetor em um hospedeiro.

3. Produgdo dos fragmentos desejados de DNA, através de clivagem com
enzimas de restricao.

4. Insercdo destes fragmentos em um vetor.

Assinale a alternativa que corresponda a ordem correta das etapas da
tecnologia do DNA recombinante.

ajl-2-3-4.
b)2-4-3-1
c)2-1-4-3
d3-4-2-1
e)4-3-2-1

3. Para estudos de genes eucaridticos e sua expressdo, utiliza-se RNA
mensageiro ao invés de DNA, uma vez que, no RNAm, os introns ja foram
excluidos. Entretanto, o RNAmM ndo pode ser clonado diretamente, pois
as enzimas de restricao e a DNA ligase cortam e copiam apenas DNA fita
dupla. Por outro lado, uma enzima de replicacdo de determinados tipos
de virus é capaz de transformar RNAm em DNA.

Qual é a enzima de replicacdo capaz de transformar RNAm em DNA?

a) DNA polimerase.

b) Eco RI.

c) Transcriptase reversa.

d) Rsa I.

e) RNase.

U4 - Técnicas de biologia molecular
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Secao 4.2

Polimerizacao e sequenciamento
Dialogo aberto

O historico familiar e a ocorréncia de hemorragias constituem
0S principais sinais clinicos para o diagnostico da hemofilia. No
entanto, entre 20% a 30% dos pacientes ndo apresentam historia
familiar. Os avancos nas técnicas moleculares possibilitaram a
caracterizacao da doenca no nivel molecular, através da utilizacdo
de DNA ou RNA, auxiliando o diagnostico laboratorial, uma vez
gque o gene FBA apresenta tamanho extenso, complexidade
gendmica e grande diversidade de mutacdes. Quais seriam as
possiveis técnicas de biologia molecular utilizadas para a deteccao
de mutacdes envolvendo pequenas alteracdes na sequéncia de
DNA (no geral, mutacdes pontuais) e deteccdo da inversdao do
intron 22 de um portador da hemofilia A? Explique sucintamente
0S principios basicos destas tecnicas.

Nao pode faltar

Vimos, na Secao 2.1 da Unidade 2 deste livro, que uma variacao
na sequéncia génica, presente em pelo menos 1% da populacdo, €
chamada de polimorfismo, podendo ocorrer em regides do DNA
que codifiguem proteina ou em regides que nao a codifiquem. A
deteccdo de polimorfismos foi amplamente aperfeicoada com o
desenvolvimento da técnica de reacdao em cadeia da polimerase
(PCR, do inglés polymerase chain reaction), reduzindo o tempo
de execugdo dos experimentos, bem como seus custos e sua
complexidade. A técnica consiste em uma reagao de polimerizacao
em cadeia, a partir da qual se obtém o enriquecimento de um
fragmento especifico de DNA através de sua duplicacdo em modo
exponencial.

A principal vantagem da PCR ¢é a possibilidade de obtencdo
de quantidades muito grande de fragmentos especificos de
DNA. A gquantidade de material genético a ser utilizada depende
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essencialmente da quantidade aproximada de DNA-alvo existente
na amostra, embora a técnica seja tao sensivel que, teoricamente,
uma unica molécula de DNA pode servir como molde para a
amplificacdo.

Outro ponto importante ¢ o tamanho dos fragmentos
amplificados, uma vez gue fragmentos maiores que 3 a 4 mil pares
de bases podem induzir a erros — sendo aconselhavel, nestes casos,
que se utilize uma mistura de polimerases da qual uma pequena
fracao tem a propriedade de ‘rever’ o processo de elongacao,
removendo nucleotideos mal incorporados, responsaveis pela
interrupcao da sintese pela Tag polimerase do DNA. Ainda, a
proporcao dos trifosfatos de desoxirribonucleotideos (ANTP) deve
ser igual a propor¢ao presente na molécula a ser sintetizada.

O principio da técnica consiste em trés etapas basicas, repetidas
em ciclos por diversas vezes: 1) desnaturacdo térmica (separagao
das fitas) do DNA molde; 2) anelamento de oligonucleotideos
sintéticos (primers) a cada umadas fitas do DNA molde, funcionando
como iniciadores da reacao de polimerizacdo; e 3) polimerizacéo
das novas fitas de DNA a partir de cada primer, utilizando cada
um dos quatro dNTP como substrato. O processo de amplificacao
envolve repetidos ciclos, resultando, dessa forma, na duplicagcao
do fragmento de DNA a cada ciclo. Uma vez que os fragmentos
recem-sintetizados também sao complementares e capazes de se
ligar aos primers apos desnaturacao, cada ciclo sucessivo dobra a
quantidade de DNA sintetizada no ciclo anterior. O resultado € um
acumulo exponencial do fragmento especifico aproximadamente
a 2n, onde 'n” € igual ao numero de ciclos.

Cada fase da reacdo tem uma temperatura otima, sendo cerca
de 95°C para a fase de desnaturacao térmica, cerca de 60°C para
a fase de anelamento do primer e cerca de 72°C para a fase de
polimerizagdo da nova fita, pela enzima DNA polimerase (Figura 4.4).
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Figura 4.4 | Fases e respectivas temperaturas da PCR
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Fonte: <https://goo.gl/XnXaJf>. Acesso em: 1 set. 2017.

A termolabilidade dessa enzima foi um dos principais
problemas técnicos encontrados a principio, uma vez que as
DNA polimerases até entdo conhecidas perdiam rapidamente sua
atividade enzimatica em elevadas temperaturas. A solucdo para
esse problema foi o isolamento de enzimas termoestaveis, como
a Tag polimerase (purificada de Thermus aquaticus), a partir de
organismos termofilicos, como bactérias nativas de fontes termais
ou chamines vulcanicas do fundo do mar.

o(b Reflita

Quais seriam os inconvenientes da falta de especificidade da PCR?

A falta de especificidade da reacdo pode resultar em PCRs com
arrastos (fragmentos com varios tamanhos) apos a eletroforese em
gel, sendo a solucdo, nestes casos, 0s seguintes procedimentos,
em ordem dos mais provaveis de resultar em sucesso:

1. Aumento da temperatura de anelamento, podendo ser mais
alta nos primeiros ciclos e mais baixa nos ciclos subsequentes.
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2. Diminuicao de DNA-alvo na amostra.

3. Diminuicdo na concentracao de cloreto de magnésio.
4. Diminuicdo na concentracao dos oligonucleotideos.
5. Diminuicdo na concentragcao de dNTPs.

A falta de especificidade também pode acarretar em "nenhuma”
amplificacdo (presenca de um arrasto, correspondente a uma
enormidade de fragmentos diferentes amplificados, porém
ndo visualizados), sendo as solucdes, nestes casos, iguais as
anteriormente apresentadas. Por outro lado, se houver excesso
de especificidade, o anelamento dos primers com as cadeias alvo
Nnao acontece, e, portanto, nao ocorre amplificagcao. As solucdes,
nestes casos, sao inversas as anteriormente apresentadas, na
mesma ordem.

Atualmente, existem diversos metodos que exploram o principio
da PCR, em vista de sua grande versatilidade e poténcia: varredura
e/ou sequenciamento rapido de insertos de DNA; estudos
de expressao qualitativa e quantitativa de genes especificos;
identificacdo de RNAmM gerado por meio de processamento
alternativo do pre-RNAmM; amplificacao e clonagem de sequéncias
gendmicas a partir de pequenas quantidades de DNA gendmico
complexo; sintese quimica de genes por meio da amplificacao
e juncao de partes de uma sequéncia de DNA conhecida;
diagnostico, atraveés da detecgao de sequéncias de DNA especificas
de determinado patdgeno; teste de paternidade e mutagénese sitio
dirigida, utilizando iniciadores com sequéncias de nucleotideos
modificadas.

Como podemos perceber, a PCR pode ser utilizada em diversas
abordagens que permitem seu emprego no diagnostico pré-natal
(particularmente, nas doencgas herdadas) e de doencas infecciosas
(causadas por virus, bactérias, fungos e protozoarios), tipagem para
transplante de orgaos e susceptibilidade para doencas autoimunes
especificas (deteccdo de polimorfismos), diagnodstico e prognostico
de cancer (deteccao de oncogenes e genes supressores de
cancer), criminalistica (DNA fingerprint) etc.

Uma variante da PCR ¢ a PCR em tempo real (PCR Real Time)
ou PCR quantitativa (PCR-Q), cujas maiores aplicacdes sdo os
estudos de expressao génica, além de constituir uma importante
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ferramenta para diagnostico molecular clinico, atuando na
deteccdo de virus ou bactérias e mensuracao de suas respectivas
cargas virais e bacterianas, bem como na determinacado do estagio
de um cancer, genotipagem e estudo de variagdes do numero de
copias. A técnica compreende uma amplificacao convencional,
porém a deteccao do resultado é realizada ao longo de cada ciclo.
Para tanto, € adicionada na reacdo uma moléecula fluorescente
ou um oligonucleotideo marcado. Conforme a amplificacao vai
ocorrendo, um sinal fluorescente € emitido ao final de cada ciclo,
captado por um sistema Optico e convertido em um grafico de
amplificacdo.

As vantagens da técnica sdo a grande capacidade de
quantificagdo de 4acidos nucleicos mesmo em peguenas
quantidades iniciais, possibilitando a deteccdo de menos de cinco
copias da sequéncia-alvo, além da rapidez dos equipamentos
de leitura e a nao necessidade de manipulacdo do produto pos-
PCR, minimizando as chances de contaminacao. As desvantagens
vigoram entre as mesmas da PCR convencional, porém, mais
evidentes devido a propria sensibilidade da reagao.

Diversos fatores podem interferir na PCR-Q, dentre eles:
precisdo de pipetagem (a quantidade de DNA/DNAc colocado
inicialmente deve ser a mesma para todas as amostras); qualidade
e integridade do DNA/DNAc; desenho dos primers, o qual pode
influenciar na temperatura de hibridacao e na formacao de
estruturas secundarias; condi¢des de termociclagem; qualidade
dos reagentes e tamanho do fragmento amplificado (ideal até
150 pb).

Outras modificacdes da técnica original consistem na reacao da
transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR; sintese de uma fita de DNAc utilizando RNAmM como
molde, catalisada por uma transcriptase reversa); PCR multiplex
(mais de um segmento gendmico amplificado em uma Unica
reacao, cada qual com seu par de primers especifico) e Nested-
PCR (segmento gendmico primeiramente amplificado de forma
abrangente, copiando até mesmo sequéncias localizadas fora
dele, e, utilizando-se deste primeiro produto, amplificacdo da
real sequéncia-alvo; concomitantemente ou em duas reacdes
separadas — Semi-Nested PCR).
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Como vimos na Secdo 1.3 da Unidade 1 deste livro, a obtencao
de uma sequéncia completa de nucleotideos de um segmento de
DNA € importante para o entendimento da organizacao de um
gene e sua regulacao, sua relacdo com outros genes ou a funcao
do RNA ou da proteina que ele codifica. Assim como na técnica
do DNA recombinante e na PCR, o sequenciamento de DNA
explora a complementaridade de pares de bases, juntamente com
0 entendimento da bioquimica basica da replicacdo do DNA.

A analise de genomas inteiros contribui para todos os aspectos
das pesquisas biologicas, como a possibilidade de localizar
genes que contribuam para muitas doengas determinadas por
combina¢cdes complexas de fatores genéticos. Desta forma,
pesquisas utilizando um gene, de uma espécie cujo genoma ja
esteja sequenciado, demandam apenas a descoberta do local
Nno qual esta situado esse gene No mapa gendmico para entdo
determinar sua sequéncia e, potencialmente, sua funcao.

Basicamente, a obtencdo de uma sequéncia gendmica ocorre
em quatro etapas: 1) fragmentagao das moléculas de DNA
do genoma em milhares a milhdes de pequenos segmentos
aleatorios; 2) leitura da sequéncia de cada um desses segmentos;
3) encontro, com o auxilio de computador, da sobreposicdo entre
0s segmentos Nos quais suas sequéncias sejam idénticas; e 4)
continuacao da sobreposicdo de pedacos maiores, até que todos
0s pequenos segmentos estejam ligados (Figura 4.5). Sendo assim,
o maior desafio do projeto genoma € a montagem de sequéncia,
isto ¢, unirtodas as leituras individuais em uma sequéncia Consenso,
para a qual ha concordancia (representacdo verdadeira e precisa
do genoma em questdo).

U4 - Técnicas de biol
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Figura 4.5 | Etapas do sequenciamento genémico

A légica de obter uma sequéncia do genoma

Genoma

o Cortar muitas copias do genoma em fragmentos aleatorios.

e Sequenciar cada fragmento. l

e Sobrepor leituras de sequéncias.

Contig

| |
|

Sobrepor contigs
para sequéncia
completa.

Fonte: Griffiths (2015, p. 424)

No final da década de 1970, Frederick Sanger desenvolveu
um metodo com mais rapidez e acuracia, conhecido como
sequenciamento de Sanger, que se baseia na extensdo enzimatica
dafitade DNAesuainibicdo atraves dainsercado de um nucleotideo
analogo deficiente no grupamento 3'OH, conhecido como
"didesoxinucleotideo” (ddNTP). O meétodo inicial desenvolvido
por Sanger baseava-se em uma marcacdo radioativa que poderia
ser feita em dNTPs (normalmente, citosinas), primers ou ddNTPs
terminadores. Com o aperfeicoamento tecnoldgico, a deteccdo
dos fragmentos com marcacao radioativa foi substituida pela
marcagcao com compostos fluorescentes (fluorocromos).
Desta forma, cada ddNTP terminador passou a ter uma cor
especifica, através da incorporacdo de um fluorocromo a sua
estrutura, substituindo as quatro reacdes necessarias para o
sequenciamento de uma fita de DNA por apenas uma — enguanto
que na deteccao radioativa sdo necessarias quatro canaletas para
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cada sequenciamento (uma para cada ddNTP terminador), na
deteccao fluorescente apenas uma canaleta € necessaria, ja que
cada ddNTP tem uma cor diferente.

Sequenciadores automaticos associados a computadores e
softwares especificos distinguem cada fluorocromo e armazenam
O nucleotideo correspondente em bancos de dados, deixando
o resultado pronto para o pesquisador. Os sequenciamentos
passaram a ser de até 700 bases com alta qualidade, comparados
aos sequenciamentos de no maximo 100 bases realizados
nos primordios da técnica. Atualmente, os equipamentos mais
sofisticados sdo capazes de realizar 96 sequenciamentos a cada
duas horas.

Uma nova tecnologia de seguenciamento, denominada
“sequenciamento de nova geracdo” (NGS), foi desenvolvida em
meados de 2005 e evoluiu rapidamente, uma vez que promove
o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar
informacdes sobre milhdes de pares de bases em uma unica
corrida. Duas plataformas de sequenciamento ja tém ampla
utilizacdo em todo o mundo: 454 FLX e Solexa, com capacidade
de gerar informacdes muitas vezes maior que o sequenciamento
de Sanger e com maior economia de tempo e custo, devido ao
uso da clonagem in vitro e de sistemas de suporte solido para as
unidades de sequenciamento. A clonagem in vitro em suporte
solido possibilita gue milhares de leituras sejam produzidas de uma
s6 vez com a plataforma 454 FLX ou Solexa.

O sequenciamento na plataforma 454 FLX é realizado a partir
de uma combinacao de reacdes enzimaticas iniciada a partir da
liberacdo de um pirofosfato oriundo da adicdo de um dNTP a cadeia.
Em seguida, esse pirofosfato € convertido em ATP pela enzima
ATP sulfurilase, sendo utilizado pela enzima luciferase na oxidacao
da luciferina, produzindo um sinal de luz que pode ser capturado
por uma camera charge-coupled device (CCD) acoplada. Esta
plataforma € capaz de sequenciar facilmente genomas peguenos
como os de bactérias e alguns eucariotos, produzindo as maiores
leituras e, portanto, sendo a mais utilizada.
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|’_'|9 Pesquise mais

Conheca uma das possiveis aplicacdes do sequenciamento de nova
geracao atraves da leitura do artigo a seguir.

CARVALHO, M. C. C. G.; SILVA, D. C. G. Sequenciamento de DNA
de nova geracdo e suas aplicagdes na gendmica de plantas. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 40, n. 3, p. 735-744, 2010. Disponivel em:
<https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/29442/S0103-
84782010000300040.pdf?sequence=1&isAllowed=y>. Acesso em: 1
set. 2017.

Sem medo de errar

Para a deteccdo de mutacdes envolvendo pequenas alteracdes
na sequéncia de DNA (no geral, mutacdes pontuais), utiliza-se
comumente da amplificacdo por PCR seguida de um ensaio de
mobilidade eletroforética e/ou de um sequenciamento. A técnica
consiste em uma reacao de polimerizacao em cadeia, a partir da
qual se obtém o enriquecimento de um fragmento especifico de
DNA atraves de sua duplicacdo em modo exponencial. Ja para
a deteccado da inversdo do intron 22, vém sendo utilizadas as
tecnicas de PCR longa e, mais recentemente, PCR multiplex. A
PCR longa consiste em uma técnica cuja extensdo € mais longa
que a PCR convencional (acima de 5 kb). J& a PCR multiplex
consiste em uma reacao de amplificacdo contendo dois ou mais
conjuntos de primers desenhados para deteccdo de multiplas
sequéncias-alvo em uma mesma amostra.

Avancando na pratica

HPV: Papiloma Virus Humano
Descricao da situagao-problema

Uma vez dentro da faixa etaria especificada (meninas de 9 a 14
anos de idade), Leticia foi levada por sua méae a um posto de saude
para se vacinar contra o papiloma virus humano, HPV, prevenindo-
se contra infeccdo por HPV e cancer de colo do utero. O HPV pode
se instalar em qualquer regidao do corpo através de uma porta de
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entrada, como uma microabrasdo na pele ou mucosa. Alem da
regiao genital, o virus pode se instalar nos olhos, na boca, na faringe,
nas vias respiratorias, na uretra, no reto, no anus e liquido amniotico.
A guantificacao do HPV oferece informacdes importantes para
0 acompanhamento da eficacia do tratamento. Qual seria uma
possivel técnica para deteccdo e quantificacao do HPV?

Resolucdo da situacdo-problema

A deteccdo e a quantificacdo do HPV podem ser realizadas
atraves da técnica de PCR em tempo real combinada a técnica
de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). A PCR
Real Time é uma técnica amplamente utilizada para estudos de
expressao génica. Além de constituir uma importante ferramenta
para diagnostico molecular clinico, ela atua na deteccdo de virus
ou bactérias e mensuracao de suas respectivas cargas virais e
bacterianas, bem como na determinagao do estagio de um cancer,
genotipagem e estudo de variacdes do numero de copias.

Faca valer a pena

1. A falta de especificidade da reacdo pode resultar em PCRs com
arrastos (fragmentos com varios tamanhos) apds a eletroforese em gel,
sendo a solucdo, nestes casos, 0s seguintes procedimentos:

1. Diminui¢do de DNA-alvo na amostra.

2. Diminuicao na concentracao dos oligonucleotideos.

3. Diminuicao na concentragcao de cloreto de magnésio.

4. Aumento da temperatura de anelamento, podendo ser mais alta nos
primeiros ciclos e mais baixa nos ciclos subsequentes.

5. Diminuicao na concentragao de dNTPs.

Assinale a alternativa que correspondaa ordem correta dos procedimentos
mais provaveis de resultar em sucesso.

a)2-4-1-3-5.

b)2-3-4-5-1

c)3-5-2-4-1

d4-1-3-2-5.

e)5-4-3-2-1

U4 - Técnicas de biologia molecular
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2. A andlise de genomas inteiros contribui para todos os aspectos
das pesquisas bioldgicas, como a possibilidade de localizar genes que
contribuam para muitas doencas determinadas por combinacdes
complexas de fatores genéticos. Basicamente, a obtencdo de uma
sequéncia gendmica se da em quatro etapas:

1. Continuacgao da sobreposicao de pedacos maiores, até que todos os
pequenos segmentos estejam ligados.

2. Fragmentacdo das moléculas de DNA do genoma em milhares a
milhdes de pequenos segmentos aleatorios.

3. Encontro, com o auxilio de computador, da sobreposicdo entre os
segmentos Nos quais sejam idénticas suas sequéncias.

4. Leitura da sequéncia de cada um destes segmentos.

Assinale a alternativa que corresponda a ordem correta das etapas de um
sequenciamento gendmico.

a)2-4-3-1.
b)2-3-4-1
c)3-2-4-1
d)4-1-3-2
e)4-3-2-1

3. O sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi desenvolvido em meados
de 2005 e evoluiu rapidamente, uma vez que promove o sequenciamento
de DNA em plataformas capazes de gerar informagdes sobre milhdes de
pares de bases em uma Unica corrida. O sequenciamento na plataforma
454 FLX é realizado a partir de uma combinacdo de reacdes enzimaticas
iniciada a partir da liberacdo de um pirofosfato oriundo da adicdo de um
dNTP a cadeia.

Qual é a enzima responsavel pela conversdo do pirofosfato em ATP?

a) ATP sintase.

b) ATP sulfurilase.

c) Luciferase.

d) ATP-glicose-fosfo-transferase.

e) ATP sintetase.
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Secaon 4.3

Hibridizacao
Dialogo aberto

A probabilidade de uma mulher ser hemofilica, como é o caso
de Leticia (X"X"), é muito pequena, uma vez que o sexo feminino
possui dois cromossomos X e, normalmente, apenas um dos
cromossomos é afetado — como € o caso da mae de Leticia
(XHX"), apenas portadora do gene da doenca. Se Leticia se casar
com um homem nado afetado (X7Y), suas filhas mulheres seréo
apenas portadoras (X7X"), enquanto que seus filhos homens serdo
hemofilicos (X"Y). Por outro lado, se Leticia se casar com um
homem também hemofilico (X"Y), tantos as filhas mulheres quanto
os filhos homens serdo hemofilicos (X"X" e X"Y, respectivamente).
Em ambos os casos, € altamente recomendavel que Leticia
engravide através de fertilizacao in vitro (FIV), para que possa, antes
da transferéncia do embrido para o Utero, realizar o diagnostico
genético pré-implantacional (PGD), exame que detecta uma
condi¢do genética especifica, como a hemofilia. Qual € a técnica
de biologia molecular utilizada neste procedimento? Em que se
baseia esta técnica?

Nao pode faltar

O grau de semelhanca entre sequéncias de DNA ou RNA pode
ser determinado atraves de técnicas de hibridizagdo, normalmente
empregadas para determinar a distdncia génica entre duas espécies,
mas também para analisar genes expressos € Nao expressos. A
analise dos genes de interesse acontece pelo emparelhamento
de sequéncias de DNA complementares a uma sonda (probe),
constituida por uma sequéncia de nucleotideos complementares,
desenvolvida a partir de segmentos conhecidos do DNA ou
RNA que se deseja identificar e marcada por radioatividade,
quimioluminescéncia ou anticorpos. A utilizacdo dessas sondas
possibilita a caracterizacao e identificacdo do DNA baseado em
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suas propriedades, destacando-se o emparelhamento de bases
através de pontes de hidrogénio e a desnaturacdo/renaturacao
das cadeias complementares. As técnicas da biologia molecular
e biotecnologia que utilizam a hibridizacdo como principio do
metodo sao diversas: southern blotting, western blotting, northern
blotting, hibridizacao fluorescente in situ (FISH), dentre outras.

O southern blotting se baseia na hibridacao entre moléculas
de DNA (fixas em um suporte) com sondas marcadas, visando a
localizacao de sequéncias especificas de DNA. A técnica é possivel
devido a estrutura em duplas fitas das moléculas de DNA, as quais,
quando aquecidas ou submetidas a um tratamento com solucdes
desnaturantes, tendem a se separar. As moléculas desnaturadas,
uma vez submetidas a um resfriamento em condi¢cdes controladas,
tendem a se renaturar novamente. Desta forma, a hibridacao entre
moléculas de DNA de diferentes origens € possivel a partir do
momento em que tais DNAs apresentam regides complementares
de sequéncias significantes.

A técnica de southern blotting consiste em uma modificacao
da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):
apos a clivagem da molécula de DNA pelas enzimas de restricao
e da separacdo por eletroforese em gel de agarose, o DNA é
imerso em solucdo alcalina para desnaturar os fragmentos de
DNA de fita dupla, os quais, posteriormente, sao transferidos para
uma membrana de nailon ou nitrocelulose a qual sdo aderidos,
criando uma impressdo ou marca. Os fragmentos sdo aderidos a
membrana em posicdes equivalentes as que eles assumiram no gel
apos a eletroforese. A membrana ¢é hibridizada com uma sonda de
DNA fria ou radioativa, e as condicdes de hibridacdo sao definidas
com base no grau de similaridade entre o DNA da amostra e o
DNA da sonda. Se a sonda utilizada for fria, a revelacdo ocorre
pOr imunoensaio e precipitacao de corante na propria membrana,
enquanto que se for radioativa, ocorre por exposi¢ao da membrana
a um filme de raios-X (Figura 4.6).
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v=| Exemplificando

Figura 4.6 | Técnica southern blotting
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Fonte: <http://www.scielo.br/img/revistas/sp/v33n1/01f4.gif>. Acesso em: 1 set. 2017.

Ja o western blotting consiste na imunodetec¢ao de proteinas
em filtro de nitrocelulose, rotineiramente utilizado para deteccao
de proteinas e em extratos proteicos, deteccdo de produtos
de degradacdo proteica, caracterizacao de soros e anticorpos
monoclonais, varredura e caracterizacao de polipeptideos
recombinantes, determinacao de massa molecular, caracterizacao
de epitopos, dentre outros. A técnica consiste na detecgao de
pequenas quantidades de proteinas, as quais se encontram
adsorvidas em uma membrana de nitrocelulose, atraves da reacao
com anticorpos especificos desenvolvidos para o reconhecimento
do polipeptideo em analise. O anticorpo € adicionado a membrana
e ali reage por um determinado periodo de tempo, apos o qual
uma fracao fica retida na regido da membrana que contém o
polipeptideo especifico.
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Em uma segunda etapa, o anticorpo adsorvido especificamente
sobre o polipeptideo pode ser detectado com um antissoro, isto
€, um antianticorpo especifico (segundo anticorpo ou anticorpo
conjugado) quimicamente modificado através do acoplamento
covalente de uma ou mais moléculas de uma enzima como a
fosfatase alcalina, por exemplo. Este reagente atua na deteccao
do anticorpo especifico e permite sua visualizacao, em razao
da atividade enzimatica associada. Com o auxilio de substratos
sintéticos para a enzima conjugada, torna-se possivel a visualizacao
da regido do filtro no qual o polipeptideo do ensaio esta localizado,
uma vez gue o substrato utilizado ¢ capaz de precipitar e formar
uma camada colorida no local exato No qual se encontra o segundo
anticorpo e, portanto, o anticorpo especifico, consequentemente,
do polipeptideo que se deseja detectar.

O northern blotting, por sua vez, € utilizado para a detec¢ao de
moléculas de RNA separadas por eletroforese e imobilizadas em um
suporte, permitindo a analise da expressao de genes em diferentes
estagios de desenvolvimento ou de diferentes tipos celulares —uma
vez que sao imobilizadas moléculas de RNA, incluindo os RNAmM.
A principal diferenca em relagao as técnicas anteriormente citadas
consiste no fato de as moléculas de RNA serem polimeros de fita
simples. Assim, o pareamento intramolecular de bases ¢ frequente
e promove um dobramento da molécula ou o pareamento de
bases presentes em moléculas distintas, formando regides de
hibridos RNA-RNA. Dessa forma, a migracao do RNA em géis de
agarose nao depende somente de seu tamanho, mas tambem do
estado conformacional da molécula (Figura 4.7). Como esta técnica
é realizada com um excesso de sonda de DNA, a quantidade de
hibridizacdo se relaciona a quantidade de RNAmM presente na
amostra original, permitindo que as quantidades relativas dos
RNAmM sejam determinadas.
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Figura 4.7 | Técnica northern blotting
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Fonte: <https://goo.gl/uM9fnD>. Acesso em: 1 set. 2017
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‘rz” Assimile

A figura e a tabela a seguir mostram uma comparacao entre as trés
tecnicas.

Figura 4.8 | Comparacdo entre as técnicas southern blotting, northern
blotting e western blotting
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Quadro 4.1 | Comparagdo entre as técnicas southern blotting, northern

blotting e western blotting

Southern blot Northern blot Western blot
Gel Agarose Agarose Acrilamida
Anticorpo primario
D.NA o RNA DNA ou RNA para polipeptideo
fita simples o o
fita simples especifico,
complementar a .
P complementar a seguido de
Probe uma sequéncia o )
o uma sequéncia segundo anticorpo
especifica o -
especifica para deteccdo/
(fragmento de . e
. (transcrito). amplificacdo do
restricéo). L
primario.
Amostra contem Amostra contéem Amostra contéem
fragmentos de . : ]
- transcritos de RNA polipeptideos
restricdo de DNA o o
o especificos. especificos.
especificos.
Resultados
Pode mensurar Pode mensurar
Pode mensurar
o tamanho do o tamanho do
o tamanho do : .
fragmento e a polipeptideo e a
fragmento e a . .
. quantidade. quantidade.
quantidade.

Fonte: elaborado pelo autor.

Para se clonar um gene, € preciso identificar seus fragmentos
correspondentes entre todos os clones armazenados em uma
biblioteca. Este procedimento ¢ realizado utilizando-se de uma
sonda de DNA, cuja sequéncia € complementar a uma parte do
gene de interesse, podendo esta sonda ser utilizada para identificar
as coldnias de células que tenham os clones contendo aquela
regiao do gene. Este processo € denominado hibridizacdo em
coldénia, no qual uma biblioteca de DNAc (DNA complementar)
contera milhares de insertos diferentes, cada qual contido em um
vetor comum. Apos a transformacao de uma linhagem bacteriana
hospedeira apropriada a biblioteca, as celulas sdo distribuidas sobre
placas de Petri contendo meio de cultura solido. Desta forma, cada
célula se multiplica e origina coldnias de células isoladas, e cada
celula pertencente a uma determinada coldnia contém o mesmo
vetor e 0 mesmo inserto da biblioteca.

Posteriormente, o mesmo tipo de membrana positivamente
carregada das tecnicas de southern e western blotting € utilizado
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para fixar pequenas quantidades de DNA para incubacdo com sonda.
Neste caso, a membrana € pressionada em cima das placas com
as coldnias, e uma parte das células de cada coldnia, bem como
seu DNA, é transferida para a membrana. Assim, a membrana retém
uma amostra de cada clone de DNA posicionado na membrana, em
um padrao semelhante ao padrao de colénias da placa, garantindo
que o clone desejado, uma vez identificado pela incubacdo da
membrana com a sonda, possa ser facilmente identificado atraves
da coldnia de células que o contém, e que o plasmideo contendo o
inserto de DNA apropriado possa ser purificado.

c@ Reflita

Como aconteceram os grandes avancos na Biologia Molecular?

Os grandes avancos na Biologia Molecular aconteceram por
causa dos diversos experimentos realizados com fagos e bactérias.
Os trabalhos pioneiros com a bactéria pneumococo, por exemplo,
resultaram na descoberta de que o material genético era o DNA.
Como vimos, diversas técnicas empregadas na biologia molecular
e na biotecnologia utilizam estes microrganismos para a clivagem
do DNA essencial as técnicas de extracdo e clonagem de DNA,
como vetores na técnica de DNA recombinante, dentre diversas
outras aplicagdes.

As bactérias podem ser analisadas atraves de ferramentas da
citologia, como a microscopia por imunofluorescéncia (para
localizagédo de proteinas em células fixadas com anticorpos
especificos), microscopia com fluorescéncia utilizando Proteina
Fluorescente Verde (para localizacdo de proteinas em células vivas)
e hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH — fluorescence in
situ hybridization), para localizacdo de regides cromossomicas e
de plasmideos nas celulas.

A FISH permite a localizacdo fisica precisa de genes ou
sequéncias de DNA diretamente nos cromossomos presentes em
preparacdes citologicas. Atécnica, aplicada em metafases humanas
e nucleos interfasicos, utilizando sondas de DNA, tornou-se uma
ferramenta essencial nos estudos do genoma humano, permitindo
uma localizagdo cromossdmica regional bastante precisa de genes
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de copia Unica ou sequéncias repetidas de DNA. Ainda, métodos
de marcacdo nao isotopica de sondas de DNA permitem que a
FISH seja realizada em qualquer laboratorio de citogenética.

A hibridizacdo in situ oferece diversas perspectivas para o
mapeamento génico, permitindo atualmente o mapeamento de
qualguer gene (ou sequéncia de DNA) que ja tenha sido clonado.
Uma das vantagens ¢ a possibilidade de detectar alteragdes tanto
em metafases e pro-metafases quanto em nucleos interfasicos,
amnioticos; inclusive em material fixado em parafina.

Desta forma, a técnica se consolidou como ferramenta de
fundamental importancia para a obtencdo de um diagnostico
rapido das alteracdes cromossdmicas numericas e das doencas
geneéticas ligadas ao sexo; em liquido amniodtico, vilo corial
e restos ovulares a fresco ou fixados em parafina. Dentre as
possiveis aplicacdes da FISH, estdo o diagnostico precoce das
aneuploidias cromossdmicas numericas, determinagdo do sexo
fetal, determinacao de doencas genéticas em casos especificos e
identificacdo do cromossomo philadelphia presente na leucemia
mieloide cronica.

Baseadas nos mesmos principios, outras duas técnicas foram
desenvolvidas paraampliar o poder da técnica de FISH na analise dos
Cromossomos humanos: hibridacdo genémica comparativa (CGH
- comparative genomic hybridization) e cariotipagem espectral
(SKY). A CGH possibilita 0 aumento da resolucdo na deteccao de
alteragcdes cromossdmicas e melhora do diagnostico sem causa
definida, como retardo mental, diferenciacdo secundaria feminina,
menopausa precoce e alguns tumores. Atualmente, a técnica
tem sido bastante utilizada na analise de doencas desenvolvidas
em consequéncia de acidentes nucleares que causam danos
cromossdmicos nao detectados pela analise cariotipica simples.

A CGH permite analisar, em um unico experimento, alteracdes
do numero de copias de DNA de todo o genoma, utilizando, para
tanto, uma amostra de DNA do paciente e uma amostra de DNA
controle (cariotipicamente normal). As alteracdes sao classificadas
como perdas e ganhos de segmentos cromossOmicos, em um
nivel de detalhamento 100 vezes maior que a citogenética classica.
Por convencdo, a técnica baseia-se na hibridacao competitiva in
situ entre tecido normal e tecido de interesse, Nnos quais as regides
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alteradas do DNA sdo quantificadas ao longo dos cromossomaos
na metafase.

As imagens sao capturadas por camara CCD e avaliadas em um
programa especial de analise de imagens. A intensidade do sinal de
diferentes fluorocromos € quantificada em diferentes tons de cinza
ao longo de um unico cromossomo. Os segmentos génicos Sao
quantificados em perda ou ganho de informacdes, os quais podem
ser duplicacdes ou delecdes (perdas) e amplificacdes (ganhos) de
segmentos do DNA. Nas dele¢des, as razdes de fluorescéncia sao
menores devido a auséncia de sequéncias do DNA gendmico
encontrado em uma regido especifica do cromossomo, e sao
marcadas em verde. Ja as amplificacdes apresentam razdo
de fluorescéncia maior, devido ao numero de copias de DNA
encontradas em regides especificas quando comparadas com o
DNA controle, sendo marcadas em vermelho. Por fim, as regides
nas quais Nao houve perdas ou ganhos sao destacadas em azul.

A exata identificacdo da regido cromossdmica deletada ou
duplicada € fundamental para estabelecer a relacdo genotipo-
fenotipo. Acariotipagemespectral (SKY) foidesenvolvida objetivando
colorir simultaneamente cada cromossomao de uma cor, utilizando
sondas de “pintura cromossémica” de cada um dos Cromossomaos
humanos, marcadas por combinacdes de fluorocromos distintos.
As 24 sondas desenvolvidas sao misturadas em um coquetel, pré-
hibridizadas com DNA rico em sequéncias repetitivas (evitando
hibridizacdes cruzadas) e, entdo, as metafases do DNA da amostra
sao hibridizadas. As imagens sao capturadas por um microscopio
de fluorescéncia, passando por um interferémetro, e os dados sao
analisados em um software especifico, o qual gera uma imagem
em que cada cromossomo € marcado com uma cor diferente.

A limitacao desta técnica consiste na incapacidade de detectar
rearranjos intracromossémicos, como inversdes e delecdes. Ainda,
a faixa de deteccdo € limitada pela resolucao do caridtipo analisado,
e 0s centrdmeros e bracos curtos dos Cromaossomaos acrocéntricos
nao sofrem hibridizacdo devido a supressdao de sequéncias
repetitivas. A SKY tem sido bastante utilizada no esclarecimento de
alteracdes citogenéticas previamente detectadas no caridtipo com
bandeamento G (técnica para deteccdo de possiveis alteragcdes
numeéricas e/ou estruturais em cromossomos obtidos de diferentes
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passagens de culturas de células-tronco mesenquimais), incluindo
cromossomos marcadores, translocacdes e rearranjos complexos.

L’[9 Pesquise mais

Saiba mais a respeito da importancia da citogenética no diagnostico
de doencas causadas por alteracbes cromossoOmicas atraves da
leitura do artigo a sequir.

CHAVES, T. F.; NICOLAU, L. S. Citogenética e cariotipagem humana.
Revista Saude e Desenvolvimento, [S.L], v. 4, n. 2, p. 57-66, 2013.
Disponivel em: <https://www.uninter.com/revistasaude/index.php/
saudeDesenvolvimento/article/view/229/189>. Acesso em: 1 set. 2017.

Sem medo de errar

O diagnostico genético pré-implantacional (PGD) é um exame
gue consiste na biopsia de embrides pos-fertilizacao in vitro, no qual
algumas células sao retiradas para analise e diagnostico de alteragcdes
cromossdmicas antes da implantacdo do embrido na cavidade
uterina, podendo também ser utilizado para identificacdo do sexo
fetal. No PGD, comumente € empregada a hibridizacao in situ por
fluorescéncia (FISH), técnica utilizada no diagnostico precoce das
aneuploidias cromossdmicas numericas, determinacdo do sexo
fetal, determinacdo de doencgas genéticas em casos especificos,
identificacdo do cromossomo philadelphia presente na leucemia
mieloide crénica, dentre outros. A FISH permite a localizacdo
fisica precisa de genes ou sequéncias de DNA diretamente nos
Cromossomos presentes em preparacdes citologicas, aplicada em
metafases humanas e nucleos interfasicos, utilizando sondas de
DNA. A tecnica oferece diversas perspectivas para © mapeamento
génico, permitindo, atualmente, 0 mapeamento de qualquer gene
(ousequénciade DNA) que ja tenhasido clonado. Uma das vantagens
€ a possibilidade de detectar alteracdes tanto em metafases e pro-
metafases quanto em nucleos interfasicos, amnioticos, inclusive em
material fixado em parafina. A hibridacdo gendmica comparativa
(CGH), uma técnica recente baseada nos mesmos principios da
FISH, permite a analise de todos os cromossomos de um embrido,
auxiliando em diagnosticos que até entdo nao eram possiveis.
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Avancando na pratica

Desvendando as técnicas
Descricao da situagao-problema

Um estagiario do Laboratorio de Citogenética Humana e
Citogendmica, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), em sua tarde de organizacao
das geladeiras do laboratorio, encontrou alguns frascos contendo
sondas de DNA (probes) sem identificacao de qual sonda se tratava.
No frasco 1, estava escrito “fragmento de restricao”; no frasco 2,
“transcrito” e, no frasco 3, "anticorpo primario para polipeptideo”. A
que técnicas empregadas em biologia molecular se relacionavam
as sondas de DNA contidas nos frascos 1, 2 e 3, respectivamente?

Resolucédo da situacdo-problema

O frasco 1 continha sondas compostas por DNA ou RNA fita
simples complementar a uma sequéncia especifica (fragmento
de restricdo), utilizadas na técnica de southern blotting. O frasco
2 continha sondas compostas por DNA ou RNA fita simples
complementar a uma sequéncia especifica (transcrito), utilizadas
na técnica de northern blotting. Por fim, o frasco 3 continha
sondas compostas por anticorpos primarios para polipeptideo
especificos, utilizadas na técnica de western blotting. O southern
blotting se baseia na hibridacao entre moléculas de DNA (fixas
em um suporte) com sondas marcadas, visando a localizacdo de
sequéncias especificas de DNA. Ja o western blotting consiste
na imunodeteccdo de proteinas em filtro de nitrocelulose;
rotineiramente utilizado para deteccdo de proteinas e em extratos
proteicos, deteccdo de produtos de degradacao proteica,
caracterizagcao de soros e anticorpos monoclonais, varredura e
caracterizacao de polipeptideos recombinantes, determinacao
de massa molecular, caracterizacao de epitopos, dentre outros.
O northern blotting, por sua vez, € utilizado para a deteccdo de
moléculas de RNA separadas por eletroforese e imobilizadas
em um suporte, permitindo a analise da expressao de genes em
diferentes estagios de desenvolvimento ou de diferentes tipos
celulares — uma vez que sao imobilizadas moléculas de RNA,
incluindo os RNAmM.
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Faca valer a pena

1. Utilizada para a deteccdo de moléculas de RNA separadas por
eletroforese e imobilizadas em um suporte, permitindo a analise da
expressao de genes em diferentes estagios de desenvolvimento ou de
diferentes tipos celulares — uma vez que sdo imobilizadas moléculas de
RNA, incluindo os RNAm.

O texto anterior faz referéncia a qual técnica comumente empregada na
biologia molecular?

a) PCR.

b) Sequenciamento de DNA.

c) Southern blotting.

d) Western blotting.

e) Northern blotting.

2. O grau de semelhanca entre sequéncias de DNA ou RNA pode
ser determinado através de técnicas de hibridizacdo normalmente
empregadas para determinar a distancia génica entre duas espécies, mas
tambeém para analisar genes expressos e N30 expressos.

Assinale a alternativa que contém, dentre as propriedades do DNA,
aquelas que sao essenciais a técnica de hibridizacdo.

a) Grande estabilidade em meio aquoso e replicacdo autdbnoma in vitro.
b) Complementaridade das bases e universalidade das unidades
monomeéricas.

c) Capacidade de hibridizagdo com RNA e susceptibilidade a agentes
mutagénicos.

d) Estrutura unifilamentar e capacidade de replicacdo.

e) Sequéncias lineares idénticas e mesma propor¢do de nucleotideos em
toda a extensdo da molécula.

3. As técnicas de biologia molecular e biotecnologia que utilizam a
hibridizacdo como principio do método sao diversas: southern blotting,
western blotting, northern blotting, hibridizagdo fluorescente in situ
(FISH), dentre outras. O southern blotting se baseia na hibridagcao entre
moléculas de DNA (fixas em um suporte) com sondas marcadas, visando
a localizagao de sequéncias especificas de DNA.

Assinale a alternativa que contém informacdes corretas a respeito da
técnica de southern blotting.

a) Os fragmentos de DNA obtidos apds clivagem com enzimas de
restricao sdo separados por eletroforese em gel de agarose e corados
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com brometo de etidio antes de serem hibridizados em membrana de
nitrocelulose.

b) Apods separacao por eletroforese em gel de poliacrilamida, as bandas
obtidas dos fragmentos de DNA sdo cortadas e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose.

c) O southern blotting ndo apresenta sensibilidade suficiente para
detectar polimorfismos relacionados a altera¢des de clivagem, quando
estas sdo muito pequenas.

d) A principal diferenca entre o southern blotting e o western blotting é
que o primeiro utiliza gel de poliacrilamida e o sequndo, gel de agarose.
e) O southern blotting consiste na imunodeteccdo de proteinas em filtro
de nitrocelulose.
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