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Fundamentos de Biologia Molecular

A hiologia molecular & a drea da hiologia que
pesquisa a estrutura e a funcao do material
genético e das proteinas. Se encontra de modo
intrinseco entre a bioguimica e a genética.

Gregor Mendel foi o primeiro cientista a
estudar a hereditariedade (transmissao da
informacao genica) e os fatores hereditarios
difundidos através dos descendentes.

Historico

0s primeiros estudos hiogquimicos referentes
a0 nicleo celular foram realizados por Friedrich
Miescher em 1868. Seu material de estudo
foram os nicleos de células oriundas de
curativos cirdrgicos (leucdcitos de secrecao
purulenta).

Em 1928, Frederick Griffith introduziu o
conceito de transformacdo bacteriana com o
seguinte experimento:
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CONCLUSAO: A moléculs que camregn
a informagho gendtica ¢ o DNA

Fraclonamento do extrato
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Maoléculas testadas para transformacio de células da cepa R
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Oswald Avery, Maclyn McCarty e Colin Munro
MacLeod, apontaram o DNA como Carreador da
informacao Genética.

0 primeiro indicio de que o DNA era o material
geneético, surgiu em 1944,

Era de conhecimento, portanto, no inicio do
século XX, que o DNA era composto por
desoxinucleotideos. Da mesma forma o RNA era
conhecido, uma vez que a existéncia do
ribonucleotideos jd era reconhecida. No
entanto, a estrutura da molécula de DNA ainda
nao havia sido descoberta.

Em 1949, E. Chargaff apontou as quantidades
relativas  das quatro variedades de
nucleotideos do DNA. Segundo a regra de
Chargaff:

(C=6)3

Em 1952, Alexander Todd confirmou que os
nucleotideos estavam conectados ao DNA por
meio de ligacoes fosfodiéster 3' - 5" entre suas
desoxirriboses estruturando uma cadeia
polinucleotidica.

M.H.F, Wilkins e Rosalind Franklin estudaram
a difracao de Raio X da molécula de DNA, porém,
seus resultados foram interpretados por James
Watson e Francis Crick.

Assim, em 1953 James Watson e Francis Crick
apresentaram a estrutura da molécula de DNA.




Mecanismos de Perpetuacao e Interpretacao da informacao Geneética

First letter

Em 1961, M.W.Niremberg e J.H.Matthaei

observaram a sequéncia Sintética do
polinucleotideo  Uracila ~ (UUUU).  Eles
perceberam que essa  sequéncia  de
nucleotideos  produzia 0  aminoacido

Fenilalanina, dessa forma, compreenderam que
existia uma correlagao entre uma sequéncia e
um aminodcido e logo o codigo genético foi
descoberto.

Second letter

U c A (o)
UuU ucu UAU UGU U
uuc}Phe BEE e UAC}TW UGC}C"S &
UUA}LEU UCA UAA Stop|UGA Stop| A
UuG UCG UAG Stop|UGG Trp | G
Cuu) Eel CAU } His | CGU U
CUcller [ECtH - dlicac cGe |, [C
CUA CCA CAA]_GIn CGA A
CUG | CCe CAG GeE C
AUU ACU) AAU AGU U
AUC flle | ACC |- ARG JAST | Aga Jser | ¢
AUA | ACA AAA }Lys AGA } 0
AUG~ Met | ACG | AAG AGG '
GUU) GCU GAU}ASD GGU U
6uc [, | 6cC |, |GAC GGC Loy [C
GUA GCA GAA}GIU GGA A
clel) el GAG ECE @

0 cddigo genético também era conhecido
como degenerado, pois nem sempre um
aminodcido sera formado por apenas uma
Sequéncia, por vezes, mais de uma sequéncia
de codons diferentes formara o mesmo
aminoacido.

Existem 64 possihilidades de tripletos da
sequéncia de nucleotideos (cddons), porém,
em apenas em 61, 0s aminoacidos sao
traduzidos em proteinas. 0s outros 3, sdo
codons de parada e nao formarao aminodcidos,
assim, finalizam a sequéncia da proteina.

Third letter

Todos os peptideos iniciados com a metionina
(AUG) sdo codons iniciadores, — as cadeias
proteicas sempre iniciara0 com  esses
aminoacidos.

As cadeias proteicas serao finalizadas assim
que encontrarem com um dos trés codons de

parada/ NON SENSE )

UAA
UAG
UGA

O m

Formado por Dupla Heélice, que oferece
estabilidade, o Dna deve ser capaz de estocar
grande quantidade de informacdes, se replicar
fielmente, garantindo a perpetuacao das
espécies, e codificar o fendtipo (capacidade de
determinar as caracteristicas). A Dupla Hélice
ou cadeias de polinucleotideos, sdo
constituidas por varios nucleotideos:
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0s nucleotideos sao formados por uma Base As Bases Nitrogenadas do DNA sao compostas
Nitrogenada (3tomos de carbono e nitrogénio) pelas purinas e pirimidinas:
uma Pentose (accar com 5 carbonos) e um

*Amolécula de Dna ndo possui uracila *

Grupo Fosfato (molécula com Tatomo de fosforo 2., ¢ . /NH2 : i
C oA 5 N NH
cercado por 4 oxigénios de ). ;ZLLN/A QN%; — <’N < i) <’NJ 2k
Eokgi A N N N™ °NT TNH,
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Dando Farga - - 5 .
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Apentose do DNA & a Desoxirribose: As purinas possuem duplo anel aromatico
o Existe uma regra que determina a direcao da molécula:
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Estrutura Primaria do DNA: Sgpeis] S——l
Composicao das fitas:

A Estrutura Primaria do DNA se refere a ligacao
dos nucleotideos:

) A extremidade 5' possui um grupo fosfato
1cromossomo humano—1Molécula de DNA

em aberto, ja a extremidade 3' terd uma
hidroxila em aberto. A ligacdo que a DNA
polimerase fara, esta intimamente ligada a
essas extremidades, onde a molécula da
enzima sera ligada e reconhecida.

Estrutura Secundaria do DNA:

Se refere a configuracao tridimensional da
molécula do DNA (estrutura helicoidal
fundamental), favorecida pela forca das
pontes de hidrogénio




A exemplo desta matéria, publicada no inicio da pandemia de covid-19, podemos
perceberaimportancia de se estudar o codigo genético:

0 codigo genético, @ tamhém motivo de inspiracao e curiosidade para muitos:

A descoberta do codigo genético:
2.3 A DESCOBERTA DO CODIGO GENETICO

No final da década de 50 e inicio da década de 60, os cientistas dessa drea estavam
diante de um enigma ainda maior. Como uma sequéncia linear de nucleotideos seria capaz de
produzir proteinas que sdo formadas por aminodcidos? FEles sabiam que havia uma
linguagem semelhante entre 0 DNA e o RNA, guardadas algumas pequenas diferencas, essa
comunicacdo poderia ser entendida pelo sistema de pareamento de bases nitrogenadas por
complementariedade. Mas o mesmo nao se podia dizer sobre 0 RNA e as proteinas, pois
havia um problema de codificacao. Logo como seria possivel a tradugdo?

Link de acesso ao artigo completo:

Neste artigo e possivel encontrar todo o seguimento do conteddo deste capitulo:

Link de acesso ao artigo:




Fluxo da informacao Genética

As informacoes que realizam todas as
atividades celulares sao codificadas na
estrutura do DNA, porém o DNA sozinho nao leva
essa informacdo adiante, desta forma, &
necessario um fluxo dessa informacao
genética, ja que o DNA ndo esta comprometido
diretamente na realizacao dessas operacoes.

E necessdrio, portanto, da transcricdo de
outras moléculas para realizarem essa
atividade: 0 RNAE AS PROTEINAS.

Toda via, 0s instrumentos que serao utilizados
para realizar para as funcdes hiologicas
correspondem principalmente em proteinas.
Por exemplo, o transportador de oxigénio nas
hemacias @ a proteina hemoglobina, e ndo o
DNA que especifica Sua estrutura.
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Como ocorre esse fluxo de informacao???

Dogma Central - 13 Via de informacao

Replicacio

[

DNA fazendo réplicas da
propria molécula, para
que esse fluxo, e a
propria informacao se
mantenha.

Replicacdo
P ik

Transcricdo f

—_— |

DNA _ RNA T2d4522. PROTEINA
Transcrigao \

reversa ), .,.f"

DNA usado como molde
parauma nova fita de
RNA

Formacao da proteina,
expressao genica tendo
como produto: a
proteina.

Existem, porém, outras Vias de Informacao:

RNA —— DNA: Transcricdo Reversa
RNA— RNA: Replicacdo do RNA \

Estao mais relacionadas
a0s virus

Replicacao

Como acontece a replicacdo do DNA??

VAWK

Sintese das novas
fitas de DNA

YAYA

Dupla-fita de

e MIRMK <

\ Cada fita sera

complementada para a
formacéo de mais uma
fita

Na natureza, in vivo, cada fita da
molécula de DNA sera molde por vez,
em cada momento sera uma fita,
nunca as duas ao mesmo tempo
servirao de modelo para a Sintese de
DNA. Invitro, porém, em uma

pcr por exemplo, as duas
fitas servirao de modelo

Esse processo, tanto in vivo quanto in vitro, & chamado
de Semiconservativo, por que cada fita nova vai carrear
uma fita parental, uma fita antiga. Esse processo
conserva parte da informacdo genética que estava
presente na molécula de DNA anterior.



Inicio da Replicacao

A replicacao de um cromossomo comeca
em pontos especiais chamados de origens de
replicacao: curtas porcoes de DNA com
sequéncias especificas de nucleotideos.
Quando as enzimas especificas para essa
replicacao perceberem esse trecho, elas irao
identificar aquela regiao como o local de
replicacao.

Para 0S cromossomos de eucariotos,
temos varias origens de replicacao, diversos
trechos em que o DNA pode ser replicado. No
hacteriano, existe apenas uma origem de
replicacdo, ja que o DNA bacteriano ndo & um
DNA retilineo, mas sim circular.

As proteinas que introduzem a replicacao
do DNA identificam essa sequéncia e se ligam
a0 DNA, separando as duas fitas e gerando a
“holha” de replicacao.

Como se a duplafita
fosse inflada, separando
as fitas para que as
enzinas tenham acesso
a esse material
genético.

Assim, a replicacao do DNA segue em duas
direcoes, até que toda a molécula seja copiada.
Devido ao seu tamanho e quantidade de
informacdes genéticas distribuidas, um
Cromossomo eucarioto pode possuir centenas,
até milhares, de origens de replicacao.

Eucarioto
DA parental \

Procarioto
Unica origem de )
5

replicacdo

orlgem

Estiagis avand Sdo da replizacis

Farquilhas de dephicacio

Moleculas filhas de (A

Em cada extremidade da holha de replicacao
estd a forquilha de replicacdo, regiao que possui
formato de Y onde as fitas de DNA parental estao
sendo desenroladas.

As helicases sao enzimas que desenrolam a
dupla-hélice nas forquilhas de replicacao,
separando as duas fitas parentais e as tornando
disponiveis como fitas-molde.

As helicases operam no ponto da bolha de
replicacdo e as outras regioes, onde nao esta
ocorrendo a replicacdo, continuam entrelacadas.
Somente no ponto onde & necessario que
enzimas tenham acesso para que aconteca a
replicacdo ou uma transcricao, que as helicases
irao atuar na forquilha, promovendo o desenrolar
da dupla hélice.

Depois da separacao das fitas parentais,
proteinas de ligacao a fita simples se juntam as
cadeias de DNA nao pareadas, impedindo que
elas se vinculem novamente, auxiliando, assim, a
estabilidade, ja que naturalmente o DNA &
helicoidal.

0 desenrolamento da dupla-hélice causa um
aumento na torcao da cadeia no trecho da frente
da forquilha de replicacao, como uma forca
reversa. As topoisomerases auxiliam a atenuar
esse aumento na tensao pela quehra, giro e
religacao das fitas de DNA.

Todas essas proteinas facilitam a ahertura
da dupla hélice, promovendo a replicacao e
transcricao.

£ dentro deste espaco
(forquilhas de

- —waogen. replicacdo) onde ocorre

—

areplicacao

Maltiplas origens

<\'de replicacdo



A topoisomerase cliva, gira e A primase sintetiza oligonu-

religa o DNA parental a frente cleotideos de RNA, utilizando
da ?"r)rqmlha de replicacao, o DNA parental como molde.
aliviando a tensdao causada
por seu desenrolamento.

«— Forquiltha de
replicacao

A helicase desenrola !

e separa as fitas de Proteinas de ligacdo ao DNA

DNA parental. fita simples estabilizam as
fitas parentais separadas.

As primases produzem os chamados primer, ele & aquele pequeno trecho que vai se ligar a essa molécula e permitir
que a DNA polimerase pegue os nucleotideos do meio e monte a nova fita.

As Enzimas DNA-polimerases catalisam a sintese do novo DNA pelo acréscimo de nucleotideos a uma cadeia
preexistente. Esse processo necessita da presenca do oligonucleotideo iniciador (primer) e de uma fita de DNA -
molde, além dos nucleotideos de DNA complementares e alinhados a fita-molde.

0 primer & uma pequena sequéncia de oligonucleotideos de RNA. Se ligando a sequéncia do DNA parental, ele ira
iniciar a sequéncia de nucleotideos para que a DNA polimerase possa se encaixar no trecho e continuar a insercao
dos nucleotideos do meio celular e assim. incornord-los na fita nova de DNA.

A ooli
Pt DNA polimerase

5! l ’ 3,‘\/

gjlllllllllllllllllllls'

Fita nova do DNA

Fita antiga do DNA N
2 GAATCAC LT

CTTAGTGAC

Sintetizando uma nova fita de DNA

As enzimas DNA-polimerases, devido a sua estrutura, conseguem apenas adicionar nucleotideos a extremidade 3’
livre de um oligonucleotideo iniciador (primer) ou de uma fita crescente de DNA, e nunca a extremidade 5'. Assim,
uma nova fita de DNA somente pode ser alongada em apenas no sentido.

S—>7

A DNA-polimerase também possui atividade exonucledsica (corrige erros de incorporacdo de nucleotideos no
decorrer da sintese). 8



Visdo geral

Origem de replicagao

Fita-lider Fita descontinua

v
Oligonucleotideo
iniciador |

o
U_
. Fita-lider

Fita descontinua

Sentido da
< replicacao >
pos o oligonucleotideo iniciador
de RNA ter sido feito, a DNA-pol I1I Origem de
inicia a sintese da fita-lider. replicacdo

Oligonucleotideo

59 iniciador de RNA

39

|||||||||||||'HYHHQ,,

DNA parental

@A fita-lider é alongada
continuamente no sentido
50 S 39; @ medida que a
forquilha progride.

A Figura 16.15 Sintese da fita-lider durante a replicacdo
do DNA. Este diagrama se concentra na forquilha de replicagao
mostrada no quadrinho com a visao geral. A DNA-polimerase III
(DNA-pol III), com o formato de miao céncava, esta associada a
uma proteina chamada de ‘“grampo deslizante”, que circunda a
dupla-hélice recém-sintetizada como um anel. O grampo deslizante
desloca a DNA-pol Ill ao longo da fita-molde.

¢é alongada de maneira continua, a fita retardada € sinteti-
zada de forma descontinua, em uma série de fragmentos.
Esses fragmentos da fita retardada sdo chamados de frag-
mentos de Okazaki, em homenagem ao cientista japonés
que os descobriu. Os fragmentos tém entre 1.000 e 2.000
nucleotideos de extensdo em E. coli e 100 a 200 nucleoti-
deos de extensdo em eucariotos.

A Figura 16.16 ilustra as etapas de sintese da fita re-
tardada. Enquanto apenas um oligonucleotideo iniciador
é necessdrio para a sintese da fita-lider, cada fragmento de
Okazaki na fita retardada deve ser iniciado separadamente
(etapas @ e @). Ap6s a DNA-pol III sintetizar um frag-
mento de Okazaki (etapas @2 P, outra DNA-polimera-
se, a DNA-polimerase I (DNA-pol I), substitui os nucleo-
tideos de RNA dos oligonucleotideos iniciadores por seus
equivalentes em DNA, adicionando-os um a um a extre-
midade 39 do fragmento de Okazaki adjacente (etapa @).
A DNA-pol I ndo pode unir o nucleotideo final desse frag-
mento de DNA de reposi¢ao com o primeiro nucleotideo
de DNA do fragmento de Okazaki cujo oligonucleotideo
iniciador foi substituido (fragmento 1 na Figura 16.16).
Outra enzima, a DNA-ligase, realiza essa tarefa, unindo as

Visdo geral

Origem de replicagdo

Fita-lider Fita descontinua

; . -
Fita descontinua 6

—
~ 21 J -_/<_
Fita-lider

Sentido da
replicagao

e T e

39 OA primase une os nucleotideos de

RNA em um oligonucleotideo iniciador.

Origem de replicagdo

Fita-molde 3
59
@A DNA-pol I1I adiciona
Oligonucleotideo nucleotideos de DNA ao
39 iniciador de RNA oligonucleotideo iniciador,

formando o fragmento
de Okazaki 1.

para o fragment’o\lx\‘

LT l'n"

@& Apos alcancar o .
proximo oligonucleotideo
iniciador de RNA a direita,

a DNA-pol III se dissocia
39 da cadeia de DNA. |

Oligonucleotideo
iniciador de RNA
para o fragmento 2

@O fragmento 2 ¢é iniciado.
Em seguida, a DNA-pol III
adiciona nucleotideos de DNA
até atingir o fragmento 1 e se
dissociar da cadeia de DNA.

Fragmento
de Okasaki 2

e et 39
HRAN 5

l @A DNA-pol I substitui o RNA por
DNA, adicionando nucleotideos a
extremidade 3¢ do fragmento 2
(e, antes, ao fragmento 1).

39
59

ALy v',l'ﬂ'ulnli:iii!llulqa‘i!lﬁ
A DNA-ligase forma !
as ligacoes entre o DNA

mais novo e o DNA do

@~ fita descontinua
agora esta completa
nesta regiao.

Af— Sentido da replicagdo

A Figura 16.16 A sintese da fita descontinua.

cadeias principais acticar-fosfato de todos os fragmentos
de Okazaki em uma fita continua de DNA (etapa 0.



Como a DNA polimerase necessita de uma extremidade livre da regido 3' da fita para se ligar, ela ndo consegue fazer
isso de forma continua na direcdo oposta, dessa forma, a enzima fara o processo por pequenos pedacos, fragmentos,
que sao chamados de fragmentos de okazaki.

Sentido da Replicacdo:

Sentido de
deslocamento
da forquilha de
replicacdo

Cadeia leading
Cadeia lagying

, T ]

-\.1 F

fragn{entm de Okazaki

Cadelas
parentais

F i

Para que a fita descontinua ndo permaneca com lacunas, as DNA ligases irdo promover a ligacao dos trechos,
resultando em uma fita continua.

e Adirecao5 3'éemrelacao a fita molde.

Na fita onde @ possivel ser realizada a insercao 5' 3' de forma continua, a sintese da nova fita sera continua, porque ja
ohedece ao sentido de leitura da DNA polimerase. Ja na fita oposta (descontinua) que possui o sentido contrario, para
que essa formacao aconteca & necessario que tamhém se mantenha o sentido 5' 3', mas dentro de uma outra orientacao,
assim, nesta indicacdo a construcao acontece por fragmentos.

10



Neste artigo, podemos entender mais detalhadamente a replicacao dos plasmideos :

* Replicacao dos plasmideos:

Os plasmideos ligam-se a enzimas da célula hospedeira na replicacdao de DNA
para a sua reprodugdo. Mas a iniciagdo da replicacdo € controlada pelos genes dos
plasmideos. Em consequéncia, o nimero de copias do plasmideo numa célula varia
conforme o seu tipo, dependendo da regulacdo na iniciacdo da replicacgao.

Os plasmideos contém uma série de genes para o estabelecimento de ligacoes
entre células e para transferir DNA do dador para o receptor. Uma cépia do plasmideo
pode ser transferida na ligacao da célula. A transferéncia € sempre acompanhada por
uma replicagcdo do plasmideo.

Link de acesso ao artigo completo:

Replicacao do novo coronavirus

Animacao sobre a Replicacao do DNA

11



Seguindo o dogma central, apos a replicacao temos a:

Transcricao

A Transcricdo @ a sintese de RNA operando as
informagdes presentes no DNA. Ambos os acidos
nucleicos empregam a mesma linguagem, a
informacdo & apenas transcrita/copiada do DNA para 0
RNA.

Da mesma maneira que uma fita de DNA funciona
como molde para a formacdo de uma nova fita
complementar no decorrer da replicacao do DNA, ela
também serve como molde para a sintese de uma
sequéncia complementar de nucleotideos de RNA.

Assim, a mesma fita que pode se replicar, fazendo
uma copia de si mesma, pode tamhém servir de molde
para uma molécula de RNA.

Em uma fita de DNA existem diversos genes que
possuem um promotor. Eles promovem o inicio da
sintese, como um sinalizador, esse trecho, no
momento em que a célula precisar de uma molécula
especifica, estard apto a fazer a transcricao.

0 promotor de um gene manifesta em sua estrutura
0 ponto de inicio da transcricdo (o nucleotideo onde a
sintese de RNA se inicia verdadeiramente).

Assim como na replicacao, na transcricao a RNA-
polimerase se acopla em uma posicao e uma
orientacao especificas no promotor, definindo o inicio
da transcricao, e qual das duas cadeias da hélice de
DNA sera empregada como molde naguele momento.

Nos procariotos:

DNA
TRANSCRICAO [

a———
CITOPLASMA 1 RNAmM
¥ /Ribossomo
Puhp!eplideo

Nos procariotos, ocorre
de forma direta, no
Citoplasma.

Nos eucariotos:

[ T,
W Pri-RhAm ||
[renes

. nicieo
T =

—

CITOPLASMA

:R-I:-U:-:.-}m
™~ Polpepliden

Nos eucariotos, as etapas ocorrem de maneira
dividida, porém, a replicacao e transcricao ocorrem no
nicleo.

0 processamento do RNA & uma forma de identificar
a eficacia da molécula de RNAm, certificando se esta
apta a sair do ndcleo e fazer a traducao no citoplasma.

0 RNAm do eucarioto so vai até o citoplasma para
fazer a traducdo quando esta de acordo com esse
processamento.

Estrutura do RNA:

(ALBERTS, Bruce. Biologia molecular da celua. Porto Alegre: Artes Medicas, 1997.)



e (0 RNA possui fita simples;

e Sua pentose (rihose) possui uma hidroxila a
mais em relacao a pentose de DNA;

e A ligacdo, na mesma fita, entre 0 grupamento
fosfato e uma pentose é chamada de ligacao
fosfodiéster;

e Purinas: Adenina e Guanina;

e Pirimidinas: Citosina e Uracila.

Estrutura Primaria:

|/ s Uracila /“’ .
[__ . [ i
H }
HH, h‘
P Citosina K‘
K )
-
KN .
—
i ®  Adenina |
('N “J:/IL HH Guanina _\:‘;
= L . : '»

Estrutura secundaria:

Terd um aminodcido especifico
relacionado ao anticddon que ird
parear com 0 RNA mensageiro.

Transporta os anticddons que irdo
se ligar com os codons do RNA
mensageiro.

Cada anticddon sg ird
transportar um aminodcido
especifico.

Classes de RNA encontrados nos procariotos e
eucariotos:

RNA ribossdmico - rRNA - Ird fazer a composicao. F a
estrutura onde a traducdo ird acontecer.

rRNA
W\.' Formam a estrutura
P ribossomo, que possui uma
+ Proteinas parte maior e uma menor.
ribossomais

|
O

Ribossoma
Onde 0 RNA mensageiro e

transportador se encontram para
formar a cadeia polipeptidica

RNA mensageiro - mRNA - possui codons, trincas

lCGGGUAACUCGAAGAUCCAUGA

A

RNA mensageiro

Processamento do mRNA em Eucariotos

Nos eucariotos, esse processamento do RNA
mensageiro, chamado de splicing;
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splicing: 0 processamento do RNAm & a Etapa de
clivagem e retirada dos introns e de ligacao dos exons
com a promocao das extremidades 5 e 3', formando o
RNA mensageiro maduro.

Os introns sdo trechos ndo codificantes, apenas
possuem funcao estrutural, mas ndo de sintese.

0s exons sdo trechos codificantes, capazes de
produzir uma proteina.

E no spliceossomo que acontece todo o processo
de remocao dos introns, esse grande complexo &
formado por proteinas e pequenas moléculas de RNA.
Os introns sao entdo dispensados e rapidamente
degradados, e o spliceossomo une os dois éxons
adjacentes a cada intron, formando o RNAm maduro.

Traducao

Neste processo, a mensagem genética @
interpretada pela célula, ela entdo sintetiza um
polipeptideo correspondente.

0 RNA transportador (RNAt) interpreta a mensagem
presente no mRNA. A informacao interpretada & uma
série de codons que estdao presentes ao longo da
cadeia de RNA mensageiro.

A funcao do RNAt:
0 RNAt desloca os aminodcidos contidos no

citoplasma para o polipeptideo (cadeia de proteinas)
formado no ribossomo.

No citoplasma de uma célula encontramos todos 20
tipos de aminoacidos. Eles sao obtidos via sintese a
partir de outros compostos ou por meio da captacdo
de aminodcidos contidos nas solucdes que a cercam.

Funcao das Proteinas:

e Diversas proteinas sao enzimas. Exemplos:
amilase salivar, tripsina, pepsina;

o Componentes estruturais. Exemplo: queratina do
cabelo;

e Auxiliam no transporte de substancias. Exemplo:
hemoglohina, albumina;

o realizam funcoes: reguladoras, de comunicacao
e defesa. Exemplo: hormonios, anticorpos.

Estrutura das Proteinas:

-5d0 constituidas por aminoacidos.

H
R
H

R

0s aminoacidos sao ligados por ligacdes peptidicas,
construindo cadeias polipeptidicas.

H H
[§] (4]
| |
Hzn—c—-::"f H;H—G—f
| WDH I KGH
H'; RE
Amino Acid Amino Acid
H © H
0
|l SR
Hzﬂ—fl.'- — | — T—?_EM
R, H Rs OH
Amino Acid Amino Acid
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FORMA ESTRUTURAL DAS PROTEINAS

| &

gly

ESTRUTURA

BETRITUEA SECUNDARIA

PRIMARIA

ESTRUTURA QUATERNARIA

Estrutura primaria: Sequéncia de aminoacidos
Estrutura Secundaria: folha [3 pregueada e a hélice a
Estrutura Tercidria: resultado da interacao entre as
estruturas secundarias - forma tridimensional.
Estrutura Quaterndria: Interacao entre duas ou mais
cadeias polipeptidicas.

RNA transportador - tRNA

Local de ligagao 2

do aminoacido =

Nesse caso, segundo o codigo
genético, 0  RNAt  estaria
transportando uma lisina.

T
Anticodon

A enzima Amnioacil-tRNA sintetases (1 enzima para
cada aminodcido) recarrega o RNAt apds ele desprezar
0 aminoacido na formacao da cadeia.

RNAt

Ribossomo

La
ﬂbg;numal
subunit

/Y.h e

7 vermmme “"j,""" \ &

—

Ar_nino—
@

acidos
"
™~ RNAtL com

aminoacidos
ligados

Palipeptideo

0 processo acontece até a chegada de um stop
codon que interrompe a formacao da cadeia e um fator
de liberacao, onde a cadeia € finalmente liberada.
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Neste artigo, podemos entender mais detalhadamente o DNA que antes era
considerado lixo:

Na auséncia de conhecimento sobre as funcdes das regides intronicas, foi proposto
inicialmente que elas seriam um “DNA-lixo” (cf. Ohno apud Keller, 2002). Isso foi
enfatizado pelo subsequente sequenciamento do genoma humano, no qual foi mostrado que
somente cerca de 1,2% das bases de DNA constituem éxons codificantes e, portanto, que a
maior parte do genoma seria feita desse suposto “DNA-lixo” (cf. Lander et al., 2001;
Venter et al., 2001).

Link de acesso ao artigo completo:

Do DNA a Proteina:
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Extracao de acidos nucleicos e

eletroforese

Extracdo de Acidos Nucleicos
0 que 6?

A extracao de acidos nucleicos consiste em
uma técnica primordial para a realizacdo de
muitos outros procedimentos da Biologia
Molecular. Ou seja, a partir dessa técnica, &
possivel obter algum tipo de acido nucleico
(DNA ou RNA) e utilizd-lo em outras
metodologias.

Baseia-se em quatro etapas primordiais,
independente do protocolo; sao elas: lise das
membranas lipidicas, purificacao do DNA,
precipitacdo do DNA e reidratacdo do DNA.

Essa etapa deve sempre ocorrer em um pH
apropriado, de acordo com o tampao utilizado
a0 realizar a técnica. Ocorre tamhém o uso de
agentes quelantes, tais quais removem ions
metalicos e formam complexos estaveis com
0S mesmos. Esses ions funcionam como
cofatores de DNAses, inibindo-as. Um exemplo

desses agentes 8 0 acido
etilenodiaminotetracético (EDTA).
Purificacdo do  DNA /  RNA

(Desproteinizacdo)

Lise das
membranas
lipidicas

A purificacdo do DNA, ou RNA, consiste na
eliminacdo de impurezas que podem inibir a

(Aula Extracdo de dcidos nucleicos e Eletroforese - Tainah Galdino)

y

Lise das membranas lipidicas (ou lise
celular)

A lise das membranas lipidicas, ou lise
celular, & o primeiro passo para que ocorra a
extracao dos acidos nucleicos; tem como
objetivo expor o DNA/RNA, contidos no nicleo
da célula, da membrana das diferentes células
que podem ser utilizadas nessa técnica. Alem
da membrana (composta por fosfolipidios +
proteinas), ocorre também a lise de outros
compartimentos membranosos  (organelas)
indesejadas. A lise ocorre através de
detergentes que desestahilizam os lipidios das
membranas, fazendo com que a mesma se
rompa e exponha seus componentes internos;
um exemplo de detergente € o Dodecil Sulfato
de Sadio (SDS).

1/

realizacao  das  proximas etapas do
procedimento. Sdo removidos componentes
como proteinas, lipideos, entre outros restos
celulares. E um processo também conhecido
como desproteinizacao pois, assim como 0
termo nos sugere, ocorre a eliminacao de
proteinas, que sao as principais moléculas
contaminantes, ressaltando as histonas por
estarem diretamente ligadas aos dcidos
nucleicos; para isso, fazem uso das proteases,
lipases (eliminar lipidios) ou detergentes.
Essas reacdes enzimaticas e/ou interacoes
entre macromoléculas possuem sempre 0
intuito de purificar a0 maximo aquela mostra,
favorecendo a retirada de contaminantes ao
DNA/RNA e visando a extracao limpa e completa
dos acidos nucleicos.



Quando o objetivo & extrair apenas 0 DNA, 0
RNA & retirado através da adicao de RNAses que
irdo degradd-lo, permitindo a sua retirada do
meio.

Rinda nesta etapa de purificacao, sao
adicionados solventes organicos como fenol,
trizol e cloroformio. 0s mesmos funcionam
como desnaturadores de proteina, passando as
moléculas proteicas para uma fase organica,
enquanto o DNA/RNA continua em fase aquosa.
Pode haver um aprimoramento desta etapa
utilizando solventes organicos em conjunto,
como por exemplo o uso do cloroformio
juntamente ao fenol, exercem a funcdo de
desnaturanres porém estabilizam a juncdo
entre as fases aquosa e fendlica, ou seja, a
utilizacao dessa mistura diminui a quantidade
de solucdo aquosa retida na fase organica,
melhorando o rendimento.

Apds o processo de desnaturacao das
proteinas, a amostra @ levada para a
centrifugacao com o intuito de separar por
completo as fases aquosa e organica,
resultando em uma fase aquosa contendo o
DNA/RNA de interesse; um anel intermedidrio
entre as duas fases, tal qual contém as
proteinas desnaturadas; e uma fase organica
contendo 0 outros restos celulares que Serao
eliminados.

Precipitacao do DNA/RNA

A precipitacao do DNA/RNA consiste em
separar esse acidos nucleicos do restante dos
componentes celulares. Considerando que
DNA/RNA sao soliiveis em dgua, a precipitacao
dos mesmos ocorre atraves do uso de etanol ou
isopropanol; por sua composicao quimica, 0
etanol, por exemplo, induz a agregacdo e
precipitacao dos acidos nucleicos; tal qual,
torna-se menos denso do que a solucao aquosa
obtida. Utilizando o etanol, ocorre também uma
remocao de residuos de fenol e de cloroformio
presentes na amostra. Apds isso, o alcool &
retirado para que ocorra a formacdo do
sedimento (pellet).

Before After
Adding Ethanol

Reidratacao do DNA/RNA

Areidratacao é a (ltima etapa do processo de
extragao de dcidos nucleicos, nela ocorre a
ressuspensao do DNA ou RNA em condicoes
especificas. A ressuspensao do DNA ocorre em
agua ultrapura (livie de contaminantes e
DNAse), ou TE ou NaOH 8mM. Ja a ressuspensao
do RNA, ocorre em agua ultrapura, livre de
contaminante e RNAse.

Fase aguosa: DNA
Interfase:; proteinas

Fase organica: lipidios
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A estocagem ocorre de formas distintas para
cada acido nucleico, 0 DNA deve ser estocado a
-20 graus Celsius, enquanto o RNA deve ser
estocado a-70 graus Celsius.

Quantificacdo do material extraido

Apds a realizacao da extracao dos dcidos
nucleicos, deve haver uma quantificacao do
material extraido; com o intuito de verificar a
pureza e a relacao entre quantidade/qualidade
do material.

Essa quantificacdo conta com a técnica da

espectrofotometria, que consiste na utilizacao
de um aparelho chamado espectrofotdmetro,
tal qual permite comparar a radiacao ahsorvida
pela amostra ao incidirmos radiacao na
mesma. Essa quantidade de luz absorvida &
quantificada e analisada.
A quantificacao no aparelho ocorre atraves do
seguinte esquema: a energia emitida eleva os
elétrons das moléculas para niveis energéticos
mais altos; e a energia necessaria para essa
elevacao varia de acordo com a molécula.
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Para a molécula de RNA, a leitura deve ser
feita em uma razio de 260/280nm, e a
ahsorbancia do resultado obtido ideal deve ser
igual a 2, abaixo disso, o material &
considerado contaminado, dependendo da
circunstancia. Para a leitura da molécula de
DNA, a mesma razao de 260/280nm deve ser
considerada, e o resultado & considerado um
material puro entre 1,75 e 1,80 de ahsorhancia,
quando & menor, 0 mesmo & considerado um
material contaminado.

Porém, para que essas leituras ocorram, a
amostra nao pode obter nenhum contaminante
de fenol, pois 0 mesmo interfere diretamente
na leitura, por fluorescer em um comprimento
de onda muito proximo ao dos acidos
nucleicos. Existem diferentes tipos de
espectrofotdmetro e de extracao de dcidos
nucleicos, o melhor aparelho e a melhor
técnica devem ser escolhido a partir da sua
pergunta inicial ao experimento. A escolha da
metodologia tamhém varia de acordo com a
amostra utilizada, ou seja, tudo depende das
circunstancias da analise.

Curiosidade

Mas depois de toda essa explicacdo, por que
estudar como funciona 0 processo de extracao
de acidos nucleicos?

Essa técnica nos permite conhecer muitas
coisas consideradas hanais ao ver da
sociedade, como, por exemplo, um teste de
paternidade; ou até mesmo estudos mais
rebuscados como a paleonparasitologia, que
estuda o DNA de microrganismos ancestrais
(com milhdes de anos). E uma técnica muito
utilizada em diversos tipos de pesquisa,
diagndsticos e afins.



Eletroforese

A eletroforese & uma técnica de separacao
de moléculas; porém, tamhém permite
identificar e purificar, ou seja, & uma das
principais  técnicas  de  analise  de
DNA/RNA/Proteinas/Produto  amplificado  (a
partir da PCR).

Essa técnica consiste na migracao 0as
macromoléculas através de um gel, a
separacao acontece de acordo com a carga e 0
peso molecular das moléculas. Assim, em um
polo do aparelho é fornecida a carga negativa, e
em outro, & fornecida a carga positiva; essa
migracao para os polos ocorre pela carga
negativa dos grupos fosfato presentes na
molécula de DNA, que correm para 0 polo
positivo.

A eletroforese em gel & a 0 método mais
utilizado, onde as moléculas migram
atravessando 0s poros do gel, um tipo de
malha; ela pode ser empregada na separagao
de DNA/RNA/Proteinas. Porém, a composicao do
gelvaria de acordo com a qualidade do material
a ser separado, podendo variar entre
poliacrilaminda e agarose. Através dessa
técnica, ocorre a visualizacdao dos adcidos
nucleicos e/ou proteinas por cores.

Eletroforese em Gel de Agarose

A agarose & um polissacarideo proveniente de
algas marinhas; a mesma deve ser pesada e
dissolvida com tampdo de TBE ou TAE. Sua
propriedade gelificante se deve por conta da
formacao de pontes de hidrogénio inter e intra-
moleculares. A utilizacao desse gel @
importante para a separacao de DNA/RNA, e o0s
tamanhos de seus poros podem variar de
acordo com a concentracdo de agarose na
mistura.
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Pra obter poros grandes, deve haver uma
baixa concentracao de agarose, e para ohbter
poros menores, a mistura deve possuir alta
concentracdo de agarose, onde ocorre uma
maior retencao de moléculas.

A preparacdo do gel ocorre atraves da
mistura do pd de agarose com a solucao
tampao escolhida, essa mistura deve ser
aquecida para ocorrer a fusao da agarose; apos
isso, 0 gel deve ser levado ao molde, tamhém
conhecido como “caminha’. 0 molde contém
“pentes” formadores de pocos, que permitirdo a
adicao da amostra apds a solidificacao do gel.
Essa solidificacao ocorre diretamente na cuba
de corrida da amostra.

Apds realizar a corrida em gel de agarose,
coloca-se a amostra em contaro com hrometo
de etidio, um corante capaz de se intercalar
entre as bases do DNA e que fluoresce quando
excitado com luz UV.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A poliacrilamida é formada através da
polimerizacdo de dois compostos, a acrilamida
e hisacrilamida. Para preparar o gel, deve ser
adicionado o Temed, que atua como catalisador
da polimerizacao, formando assim, o gel de
poliacrilamida. Dependendo da concentracao
utilizada no gel, os poros formados no gel
apresentam-se maiores ou menores, podendo



influenciar na resolucdao de diferentes
tamanhos de DNA (por isso a concentracao é
importante na hora de formular o gel,
dependendo da amostra em questdo).

Depois de sua formacao, o gel levado ao
compartimento que fara a leitura, possuindo
uma cuha de plastico e um pente que forma os
canais, tais quais possibilitam a adicao das
amostras. Apos a adicdo da amostra, 0 tampao
escolhido & adicionado a0 topo do
compartimento. 0 mesmo & ligado a eletrodos,
possibilitando a utilizacao da técnica de
separacao por carga da molécula.

Uma especificidade dos géis de poliacrilamida,
sao as formas de corar a mostra; nesta
composicdo, pode ser utilizado o nitrato de
prata, que & mais sensivel, ou seja, ha uma
deteccao mais facil de pequenas quantidades
de DNA, por exemplo.
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E para concluir

No gel de agarose, a “corrida” ocorre com
duas moléculas denominadas monitores de
corrida, sao elas o azul de bromofenol e o
xilenocianol. 0 azul de bromofenol possui cor
azulada e corre como um DNA pequeno, ao
passo que o xilenocianol possui cor
esverdeada e corre como um DNA maior.

A

No caso do gel de poliacrilamida, esse
mesmo processo pode ocorrer quando a
amostra se trata de DNA ou amplicdes (produto
da PCR), ocorrendo da mesma forma, com a
adicdo do brometo de etidio, entre outras
solucoes semelhantes; em outros casos, a
poliacrilamida pode contar com o nitrato de
prata como um corante, onde a molécula @
corada por impregnacao, ou seja, as particulas
vao se sobrepondo as moléculas e se tornando
visiveis.

Vale lembrar que os tampdes de amostra,
azul de bromofenol e xilenocianol, ndo tem
como objetivo revelar a amostra em sua fase
final, mas sim, corar a amostra ao longo da
corrida. Esse corante entra em acao quando o
gel & colocado em contato com corantes como
brometo de etidio que, em conjunto com o
tampao adicionado anteriormente, permite a
|eitura dos resultados através da luz UV.
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Curiosidades

Para realizar a eletroforese, ndo & necessario
que 0 dcido nucleico tenha passado pelo
procedimento de extracdo.. como & uma
técnica de separacao de molécula, na maioria
das vezes, & utilizada a molécula inteira!
Porém, se o objetivo da técnica for avaliar a
integridade da molécula de DNA, 0 mesmo deve
ter passado por uma extracdo, com o intuito de
garantir o melhor resultado, sempre!

Por ser um procedimento simples e de baixo
custo, a eletroforese & uma técnica importante
de analise laboratorial. Pode ser utilizada tanto
em projetos de investigacao quanto no
diagnostico, ou seja, em testes de paternidade,
na identificacao de mutacoes, sendo atil no
diagnostico de leucemias, por exemplo, na
verificacdo da expressao de proteinas.. sao
infinitas possibilidades!!

Regulacdo da expressao génica -
Procarioto (1)

0 que &7

A regulacdo da expressao génica nada mais
& do que a etapa de transcricao entre as etapas
de replicacao, transcricdo e traducao dos
genomas (proteinas). Neste caso, vamos
abordar a expressao de procariotos, utilizando
as hactérias como representante desse grupo!
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Algumas informacoes relevantes sohre
as hactérias...

As células hacterianas que conseguem
conservar recursos e energia tém vantagem
seletiva sobre as que nao conseguem, ou seja,
a selecdo natural resultou apenas em células
que ndo desperdicam energia, sendo assim,
aquelas que expressam apenas genes cujos
produtos sao requeridos pela célula.

Controle da expressao génica

Esse controle & um equilibrio do gasto de
energia, ou Seja, a expressao génica nao tera
acionamento de forma a desperdicar a energia
da célula; de forma mais aprofundada, & um
balanco entre a taxa de sintese (quantidade e
tipo de produto sintetizado) e a taxa de
degradacdo (quantidade e tipo de produto
génico degradado).

No caso das hactérias, a expressao génica
mantém uma flexibilidade interna onde a célula
vai trahalhar de acordo com a necessidade da
mesma, e em resposta a mudancas ambientais
(principalmente  procariotos, que  sao
estruturalmente mais primitivos).

Mas muitas pessoas podem se perguntar...
pra que regular a expressao génica?
Basicamente, todo o processo de feitura de
uma proteina tem uma demanda muito grande
de energia (ATP) entre outras moléculas, ou
Seja, 0 “custo” seria muito grande para produzir
proteinas a todo tempo. E ai a regulacao entra
em acao, com 0 intuito de realizar apenas 0s
Processos necessarios, otimizando o gasto de
energia da célula.



De forma mais genérica, 0 estado metabolico
da célula determina o acionamento dos genes
do genoma hacteriano; e 0 mecanismo hasico
para esse controle da expressdo génica &
conhecido como modelo operdn (Francois
Jacoh e Jacques Monod - Instituto Pasteur -
Paris 1961).

Modelo Operdn

0 operdn & uma sequéncia de DNA bacteriano
com locais  especificos, que estao
funcionalmente  relacionados, transcritos
juntos sob o controle de um Gnico promotor; ou
seja, & formado por um promotor, um operador
8 por Seus genes estruturais.

0s operons sao classificados entre reprimiveis

e induziveis. 0s reprimiveis normalmente tém
sua transcricao ligada, mas pode ser reprimida
quando uma molécula especifica se liga a
proteina repressora (reguladora); ja oS
induziveis normalmente estao desligados mas
podem ser estimulados (induzidos) quando
uma molécula especifica interage com a
proteina reguladora (repressora), e esse é 0
caso do operdn lac (lactose).

Falando um pouco sobre o operon lac,
devemos nos emhasar no por que da utilizacao
do mesmo. No meio, a hactéria (utilizando
como exemplo, a E. coli) tem preferéncia pela
utilizacdo da glicose como fonte energia,
porém, quando a glicose esta em bhaixa
quantidade e a lactose em maior quantidade, a
mesma serve de fonte de energia para a E. coli,
e € ai onde 0 operon lac entra em acao.
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Mas uma pergunta que pode surgir é “como a
E. coli sabe a concentracao de glicose no meio
e como essa informacao chega no operdn lac?".
Primeiro ocorre a entrada da lactose (que esta
em alta no meio) na célula hacteriana através
de um poro; dentro da célula, ocorre a hidrdlise
da lactose através da enzima [3-Galactosidase,
tal qual promove, também, a formacao da
alolactose (isomero da lactose - estrutura
parecida com a da lactose), além da glicose e
da galactose.

A partir disso, podemos concluir que 0 operon
lac vai agir de diferentes formas a depender da
concentracdo de lactose no meio.. entdo
vamos a analise!

Operdn lac na auséncia de lactose no
meio

Quando a lactose se encontra em auséncia
no meio, 0 operon lac recebe um controle
negativo, por estar sendo guiado por um
repressor de lactose, ou Sseja, na auséncia
dessa molécula, o repressor esta ativo e o
operon esta desligado.

Tudo isso acontece em uma parte especifica
do gene (apresentada na imagem abaixo). 0
gene regulador (Iac 1), na auséncia de lactose,
transcreve uma proteina repressora, tal qual
vai se ligar ao sitio operador e impedir que a
RNA-polimerase se ligue neste sitio e faca a
transcricao dos genes estruturais.
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(a) Auséncia de lactose, repressor ativo, dperon desligado,

O repressor kac estd ativo de forma inata e na auséncia de lactose

dediga o Oparon por mekD da Sua NGacso a0 operadon
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Operdn lac na presenca de lactose no
meio

Agora analisando a situacao contraria... na
presenca de lactose no meio, ocorre uma acao
da alolactose (formada pela enzima [3-
Galactosidase), onde a mesma se liga a enzima
repressora que foi sintetizada pelo gene
regulador (lac 1), impedindo que ela chegue ao
operador, ou seja, a alolactose inativa o
repressor. Desta forma, a RNA-polimerase esta
livre para fazer a transcricao dos genes
estruturais do operon.

Quando formados, 0S genes estruturais vao
sintetizar na enzimas (proteinas) da [3-
Galactosidase (na presenca de lac, a hidrolise
da mesma precisa ocorrer; e ocorre atraves
dessa enzima), da permease (altera a
membrana da célula bacteriana e permite,
ainda mais, a entrada de lactose do meio para a
célula) e da transacelitase (tal qual ainda ndo
possui uma acao muito hem definida).

Lembrando que tudo isso ocorre com 0
operon ligado e o repressor desligado. A agao
esta expressa na imagem ahaixo.

Oporon b

3 Codon de nkio  Codon de trmeno &
l RNAM 5 - -

Abcdac tora
(b) Presenga de lactose, repressor inativo, dperon ligado. A slolacioss, um sdme da

Lactone, tira & ropresado 3o OParon pof Mo da Natvacso do rpitisol. ASim, i enumis
para utiacho de Lactone 0 Indunidas.

Mas nao acaba por ai! Além do controle
negativo citado na etapa anterior, na presenca
da lactose, o operon lac tem um controle
positivo, tal qual & remediado pelo AMP ciclico
(AMPc); ou seja, quando a glicose esta em haixa
concentracao no meio, 0 AMPc se acumula
neste meio.

24

Em conjunto com o AMPc, a proteina
ativadora de catabdlito (CAP) funciona como um
ativador e se liga ao DNA, estimulando a
transcricao do gene. Ou seja, o AMPc em
conjunto com a CAP, resultam em um aumento
na transcricdo de genes (transcricao ativa).
Essa ligacao (AMPc + CAP) aumenta a afinidade
da  RNA-polimerase pelo promotor e,
consequentemente, aumenta o volume da taxa
de transcricdo. Conclui-se que esse mecanismo
resulta em uma regulacao ativa.

Porém quando se tem a presenca de lactose
e glicose, 0 nivel de AMPc diminui,
considerando que a glicose & a preferéncia de
fonte de energia da célula. E, nesse caso, a
sintese dos genes estruturais é haixa pois nao
ocorre 0 estimulo da RNA-polimerase (ocorre,
mas é em menor quantidade).

Podemos concluir que 0 operdn lac possui
um controle duplo. 0 negativo sendo feito pelo
repressor lac, e o positivo sendo feito pela CAP.
Ou seja, o estado do repressor (com ou sem
alolactose ligada) determina se a transcrico
dos genes desse operdn ira ou ndo ocorrer;
enquanto a CAP (com ou sem AMPc ligado)
controla o volume da taxa de transcri¢ao
quando o operon lac estiver livre de repressor.

Estes processos citados acima estao
exemplificados nas imagens ahaixo.

Promotor
[]?;;"‘ C,‘ Deracor

>
s faer—=% A lacZe,
Sitio de ligagio < RMA-polimerase

a CAP | s& hga e ransoreve

: CAP

AMPE T, ‘ I ativa

v

of" ﬂ Repressor
CAP lac inatwo
nat; Va

Alolactose
(a) Presensa de lactose, glicose escassa (nivel alto de AMPc):
sintese abundante diy RNAm para lac. Com glicose escassa, o
alto nivel de AMPc ativa CAP e o dperon lac produz grandes
quantidades de RNAM que codificam enzimas na rota da lactose



(b) Presenca de lactose, presenca de glicose (nivel de AMPc

baixo): pouca sintese de RNAm para lac. Com glicose presente,
0 AMPc é escasso @ a CAP ndo & capaz de estmular a transcricao

em nivel sgrifcative, mesmo sem a gagdo do nepressor

Para resumir

- Glicose presente e lactose ausente: Nao
ocorre transcricdo do operdn lac (repressor
ligado, impedindo ligacao da RNA-polimerase)

- Glicose presente e lactose presente: Baixo
nivel de transcricao do operdn lac (preferéncia
pela glicose ndo induz a alta nos processos de
transcricao pelo operdn lac)

- Glicose ausente e lactose ausente: Nao ocorre
transcricdo do operon lac (AMPc em altos
niveis; repressor ligado e impedindo ligacdo da
RNA-polimerase)

- Glicose ausente e lactose presente: Ocorre
alto nivel de transcricao do operdn lac (sem
repressor; transcricao ativa [AMPc + CAP])

Regulacdo da expressao génica -
Eucarioto (1)

Ainda no assunto de regulacdo da expressao

génica, vamos ahordar como funciona esse
Processo em organismos eucarioticos!
Todos 0s organismos (procariotos e eucariotos
funi e pluricelulares) devem regular a
expressao génica de forma a otimizar o gasto
de energia da célula, eles devem desligar e
ligar continuamente 0S genes em resposta a
sinais dos meios externo e interno.
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Essa regulacdo @ muito importante em
organismos pluricelulares, pois desta forma
ocorre uma especializacao das células; sempre
com 0 intuito de realizar apenas 0s processos
necessarios.

Como ocorre a expressao génica em uma

clula eucaridtica?

Primeiramente, ocorre uma modificacao da
cromatina (proteinas que estao envelopando o
DNA), com o intuito de estabelecer o
desempacotamento do DNA. Desta forma, o
mesmo é exposto aos fatores de transcricao; a
transcricdo (expressao génica) ocorre e resulta
em um transcrito primario contendo exons e
introns. Apos isso, ocorre 0 processamento do
DNA, onde os introns sao retirados e 0S exons
ligados; também ocorre a insercao de um
‘quepe” (guanina modificada - contém um
grupo fosfato e uma metila) na extremidade 5'
Uma cauda é ligada a extremidade 3', tal qual
se caracteriza como poliA. Lembrando que tudo
isso ocorre no nicleo da célula.

Apds 0 amadurecimento do RNA mensageiro,
0 mesmo sai do ndcleo e se desloca até o
citoplasma, onde ocorre a traducdo e todo 0
processamento da proteina em questdo. Vale
ressaltar que cada etapa da expressao génica
dessa célula, & uma potencial abertura para
que haja o controle deste processo.

Controle da expressao génica em

gucariontes

Para que haja o controle da expressao génica
em células eucaridticas, vale ressaltar que a
maioria dos genes nao sao organizados em
operons (raramente sdo transcritos juntos em
uma mesma molécula de RNAm). E que a
estrutura da cromatina vai afetar a expressao
génica (mas isso a gente vé mais pra frente).



Cada gene estrutural tem seu proprio
promotor, ou Seja, ja percebe-se uma
diferenciagao para a estrutura procariotica.
Ressalto também que ativadores sao mais
comuns em eucariontes e que, de novo, a
membrana nuclear é importante, uma vez que
separa transcricdo e traducdo (em todos os
sentidos).

Agora, vocé deve saber que existem alguns
processos importantes que afetam a regulacao
génica neste tipo de célula. Quer saher quais
sao eles? Continue lendo.

Processos que afetam a regulacao génica

Entre 0s processos que afetam a regulacao
da expressao génica, estao: o remodelamento
da cromatina, a modificacdo das proteinas
histonas e a metilacao do DNA.

Remodelamento da cromatina

Para compreender esse processo, devemos
nos familiarizar com a estrutura da cromatina.

A cromatina & composta por uma dupla-
hélice de DNA e por proteinas histonas, tais
quais estdao envoltas pela dupla-hélice e,
consequentemente, oferecem uma protecao ao
material genético; o que dificulta o acesso ao
mesmo. Ou seja, essa cromatina reprime a
expressao génica, e para que os fatores de
transcricao, ativadores e RNA-polimerase se
liguem ao DNA, 0 mesmo deve ser descoberto
por essa capa protetora. Sendo assim, deve
haver um remodelamento da estrutura da
cromatina, antes de acontecer a expressao
génica, com 0 intuito de tornar a molécula de
DNA mais acessivel aos fatores citados acima.
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Regulacdo da estrutura da cromatina:
Modificacao das proteinas histonas

Aregulacdo da estrutura da cromatina ocorre
através da modificacao das proteinas histonas
e da metilacdo do DNA.

A modificacdo das histonas se da pelo N-
terminal de cada histona se entendendo para
fora de seu nucleossomo (unidade da
cromatina); essas caudas sdo acessiveis a
muitas enzimas modificadoras, capazes de
adicionar ou remover grupos quimicos como
acetila, metila e fosfato.

Regulacao da estrutura da cromatina:
Metilacao do DNA

A metilagao do DNA ocorre em um grupo
diferentes de enzimas, tais quais podem
metilar certas bases do proprio DNA
(normalmente acontece na citosina).

Quando o DNA & intensamente metilado, ele
estd relacionado a repressao da transcricao.
Como ja dito, a metilacdo do DNA & mais comum
em hases citosinas adjacentes as guaninas
(CpG - na mesma fita). Ou seja, quando tem-se
um excesso de metilacdo (insercdo de um
grupamento metila CH3 na molécula) em um
trecho, neste ocorre um silenciamento génico;
portanto, antes de acontecer a transcricao, 0s
grupamentos metila sao retirados através da
acao de enzimas.

No caso da metilacdo em citosinas, 0
processo ocorre através da metiltransferase.
Segue um esquema deste processo de
metilacao da citosina.



NH, CH, NH;
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citosina citosina
metilada

A metilagio da citosina ocorre atraviés da
adigio de um grupo metil (CH3) ao hidrogénio
localizado na posiglo 5 do anel aromético da
cilosina. A reagio aconlece na
presenca da enzima metiltransferase.

Este processo ocorre lipicamente em
sitios nos quais a citosina & seguida por
uma guanina na sequéncia do DNA (sitios CpG).

Uma curiosidade é que quando ha a quebra
do controle da metilacao das moléculas, isso
pode se relacionar com a formacao de alguns
tipos de cancer.

Concluindo, quando o a metila (CH3) estd
presente na molécula, nao ocorre a transcrigao,
€aso contrario, esse processo pode ocorrer.

Metilagdo do DNA e carcinogénese

Nesta etapa vamos analisar a relacdo entre a
metilacdo do DNA e a formacao de tumores, ou
seja, a carcinogénese.

A carcinogénese pode acontecer por conta da
alteracao de genes criticos, através da
metilacao, podendo haver dois padroes
distintos, hiper ou hipometilacao generalizada
do genoma.

A hipometilacdo generalizada do genoma
promove instahilidade cromossomica e
ativacao de oncogenes (genes capazes de gerar
tumores). Contraditoriamente, a hipermetilacdo
de ilhas CpG pode inativar genes supressores
tumorais (genes que iriam inibir a formacao de
tumores), ou também a inativacao de genes de
reparo. Ou seja, a célula deve encontrar um
equilibrio neste processo de metilacdo, pois 0s
dois extremos podem causar danos.

Modificacao das proteinas histonas

Retomando o papo sobre as proteinas
histonas, ~ vamos  abordar  algumas
caracteristicas sobre as mesmas.

As histonas possuem dois dominios, um
globular (associa-se com outras histonas e
com DNA) e um de cauda com cauda positiva,
tal qual faz com que haja uma interacao com 0s
grupos fosfato presentes no DNA.

Mas quais sao as modificacoes que podem
acontecer nas histonas? Sao algumas... vamos
la!

Pode ocorrer a adicdo do grupo metila (CH3)
as caudas das proteinas histonas, ou seja,
ocorre uma metilacdo na cauda da histona,
ajudando no processo de repressao da
cromatina. Além disso, pode ocorrer a
acetilacao, ou seja, a adicao de grupos acetila
(CH3C0) ao aminodcido lisina (situado na cauda
histona), através da acdo da acetiltransferase
(promove relaxamento da cromatina, fazendo
com que 0 DNA seja exposto aos fatores de
transcricdo);  portanto, as  enzimas
desacetilases retiram esse grupo das caudas
da histonas e restauram a cromatina.

A acetilacao das histonas facilita 0 acesso
dos fatores de transcricao e da RNA-polimerase
a0 DNA, ou seja, relaxa a cromatina e estimula a
expressao  génica, por outro lado, a
desacetilacdo da histona vai reprimir a
transcricao, condensando a cromatina e
dificultando o acesso ao DNA.

Para exemplificar um pouco tudo que foi
falado até agora, segue um esquema que ilustra
alguns processos citados anteriormente.

i) A avetilagio de couchas de
estrutura da cromating g




Vale lembrar que as lisinas localizadas nas
caudas das histonas sao passiveis de ligacoes
covalentes pela ligacao de grupos acetil e
metil. A Histona acetiltransferase (HAT) é uma
enzima capaz de adicionar o grupo acetil, ou
seja, favorece 0 mecanismo de transcricao;
enquanto as Histonas desacetilases (HDAC)
promovem a retirada do grupo acetil e a
repressao da expressao génica.

Conclui-se que a acetilacdo esta relacionada
a transcricdo e a metilacao esta relacionada a
repressao transcricional. Podendo gerar genes
ativos com DNA desmetilado e histonas
acetiladas, ou genes inativos com DNA metilado
e histonas desacetiladas ou DNA metilado e
histonas metiladas.

Epigenética

A partir de todos 0s estudos feitos até agora,
vamos adentrar no mundo da epigenética, que
@ a area da hiologia que estuda as interacoes
entre os genes, podendo variar entre a
expressao e a supressao dos mesmos. £ a drea
que investiga a formacdo do fendtipo
(caracteristicas visiveis no ser), a partir da
formacdo do genotipo e sem a alteracao do
mesmo; ou seja, ela investiga a informacao
contida no DNA, transmitida na divisao celular,
mas que nao constitui parte da sequéncia do
DNA em questao.

0s processos epigenéticos ocorrem nos
processos discutidos anteriormente, ou seja,
no DNA por metilacdo e nas histonas pela acao
da acetilacdo ou metilacdo, sendo assim,
processos pos-traducionais. E esses processos
constituem os fatores epigenéticos, tais quais
promovem a transcricao do DNA.

Ou seja, “As modificacdes epigenéticas
podem ser herdadas no momento da divisao
celular (mitose) e irdo ter um profundo efeito
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na biologia do organismo, definindo diferentes
fenotipos”  (Marcelo  Fantappié, Revista
Carbono). De acordo com Marcelo Fantappié, da
Revista Carbono, as modificacdes no genoma
sd0 vagarosas e para que um traco genético (ou
fendtipo) se instale numa populacao, isso pode
levar muito tempo; por outro lado, 0 epigenoma
pode mudar rapidamente e ser transmitido
para a geracao seguinte.

Nesse sentido, através da heranca
epigenética um organismo pode ajustar a
expressao génica de acordo com o ambiente
onde vive, sem mudancas no Seu genoma.
“Nesse sentido, através da heranca epigenética
um organismo pode ajustar a expressao génica
de acordo com o ambiente onde vive, sem
mudancas no seu genoma” (Marcelo Fantappié,
Revista Carhono).

Isso pode ser exemplificado a partir da
experiéncia de gémeos idénticos. Ja foi
comprovado cientificamente que durante a
transicdo da infancia para a vida adulta, os
gémeos podem divergir significativamente em
sintomas relacionados a depressao e/ou
ansiedade; por terem 0 mesmo padrao genético
(exatamente a mesma sequéncia de hases em
amhos 0s genomas), essa divergéncia so pode
ser explicada através das diferentes
experiéncias individuais de cada um, que dao
frutos diferentes para cada individuo (e
também pelas mudancas epigenéticas).

E para concluir “o esforco atual tem sido
depositado em cima do sequenciamento do
epigenoma, ou seja, na identificacao de todas
as citosinas metiladas ao longo do genoma. 0
epigenoma na sua totalidade ira levar a um
melhor entendimento de como a funcdo do
genoma @ regulada na sadde e na doenca, e
também como a expressao genética @
influenciada pela alimentacao e pelo amhiente”
(Marcelo Fantappié, Revista Carhono).



PCR

0quee?

Reacdo cadeia da polimerase(PCR), ou em
inglés "Polymerase Chain Reaction”, consiste
em uma técnica de hiologia molecular que
permite replicacao in vitro do DNA de forma
rapida, além de amplificacao rapida de
segmento especifico de CDNA tamhém.

Historia

Foi na década dos anos 80 que o cientista
Kary Mullis quando teve a ideia de usar um par
de primes para delimitar uma sequéncia de
DNA e copia-la usando DNA polimerase.

Sendo em 1985 a 1° publicacao sobre PCR na
revista Science. Em 1993, Mullis ganhou o
prémio Nobel em Quimica.

Funcionamento

A dupla hélice é estabilizada por ligacoes
hidrogénio, duas entre as hases adenina (A) e
timina (T) e trés entre as hases guanina (G) e
citosina (C). Inicialmente, para que o DNA possa
ser replicado, a dupla heélice precisa ser
totalmente desnaturada pelo aumento da
temperatura, quando sao desfeitas as ligacoes
hidrogénio entre as diferentes  hases
nitrogenadas.

1° Etapa: Desnaturacao/ 94°C - 96°C

Inicialmente, para que o DNA possa ser
replicado, a dupla hélice precisa ser totalmente
desnaturada pelo aumento da temperatura,
quando sao desfeitas as ligacdes hidrogénio
entre as diferentes hases nitrogenadas.
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2° Etapa: Anelamento/ Temperatura: 55°C
-65°C

No processo de finalizacao a polimerase
adiciona dNTP fazendo a extensao da nova fita.

3° Etapa: Extensao/ 72°C

No processo de finalizacdo a polimerase
adiciona dNTP fazendo a extensao da nova fita.

Video que demostra a aplicacao:

Atualidade

Hoje a teste de PCR estd muito presente no
combate a pandemia causado pelo virus Sars-
cov-2, mas também utilizada no diagndstico de
infeccao  de um paciente por outros
determinado virus, pelo fato de técnica permitir
a amplificacdo especifica de material genético
do virus. A especificidade da reacao €
garantida. Portanto, percehe-se a importancia
dessa técnicas nos dias de hoje para
humidade.



Variacoes da PCR

RT-PCR:Transcricao
Reversa seguida de PCR
PCR inversa Nested PCR
PCR assimeétrica e
LATE- PCR .~ PCR quantitativa em
- VarIaQOES tempo real (qPCR)
multiplex ke Rep-pc 4 (1@ PCR ~_LongPCRePCRinsit
(PRINS)
RAPD, AFLP e ReLP Touchdown . RACE
--------------- PCR e Hot start PR digital

' Os diferentes tipos de PCR tem 0
' proposito distintos para cada uma,
varia muito pelo interesse do

ohjetivo da pesquisa.

DNA pol

N e e e e - - - -

________________
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Clonagem Molecular

Cosmideos Preparacao do inserto
Cosmideos sao moléculas de DNA circulares e Métodos de producdo de fragmentos de
extracromossomais  que comhinam  as DNA: inserto
vantagens de um plasmideo com a de o Digestdo com enzimas de restrigio
um hacteriofago. 0 limite de clonagem é de 35a e Digestdo parcial com DNase |
S0 kb. « Quebra mecanica controlada
e Sintese enzimatica (cONA, PCR)
e Sintese quimica de
(Técnica) Transformacdo de E.coli oligodesoxirribonucledtidos.
e As bacterias podem incorporar DNA Métodos de producdo de fragmentos de
exdgeno em um processo denominado DNA: inserto
transformacao.

e Atransformacao é um passo fundamental
na clonagem de DNA. Ocorre apds
clivagem e ligagao e transfere plasmideos
recém-criados para hactérias.

e Ap0s a transformacdo, as hactérias sao
selecionadas em laminas antibioticas. As
bactérias com um plasmideo sdo
resistentes a antibioticos e cada uma
formara uma colonia.

e As colonias com o plasmideo sicerto
podem ser cultivadas para formar
grandes culturas de bactérias idénticas,
que sao usadas para produzir plasmideo
ou sintetizar proteina.

Digestao com enzimas de restricao
Digestao parcial com DNAse

Quebra mecanica controlada

Sintese enzimatica (cDNA, PCR)
Sintese quimica de oligonucleotideos

Transformacao bacteriana

e Bactérias especialmente preparadas sao
misturadas com DNA.

e Um choque térmico & dado nas hactérias,
0 que faz com que algumas delas
incorporem um plasmideo.

e (s plasmideos usados na clonagem
contém um gene para resisténcia a
antibiotico.

o Desta forma, todas as hactérias sao
colocadas em uma lamina de antibidtico

para  selecionar  aquelas  que
o Digestdo com enzima(s) de restrico incorporaram um plasmideo.

o SistemasTA

Preparacao do DNA vetor e inserto

Preparacao do vetor

3l



e Bactérias sem um plasmideo morrem.
Cada bactéria com um plasmideo da
origem a um aglomerado de hactérias
idénticas, contendo plasmideo, que sao
denominadas de colonia.

e Vdrias colonias sao verificadas para
identificar uma com o plasmideo correto.

e Uma colonia contendo o plasmideo
correto cresce em volume e € usada para
a producdo de plasmideo ou proteina.

32



CRISPR

A francesa Charpentier, de 51 anos, e a
americana Doudna, de 56 anos, se tornaram a
sexta e a sétima mulheres a serem agraciadas
com o Nohel de Quimica, se juntando a lista que
inclui Marie Curie, a primeira mulher a ganhar o
prémio nesta categoria, em1911.

Enquanto pesquisava uma bactéria nociva
comum, Charpentier descobriu uma molécula
que era parte do antigo sistema imunologico da
hactéria e que combate virus cortando partes
do seu DNA. Depois de publicar o estudo em
2011, ela trabalhou com Doudna para recriar a
tesoura genética da bactéria, simplificando a
ferramenta para usa-la em outros materiais
geneéticos. Elas reprogramaram entdo a tesoura
para serusada em qualquer molécula do DNA.

Crispr & a sigla para Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, ou seja,
repeticoes palindromicas curtas agrupadas e
regularmente interespacadas. Essas repeticoes
correspondem a regioes do DNA bacteriano
onde se encontram Sequéncias que contém
instrucoes para produzir moléculas de RNA nao
codificantes para proteinas que sao capazes de
reconhecer moléculas de DNA de bacteriofagos
que as infectam. Normalmente, apds o contato
dessas hactérias com seus invasores naturais,
0s RNAs produzidos guiam as nucleases do
sistema Crispr para 0 DNA do hacteriofago
invasor para corta-lo e inutiliza-lo, e, assim,
bloguear a infeccao.
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0 acionamento dessas areas no genoma
hacteriano funciona como um mecanismo de
defesa contra infeccoes, neutralizando a
reproducdo do material genético viral por um
processo denominado RNA de interferéncia.

Cientistas descobriram que essa regiao atua
como um sistema de defesa de bactérias, em
que pedacos de DNA de virus invasores sao
inseridos entre as repeticoes. Sao usados
como se fossem uma “memoria” numa infeccao
futura. Quando uma nova infeccdo ocorre, as
hactérias produzem enzimas (Cas9 é a mais
conhecida) que atuam como tesouras
moleculares que carregam a “memdria” do
virus. Com isso, Se 0 novo invasor apresentar
sequéncias idénticas a alguma dessas
“memdrias”, 0 material genético sera picotado
pela enzima.

Baseado nesse mecanismo de defesa das
hactérias, os cientistas descobriram como
informar a essas enzimas, a sequéncia a ser
editada em um genoma. A informacgdo ocorre
por meio de uma sequéncia de RNA que é
construida e sintetizada em laboratorio.

Esse RNA é chamado de RNA-guia (SgRNA)
pois, & construido de acordo com a sequéncia
de DNA a ser modificada, ou seja, um ou mais
genes de interesse. Dessa maneira 0 SERNA
pode conduzir, por exemplo, a proteina Cas9
até uma regido do genoma do organismo que
esta sendo modificado e cortar a dupla fita de
DNA.



As células possuem mecanismos naturais de reparo de sequéncia de DNA, que sao ativados toda vez que este é
danificado. Uma vez que o DNA é cortado pela proteina Cas9, o sistema de reparo dessa célula é ativado e vai
‘consertar” o fragmento alvo. Esse reparo pode acontecer por recombinacao homologa ou nao homéloga.

Na recombinacao homologa a célula utiliza um molde de fragmento de DNA, que pode ser natural da célula ou
exogeno. Neste caso & possivel inserir genes. Ja na recombinacao nao homologa a célula apenas une as duas
extremidades do fragmento de DNA. Neste caso & possivel inativar genes.

Um trecho do artigo traduzido que demonstra uma possivel aplicacao:

Pesquisadores na universidade de Tel Aviv (TAU) demonstraram que a técnica CRISPR/Cas9 & bastante efetiva no
tratamento de cancer metastatico (glioblstoma e dvarios), um passo significativo em direcdo a descoberta da cura
do cancer. Pesquisadores desenvolveram um novo lipidio com um sistema de entrega haseado em nanoparticulas

que agem especificamente nas células cancerigenas e as
destroem através de manipulagao genética.

Tratamento revoluciondrio a hase da técnica de edicao genética CRISPR destroi

células cancerigenas

Link de acesso ao artigo:
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Tira dividas

Aula se aprofundou em forense, tema solicitado por uma aluna que pretende trabalhar como perita futuramente.

A forense a partir de técnicas de biologia molecular alcanca uma resposta de um crime, com 0 proposito de as
vitimas nao sejam prejudicadas e que haja justica.

Pode serveraaplicacdo da forense neste video:

A biologia molecular tem uma diversidade hem grande de oportunidades de trahalhos. BioMol ndo se limita a esta
no laboratorio sentado em uma bacanda realizando PCR.

0 video a haixo & hem explicativo sobre as diversas areas de atuacdo de Biologia Molecular:
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Sequenciamento do DNA.

0quee?

0 sequenciamento genomico & uma técnica
que permite identificar, na ordem correta, a
sequéncia de nucleotideos de uma molécula de
DNA ou RNA, visando conhecer a informacao
genética contida nesta estrutura.

Quais sao  os  objetivos  do
sequenciamento?

- Determinar a estrutura de uma molécula de
DNA, identificando a ordem dos nucleotideos
componentes.

- Deteccdo de mutacoes

-Tipagem de microrganismos

- Determinacao de polimorfismos

TIPOS DE SEQUENCIAMENTO:

e Baseada em hidrolise  quimica,
desenvolvida por Alan Maxam e Walter
Gilbert.

e Baseada em reacdo  enzimatica,
desenvolvida por Frederick Sanger e cols.

Maxam e Gilbert:

-(1976 - 1977) - Allan Maxam e Walter Gilbert
desenvolveram  um  método  de
sequenciamento de DNA hbaseado na
modificacao quimica do DNA e na clivagem
subsequente de hases especificas.

Etapas:

Preparacao do DNA;
Tratamento quimico;
Eletroforese;
Autorradiografia.
Analise do Resultado

1. Separa-se aamostra em 4 tuhos.

2. Insere-se 0 32 P nas amostras de DNA,
assim a extremidade 5 do DNA fica
marcada pela radiacao do 32P.

—d L e & d L L L

36



No primeiro tubo adiciona-se Dimetil Sulfato
(DMS). (guanina)

No segundo adiciona-se Dimetil Sulfato +
Acido Fdrmico. (guanina + adenina)

Esses dois primeiros clivam a coluna de
fosfato e acicar, no primeiro identifica-se a
guanina, no segundo identifica-se a guanina +
adenina.

0s dois dltimos modificam as hases,
identificando as pirimidinas ( citosina e timina)

No terceiro adiciona-se Hidrazina (citosina)

No quarto adiciona-se Hidrazina + Cloreto de
Sadio (citosina + timina)
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DNA molde adicionado
VEWsy Jy em cada um dos tubos
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As handas geradas ap0s a “corrida” destes
fragmentos em gel de poliacrilamida podem ser
visualizadas apds a impressao de um raio X. A
determinacao da sequéncia de nucleotideos &
ohtida “lendo-se” de baixo para cima, um a um,
0s nucleotideos representados pelas bandas
do gel

Sanger:
A sequenciamento do Sanger tamhém utiliza
a radioatividade, porém marca os fragmentos
de DNA sintetizados a partir da fita molde.
Observacao: A sintese de novos fragmentos
de DNA a partir da fita molde s foi possivel
gracas ao desenvolvimento da técnica de PCR.

DNA molde que sera sequenciado separado
em 4 tuhos.

Enzima DNA polimerase capaz de produzir
copias relativamente fiéis do DNA molde;

Polimerase; Solucdo tampdo, contendo o
cofator magnésio (Mg), necessario para que a
enzima DNA polimerase desempenhe sua
atividade

Didesoxinucleotideos (ddATP, ddCTP, ddGTP e
ddTTP), que atuam como terminadores da
sintese de DNA
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Figura 3. Diferenga entre desoxinucleotideo e didesoxinucleotideo. Em (A), temos um
desoxinucleotideo contendo trés grupos fosfato, uma ribose com uma hidroxila na posigio 3'
(vermelho) ¢ uma das quatro bases nitrogenadas. Em (B), temos o didesoxinucleotideo evidenciando
aauséneia da hidroxila na posiglio 3’ da ribose (vermelho).




A auséncia do grupo OH na posicao 3" impede
a entrada de um novo nucleotideo (por isso
este meétodo & também conhecido como
“terminador de cadeia” ou “didesoxi").
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Na esquerda a dNTP, a direita ddNTP.
Sem a carboxila (OH), a formacao da ligacao
entre os fosfatos & interrompida.

ddNTP

Apds a adicao de ddNTP ocorre a inibicdo da
sintese da cadeia

Usa-se haixas concentracoes de ddNTP e altas
concentracoes de dNTP

Em cada reacdao, um ddNTP & incorporado
aleatoriamente a0 inves do  dNTP
correspondente, provocando a terminagao da
cadeia.

Aprimoramentos do Método de Sanger;

e Semiautomatico;
o Automatico.
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Modelo de
semiautomatico;

sequenciador

ABI 377: Este sequenciador detecta a
fluorescéncia emitida pelos

didesoxinucleotideos e a decodifica para
determinar a sequéncia de nucleotideos do
fragmento de interesse;

Modelos de sequenciadores
automatico;

I
s . €. B
MEGA BACE ABI PRISM 3700 ABI PRISM 3100

Modelos de sequenciadores automdticos que fazem uso da téenica de Sanger.

Método de Sanger semiautomatico;

0 principio de Sanger se mantém o mesmo,
porém a seguranca do técnico que antes tinha
contato direto com a radioatividade, fica mais
seguro, tendo em vista, que agora ndo utiliza
mais 0 composto radioativo.




Mas qual é a diferenca?

A principal modificacao foi a adicao
a0s didesoxinucleotideos, de corantes
capazes de emitir fluorescéncia quando
excitados em comprimento de onda
especifico, 0 método aprimorado utiliza
fluordforos diferentes para cada um dos
quatro tipos de didesoxinucleotideos,
que ao serem excitados, emitem luz
caracteristica do didesoxinucleotideo
incorporado.

Como consequéncia da incorporacao
dos didesoxinucleotideos marcados com
fluorescéncia, as quatro  reacoes
passaram a ocorrer num tubo dnico e seu
conteddo podia agora ser aplicado numa
(inica canaleta do gel.

Este fato fez com que o nimero de
amostras analisadas por corrida fosse
(quatro vezes maior.

Método de Sanger automatico;

0s géis (de dificil manuseio) foram
substituidos por finissimos capilares
preenchidos com gel onde os fragmentos
de DNA sao separados em altissima
velocidade.

As amostras sao aplicadas, atraves de
um sistema de eletro injecao
diretamente nos capilares

B
3

Apos a eletro injecdo, os fragmentos
comecam a migrar e encontram, num
determinado ponto, um feixe de raios
laser que excita os fluoroforos presentes
na extremidade 3" de cada fragmento
fazendo com que estes emitam
fluorescéncia caracteristica de um dos
quatro tipos de fluordforos.

Um detector registra esta fluorescéncia
e a transmite para um computador que
possui um software capaz de converter
fluorescéncia em picos coloridos, sendo
utilizado uma Gnica cor para cada um dos
quatro tipos de nucleotideos (verde para
adenina, preto para guanina, azul para
sequenciando genomas 35 citosina e
vermelho para timina)

3" DNA & ser
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Desnaturacao da dupla fita, ddNTP
marcados com compostos florescentes
sao incorporados a cadeia nascente de
DNA sintetizada pela DNA polimerase.

Atraves de um sistema de eletro
injecao, os fragmentos de DNA recém-
sintetizados comecam a migrar e
encontram, num determinado ponto, um
feixe de raios laser que excita oS
fluoroforos fazendo com que estes
emitam fluorescéncia caracteristica de
um dos quatro tipos de nucleotideos.

Um detector registra a intensidade e
comprimento  de  onda  desta
fluorescéncia e a transmite a um
computador que possui um software
capaz de converter fluorescéncia em
picos coloridos (cromatograma) que sao
decodificados na  sequéncia  de
nucleotideos do fragmento

Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS):

0 projeto do genoma humano,
Necessidade de obtencdo de
informacdes genéticas para medicina
personalizada,
Avanco da tecnologia
Impulsionaram 0 desenvolvimento de
novas metodologias de sequenciamento:
com melhor qualidade, menor custo,
maior rapidez e maior capacidade de
geracdo  de informacdes  (“high
throughput” / alta demanda)
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Atualmente  existem  diversas
tecnologias  voltadas  para 0
sequenciamento do DNA em larga escala;
A Roche foi a primeira empresa a
desenvolver esta estratégia que se
haseia na tecnologia de
pirosequenciamento (Plataforma 454):

(NGS):454

Esta tecnologia dispensa a clonagem
e tem haixo custo (comparado a outros
métodos existentes):

0 sistema de sequenciamento & cerca
de 100 vezes mais rapido quando
comparado a0 método de
sequenciamento padrao de Sanger.

Este método pode ser dividido em

trés etapas:

1. preparo da amostra (Na primeira
etapa, o DNA & fragmentado
aleatoriamente por nebulizacao,
sendo selecionados os fragmentos
com tamanho adequado)



2. PCR em emulsao e SoliD

3. Sequenciamento. m— e i iz ou o
..m_ﬁ_'h:.h_:_* = Taadiaad i iaass
* IiEiree S
T e S |
0. A oo WO, W
Plataforma 454 " ‘
Bo_ 8= S—
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|In|||||,.||. « Nao possui etapa de amplificacdo
e = s oommmacio o  Maior sensibilidade na leitura
Ml S P e Exemplo: lon Torrent (Life
| A APS Luciferna | .
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C € | worease | . {@;L GI
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Sequenciamento  de  nova . o
| ~ Varios segmentos de DNA sao dispostos
gera@ao(NGS) em um chip contendo um sensor que
o llumina detecta variacao do pH e uma

polimerase.

Um tipo de nucleotideo (A, T, C ou G) &
fornecido por vez ao chip.

Se 0 segmento de DNA possui
determinado  nucleotideo em sua
Sequéncia, nessa posicao, ele sera
incorporado e a mudanca de pH sera
detectada.



Assim & possivel saber qual nucleotideo
foi adicionado.

Ciclos de fornecimento de A, T,C e G sdo o ke R
constantemente repetidas até que todos P e
0s segmentos tenham suas fitas Y c —
complementares formadas e a sequéncia - .

obtida. |
Deteccao  direta - método de

sequenciamento bastante rapido.

T Nucleotideo Tadicionadoac pogo

T Ligadoa fitamelde |

. SII'E_D_IQIIEL w Chip

Sequenciamento do DNA
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