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PREFACIO DA REEDIGAO

Sobre as Origens do Texto

O presente volume reedita as aulas de genética molecular que constituiram
parte do programa da disciplina de Quimica Fisiolégica que regi na Faculdade
de Medicina da Universidade de Lourengo Marques, no ano lectivo de 1972 a
1973. Aquelas aulas foram reeditadas recentemente’.

A importancia da descoberta da estrutura do dcido desoxirribonucleico, a
progressao quase geométrica dos conhecimentos sobre o fluxo e regulacao da
informacao genética a que dera origem, e as perspectivas de aplicagdo extensi-
vas a Medicina que ja entdo se auguravam justificaram que entao lhes desse
particular destaque no programa do curso e consolidasse o seu ensino, sob a
forma de um texto policopiado. Circunstancias da vida pessoal (designada-
mente, a mobilizagao militar para uma area de intervengao no norte de Mogam-
bique) ndo permitiram que aqueles apontamentos contivessem os esquemas
definitivos nem algumas das figuras projectadas nas aulas. Decidi, portanto,
proceder a sua reedigao em livro, com os elementos em falta, aproveitando a
oportunidade para evocar neste Prefdcio numa base cronolégica as principais
fases do progresso mais relevantes desde entao ocorridas no &mbito da Genéti-
ca Molecular.

A actual reedigado mantém a disposicao inicial do texto, organizado em oito
capitulos: 1. Cromossomas, Genes e Hereditariedade; 2. Nucledtidos e Acidos
Nucleicos; 3. Conformacdo, Replicacdo, Reparagdo e Recombinagdo do Acido
Desoxirribonucleico; 4. Acido Ribonucleico: Estrutura, Sintese e Transcri¢do Re-
versa; 5. Tradugao da Informagao Genética; 6. Codigo Genético; 7. Mecanismos
de Regulagao da Sintese Proteica; 8. Especulagées sobre a Origem da Vida.
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Os esquemas desenhados a mao na edigao original foram refeitos, alguns
dos quais pelo nosso antigo e dedicado técnico, Chim W. San.

As fotografias que completam a série de figuras foram generosamente ofere-
cidas pelos seus autores, ou obtiveram a sua permissao para serem utilizadas
na impressao, pelo que reitero o meu reconhecimento aos Drs. Alexander Rich,
Arthur Kornberg, Albrech K. Kleinschmidt, J. Herbert Taylor, Jack D. Griffith,
M. Nascimento Ferreira, Sydney Brenner e R.W. Horne.

A nossa funcionéria de longa data, Senhora D. Emilia Alves, que num traba-
lho exaustivo e meticuloso reorganizou a parte dactilogréfica e esquemas res-
tantes para a presente reedigao, expresso os maiores agradecimentos pelo tra-
balho havido. Fraterno agradecimento a Anténio Duarte pelo apoio em algu-
mas das figuras mais complexas.

Evolucao e Consolidacao da Genética Molecular

Nos trinta anos passados a investigagdo prosseguiu entusiasticamente e ex-
pandiu-se em multiplas direcgoes tematicas. Os conceitos clarificaram-se, o
conhecimento sobre algumas etapas e mecanismos foi esclarecido, a nomen-
clatura ficou mais rica, as perspectivas ampliaram-se a niveis originalmente
insuspeitéveis (designadamente no diagndstico e na terapéutica), as aplicagoes
tecnolégicas com base na anéalise da sequéncia dos acidos nucleicos possibili-
taram avangos essenciais no despiste dos polimorfismos humanos e na insti-
tuicao de terapéuticas génicas?. Nesta ordem de progresso é legitimo especular
sobre o futuro, em que a clinica médica sera profunda e decisivamente modifi-
cada pela utilizagao da gen6mica®, ainda que esse dia nos pareca ainda longin-
quo e também incerto*.

Adicionalmente, a confirmagao de que o “dogma central” do c6digo gené-
tico inclui variantes que justificam a diversidade dos organismos, explicam
as diferentes fungoes codificadas por tecido distintos a partir de um conjunto
de genes comuns, e o facto de um mesmo gene poder determinar a sintese de
multiplas proteinas com actividades também diferentes, entre outras situa-
¢Oes, nao contradiz a esséncia da genética molecular na sua simplicidade
estrutural®.

Do DNA duplex ao codigo genético — Constitui um facto assente e ampla-
mente confirmado que a informagao genética esta contida na disposigéao se-
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quencial das bases nucleotidicas de cada molécula do acido desoxirribonu-
cleico (DNA).

A sintese de proteinas com as mais diversas caracteristicas estruturais e
funcionais culmina num conjunto de etapas, através das quais a informacéao
genética em cada duplex de DNA é, através da complementariedade das suas
bases, replicada, transcrita e, por fim, traduzida®. Podera afirmar-se que o mo-
delo em dupla hélice para a estrutura molecular do dcido desoxirribonucleico
resistiu a prova de tempo, justificando que o seu cinquentenario fosse come-
morado com grande jubilo, em 2003 por todo o mundo, cientifico e cultural.

Aquela importante contribuicao, tradicionalmente atribuida a James Wat-
son e Francis Crick, foi publicada no ntiimero de 25 de Abril de 1953 da Nature,
em artigo de uma pégina, precedendo outras duas contribuigoes de diferentes
autores. De comum, os trés artigos tiveram o mesmo titulo (molecular structure
of nucleic acids), embora com substitulos diferentes’. Tao peculiar coincidén-
cia pretendia indicar, com elegancia, que o assunto havia sido estudado e re-
solvido por trés grupos de trabalho embora, na pratica, o segundo e terceiro
artigos dessem a precedéncia ao de Watson e Crick. Sabe-se que a inclusdo dos
trés artigos no mesmo nimero da Nature resultou de um acordo do editor do
jornal com os principais responsaveis pelos dois grupos de trabalho envolvi-
dos, Sir Lawrence Bragg (director do Laboratério Cavendish, de Cambridge,
onde trabalhava Francis Crick e estagiou o norte americano James Watson) e
John Randall (director do Departamento Wheatston de Fisica, do King’s Colle-
ge, em Londres). Por detras daquela decisdao havia um passado de polémica e
algumas desvirtudes em que a natureza humana é tao prédiga, nomeadamente
a inveja e a deslealdade.

E um facto que o artigo de Watson e Crick atingiu a notoriedade, enquanto
dos outros quase ninguém recorda. Wilkins ainda partilhou com aqueles seus
contemporaneos o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1962. Rosalind
Franklin, por ter falecido entretanto aos trinta e oito anos de idade, nao benefi-
ciou de idéntico reconhecimento. Porém, é indiscutivel que foram os contribu-
tos de Rosalind Franklin®, através da difracgao com raios X, que esclareceram o
arranjo estrutural do DNA e a disposigao das bases puricas e pirimidicas no
interior da dupla hélice, que possibilitaram a Watson e Crick avangarem com a
hipétese publicada em 1953. E de notar que nenhum destes dois tltimos auto-
res executou trabalhos experimentais conducentes a sua conclusao. O seu con-
tributo foi fundamentalmente conceptual. Para tal, mantiveram-se bem infor-
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mados sobre os resultados e progressos registados por outros investigadores,
utilizando para a formulacao das suas hipoteses um gabinete cedido por La-
wrence Bragg, equipado com um quadro e onde construiam os esquemas tridi-
mensionais (em arame e bolas de plastico e, por fim, com recortes em cartao
das bases de purina e pirimidinas). Deste trabalho persistente resultou o mode-
lo de DNA que ficou para a histéria, desenhado no artigo da Nature pela mu-
lher de Crick, Odile.

Ressalvando a questionavel metodologia que utilizaram para os seus objec-
tivos, ficou a dever-se a Watson e Crick a resolugao genial do enigma da infor-
magcao hereditaria e do mecanismo codificador das proteinas celulares que lhe
esta dependente.

Criado o modelo de DNA, o conceito ficou aberto para Crick propor, em
1955, junto de 20 colegas bidlogos moleculares do “RNA Tie Club”, a hipétese
da existéncia de uma molécula intermediaria (que designou por “adaptador”)
que reconheceria e localizaria cada aminoacido na sequéncia proteica, de acor-
do com a sequéncia de um cédigo existente na molécula de RNA mensageiro,
transcrita de uma das faixas do DNA codificador. Aquela proposta viria a ser
publicada somente trés anos depois®.

A equipa liderada por Paul Zamecnick, na sequéncia da descoberta de que
os aminoécidos utilizados na sintese proteica eram pré-activados a nivel do
seu grupo carboxilo'’, reforgou a hipétese de Crick e Cols® de uma espécie
soltivel de RNA (RNA ) a que se uniriam aqueles aminoédcidos"'. Posteriormen-
te, ao ser-lhe reconhecida funcgoes de transferéncia de aminoacidos, aquela
molécula passou a ter a designagdo de RNA, (de transferéncia).

Dois anos depois, Brenner e Cols'? revelaram que a informagao genética era
transportada do DNA para os ribossomas por uma molécula instdvel de RNA,
que designaram de RNA mensageiro (RNA ). Em 1965 a equipa de Brenner
viria a caracterizar no DNA os coddes de terminagdo da sintese proteica’®.

Crick e Cols** conceptualizaram a natureza geral do cédigo genético, a ser
“escrito” em “palavras” (codées) constituidas por trés das quatro bases diferen-
tes do DNA, prevendo um total de 64 possiveis codoes. As moléculas de RNA,
interviriam na descodificagdo do DNA.

Hoagland, no artigo com que se associou as celebracgoes do cinquentena-
rio do duplex do DNA, expressou bem a epopeia entusidstica que foi a dos
primordios da descodificagdo dos mecanismos que determinaram a sintese
proteica®.
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Ainda em 1961, Mary Lyon propo6s que apenas um dos cromossomas X fe-
mininos seria aleatoriamente inactivado'®. Este fenémeno, que consagrou no
termo “lionizagao” o nome daquela investigadora, explica que homens e mu-
lheres possuem contetidos equivalentes de DNA nao obstante, em termos fun-
cionais terem ntimero “diferente” de cromossomas.

A definigao do c6digo genético, iniciada por Nirenberg e Matthaei em 1961,
foi essencial para o esclarecimento da sintese proteica. O cédigo foi decifrado
em cerca de seis anos, passando por duas fases experimentais. Na primeira, a
composigao das bases dos coddes e a natureza de cada codao foram estudados
com polimeros de nucleétidos, utilizando diferentes combinagoes de bases num
sistema de sintese proteica acelular. Na segunda fase foi definida a sequéncia
de bases em cada codao, de modo que a informagao genética dos acidos nuclei-
cos tivesse uma correspondéncia especifica com o ordenamento dos aminoaci-
dos em cada tipo de cadeias polipeptidicas. Naquele estudo foi evidenciado
que o RNA actuava como molde para a sintese polipeptidica, em que, por exem-
plo, aos residuos de uracilo numa cadeia sintética poli U correspondia o ami-
nodcido fenilalanina nas proteinas. A data era ainda controversa a funcéao do
RNA,, por néo ter sido ainda demonstrada a sua participagao na sintese protei-
ca. A colinearidade entre a sequéncia dos genes no DNA e a estrutura proteica
foi confirmada através de mutagdes genéticas, por Yanofsky e Cols™®.

Khorana e Cols* deram relevante contribuigao a clarificacao do cédigo ge-
nético, através de uma sequéncia de experiéncias com polinucleétidos, utili-
zando a técnica de Leder e Cols* para determinarem a ligacdo dos compostos
aminoacil-RNA, aos ribossomas, em fungédo dos codoes apresentados. Pelos
resultados da sintese polipeptidica foram sucessivamente deduzidas as sequén-
cias codificadoras dos aminoacidos essenciais, o que confirmou, na generali-
dade, as anteriores observagoes do grupo de Nirenberg'® e a degenerescéncia
do cédigo, incidente na terceira posigdo do codao*.

Holley e Cols** * demonstraram, através da identificacao na E. coli de duas
moléculas de RNA, para a leucina, que a degenerescéncia do cédigo seria atri-
buivel a diferengas na sequéncia de nucleétidos que constituiam o anticodao
nas moléculas que intervinham como “adaptadores ao c6digo”?*. O anticodao
estaria localizado a meio da molécula de RNA,, cuja estrutura secundaria teria
a forma de uma “folha de trevo” ?*. No seguimento da purificagao de compostos
aminoacil-RNA * para a alanina, histidina, tirosina e valina na levedura®, foi
definida a composigao do RNA, para a alanina, a qual foi a primeira sequéncia
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nucleotidica de um acido nucleico a ser conhecida. Indirectamente, aquela
sequéncia identificaria também a primeira sequéncia conhecida de um gene,
determinante para a transferéncia de alanina nas células de levedura.

Em 1968, Marshall W. Nirenberg, Robert W. Holley e Har G. Khorana foram
galardoados com o Prémio Nobel em Medicina, “pela forma como interpreta-
ram o c6digo genético e a sua fungao na sintese proteica”. Na conferéncia que
proferiu na ceriménia onde lhe foi atribuido aquele Prémio, Nirenberg con-
cluiu (a propésito do cédigo genético) que “os acidos nucleicos actuam quer
como molde para outras moléculas quer como relégio biolégico”?.

No ano anterior May Ptashne? e Walter Gilbert?® haviam identificado e iso-
lado moléculas proteicas com actividade reguladora da expressdao genética;
aquelas moléculas, ao unirem-se a sequéncias nucleotidicas préximas de ge-
nes estruturais, reprimiam a respectiva expressao.

A recombinacao de DNA e o inicio da engenharia genética — Nos estudos
que realizaram entre 1968 e 1970, em culturas de Haemophilus influenzae,
Hamilton Smith e Cols**%° isolaram (por acaso) a primeira das endonucleases
de restrigao. Esta enzima (rapidamente purificada), que evidenciava a proprie-
dade de segmentar o duplex em sitios com determinada sequéncia, foi também
objecto de estudo por dois outros grupos de investigadores, liderados por Daniel
Nathans®' e Werner Arber®??®. Em 1978, Smith, Arber e Nathans foram galar-
doados com o prémio Nobel em Medicina pelo contributo que deram a “desco-
berta das enzimas de restrigao e a sua aplicagdo aos problemas da genética
molecular”.

Utilizando um conjunto de endonucleases de restrigdo, cada uma com espe-
cificidade para determinado sitio da sequéncia do duplex, passou a ser possi-
vel a obtencao de fragmentos de DNA com dimensoes conhecidas, a serem
utilizados nos diversos tipos de estudos, designadamente: sequenciagao de DNA,
isolamento de genes, construcao do DNA recombinante e anélise cromossémi-
ca. A tecnologia com endonucleares alterou profundamente os estudos subse-
quentes em biologia molecular e deu inicio a um novo campo de actuacao, que
seria a engenharia genética. Ainda em 1971, Ray Wu e Ellen Taylor** deduzi-
ram pela primeira vez uma sequéncia de DNA, representadas pelas 12 bases
terminais do genoma do fago lambda.

Além das capacidades referidas, as enzimas de restrigao seriam relevantes
para as trocas genéticas in vivo, inibindo-as ou promovendo-as®*. Adicional-
mente, a transposicao de segmentos de DNA seria atribuivel a sequéncias de
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insercao (insertion sequences, 1S) do fago A, incluidas no cromossoma da E. coli
ou de outras bactérias hospedeiras. Os segmentos de DNA delimitados por se-
quéncias IS (denominadas transposées) poderiam ser translocados por um vec-
tor para o genoma de outro organismo, além de participarem em outros meca-
nismos de recombinagao genética®**.

A endonuclease isolada da H. influenzae e as enzimas de restrigao isoladas
das estirpes B, K e KCP1 da E. coli também clivavam o DNA do virus SV40°'.
Destes estudos foi elaborado um “mapa de clivagem” para cada enzima de res-
tricao®, o qual passou a ser uma referéncia para o mesmo tipo de trabalhos em
outros laboratérios.

Sensivelmente na mesma época, Weiss e Richardson® identificaram uma
outra enzima, a DNA ligase, cuja fungao consistia em catalisar a juncao de
fragmentos separados de DNA. A utilizacdo da DNA ligase possibilitou a sinte-
se da primeira molécula de DNA recombinante pela equipa de Berg, em 1972,

Entretanto, os grupos de Howard Temin® e David Baltimore*® haviam de-
monstrado, em simultaneo, que alguns dos virus RNA (designados por retro-
virus) tinham uma enzima (transcritase reversa) com a capacidade de copiar
o seu RNA numa cadeia de DNA que, por replicagao, originava a formacao de
um duplex DNA (recombinante). Com esta descoberta, ndao s6 o dogma cen-
tral da biologia (DNA — RNA — proteina) passou a ter uma alternativa véalida
como, também, contribuiu para reforgar um novo campo de desenvolvimen-
to tecnolégico.

A transcritase reversa, tal como havia sucedido com as endonucleases de
restrigdo, situa-se na origem da engenharia genética. Conjugando as duas me-
todologias, copias de DNA (conhecidas por DNA recombinante ou cDNA) pas-
saram a ser facilmente produzidas a partir de fragmentos identificados de DNA
ou de RNA.

Em 1975, David Baltimore, Howard Martin Temin e Renato Dulbecco foram
galardoados com o Prémio Nobel em Medicina pela “descoberta sobre a inte-
racgdo entre virus tumorais e o material genético da célula”.

A construcao de moléculas de DNA por recombinagao foi iniciada pelo
método bioquimico que havia sido desenvolvido pelo grupo de Berg*. Nos
estudos que conduziram aquela descoberta foram obtidas moléculas de DNA
do virus SV40, previamente integradas em segmentos com os trés genes do
metabolismo da galactose da E. coli. O objectivo expresso daqueles trabalhos
era o desenvolvimento de um método que possibilitasse a insergao de segmen-
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tos definidos de DNA (contendo nova informagao) em células de mamiferos.
Havia sido demonstrada a facilidade com que o SV40 provocava alteragoes
transmissiveis no crescimento de células humanas em cultura, conferindo-lhes
caracteristicas tumorais*'. O projecto apoiava-se na demonstrada associagao
(covalente, estavel e transmissivel) que o genoma viral adquiria junto dos ge-
nomas de outras células de mamiferos***3.

O entusiasmo inicialmente suscitado pela técnica de recombinagdao do DNA
junto de diversos cientistas foi seguido de perto por recomendagoes de pru-
déncia por parte de outros investigadores, que alertavam para o perigo potenci-
al de serem criados novos tipos de moléculas de DNA com propriedades infec-
tantes ou outras, de consequéncias imprevisiveis.

Daquele movimento resultou a proposta para uma moratéria voluntéria ao
desenvolvimento de algumas experiéncias de recombinacao do DNA*, a qual
culminou na “Conferéncia Asilomar”*, realizada em 1975 no Asilomar Confe-
rence Center (Califérnia, USA) em que foram aprovadas, com exemplar con-
senso, recomendagoes fundamentais para o prosseguimento de investigagoes
com recombinagoes do DNA*®,

Em 1980, Paul Berg partilhou com Walter Gilbert e Frederich Sanger, o Pré-
mio Nobel em Quimica, “pelos estudos fundamentais na bioquimica dos &ci-
dos nucleicos, em particular sobre o DNA recombinante”.

A tecnologia da recombinagao genética foi o ponto de partida para os pro-
cessos de clonagem e outras relevantes contribuigoes, algumas das quais com
aplicagao médica.

A obtencao da primeira molécula de DNA recombinante clonada e, por
conseguinte, a fundagdo do método de clonagem foi referida por Cohen e
Cols, em 1973, Para o efeito foi demonstrado que uma molécula de plasmi-
deo podia ser replicada numa bactéria. O plasmideo era o vector do DNA
que se pretendia clonar em culturas de E. coli. A replicagao de DNA exo6ge-
no na bactéria originava quantidades substanciais de pequenos fragmentos
clonados®.

No mesmo ano, recorrendo a enzimas de restrigdo, Khoury e Cols* obtive-
ram o primeiro mapa da molécula de DNA do virus SV40.

No ano seguinte, Robert Kornberg® demonstrou que a cromatina se organi-
zava em unidades estruturais designadas nucleossomas, constituidos por regioes
repetitivas de DNA em cerca de 200 pares de bases, estreitamente unidas a
histonas e separadas entre si por segmentos de DNA, em parte associadas a
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proteinas nao-histonas ou sem proteinas envolventes, o que conferia ao con-
junto uma configuragdo em “colar de pérolas”.

Entre outros exemplos daquela aplicagao pratica destaca-se a producao de
vacinas de uso humano. A primeira vacina, contra a hepatite B, também consi-
derada a primeira vacina anti-cancro (hepatocarcinoma), foi patenteada por
Blemberg e Millman em 1972°!. Esta vacina consistia numa suspensao viral
inactivada pelo calor.

Baruch Blemberg havia descoberto o virus da hepatite B em 1965, que ficou
conhecido originalmente por “Antigénio Australia”®*. Em colaboragdo com Ir-
ving Millman desenvolveu um teste diagnéstico para o virus da hepatite B%
que, desde 1971, passou a ser utilizado por rotina em todos os dadores de san-
gue®. Num ensaio realizado por Maupas e Cols** em chimpanzés e humanos,
foram obtidos resultados favoraveis para aquele tipo de recombinagao. Por fim,
em 1981 foi aprovada a vacina produzida a partir dos anticorpos do plasma de
doentes®®, embora a sua comercializagao viesse a ser suspensa nos Estados
Unidos da América em 1990.

Na tentativa de se produzirem vacinas mais eficazes contra diversas doen-
cas infecciosas, foram desenvolvidos os primeiros estudos por recombinagao
genética. Em 1979 e 1980 os grupos de Valenzuda®, Galibert®® e Charnay e
Cols® apresentaram os primeiros resultados sobre a construcao de vectores
(plasmideos) clonados em E. coli, que incluiam sequéncias nucleotidicas do
gene que codifica a principal proteina do antigénio superficial do virus da he-
patite B (HbsAg).

Seguiu-se em 1984 a preparacao, por McAleer e Cols®, da primeira vacina
produzida por recombinagdo genética que se revelou eficaz contra uma infec-
¢ao viral humana. Nesta vacina, a sequéncia de DNA para o antigénio HbsAg
incorporada no vector (Saccharomyces cerevisiae) oferecia a vantagem (relati-
vamente a de origem plasmatica) de ndo conter nenhuma proteina humana. A
vacina demonstrou eficacia em chimpanzés e também em humanos, sendo
equivalente a produzida do plasma®'%?,

Ainda no mesmo ano Paoletti e Cols®® apresentaram resultados sobre uma
vacina produzida por engenharia genética. Este processo consistia na translo-
cagao (por “splicing”) de determinado gene do agente infeccioso codificador
(HbsAg do virus da hepatite, HSV-g do virus do herpes simplex, ou HA do
virus da influenza) para o virus da vacina da variola. Os virus recombinantes
obtidos, depois de injectados em animais de laboratério, induziram a produ-
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¢ao de anticorpos e revelaram-se eficazes na protecgao de animais re-infecta-
dos com doses que seriam letais. Em alternativa as formas injectadas, Morin e
Cols®* desenvolveram uma vacina de adenovirus recombinante, portadora da
sequéncia codificadora do antigénio de superficie do virus da hepatite B. Em
animais (hamster-modelo) especialmente adaptados a vacina recombinante
administrada por via oral, induziu a produgao de anticorpos contra os adeno-
virus e contra o HbsAg.

A vacina contra a hepatite B produzida por engenharia genética comegou a
ser comercializada a partir de 1987.

Southern apresentou em 1975% a técnica de “blotting” (que viria a ser desig-
nada em sua homenagem (“Southern blotting”) para detecgao de genes. Uma
variante deste método para a deteccao de RNA em lugar de DNA (que recebeu
a designagao de “Northern blotting), foi desenvolvida por Alwine e Cols, dois
anos mais tarde®.

Entretanto em 1976 é anunciada a descoberta de proto-oncogenes®’, e esta-
belecida a sua relagdo com os oncogenes*:. Nesse trabalho foi sugerido a possi-
bilidade da participacao da sequéncia src (presente no DNA das células nor-
mais e relacionada com DNA de retrovirus) na regulagao do crescimento, de-
senvolvimento e transformagao das células normais por agentes fisicos, quimi-
COos ou virais.

Nao s6é aquelas previsoes se revelaram correctas como também vieram a
exercer notavel influéncia em praticamente todos os aspectos da regulacao ce-
lular e também, na investigagao do cancro. Pelo seu contributo neste dominio,
J. Michael Bishop e Harold E. Varmus foram galardoados em 1989 com o Pré-
mio Nobel em Medicina.

Era Genomica

Metodologias de sequenciacao e identificacao do genoma — A Era Genomi-
ca tera sido iniciada em 1976, com a primeira sequenciagdo completa de um
genoma, do bacteri6fago RNA MS2, por Fiers e Cols®®. Todavia, trés anos antes
Sanger e Cols tinham ja sequenciado 50 bases do genoma do bacteri6fago® e,
em 1975, haviam apresentado um método de sequenciagdo de DNA’°.

Uma versao mais avangada daquele método, proposta em 19777*, veio con-
ferir um significativo impulso aos estudos dai em diante desenvolvidos sobre o
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genoma. Recorrendo aquela metodologia, Seeburg e cols’ sequenciaram o pri-
meiro gene humano, referente a hormona somatomamotropina coriénica e, no
ano imediato, apresentaram a sintese da somatotropina em cultura bacteria-
na”®. Na mesma época Itakuta e Cols’ divulgaram a obtencao da primeira pro-
teina humana sintetizada in vitro, a partir da expressao do gene da somatosta-
tina em culturas de E. coli. Dois anos mais tarde aquele grupo obteve as cadeias
A e B da insulina humana, por expressao dos respectivos genes (de sintese
quimica) em E. coli”®>. No mesmo ano, Goeddel e Cols obtiveram a somatotropi-
na humana em E. coli com DNA recombinante’® e Roskam e Rougeon” apre-
sentaram a clonagem quase completa do gene humano da hormona de cresci-
mento. Rougeon e Cols” ja haviam obtido, quatro anos antes, o gene da cadeia
B da globina do coelho que foi a primeira sequéncia genética de um mamifero
a ser clonada. Em 1980 Derynck e Cols’® comunicam a produgao do gene inter-
ferao humano pelo mesmo processo.

Entretanto, em 1977, os grupos de Phillip Sharp®® e Richard Roberts®! cons-
tataram que os genes de organismos superiores e respectivos virus frequente-
mente tendiam a separar-se, aparecendo associados no RNA . Ao analisarem a
replicacdo do adenovirus em células humanas verificaram que no mesmo gene
co-existiam sequéncias de DNA que nao codificavam (intrées), intervaladas
por sequéncias codificadoras (exdes). Embora todo o gene fosse transcrito, os
intrées eram removidos por “splicing”, pelo que o RNA_ continha somente os
exoes transcritos.

No mesmo ano em que Maniatis e Cols®? apresentaram a técnica de rastreio
para elaboracdo de uma biblioteca genémica de eucariotas, foi fundada a pri-
meira empresa privada de biotecnologia (a Genentech Inc), e ocorreu o nasci-
mento do primeiro “bebé-proveta”s.

Dois estudos independentes deram renovado contributo a identificagao de
genomas, um dos quais foi o do grupo de Frederick Sanger®* (ao identificar o
genoma completo do bacteri6fago £-X174), sendo o outro o de Walter Gilbert e
Allan Maxam®®, ao proporem um método de sequenciagao quimica utilizavel
em DNA (duplex ou em cadeia simples) de qualquer proveniéncia.

Em 1980 Sanger e Cols® apresentaram mais um método (que ficou conheci-
do por “shotgun method”) para a preparacao de modelos de DNA de sequenci-
acgao, utilizando bacteri6fagos para desenvolvimento de fragmentos de DNA.
Dois anos depois, utilizando aquele método, o mesmo grupo apresentou o ge-
noma completo do bacteriéfago lambda®’.
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Ainda em 1980 Walter Gilbert e Frederick Sanger foram galardoados com o
Prémio Nobel da Quimica, pela “contribuigdo que deram a determinagao da
sequéncia de bases nos acidos nucleicos”.

A produgéo de hibridomas a partir de linhagens celulares de mieloma-
baco, com a capacidade de formar anticorpos com actividade pré-determi-
nada, pelos métodos descritos em 1975 por Kohler e Milstein®, foi poste-
riormente melhorada e expandida por David Parks e Cols®’, em 1979. A
partir daqui estavam criadas as condigbes para a produgao de anticorpos
para investigacdo e aplicacdo médica, de que resultou uma nova area bio-
tecnolégica.

Num intervalo muito curto sucederam-se os primeiros estudos de aplica-
¢ao biotecnolégica em medicina molecular. Em 1976, Kan e Cols® obtiveram
o primeiro diagnostico pré-natal de alfa-talassémia pelo exame de DNA no
liquido amniético; dois anos depois propuseram a utilizagao daquela meto-
dologia no diagnéstico das drepanocitoses®. Em 1979, novamente Kan e Chan
identificaram a mutacgao responsavel pela beta-talassémia®. Alguns anos mais
tarde, Saiki e Cols®® deram novo impulso ao diagnéstico da drepanocitose,
com a identificagao do defeito genémico da cadeia beta da globina.

A conceptualizagdo de tecnologia transgénica, iniciada na década de 80,
teve como modelo de escolha preferencial o murganho (Mus musculus)®. O
primeiro animal (murganho) transgénico, apresentado por Jon Gordon e Cols®
resultou da microinjecgao de duas estirpes recombinadas em plasmideo dos
virus herpes simplex e de simio 40 (SV40) no prontcleo de 6vulos fertilizados
de murganhos, seguidamente reimplantados em fémeas pseudogravidas. Os
resultados obtidos demonstraram que aqueles genes virais poderiam ser intro-
duzidos no genoma de organismos recipientes.

Alguns anos mais tarde comegou a ser desenvolvida a produgao, por enge-
nharia genética, de murganhos mutantes para estudo comparativo e investiga-
cao fisiopatologica®.

Putney e Cols”, em 1983, tendo como ponto de partida o método da sequen-
ciagao “shotgun”, desenvolveram um novo processo que possibilitava a sequen-
ciagdo de fragmentos genéticos para seleccao de clones de DNAc para a sintese
das proteinas em geral. Este método veio a ser conhecido pelo acrénimo EST
(Expressed Sequence Tag)

Da diversidade genémica aos primeiros marcadores patolégicos — A re-
combinagao, factor importante na diversidade genémica, ocorre mais frequen-
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temente nos designados “pontos quentes de recombinagao”, cujos determinan-
tes moleculares e de actividade continuam por esclarecer. Outra caracteristica
da recombinagao € a sua variabilidade, o que podera justificar a ocorréncia de
polimorfismos proteicos®.

O primeiro marcador polimérfico de DNA associado ao locus genético da
doencga de Huntington foi identificado por Gusella e Cols, em 1983%. O genoti-
po, localizado no brago curto do cromossoma 4 (4p16.3), foi isolado e clonado
dez anos depois pelo Huntington’s Disease Collaborative Research Group'®. O
defeito consiste numa sequéncia de trés nucledtidos (CAG), multirrepetida,
cuja extensao parece relacionar-se com a gravidade da doencga.

Merecem referéncia os seguintes outros exemplos de recombinagoes entre-
tanto identificadas: recombinagdo ndo uniforme do agregado genético para a
beta-globina humana (descrita em 1984 por Chakravate e Cols*!), a da fosfogli-
comutase (identificada por Yip e Cols'*?> em 1999), e a do complexo do antigé-
nio da histocompatibilidade (HLA) em leucocitos humanos (apresentada em
2000 e 2001 por Jeffrey e Cols'**'*). Sao bem conhecidas duas situagdes pato-
légicas humanas resultantes da recombinagdo em “pontos quentes”, a doenga
de Charcot-Marie-Tooth, em 1992, por Patel e Cols'*® e duas neuropatias parali-
santes periféricas, por Reiter e Cols'®®, em 1996.

Monaco e Cols'” isolaram, em 1986, fragmentos de DNA que seriam parte
do gene relacionado com a distrofia muscular dos tipos Duchenne e Becker. No
ano seguinte Hoffman e Cols'*® identificaram a proteina expressa pelo locus
genético da distrofia muscular de Duchenne, que designaram por distrofina.
Esta proteina estrutural do musculo estriado, e também do musculo liso, esta-
va ausente nas amostras colhidas de rapazes com aquela deficiéncia, bem como
em murganhos com alteragoes homologas.

Em 1982, Tabin e Cols'® evidenciaram pela primeira vez que o DNA de
células do tumor da bexiga de humanos induzia transformacao maligna em
culturas celulares de murganho normal, o que seria compativel com a presen-
ca de oncogenes activos no homem. No mesmo ano, o grupo de Gallo'® de-
monstrou que o DNA de células leucémicas e de linhas hematopoiéticas hu-
manas expressavam sequéncias homélogas de retrovirus tumorais em animais
de experiéncia.

Num intervalo muito curto assistiu-se a identificagao dos genomas de diver-
sos virus, responsaveis por consideravel morbilidade e mortalidade humana a
nivel mundial. Entre esses agentes destacam-se os provaveis causadores do



24 J. Martins e Silva

sindroma da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), nas diversas variantes suces-
sivamente identificadas.

Em 1983, Seiki e Cols''! evidenciaram a sequéncia completa do genoma do
retrovirus HTLV-I (human T-cell leukemia virus), com mais de 9.000 pares de
bases, pb), associado a leucemia das células T de adulto. O genoma viral inte-
grava-se na DNA das células leucémicas. Uma variante da leucemia das célu-
las T foi detectada no mesmo ano, por Chen e Cols 2 num outro retrovirus
humano, o HTLV-II (com 8800pb), cuja sequéncia era diferente do HTLV-1. No
ano seguinte, Shaw e Cols'*®, ao compararem os virus HTLV-I e HTLV-III, veri-
ficaram a existéncia de extensas regioes homologas em ambos, a justificarem
semelhangas nalgumas propriedades, como o tropismo e a transformagao. Em
1985, Wain-Hobson e Cols''* sequenciaram o genoma do LAV (lymphadenopa-
thy-associated virus), enquanto Ratner e Cols'*® identificaram dois DNA pro-
virus do tipo III da leucemia humana de células T. Dois anos mais tarde, nova-
mente Ratner e Cols''® progrediram no esclarecimento dos mecanismos da lin-
focitoxicidade dos virus HTLV-III/LAYV, a qual seria dependente de determina-
das sequéncias nucleotidicas responsaveis pela replicagao, antigenicidade e
actividade linfocitopatica.

No mesmo periodo foram definidas as sequéncias genémicas de retrovi-
rus considerados responsaveis pelo sindroma da imunodeficiéncia adquiri-
da em macacos (SAIDS). O genoma viral SRV-1, com pouco mais de 8.000
pares de bases, além de apresentar uma estrutura tipica de retrovirus, nao
evidenciava semelhancas especiais com os retrovirus AIDS'”. Porém, essas
semelhangas foram notadas por Franchini e Cols''® em estirpes virais que
reproduziam sintomatologia equivalente a da AIDS em macacos (STLV-III
MAC), enquanto outras, que nao pareciam patogénicas, haviam sido isola-
das em humanos saudaveis (STLV-III AGM). Apesar de haver uma seme-
lhanga quase total entre humanos e chimpanzés, esta espécie nao desenvol-
ve a doencga, ao contrario dos macacos e outros simios. Os virus do tipo
STLV-III, que induzem em macacos rhesus um quadro patolégico muito se-
melhante ao da AIDS humana, tém um genoma quase sobreponivel ao do
tipo HIV2119,

Chee e Cols'* apresentaram em 1990 a sequéncia completa do duplex DNA
da estirpe AD 169 do Cytomegalovirus humano, sendo referida a sua ocorrén-
cia sob multiplas formas mutantes. Esta caracteristica veio a ser confirmada
por Dolan e Cols'** em 2004, tomando como base o tipo “selvagem” que, quase
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com 250.000 pares de bases, é o maior genoma de todas as espécies virais da
herpes humana.

O inicio da terapéutica génica — A terapia génica das doengas humanas
passou a ser um objectivo premente, em especial para as situagoes de natureza
hereditéaria que, frequentemente, conduzem a complicadas limitagées na qua-
lidade de vida ou morte precoce'??. A deficiéncia em adenosina desaminase
(ADA), que esta na origem de uma imunodeficiéncia combinada grave e rapi-
damente fatal, foi uma daquelas situacdes em que urgiam medidas terapéuti-
cas. Em 1987 Palmer e Cols'* propuseram a utilizagao da fibroblastos cutaneos
de doentes, que, depois de enriquecidos (por transferéncia do retrovirus) com
a enzima deficiente, seriam reintroduzidos no organismo. Foi demonstrado in
vitro que as células infectantes passavam a produzir enzimas em quantidades
dez ou mais vezes superiores as dos fibroblastos de humanos normais, assegu-
rando igualmente a metabolizacao de adenosina e desoxiadenosina adiciona-
das ao meio.

Entre as primeiras solugoes terapéuticas utilizadas incluiam-se a substi-
tuigao enzimatica (de ADA), preconizada por Hershfield e Cols, em 1988'*, e
a transplantagdo da medula com HLA idéntico, por O'Reilly e Cols, em 19892,
No ano seguinte foi definido o primeiro protocolo de terapéutica para a defi-
ciéncia em ADA', a ser aplicado em doentes que nao poderiam receber trans-
plante medular. Para o efeito, era proposta a infusao de linfocitos T daqueles
doentes, que seriam previamente infectados por um vector retroviral conten-
do duas copias do gene normal para a ADA. O método proposto foi ensaiado
em 1993, por Ferrari e Cols'”, em murganhos imunodependentes, injectados
com linfocitos de doentes em que havia sido restaurada a actividade enzima-
tica por transferéncia genética, sendo constatada a recuperacao da fungao
imunologica especifica. Em 1995, o grupo de Blaese'?® apresentou os resulta-
dos satisfatérios verificados em duas criancas com aquela deficiéncia enzi-
maética, que haviam recebido terapéutica genética durante dois anos. No mes-
mo ano, Bordignon e Cols'?® apresentaram resultados igualmente positivos,
em dois doentes a que havia sido administrada, por igual periodo de tempo,
uma terapéutica semelhante. Além dos linfocitos (T e B), também foram ad-
ministradas células de medula 6ssea de doentes, corrigidas em ambos os ca-
sos com o gene para a ADA. Verificou-se que os linfocitos provenientes da
medula 6ssea substituiam progressivamente os linfocitos periféricos que ha-
viam sido administrados.



26 J. Martins e Silva

Localizacao de Genes e suas Mutacoes

Barbara McClintock recebeu o Prémio Nobel em Medicina em 1983, pelo
conjunto dos seus trabalhos sobre a transposicao de genes com partes de cro-
mossomas (“elementos genéticos moveis”). O primeiro daqueles estudos havia
sido apresentado pela primeira vez, em colaboragao com a sua doutoranda
Harriet Creighton, mais de cinquenta anos antes'®. Além de destacar a disposi-
¢ao linear dos genes na estrutura dos cromossomas, aquele estudo conduziu a
conclusoes que B. McClintock, na sua conferéncia Nobel, resumiu na seguinte
frase: “o genoma poderia em situagoes de stress re-estruturar-se e renovar-se”.
Nao havendo davidas sobre a troca fisica de genes entre os cromosomas*®!, a
proposta de McClintock foi retomada e desenvolvida por Pennisi*** e Chicu-
rel®?, no sentido de que o genoma poderia controlar a sua propria mutagao®**134,

Entretanto, em 1983 McGinnis e Cols'*®.identificaram os genes regulado-
res homeodticos (Hox), que se verificou serem responsaveis pelo plano cor-
poral da generalidade dos animais'® e, aparentemente também, pelo sua
macroevolugao®’.

Em 1985, Kary Bank Mullis e Cols '*® desenvolveram uma tecnologia sim-
ples e renovadora “polymerase chain reaction” (ou “reacgao em cadeia da poli-
merase”), que, desde entdo, é universalmente conhecida pela sua abreviatura
(PCR). A técnica, tornou possivel ampliar, com precisao e rapidez as moléculas
de DNA em estudo. Em complemento, Alex Jeffreys e Cols'* divulgaram no
mesmo ano uma técnica que permite a identificagdo de marcadores genéticos
sob a forma de sequéncias repetidas de DNA (“minissatélites”), especificas de
cada individuo. Esta técnica, conhecida por “genetic fingerpinting”, veio a ter
grande utilidade em medicina forense, para o esclarecimento de paternidades.
As possibilidades do método foram actualizadas muito recentemente pelo seu
autor principal™.

Em 1989 Bale e Cols'*! localizaram o gene do melanoma cutdneo maligno e
do nevus displasico no cromossoma 1p. Porém, o gene da fibrose cistica (ou
“gene CF”, de cystic fibrosis ou “gene CFTR”, de cystic fibrosis transmembrane
regulator) foi o primeiro gene de uma doenga humana a ser sequenciado*?,
depois de White e Cols'*?, em 1985, haverem localizado o marcador genético
daquela doenga no cromossoma 7.

Merece particular destaque a anterior participagao do grupo de Lap-Chee
Tsui'*, na abordagem metodolégica que utilizou para a sequenciagao daquele
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gene. Em artigo de revisao foram referidas as dificuldades encontradas pelos
investigadores e os progressos sucessivamente obtidos na identificacao do gene
CFTR. A variabilidade clinica da doenga (e que é a doencga recessiva mais grave
na populacdo caucasiana, em que prevalecem a doenca pulmonar crénica obs-
trutiva e a insuficiéncia pancredatica) resultaria da distribuicao heterogénea dos
alelos entre a populagao!*® com fibrose cistica, em que o defeito na sintese da
proteina CFTR (por mutagao do respectivo gene) determinaria as condigoes de
transporte do anido cloreto (Cl) nos epitélios'.
O primeiro ensaio terapéutico da fibrose cistica foi iniciado em 1993,

Sequenciacao genomica de microorganismos e parasitas

A sequenciagao do genoma da S. cerevisiae foi o primeiro dos muitos pro-
jectos desenvolvidos a partir de 1989, visando a identificacao genémica com-
pleta de determinados organismos modelo (em que se incluiam também, p.ex.,
a Escherichia coli e o Caenorhabditis elegans), para antecipar com novas me-
todologias o estudo do genoma humano'.

O projecto da sequenciagao da S. cerevisiae foi activado em 1989 por Andre
Goffeau'*, reunindo inicialmente 74 laboratérios da Unido Europeia organiza-
dos em consércio. Esta associagdo contribuiu com mais de 55% para a identifi-
cagdo completa do genoma da levedura, juntamente com dois grupos norte-
americanos.

Dois anos mais tarde tiveram inicio quatro projectos, dos quais trés de labo-
ratérios norte-americanos (para o estudo do genoma da S. cerevisiae, E. coli e
Mycoplasma capricolum), decorrendo o quarto estudo (para a Caenorhabditis
elegans) em colaboragao euro-americana'’. A utilizagdo do DNA recombinan-
te conferiu enormes possibilidades nao s6 a compreensao da biologia molecu-
lar como também as tecnologias utilizadas no estudo do genoma, designada-
mente no isolamento e sequenciagao dos genes. A clonagem e a sequenciagao
conjuntas de genomas completos passaram a ser realizaveis. Para aquela me-
lhoria contribuiram substancialmente as inovagoes introduzidas na técnica de
sequenciagao de Sanger®.

O grupo de Hood"* havia apresentado, em 1986 um processo de fixagao dos
marcadores fluorescentes nos nucleétidos, que possibilitava a leitura e registo
imediato das bandas electroforéticas por computador. No ano seguinte Gorayne
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e Cols™?, recorrendo pela primeira vez a um sequenciador automético, deter-
minaram a estrutura genética dos dois genes que codificavam os receptores b-
adrenérgicos e colinérgicos do coragao de rato. No mesmo ano Burke e Cols'*?
propuseram um novo método para a clonagem de segmentos volumosos de
DNA (entre 100.000 a 200.000 pb).

O mapeamento e a sequenciagdo do cromossoma III da S. cerevisiae consti-
tuiu um importante avanco na identificacao do genoma dos eucariotas '**. Se-
guiu-se, com intervalo de meses, a sequenciagdao completa dos cromossomas
I1%%5, TI1*°¢ e XI**7. Finalmente, em 1996 foi identificado o genoma completo da
levedura®®, o qual contém cerca de 6.000 genes, em que aproximadamente
75% é constituido por sequéncias codificadoras de proteinas. Nao obstante ser
o genoma mais simples dos eucariotas conhecidos a data da sua identificagao,
possui 1,4x107 pares de bases de DNA, distribuidas por 16 cromossomas. Por
se replicar rapidamente e responder com facilidade as manipulagoes genéti-
cas, a S. cerevisiae (foi e continua a ser) um bom e reprodutivel modelo de
estudo dos processos genéticos em eucariotas superiores e mamiferos.

O genoma de outra levedura (Schizosaccharomyces pombe), sequenciado
por Wood e Cols em 2002'°, revelou a particularidade de ter o ntimero de
genes (4.824) entre os eucariotas estudados, dos quais cerca de cinquenta evi-
denciam semelhancas com genes de doenca humana.

Entretanto, o primeiro genoma de um ser vivo independente a ser completa-
mente sequenciado (pelo grupo de Fleischmann e Cols'® ) foi a da bactéria
Haemophilus influenzae. A sequéncia nucleotidica dos 1,8x10° pares de bases
que constituem o genoma da H. influenzae (inferior a metade do genoma da E.
coli) dispoe-se numa molécula circular, em que mais de 85% se destina a codi-
ficar proteinas.

No mesmo ano foi apresentado por Fraser e Cols'®' o genoma completo do
Micoplasma genitalium, constituido por cerca de 6x10° pares de bases. Este
genoma é o mais pequeno de todas as células conhecidas; do mesmo modo os
micoplasmas sao, entre as bactérias actualmente existentes, as que tém meno-
res dimensoes. As diferencas profundas quanto a fisiologia e actividade meta-
bélica de ambas as bactérias reflectem-se na complexidade relativa dos seus
genomas.

O genoma de E. coli, circular e constituido por mais de 4.000 genes, fora ja
parcialmente mapeado em 1992'%?, Apesar da sua simplicidade aparente, e de a
E. coli constituir uma das bactérias preferencialmente utilizadas nos estudos
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de biologia molecular, a sequenciagdo do genoma da estirpe nao patogénica K-12
da E. coli foi concluida somente em 1997, por Blattner e Cols'%. Cerca de 2/3 dos
genes identificados nao possuiam funcao conhecida e, entre os caracterizados,
mais de 85% codificavam polipéptidos. Por outro lado, muitas das sequéncias
genéticas eram comuns aos genomas de outras bactérias. De igual modo, nos
genomas das outras trés estirpes patogénicas de E. coli (0157:H7, contaminante
comum da 4dgua e alimentos; CFT073, uropatogénica e CLD933, entero-hemor-
ragica), sequenciadas posteriormente'®*, foram observadas grandes diferencas,
quer entre si quer em relagdo a estirpe nao patogénica, o que estaria relacionada
com o seu modo de acgao'®.

Em 1998, Cole e Cols'®® apresentaram a sequenciagao completa do genoma
da estirpe melhor caracterizada do Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), que
inclui mais de 4 milhdes de bases e cerca de 4.000 genes. A maioria das se-
quéncias codificantes do genoma bacteriano determina a sintese de enzimas
do metabolismo lipidico, o que, por si, constitui uma caracteristica impar entre
outras bactérias.

Ainda naquele ano foi anunciada a sequenciagao completa do genoma de
dois agentes infecciosos causadores de substancial indice de morbilidade e
também mortalidade humanas. O genoma da espiroqueta Treponema pallidum,
responsavel pela sifilis, foi determinado por um grupo liderado por J. Craig
Venter'®’; aquele espiroqueta engloba um total de 1,1x10° pares de bases e cer-
ca de 1.000 genes previsiveis, com particular destaque para os que expressam
proteinas de membrana e a hemolisina, (potencialmente indutora de virulén-
cia). Em comparagdo com outra espiroqueta patogénica (Borrelia burgdorferi),
causadora da doenga de Lyme e cujo genoma fora identificado em 1997 pelo
mesmo grupo'®®, existem diferencgas genéticas relevantes. Além do genoma de
Borrelia ter menor extensao (0,9x10° pb) e numero de genes previsiveis (853),
também nao possui cerca de 50% das proteinas sem funcoes identificadas que
existem nas espiroquetas.

Ainda em 1998 foi constituido um consércio internacional para a sequenci-
acdo do genoma do Plasmodium falciparum®®, que é o principal causador das
formas mais graves de malédria no homem. O genoma da P, falciparum, distri-
buido por 14 cromossomas, tem a dimensao de 23 Mb e inclui 5.300 genes
identificados. Em 2002 foi sequenciado o genoma completo da estirpe 3D7
daquele plasmodio'”?, assim como a sequéncia genémica do Plasmodium yoeii'’*
que é um parasita dos roedores-modelo utilizados nos estudos da malaria. O
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genoma do mosquito da malaria Anopheles gambie foi determinado no mesmo
ano'?, Em 2005 foi a vez de outro parasita, o Trypanosoma brucci, causador da
doencga do sono, ser codificado por Berriman e Cols.'”. Entre os 9.068 genes
previsiveis, num genoma com 26 Mb, destacavam-se os responsaveis pela co-
dificagdo das proteinas que afectam o sistema imunitario humano, uma carac-
teristica também observada nos plasmoédios'”.

Em 2000 Parkhill e Cols'”* revelaram o genoma completo da estirpe 22491
da Neisseria meningitidis, responsavel pelas maiores e mais graves epidemias
de meningite. A variabilidade antigénica da bactéria seria atribuivel ao grande
namero de sequéncias repetitivas do genoma.

No mesmo ano Heidelberg e Cols.'”® apresentaram a sequéncia genémica
completa da estirpe El Tor do vibriao (Vibrio cholerae), agente patogénico da
c6lera. O genoma é constituido por 4x107 pb, distribuidos por dois cromosso-
mas circulares de dimensoes desiguais. As principais fungoes celulares e pato-
genicidade sao referidas aos genes existentes no cromossoma maior, enquanto
a composigao dos outros cromossomas se assemelha a dos plasmideos.

O genoma dos primeiros eucariotas-modelo — Entre o genoma das levedu-
ras e o do homem situam-se, como exemplos de complexidade intermédia, o da
planta Arabidopsis thaliana, o do nematodo Caenorhabditis elegans e o da mosca
da fruta, Drosophila melanogaster.

A sequenciagdo do genoma do nemétodo C. elegans foi iniciado na década
de 90 pelo grupo liderado por John Sulston'’%'”” e Robert Waterston'’¢, Em 1992
estava concluido o primeiro mapa genético daquele nematodo'”®. Em 1998, um
consoércio de laboratérios'® deu quase por concluido aquele trabalho, o qual
representava o primeiro genoma de um eucariota multicelular a ser sequencia-
do. Também pela primeira vez tornava-se possivel relacionar o genoma de um
animal mintsculo (cerca de 1mm de comprimento) com diversos conjuntos de
fungdes importantes, particularmente no ambito do desenvolvimento e com-
portamento do sistema nervoso'®. O C. elegans tem sido igualmente funda-
mental para a elucidagao dos mecanismos da apoptose!®?. Mais recentemente
foi apresentada uma revisao do genoma do C. elegans que abre perspectivas a
compreensdo molecular de diversos mecanismos no homem?*.

As conclusdes obtidas foram o culminar de uma previsdo de Sydney Bren-
ner'®, cerca de trinta anos antes (quanto ao futuro da Biologia Molecular e, em
particular, sobre a importancia da sua envolvéncia no estudo do sistema ner-
voso, utilizando o C. elegans como modelo electivo). Entre as dezenas de genes
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que o grupo liderado por Brenner identificou, e dos quais obteve mutagoes, o
das cadeias pesadas de miosina na C. elegans foi o primeiro a ser identificado
num organismo vivo'®,

Na opinido dos mentores do Consorcio FlyBase'®®, a Drosophila seré eventu-
almente o eucariota mais estudado em termos genéticos, além do Homem. A
data calculava-se em 3.000 novas publicacbes anuais sobre a Drosophila. A
sequenciagao do genoma da Drosophila foi concluida em 2000 por dois consor-
cios, independentes entre si'?’, 1% que utilizaram como base de trabalho o ma-
peamento obtido da Drosophila pelos grupos de Garza'® e Merriam'®, obtido
cerca de dez anos antes. O genoma, constituido por cerca de 180Mb (distribu-
idos por quatro cromossomas) foi determinado por sequenciagao “shotgun” e
clonagem. Na fraccdo eucromética do genoma virtualmente completo da Dro-
sophila, Adam e Cols'®” identificaram cerca de 13.600 genes. Em 2002, Peter e
Cols®! apresentaram o mapeamento do cromossoma X da Drosophila, junto
com 0s seus principais genes.

Entre outras vantagens da Drosophila, como meio de estudo genético, desta-
ca-se a particularidade de possuir cromossomas gigantes nas células que nao
se dividem (p.ex., glandulas salivares das larvas). Aquelas dimensoes resultam
de sucessivas replicagbes em cromossomas indivisos, de que resultou o mapea-
mento de centenas de moléculas idénticas de DNA, que evidenciam miultiplas
bandas, dispostas paralelamente entre si e perpendiculares ao comprimento.
Este aspecto, visivel em microscopico éptico, ao ser alinhado com o mapa ge-
nético, permite sem dificuldade visualizar, p.ex., a auséncia de bandas, que
correspondem a localizagao de delecgoes.

Através do estudo da Drosophila procurava-se, também, preparar a aborda-
gem metodoldgica e estratégica do genoma humano'®’. Por esse motivo, o pro-
jecto da Drosophila foi incluido e subsidiado através de fundos governamen-
tais norte-americanos, sendo concretizado em cerca de um ano. Entre outras
conclusobes, o contetido genémico permitiria o reexame de diversas doengas
humanas, relacionadas com processos de replicacao, reparacao e tradugao (p.ex.,
doengas neuroldgicas e cancro) e, ainda, com o metabolismo de drogas e toxi-
nas, receptores nucleares hormonais e o metabolismo do ferro.

Comparando o genoma da Drosophila com os do C. elegans e da S. cerevisiae
verificou-se, com alguma surpresa, que um organismo multicelular com ra-
zoavel grau de complexidade (como a mosca), possuia somente o dobro da
quantidade das proteinas expressas da levedura, que é um organismo unicelu-
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lar. Daqui foi concluido que a complexidade de um organismo nao é proporcio-
nal ao niimero dos seus genes. Um outro facto saliente consiste em que ambos
os metazoarios possuem proteinas mais complexas e extracelulares do que a
levedura. Por sua vez, as proteinas com varios dominios existem em maior
quantidade e diversidade nas moscas do que nos nemétodos.

O genoma da Arabidopsis foi o primeiro modelo a ser definido para uma
planta (mais de 90%, num total aproximado de 125 Mb, distribuidos por 5
cromossomas)'®?, a que se seguiu muito recentemente o do arroz (Oryza sati-
va), também identificado em cerca de 95%, num total de 389Mb**,

A identificacido do genoma humano — A proposta para a sequenciagao do
genoma humano foi apresentada numa reuniao realizada na Universidade da
Califérnia em Santa Cruz, em Junho de 1985. Desde esse momento e até ao
projecto ser iniciado decorreram cinco anos, durante os quais investigadores e
instituigoes debateram estratégias e metodologias e, também, dirimiram opini-
oes e responsabilidades. Numa dessas reunioes, realizada em Cold Spring Har-
bor, em Abril de 1988, foi fundada uma associagdo internacional de investiga-
dores que se propunham participar no projecto do genoma humano'®.

Aquela associagao, que ficou conhecida pelo acrénimo HUGO (de “Human
Genoma Organization”), propunha-se, entre outros objectivos, a apoiar a coor-
denacao das actividades cientificas e os recursos disponiveis para o desenvol-
vimento do projecto'®. James Watson foi nomeado coordenador do projecto'®,
o qual tinha duas finalidades principais (i) definir a estrutura do DNA nos
cromossomas humanos e em outros organismos, e (ii) desenvolver novas tec-
nologias e o mapeamento da sequenciacao do genoma.

Para o impulso inicial do projecto muito contribuiu o mapa genético desen-
volvido por marcadores cromossémicos, que havia sido publicado em 1987
pelo grupo de Donis Keller'””, bem como um conjunto de técnicas e processos
inventado desde os anos 70, designadamente a transcrigao reversa do RNA340,
a clivagem do DNA por endonucleases®?!, a clonagem molecular (que consti-
tuiu o primeiro passo para a recombinagao de DNA)?* iniciada pela insergao de
fragmentos do DNA que se pretendia replicar num DNA neutro ou reinstalar
numa célula-hospedeiro’?, a separacdo electroforética de fragmentos com de-
zenas de milhdes de bases nucleotidicas'®® e a ampliagdo de regides de DNA
pelo PCR%,

Em 1990, apés serem ultrapassadas algumas divergéncias institucionais mais
criticas, o US Department of Energy e o National Institute of Health apresenta-
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ram em conjunto, ao governo norte-americano (numa atitude até entao inédi-
ta), uma proposta de projecto (designado “Human Genome Project”) que visava
a sequenciagdo do genoma humano, a ser financiado durante quinze anos'?.

Entretanto, também em Italia (1987), Reino Unido (1989), Franca (1990),
Rissia (1990) e Comunidade Europeia (1990) foram apresentados projectos
similares.

Em 1995 foi definida uma estratégia para a sequenciacao completa do geno-
ma humano em cinco anos. No programa era prevista a conjugacgao de esforcos
multicéntricos e apoios financeiros vultuosos??21,

No mesmo ano, Hudson e Cols?*? definiram um mapa genético baseado numa
biblioteca cromossémica artificial de leveduras, que abrangia cerca de 94% do
genoma. Em 1998 foi apresentado o mapa fisico de mais de 30.000 genes refe-
rentes as proteinas mais comuns®®.

A data daqueles estudos, o genoma humano estava sequenciado numa ex-
tensao de 110 Mb. Tendo em conta que o genoma se distribui por 24 cromosso-
mas (2 cromossomas sexuais e 22 autossomas), cada um contendo entre 5x10*
a 26x10* Mb de DNA, previa-se que houvesse 100.000 genes. A dimensao da
sequéncia do DNA a determinar e a rapidez pretendida para a sua conclusao
motivaram o desenvolvimento de técnicas mais eficazes, designadamente o
desenvolvimento de identificadores genéticos EST”. A sua utilizagdo em 1991,
por Adams e Cols?**, abriu caminho, rapidamente, a descoberta e mapeamento
dos genes teciduais®”® e, ao mesmo tempo, criou uma premente necessidade
em novos recursos informaticos, que impulsaram o posterior desenvolvimento
da bioinformatica.

Em 1993, White e Cols®* apresentaram novos algoritmos adequados a anali-
se de centenas de milhares de sequéncias EST. Entre outras adaptagdes meto-
dolégicas, em 1996 foi introduzido por Schmidt e Cols*’” o processo de mapea-
mento e sequéncia simultaneas do genoma humano, utilizando cromossomas
artificiais bacterianos (BACs). Seguidamente, foi proposto por Weber e Myers,
em 19972%, a sequenciagao “shotgun” total do genoma, a qual nao teve aceita-
cao imediata. Apos algumas modificagoes e respectiva automatizagao, aquele
processo veio a ser aplicado®”. O processo de sequenciagdao do genoma huma-
no fora previamente ensaiado, com éxito, no estudo da Drosophila melanogas-
ter, como foi ja referido*®’.

A constituigao da empresa Celera, em 1998%%, para intervir num projecto de
ambito publico, modificou a planificagao e as metodologias a serem seguidas®*°.
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Entao previa-se que a sequenciacao do genoma humano estivesse concluida
em 2001. Depois, por motivos diversos, foi considerada a conveniéncia em
antecipar aquela meta (como sucedeu), para o que foram utilizados financia-
mentos suplementares, disponibilizados sobretudo por dois organismos, o Na-
tional Human Genome Research Institute e o Welcome Trust.

Ian Dunham liderou o grupo do Sanger Center que sequenciou, pela pri-
meira vez, um cromossomas humano, o 22, cujos resultados foram apresen-
tados em finais de 1999%''. A sequéncia da eucromatina do cromossoma 22
incluiria, em cerca de 33,4 megabases, pelo menos 545 genes e 134 pseudo-
genes. No ano seguinte foi sequenciado?'? o cromossoma 21 por um consor-
cio de laboratérios japoneses e norte-americanos. Em cerca de 99,7% do DNA
replicado foram definidas mais de 33 Mbases, de que se identificaram 127
genes concluidos, 59 pseudogenes e 98 genes previsiveis. No cromossoma
21, que é o autossoma mais pequeno, foram mapeados genes determinantes
de diversas situagoes patolégicas. O sindroma de Down esta relacionado com
uma copia extra (trissomia 21).

Em 2001, Tilford e Cols**® determinaram o mapa fisico do cromossoma Y
humano, localizando 758 marcadores genéticos, dos quais 136 existentes na
regiao NRY (regidao nao recombinante). Dois anos mais tarde foi constatado por
Slaletsky e Cols?'* que aquela regiao NRY (que abrange cerca de 95% de todo o
cromossoma) é especifica e determinante do sexo masculino.

No mesmo ano foram apresentados, por Bentley e Cols?'®, os mapas fisicos
de seis autossomas (1, 6, 9, 10, 13 e 20) e o do cromossoma X, 0s quais repre-
sentam cerca de 1/3 do genoma humano. Foi também publicado por Deloukas
e Cols?'® a sequenciagao do cromossoma 20 humano, que inclui quase 60 Mb
em cerca de 99,4% do DNA eucromaético, com 727 genes e 168 pseudogenes
identificados.

O cromossoma 7 humano foi o quarto autossoma a ser completamente
sequenciado. Os resultados, obtidos por processos diferentes, foram apresen-
tados em 2003 por Sherer e Cols?'” e Hillier e Cols?'® , estando ambos os gru-
pos organizados em consércio internacional. O cromossoma 7 contém entre
153 a 158 milhoes de pares de bases, o que representa cerca de 5% de todo o
genoma humano. Na fracgao sequenciada (cerca de 99,4%) foram identifica-
dos entre mil a dois mil genes responsaveis por doengas humanas. Os genes
determinantes da fibrose cistica, de varias formas de cancro e, eventualmen-
te, do autismo, estdo localizados no cromossoma 7. Uma caracteristica do
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cromossoma 7, também identificada no cromossoma Y, é a de que contém a
maior quantidade de duplicagées do genoma humano, o que podera predis-
por a mutagoes frequentes?'°.

Finalmente, em 2001 foi apresentado por McPherson e Cols?*° o0 mapa fisico
do genoma humano, desenvolvido em meses por um consdrcio internacional
(International Human Genoma Mapping Consortium), a partir de um cromos-
soma bacteriano artificial integrado em regioes especificas cromossémicas.
Entretanto, Lander e Cols**!, do mesmo consércio, apresentaram a sequéncia
inicial do genoma. Simultaneamente, Sachidanandam e Cols?*?, que integra-
vam um outro consorcio (International SNP MaP Working Group), apresenta-
ram o mapa da sequéncia genémica baseado em polimorfismos simples, que
incluia todos os genes e outras sequéncias genémicas entao conhecidas. Ainda
no mesmo més de 2001 o grupo liderado por Venter, da Celera Genomics,
divulgou a sequéncia quase completa da parte eucromatica do genoma huma-
no?*, obtida por dois processos com resultados semelhantes. No total, foram
identificadas cerca de 98,9% da eucromatina, de que 5,5% serdo sequéncias de
origem nao humana. Apds sucessivas correcgoes, de um valor de 39.144 genes
previstos foram confirmados cerca de 23.000 presumiveis genes, e considerada
a possibilidade de alguns outros milhares para novas proteinas por identificar,
perfazendo um valor méximo de 38.000 (incluindo todos os genes previstos)
ou 26.000 (se forem excluidas as homologias com outras espécies ou fragmen-
tos sobrepostos). Em média, cada gene abrangeria cerca de 27.000 bases. Apro-
ximadamente 35% do genoma identificado era constituido por sequéncias re-
petitivas, destacando-se o cromossoma 19, por ter a maior densidade genética
e também a maior densidade de sequéncias repetitivas.

Foi sugerido que a quantidade de genes identificados, menor do que havia
sido previsto (entre 50.000 a 140.000), seria compensada pela diversidade de
conformacbes proteicas e mecanismos de transcrigado, traducao e regulagao pré-
tradugao proteica. Estas particularidades da regulagao justificariam a indivi-
dualidade funcional e comportamental de cada ser humano, apesar de se saber
que 99,9% do genoma € idéntico ao de outros humanos.

Genes e pseudogenes do genoma humano — No pressuposto?** de que cerca
de ¥4 do genoma humano seria representado por pseudogenes (isto é, genes nao
funcionais derivados por transcrigao reversa de RNAm e subsequente integra-
¢ao no DNA do genoma, ou resultante da duplicagao de genes, com disfungao
da cépia inutil), Harrison e Cols?**® calcularam a quantidade daquelas sequén-
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cias nos cromossomas humanos 21 e 22. De acordo com as observagoes reali-
zadas, haveria cerca do dobro dos pseudogenes previamente anunciados no
conjunto dos dois cromossomas. Ao extrapolarem esta nova realidade para to-
dos os cromossomas, propuseram a existéncia de mais de 20.000 pseudogenes
em todo o genoma humano. Estas sequéncias acumular-se-iam com particular
abundéncia na proximidade dos centrémeros. Alguns dos pseudogenes de di-
ferentes idades evolutivas que foram sequenciados expressavam proteinas se-
melhantes, justificando a proposta de que seriam “fésseis” moleculares pre-
sentes no genoma humano??°.

Na realidade, é nos centrémeros e telomeros que reside a maior parte das
sequéncias repetitivas e aparentemente intteis, nao codificantes'*. Em estu-
dos comparativos do genoma humano e de murganhos foi constatado que aque-
las regides se encontravam entre as mais conservadas do DNA™?. Igualmente
em ambas as espécies existe grande variabilidade da densidade genética, ha-
vendo regides com muitos e outras com poucos genes. Cerca de 9% do genoma
humano é constituido por regides “desertas” de genes, cuja sequéncia de bases
é, na maioria, semelhante a dos murganhos. O aumento da dimensao do geno-
ma, a par com a diferenciagao evolutiva das espécies, decorreria a custa do
DNA redundante, sendo propostas varias hipdteses sobre a sua origem (adap-
tacao ou selecgao) e fungdes®”#2#%2°, Em qualquer dos casos, o aumento do
DNA redundante provoca a condensacao da cromatina intranuclear®*.

E interessante referir uma interpretacao relativamente semelhante apresen-
tada em 2005 por de Parseval e Cols*°, a propésito da presenga no genoma
humano de uma elevada quantidade de sequéncias mdveis, que replicam por
transcricao reversa. Esta ocorréncia sugere que tenham origem retroviral, re-
sultante de infecgoes por virus activos em épocas remotas da evolugao do Ho-
mem. Aquelas sequéncias, denominadas retrovirus endogenos humanos, apre-
sentam grande semelhanga com os actuais retrovirus. Por ser a sua funcionali-
dade também equivalente, admite-se que algumas daquelas sequéncias conte-
nham genes activos que, tendo sido incorporados no genoma humano, exer-
cem funcoes de interesse para o hospedeiro, ou estdo potencialmente implica-
das em determinadas patologias.

Aproximadamente 40% das proteinas previsiveis nao tém fungao identifi-
cada. Comparado aos genomas da Drosophila e C. elegans, o humano apresen-
ta maior predominio nos dominios da regulagdao do desenvolvimento e das
actividades celulares, em particular as fungdes neuronais, vasculares, hemos-
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tase, resposta imunolégica adquirida e complexidade do citoesqueleto??®. Por
sua vez, comparativamente aos outros genomas ja sequenciados®?, podera con-
cluir-se que nem o ntimero de genes nem a dimensao do genoma justificam as
diferengas entre o homem e o chimpanzé, cujo volume cerebral e organizacgao
neuroanatémica sdo também indistinguiveis*?. As diferengas deverao ser atri-
buidas a uma maior capacidade de interacgao nessas estruturas, determinadas
por um complexo sistema regulador de actividade genética, que se expressa
também numa muito elevada quantidade de receptores e proteinas mediado-
ras de sinal celular, e amplifica a rede interactiva do organismo humano?®** 23,

Ja em 1975, King e Wilson?** haviam proposto que as reduzidas diferengas
verificadas entre os genomas do Homem e do chimpanzé, resultariam de me-
canismos diferentes de controlo dos periodos de activagdo-desactivacao dos
respectivos genes estruturais.

Quanto aos chimpanzés em particular, e a todos os mamiferos e vertebrados
em geral, pretende-se esclarecer a natureza dos genes, mecanismos de regula-
¢do e outras semelhancas e diferengas genémicas que justifiquem o processo
evolutivo da espécie e as divergéncias que apresentam relativamente ao patri-
monio genético do homem?*.

Apesar das sequéncias de DNA do homem e chimpanzé serem idénticas em
cerca de 99% a sua extensao, apresentam regioes de recombinagao despropor-
cionadamente elevadas e com variagao rapida, que poderao justificar as dife-
rengas genéticas que se acumularam desde que ambas as espécies divergiram
dos seus antepassados comuns?*®. Thomas e Cols**, que estudaram determina-
das regides genémicas em diversos vertebrados, verificaram que uma sequén-
cia de DNA com 12 Mb em doze daquelas espécies correspondia a uma regiao
com 1,8 Mb do cromossoma 7 em dez espécies (entre os quais figura por ex., o
gene da fibrose cistica). O estudo confirmou ainda, por curiosidade, que os
roedores representam um grupo-irmao dos primatas.

Também em 2003 Guyon e Cols?* construiram o mapa genético do cao, iden-
tificando mais de 3.000 marcadores. O genoma preliminar do cdo doméstico
(Canis familiaris) foi apresentado em 2005 por Lindblad-Toh e Cols*”. Paralela-
mente, foi identificado o mapa de polimorfismos em funcao das racas, a qual
tera potencial utilidade para o estudo de doengas, quer do cao quer do homem.

Em 2004 o grupo liderado por Venter?*® divulgou um sequéncia mais com-
pleta e ordenada do genoma humano, enquanto Schmutz e Cols** apresenta-
ram uma avaliacdo qualitativa da sequéncia completa do DNA. Atendendo aos



38 J. Martins e Silva

elevados custos de finalizacdo da sequéncia genémica, Blakesley e Cols**° pro-
puseram, no mesmo ano, uma alternativa metodologica (de “grau intermédio”)
que, no entanto, asseguraria grande qualidade ao acabamento de 99% da se-
quéncia total, com custos muito inferiores aos dos dois processos previstos no
Human Genome Project. Palmer e McCombie?*! ja haviam referido, em 2002
que a necessidade de finalizagao da sequéncia genémica dos diversos organis-
mos estudados e futuros, constituia um empreendimento muito dispendioso.

Em 2002, Aparicio e Cols?*** divulgaram a sequéncia do DNA do peixe Fugu
rubripes, o qual passou a ser o 2.° vertebrado com o genoma completamente
identificado, um ano e meio depois da apresentagao do genoma humano. Rela-
tivamente ao homem, o genoma do Fugu tem somente 1/9 das dimensoes (com
365 Mb) mas quase igual nimero de genes, o que sera atribuivel a uma muita
reduzida quantidade de cistroes e de sequéncias repetitivas. O facto de o Fugu
pertencer a uma espécie evolutivamente muito afastada do homem (mas em
que se presume haver identidade de sitios conservados nas sequéncias protei-
cas) confere grande interesse ao seu estudo, para a compreensao das bases
genéticas e polimorfismos associados a doengas humanas.

A par com os estudos da sequenciagao e comparagao do genoma humano??*
23 foram organizados novos consércios internacionais que, a partir de 2004,
comecaram a apresentar resultados consistentes sobre a identificacao dos ge-
nomas de murganhos (Mus musculus)**?, rato (Rattus norvegicus)*** e chimpan-
zés (Pan troglodytes)®*.

Relativamente aos murganhos de ratos, mais utilizados como animais de
laboratério, destaca-se o prop6sito da obtencao de informacdes aplicaveis em
trabalhos de investigagao biomédica e que, por consequéncia, conduzem a re-
sultados benéficos para a satide humana.

A conclusao dos genomas humano e de outras espécies abriu perspectivas
para estudos comparativos que, entre outros registos, depende de bases de
dados disponiveis e centralizadas pelos identificadores e, também, da anota-
¢ao das proteinas codificadas por cada um dos genes identificados. A defini-
¢ao de uma associagdo que congregue o conhecimento existente sobre os ge-
nomas de eucariotas e as sequéncias peptidicas que determinam constitui o
objectivo do “Peptid Atlas Project”, que Desiere e Cols**® apresentaram como
primeira etapa para uma Era P6s-Gen6émica (neste caso, Proteémica), que ve-
nha a ter éxito equivalente a fase Genémica que concretizou a identificacao
do genoma humano.
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Perspectivas Futuras e Conclusoes

Desde os trabalhos de Gregorio Mendel com as ervilhas (por longo tempo
ignorados), até a identificagao da estrutura e finalidade potencial do DNA como
sede da informagao genética, decorreram cerca de oito décadas. Porém, apés a
conceptualizagdo da estrutura de DNA, foi necessario cerca de meio século
mais para serem descobertos, em rapida sucessao, os processos de descodifica-
¢do do DNA, da identificacao e reproducao de genes isolados e, por fim, com o
“Human Genoma Project”, um largo ntimero dos genomas (uns completos e
outros em via de o serem) de procariotas e eucariotas.

A decifragao do genoma humano e ou dos organismos vivos em geral trans-
formou-se num empreendimento multidisciplinar, que envolve recursos hu-
manos, técnicos e financeiros gigantescos, a escala mundial, inicialmente da
iniciativa de instituicdes universitarias e ptublicas e, nos Gltimos anos, também
com a participacao de organismos privados. Biélogos, médicos, quimicos, fisi-
cos, matematicos, informaticos, engenheiros e um conjunto de outras forma-
¢Oes técnicas, biotecnoldgicas e cientificas juntaram esforgos, conhecimentos
e capacidades para a decifragao dos segredos da vida e da sua evolugao e, mui-
to pragramaticamente, para melhorar e prolongar a longevidade humana. A
exemplar partilha de esforgos e tecnologias daqueles investigadores, que in-
clusivamente disponibilizam os seus resultados antes da publicagao, tem sido
um ponto alto da intercolaboragdo no mundo da Ciéncia.

Em pouco mais de uma década foram identificados os genomas completos
de organismos muito simples, procariotas e eucariotas, até se conhecer o do
homem. Foi comprovada uma grande homogeneidade genémica entre o ho-
mem e outras espécies, o que sugere que, além dos genes, existem outros facto-
res que controlam a informacao genética e, portanto, a especificidade de cada
organismo. Entretanto, também a identificacdo de familias de genes actuantes
e as caracteristicas que modulam a expressdo genética em cada tecido sao alvo
de investigacao intensa.

Novos campos de investigacao sao perspectivados para as proximas déca-
das A Genoémica segue-se a Protedmica, e ja se anuncia a Metabolémica, como
passos de desenvolvimento inevitavel.

Sucedem-se as descobertas de mutagoes genéticas, presumivelmente res-
ponsaveis por doengas humanas que integram o conjunto das fatalidades here-
ditarias. Comegam também a ser reveladas outras deficiéncias conducentes a
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situagoes degenerativas e cancerigenas, e cresce a investigacao sobre microor-
ganismos e parasitas, em que se incluem os causadores de epidemias mortife-
ras como a meningite, a colera e o paludismo.

A terapéutica génica da os seus primeiros passos e, simultaneamente, tam-
bém crescem os problemas éticos relativos a intervengao no genoma humano e
a sua clonagem. A cooperagdo entre instituigoes puiblicas e privadas para a
sequenciagdo genémica, apesar dos beneficios que trouxe a evolugdo do pro-
cesso, nao oculta algum mercantilismo, numa actividade que se pretenderia
essencialmente interessada no desenvolvimento do conhecimento para um
mundo melhor e, pelo menos, para a revelagao da verdade cientifica.

Porém, é um factor incontestavel que a evolugao vertiginosa dos aconteci-
mentos referidos alterou, profunda e rapidamente, os conceitos e sobre a vi-
véncia actual. Sobretudo, abriu caminho para horizontes desconhecidos, nao
s6 sobre a natureza humana como ainda sobre a Biosfera no seu conjunto.
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CROMOSSOMAS, GENES E HEREDITARIEDADE

Entre as propriedades fundamentais dos organismos vivos sobressai a capa-
cidade de reprodugao, pela qual cada ser pode multiplicar-se perpetuando a
espécie através de geragoes sucessivas de descendentes semelhantes.

Conservacao e transmissao da informacgao genética

A manutencao das caracteristicas proprias de cada espécie é regulada por
informagoes presentes em todas as células de cada organismo, transmitidas as
células-filha por divisao celular. Este processo, que constitui o esquema basico
da regulacgao dos seres vivos, traduz-se na formagao de duas células idénticas a
célula-mae original, quer do ponto de vista morfolégico ou funcional. A infor-
magcdo contida na célula-mae constitui o material genético transmitido as célu-
las-filha.

A identidade entre os individuos da mesma espécie nao €, contudo, absolu-
ta. Existem pequenas diferencas (morfolégicas, funcionais ou de comportamen-
to), atribuiveis também a esse material genético, que asseguram a conservagao
das caracteristicas fundamentais da espécie. Essas diferengas entre os indivi-
duos da mesma espécie desenvolvem-se ao longo de geragbes sucessivas, em
consequéncia das modificagoes fortuitas e raras do material genético. Logo que
uma nova caracteristica aparece, independentemente do meio, passa a ser trans-
mitida aos descendentes viaveis.

A expressao de caracteres diferentes dos iniciais resulta de modificagoes
pontuais do material genético, transmitidas também hereditariamente. Desig-
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nam-se por mutagoes as alteragoes da informagao inicial. O aparecimento de
uma mutacao nao influencia a restante carga genética. Mutagoes que afectam
caracteres distintos sao, assim, probabilidades independentes. A caracteristica
resultante de uma mutagao podera ser reversivel, tao bruscamente como foi
originada, com retorno a sua expressao inicial quando o sector alterado recu-
pera a estrutura original.

As mutacoes tendem a acumular-se ao longo das geracoes. A frequéncia das
mutagoes varia com os organismos em que ocorre, ainda que seja sempre bas-
tante rara. Se as mutagoes fossem frequentes conduziriam rapidamente a alte-
ragoes profundas na espécie. Explica-se assim que as mutagoes vidveis consti-
tuam uma vantagem biol6gica, assegurando a variabilidade genética necessa-
ria a adaptagdo das espécies ao meio que vivem (vide Cap. III).

A expressao de cada uma das caracteristicas celulares depende dos segmen-
tos especificos do material genético, que sao os genes. E a alteracao isolada de
cada um desses sectores que origina uma mutacao. Os genes sao, portanto, a
mais pequena fraccdo de material genético necessario para a expressdo de ca-
racteristicas especificas. O conjunto dos genes celulares constitui o genoma
(ou genoémio). Na divisao celular cada célula filha recebe uma cépia do geno-
ma inicial. A existéncia de mutagbes pressupoe que cada gene possa ocorrer
sob formas diferentes — alelos — com expressao variavel.
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tute for Molecular Biophysics of Florida State = *
University, Tallahassa, USA) -
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Designa-se por gendtipo a constituicao genética do organismo, correspon-
dendo o fendtipo a sua aparéncia fisica (expressao). O fenétipo resulta da inte-
raccao entre o genétipo e o ambiente em que o organismo vive. O gendétipo
encontra-se em evolucao constante, através de mutagoes ocasionais.

A genética actual fundamenta-se em estudos com microorganismos, que
oferecem uma dupla vantagem: sao haploides e multiplicam-se com extraordi-
naria rapidez. As leveduras, fungos, bactérias e virus constituem, assim, o
material genético mais utilizado nesses estudos. Tém o inconveniente de se
reproduzirem de forma diferente a dos seres superiores. Contudo, a substancia
quimica que constitui o material genético €, na maior parte dos microorganis-
mos, idéntica a dos organismos mais evoluidos, em que se inclui o homem.
Essa substancia — o dcido desoxirribonucleico (DNA)* — é o principal constituinte
dos cromossomas celulares, os quais sdo os portadores da informacao genética.

Cromossomas

Os cromossomas? (Fig. 1.1.), sdo constituintes proprios dos ntcleos (zonas
nucleares) de todas as células. Também foram individualizados cromossomas
nas mitocéndrias, com func¢ées ainda por esclarecer.

Cada célula contém um ou mais cromossomas, sendo o seu ntumero fixo
para cada espécie (Quadro 1.1.). Os procariotas (organismos unicelulares sem
membrana nuclear nem outras membranas internas) por conterem um cro-
mossoma desemparelhado, tém também a designagao de células haploides.

Os eucariotas (organismos com nucleo celular bem demarcado por uma
membrana, entre outras particularidades) tém bastante mais cromossomas, em
namero par. Nas células somaticas dos organismos superiores existem duas

! Faz-se uso no texto as abreviaturas da nomenclatura anglo-saxénica e internacional. Por exemplo, o acroé-
nimo ADN, da nomenclatura portuguesa do 4cido desoxirribonucleico é no texto preterido por DNA
(desoxiribonucleic acid). Idéntica opgao foi seguida para o acido ribonucleico (RNA em lugar de ARN), e
assim sucessivamente.

2 O termo “cromossoma” advém da propriedade de um segmento (do grego soma, parte ou totalidade do
corpo) tomar cor (do grego khroma) por acgao de substincias corantes. Os cromossomas tornam-se visi-
veis ao microscopio um pouco antes de cada divisdo celular. Nesse instante, o cromossoma apresenta-se
como um par de bastonetes emparelhados. Quando a célula se divide, cada um desses bastonetes, desig-
nados cromatideos, separa-se para uma das células-filha.
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copias de cada tipo de cromossomas — cromossomas homélogos — um fornecido
pelo progenitor macho outro pela fémea, de que resulta a diploidia. Nas células
sexuais existe apenas um cromossoma de cada tipo (haploidia).

A constituigdo dos cromossomas dos procariotas é diferentes da observada
nos eucariotas. Naqueles, os cromossomas contém unicamente adcidos nuclei-
cos, em geral DNA. Contudo, alguns virus tém como material genético o acido
ribonucleico (RNA) em lugar do DNA.

Quadro 1.1. Ntimero de cromossomas em algumas espécies.

Organismos procariotas (haploides)
Bactérias 1

Organismos eucariotas (diploides)

Drosofila 8
Ra 26
Gato 38
Murganho 40
Rato 42
Coelho 44
Homem 46

Cada espécie (e individuo) possui um determinado padrao ou “carta cromos-
somica”, genericamente designada de cariétipo, o qual caracteriza o ntimero,
forma, dimensoées e disposicao dos cromossomas do nticleo celular (Fig. 1.2.).

R0 A &R ih A4

Ri XX &X XK AR A& &A
Fig. 1.2. Cariotipo de cromossomas humanos na . 2
metafase. Os 46 cromossomas estdo separados
em pares homélogos numerados (ampliagao: At b h.h LY "_‘- FII"- AN 53
1800 x) Microfotografia amavelmente cedida : I 3
pelo Dr. M. Nascimento Ferreira (Laboratdrio de
Histologia da Faculdade de Medicina da Univer- . o AA 1 s
sidade de Lourengo Marques, Mogambique). 1 = =
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No homem existem 46 cromossomas em cada nicleo das células somaticas,
que se agrupam por caracteristicas (morfolégicas e estruturais) homélogas.
Exceptuam-se neste caso os cromossomas sexuais. Os 44 cromossomas comuns
aos dois sexos, sao designados de autossomas. O par restante constitui os hete-
rossomas ou, cromossomas sexuais, (XX no sexo feminino e XY no masculino).
As células somaticas, que possuem os 23 pares de cromossomas, sao diploides
(2n), enquanto os gametas, que contém apenas um cromossoma de cada um
daqueles pares, sdao haploides (n).

Os cromossomas dos eucariotas sao constituidos por cromatina’®. O DNA e
proteinas basicas (histonas), em proporgoes sensivelmente iguais, sao os prin-
cipais componentes da cromatina, a que acresce uma pequena fracgao de RNA,
proteinas 4cidas, algumas enzimas e lipidos.

Cada cromossoma contém uma enorme molécula de DNA. Calcula-se que o
comprimento total do DNA do bacteriéfago T, seja de 50mm, enquanto o DNA
de uma tnica célula de mamifero tera cerca de dois metros de comprimento e
2nm de didmetro. As histonas sao essenciais para a estrutura e fungao do DNA.
Mantém-lhe o enrolamento tridimensional e condicionam a transmissao da
informagao genética, ao inactivarem temporariamente determinados segmen-
tos do DNA.

Ciclo celular e tipos de divisao celular

Todas as células provém de unidades idénticas por divisdo celular. Neste
processo cada célula origina duas células semelhantes. Nos eucariotas, o na-
cleo da célula-mae subdivide-se em nticleos iguais, destinados as duas células-
filha. Cada nticleo contém uma quantidade constante de cromossomas que,
antes da divisao celular (na interface), se subdividem longitudinalmente em
duas metades idénticas ao original, designadas cromatideos. Este processo du-

% A cromatina apresenta-se no nucleo interfasico sob a forma condensada (heterocromatina, que fixa forte-
mente a coloragao especifica) ou difusa (eucromatina); ambas as formas coexistem no mesmo niicleo. Em
microscopia electrénica, a cromatina apresenta-se como um filamento (com didmetro entre 300 e 500 A)
dobrado muitas vezes sobre si proprio e com enrolamento helicoidal (ja visivel por microscopia 6ptica).
Na interfase, o niumero de filamentos cromatinicos é igual ao niimero de cromossomas. Na metafase, o
namero de filamentos de cromatina por cromossoma duplica, devido a replicagao do DNA, de que resul-
tam dois cromatideos por cromossoma unidos entre si a nivel do centrémero.
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plica o ntimero de cromossomas nucleares, destinando-se metade de cada par
as duas novas células.

A organizagao ultraestrutural do DNA no ntcleo das células eucariotas va-
ria consideravelmente durante o ciclo celular. Entretanto, também é muito va-
ridvel o periodo de crescimento e divisdo celular nos diferentes eucariotas.
Enquanto as células de levedura, p.ex, se dividem em cada 120 minutos, a
maior parte das células de animais e plantas superiores demora entre 10 a 20
horas, ou mais, a duplicarem-se. Alguns tipos celulares deixam de se dividir
quando atingem o estado adulto, como € o caso dos miocitos do miisculo estri-
ado e as células nervosas.

Nas células procariotas o genoma é constituido por um tnico cromossoma
circular cujo componente é uma molécula de acido desoxirribonucleico. A re-
plicagao desta molécula de DNA é seguida imediatamente pelo divisao celular
(que, por sua vez, demora muito pouco mais que o tempo requerido para a
sintese de DNA). A divisao é concretizada pela formacao de um septo a meio
da célula original, de que resultam duas metades iguais, cada uma das quais
contendo uma réplica do cromossoma inicial.

Mitose

Por principio, a divisao mitética (mitose) das células eucariotas traduz-se na
producgado de duas células filhas com igual contetido genético. Em contraste
com as células procariotas, nos eucariotas a replicacdo de DNA verifica-se muito
antes da divisao celular.

Pressupondo que o ciclo celular (Fig. 1.3.) de uma célula de mamifero de-
corre em 16h, o periodo de divisao celular (fase M, de mitose) abrange os 60
minutos finais, enquanto o periodo maior (com cerca de 15 horas) é constitui-
do pela fase G, (intercalar), fase S (sintese de DNA) e fase G, (intercalar). As
fases G, S e G, correspondem ao periodo de interfase. Por conseguinte, entre a
sintese de DNA (fase S) e a fase M (mitose) existe um intervalo (G,), observan-
do-se outro intervalo apés a sintese e antes de nova replicagdo de DNA.

Determinadas células, como os fibroblastos, dividem-se somente quando
a sua multiplicagdo é necesséria (p.ex., na cicatrizacao de feridas). Normal-
mente, mantém-se em fase quiescente ap6s a mitose, sem desenvolvimento
da fase S.
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14 2

Fig. 1.3. Fase do ciclo celular numa célula hipotética de eucariota, que cresce e se divide uma
vez em cada 16h. As divisoes celulares de todos os organismos vivos caracterizam-se pela for-
macgao de duas células filhas de cada célula-mae no termo de cada ciclo celular, a que se segue
de imediato a cinocinese. O ciclo celular da maior parte dos eucariotas inclui duas principais
fases: fase M (mitose) e interfase. Esta fase abrange trés periodos: G, (intercalar entre a mitose
antecedente e a replicagdo seguinte do DNA), S (S, da sintese do DNA) e G, (intercalar entre a
sintese de DNA e a mitose). Em geral, a duragdo da mitose é de cerca de uma hora, sendo o
restante tempo ocupado pela interfase; nesta existe grande variagéo, de tipo para tipo celular, na
duragéo dos respectivos componentes; com frequéncia, as fases G, e S duram entre 8 a 10h.

Nos periodos intermitose (interfase) a cromatina dispoe-se numa rede difu-
sa de densidade varidvel dificilmente observavel por microscépio 6ptico, en-
quanto se distingue bem o nucléolo (um ou varios). Na fase S ocorre a replica-
¢ao do DNA, originando duas c6pias por cromossoma, pelo que o nicleo celu-
lar na fase G2 (pré-mitética), apresenta o estado tetraploide (4n).
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A mitose (fase M) evolui em quatro etapas principais (Fig. 1.4.). Na primeira —
profase — cada cromossoma torna-se visivel sob a forma de dois filamentos curtos
e espessos, os cromatideos, cada um dos quais contém uma das duas moléculas-
filha de DNA sintetizadas na fase S. Os cromatideos permanecem unidos aos pa-
res, a nivel do centrémero. Este sector, com localizagao especifica em cada tipo de
cromossomas, controla-lhes os movimentos durante a divisao celular. No termo
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Fig. 1.4. Representacdo esquematica
das principais fases da mitose Células filhas (2n)
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da profase sucede a fragmentagao da membrana do nuclear e o desaparecimento
do nucléolo, com formagao de uma nova estrutura — fibras continuas — que, a
partir do centrémero de cada cromossoma, se alonga para os centrossomas polares.

Na segunda etapa (metafase) cada célula ainda estd no estado 4n; os pares de
cromatideos dispdem-se na regiao equatorial da célula proximos entre si, e esboga-
se a formacao de um fuso acromatico. Este é constituido por fibras finas e extensas
(microtubulos e proteinas) que orientam os cromatideos para os polos das células,
onde se ligam ao respectivo centrossoma. Os polos sao as regides envolventes dos
centrossomas* donde irradiam os microtibulos (fibras aterianas e fibras continu-
as, estas unindo dois centrossomas). O centrémero divide-se ainda na metafase.

A divisao do centromero transforma os cromatideos em cromossomas, dan-
do inicio a terceira etapa — anafase. Nesta etapa, cada um dos cromatideos dos
pares originais desloca-se para polos opostos das células.

Por fim, na ultima etapa — telofase — os cromossomas, ja perfeitamente defi-
nidos e distintos, sdo envolvidos por uma membrana nuclear, o que conclui a
formagcao das duas células filhas com estrutura e composigao iguais as da célu-
la mae, e a sua imediata separacao (citocinese). De imediato, as células filhas
(2n) ingressam no periodo G, da interfase, com subsequente repeticao do pro-
cesso até a divisao celular seguinte.

Meiose

A meiose é um tipo de divisao em que as células diploides originam formas
haploides, como é o caso das células germinais. Neste processo, cada um dos
gametas (espermazoide e 6vulo) dos animais e plantas superiores recebe um
cromossoma de cada par homologo da célula original, diploide. Cada um dos
cromossomas de cada par homélogo provém dos progenitores (materno e pater-
no), pelo que sao semelhantes (morfologica e geneticamente) mas nao idénticos.

A meiose inclui dois tipos de divisao, intercalados por uma interfase (Fig. 1.5.).
Apo6s areplicagao do DNA (na interfase I, em que cada célula passa de 2n para 4n)
a meiose I evolui sucessivamente pela profase I, metafase I, anafase I e telofase 1.
Neste ciclo, as alteragdes decorrentes na interfase I e profase I sao semelhantes as

*  Os centrossomas presentes nos polos derivam da duplicagdo de uma formacao existente nas proximida-
des do nftcleo, interfasico, observavel por microscopia éptica como uma zona clara, no inicio da profase.
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Fig. 1.5. Esquematizagao das diversas fases da meiose. Nos animais e plantas superiores a mei-

Gametas

ose esta restringida as células germinais. Apds a replicagdo de DNA, sucedem-se duas divisoes
sucessivas (meiose I e meiose II) que reduzem o ntimero de cromossomas para metade nas célu-
las filhas. Deste modo, as células germinais (2n) originam gametas haploides (espermatozoides
e 6vulos) que contém somente um cromossoma de cada par homdlogo presente nas células
progenitoras diploides. A meiose I é iniciada ap6s a conclusao da interfase, durante a qual ha
replicagdo do material genético. Daqui resulta a replicagdo dos cromossomas homélogos nos
cromatideos. Durante a metafase I os cromossomas homologos emparelham-se na regiao equato-
rial das células (sinapse) e permutam material genético (recombinagdo genética). Na anafase da-
se a segregacao de cada cromossoma homélogo (constituido por dois cromatideos unidos pelo
centrémero para polos opostos da célula-mae. ap6s o que ocorre a separagdo da célula-filha.
Segue-se a meiose II (precedida de replicagdo do DNA), muito semelhante a mitose, pois que a
divisao dos centromeros possibilita aos cromatideos de cada par separarem-se para as diferentes
células filhas, como cromossomas individualizados. No termo da meiose II sao formadas quatro
células haploides, cada uma com uma cépia de cada cromossoma.
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da mitose. Na metafase I verificam-se as primeiras diferengas: (a) o centrémero de
cada par de cromatideos irmaos nao se divide; (b) os dois cromatideos de cada
cromossoma permanecem unidos pelo centrémeros e alinhados no plano equato-
rial das células (fenémeno designado de sinapse). Daqui resulta a permuta de seg-
mentos entre os cromossomas por recombinacao genética (crossing-over). Na ana-
fase 1, cada cépia do mesmo tipo de cromossomas (representado pelo par de cro-
matideos unidos pelo centromero comum) é segregada para polos opostos da célu-
la original, o que culmina na separagdo em duas células, na telofase I (cada uma
das quais recebe os dois cromatideos de cada tipo de cromossomas homélogos).
Devido a segregagao do material genético entre os cromossomas de origem mater-
na e paterna na metafase I, as caracteristicas de cada progenitor, misturadas ao
acaso entre os cromatideos recombinados de cada par homdlogo (Fig. 1.6.), sdo
redistribuidos na anafase I, e depois na telofase I, pelas células filhas.
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Fig. 1.6. Sinapse de recombinagao cromossémica (e genética).

(a) A partir do estadio zigéteno da profase I, e antecedendo a condensagao da cromatina, os cromos-
somas homologos replicam-se no respectivo par de cromatideos, apds o que comegam a associar-se
até ficarem com o maior eixo paralelo e aderentes entre si (o0 que é designado por sinapse) no estadio
paquiteno. (b) Segue-se de imediato a recombinagéo entre os cromatideos de origem paterna e mater-
na; dois dos cromatideos (um de cada cromossoma) enrolam-se entre si, segmentando-se em posi-
¢bes varidveis. (c) Os quatro fragmentos resultantes ligam-se dois a dois, reconstruindo dois croma-
tideos diferentes dos originais. Neste processo resulta a troca fisica e uma permuta genética entre
cromatideos de origem materna e paterna, de que resultam cromossomas diferentes do par homélogo
progenitor. (d) Supondo que cada algarismo corresponde a posigdo de um gene diferente, é evidente
que para a separagao dos genes 1 e 2 durante a recombinagao, o cromatideo teria de ser segmentado
exactamente entre ambas as posigdes; porém, para separar o gene 1 do gene 5, a segmentacao poderia
decorrer em qualquer posigao entre aqueles genes, pelo que a permuta seria mais frequente.
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Segue-se a interfase II, em que, por nao haver replicagao do DNA, é mantido
o estado de diploidia celular.

Na segunda divisdao meidtica (repartida pela profase II, metafase II, anafase II
e telofase II), os centromeros dividem-se (na metafase II, tal como na mitose),
donde sucede a separagao de cada cromatideo (agora cromossoma) pelas quatro
células germinais resultantes. Cada uma destas células recebe, portanto, um s6
cromossoma de cada par homologo (Fig. 1.7.). A reprodugao sexual implica em
dois tempos: (a) primeiro ocorre a passagem do estado diploide a haploide pela
meiose, a que se segue, no sentido inverso, (b) a fecundagao, com conversao das
células haploides (do espermatozoide e do 6vulo) em ovo diploide (zigoto).

SN
NN

(n) (n)

Célula mae Gametas Zigoto Gametas

Fig. 1.7. Representagado do ciclo sexual, com alternancia do estado diploide (2n) e haploide (n)

Por fusdo dos gadmetas durante a fertilizacao, o ovo resultante contém 23
pares de cromossomas, em que cada um é de origem materna ou paterna. Por
mitoses sucessivas, as células resultantes mantém a diploidia.

Devido a segregagao e subsequentes recombinagoes genéticas, cada um dos
gametas adquire uma mistura variavel e indeterminada de caracteristicas mater-
nas e paternas, que estd da origem na diversidade dos organismos em geragoes
sucessivas (Fig. 1.8.). Podera suceder que a segregagdo de alguns genes decorra
quase sempre com outros tipos de genes (genes associados, linked genes).
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Fig. 1.8. Representacgao da primeira lei de Mendel, em que é evidenciada a segregagao indepen-
dente dos genes e a distribuigao das caracteristicas dominantes (AA, Aa) e recessivas (aa), atra-
vés de um par de alelos homédlogos. A 1.2 geragao (hibridos Aa; heterozigotos) tem o fenotipo Aa
e caracteristicas (fenotipo) semelhantes a um dos progenitores (AA). Na 2.2 geragao, a proporgao
entre dominantes e recessivos é de 3/1, dos quais um dos dominantes é homozigoto (AA) e dois
sdo heterozigotos (Aa). Portanto, os genes dominantes e recessivos sdo transmitidos indepen-
dentemente, com segregacgao independente durante a formagao dos gimetas.

Conclusoes

A teoria da hereditariedade baseia-se nos cromossomas celulares.

Cada cromossoma de eucariota é constituido por uma molécula extensa e
linear de DNA (com cerca de 2x10° pares de bases nos cromossomas huma-
nos), onde se localizam o centrémero e os telémeros (extremidades). A molé-
cula de DNA é envolvida quase completamente por proteinas (na maior parte
histonas, cujas caracteristicas basicas se devem a uma constituicio muito
rica em lisina, arginina e alanina), o que da ao conjunto uma conformagao em
“super-hélice”.

A mistura de DNA e proteinas cromossémicas é designada de cromatina, a
qual no mesmo nticleo pode apresentar-se sob a forma condensada (hetero-
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cromatina) ou difusa (eucromatina). A irregularidade do didmetro dos fila-
mentos de cromatina resulta da fase de actividade do DNA: durante a replica-
¢do e ou na transcricdo, o DNA desenrola-se e separa-se das proteinas nos
segmentos em que decorrem aquelas fungoes. Na estrutura dos cromossomas
sao identificaveis ao longo da sua extensao, por coloracao adequada, multi-
plas bandas escuras e claras, as quais parecem corresponder as sequéncias
replicantes do DNA. E possivel que nem todo o DNA seja transcrito.

Os cromossomas de eucariotas alojam os segmentos de informagao here-
ditaria em sequéncia linear. Essas unidades representam os genes, cujo total
constituiu o genoma (celular). Cada gene (ou cistrao) é um segmento de DNA
(de uma das cadeias do duplex) que codifica uma cadeia polipeptidica (ou
molécula de RNA). Cada gene pode existir como duas ou mais estruturas
alternativas (alelos). Os genes definem as caracteristicas hereditarias do or-
ganismo portador (genotipo), as quais podem ser ou nao expressas. Por con-
seguinte, o genotipo de um individuo representa a combinagdo dos alelos
que possui. O fenotipo corresponde as caracteristicas do genotipo que tém
expressao efectiva em cada individuo, em consequéncia da interacgdo entre
o genotipo e o ambiente em que se situa.

A mitose é a divisao celular pela qual uma célula (haploide ou diploide)
origina células filhas idénticas a progenitora, possuindo igual ntimero de
cromossomas. A meiose é o mecanismo em que a célula diploide origina
quatro células filhas haploides. Para tal, a meiose requer duas divisoes su-
cessivas: na primeira ha duplicagao dos cromossomas antecedendo a profa-
se I mas os centrémeros nao se subdividem, pelo que cada célula filha rece-
be o par de cromatideos irmaos de uma das duas cépias de cromossomas
homélogo, apdés recombinagao genética. A meiose II ndo é precedida de re-
plicagao do DNA.

A partir da célula inicial todas as divisdes originam células filhas com o
mesmo numero de cromossomas da célula mae. Exceptuam-se as células
sexuais, que contém apenas metade dos cromossomas. No homem, o estado
haploide é muito curto, limitando-se ao tempo de diferenciagdo dos game-
tas, sem divisdo subsequente. A fusao do 6vulo e do espermazoide gera um
ovo no estado diploide o qual, por misturas sucessivas, origina um novo
organismo. A maioria das células no adulto diferenciam-se nos tecidos e
orgaos (células sométicas). As células germinais originam gametas apos
meiose.
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NUCLEOTIDOS E ACIDOS NUCLEICOS

Estrutura Quimica

Os mononucleétidos constituem as moléculas-base dos acidos nucleicos e
intervém de multiplas formas no metabolismo celular.

Cada mononucledtido é constituido por trés tipos de moléculas: uma base
azotada, uma pentose e uma de fosfato.

As duas espécies de bases azotadas dos nucleétidos (puricas e pirimidicas)
derivam de compostos aromaticos heterociclicos, respectivamente, a purina e
a pirimidina. A purina é um derivado da pirimidina com mais um anel imida-
z6lico do que este composto (Fig. 2.1.).

A ligacao glicosidica entre o carbono 1 da D-ribose ou da 2-desoxi-D-ribose
(Fig. 2.2.) e o N, da pirimidina ou o N, da purina origina um nucleésido, desig-
nado, respectivamente, por ribo- ou 2’-desoxirribonucleésido (Fig. 2.3.). Am-
bos os tipos sdo hidrolisaveis por enzimas especificas, as nucleosidases. Os
nucledsidos sdo, portanto, constituidos por uma pentose e uma base (ptrica ou
pirimidica). Os nucleétidos resultam da fosforilagao dos nucleésidos, através
de uma ligacao éster entre uma molécula de acido fosférico (fosfato) e um dos
grupos hidroxilo (OH) livres da pentose.

Sao também significativas as quantidades de nucleédtidos livres existentes
nas células que sao produtos da hidrélise enzimatica parcial dos acidos nuclei-
cos, por acgao das enzimas nucleases.

A esterificagdo dos desoxirribonucledtidos pode ser feita apenas nas posigoes
3’ e 5’ da pentose. Ambos os tipos existem na Natureza. Sao trés as posigoes
possiveis de esterificagdo nos ribonucleétidos (carbonos 2’, 3’ e 5° da pentose).
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Fig. 2.1. (a) Representagdo estrutural dos compostos heterociclicos arométicos pirimidina e
purina, de que derivam as duas classes de bases azotadas constituintes dos nucledsidos e
nucleédtidos. (b) Principais bases ptricas e pirimidicas dos nucleésidos e nucleétidos. Deriva-
dos da purina: adenina (6-aminopurina) e guanina (2-amino-6-oxipurina); derivados da piri-
midina: citocina (2-oxi-4-aminopirimidina), uracilo (2,4-dioxipirimidina) e timina (5-metil-
2,4-dioxipirimidina).
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Ribose Desoxirribose
(no RNA) (no DNA)

Fig. 2.2. Representagao estrutural da D-ribose e da D-desoxirribose. As moléculas diferem entre
si na posicao 2’, a qual, na desoxirribose, estd desprovida do atomo de oxigénio existente no
grupo hidroxilo da ribose.

OH (O)H

\ Nucleésido |

Nucleodsido 5'-monofosfato |
, Nucleésido 5'-difosfato |

Nucleosido 5'-trifosfato

Fig. 2.3. Esquema geral dos principais ribonucleésidos e desoxirribonucleésidos 5’-fosfato.

Nas células predominam os nucleétidos com um grupo fosfato na posigao
5’, 0s quais sao intermediarios normais no metabolismo dos acidos nucleicos e
em outras actividades metabélicas (Fig. 2.4.; Quadro 2.1.).

Também existem nucle6tidos com 2 e 3 grupos fosfato na cadeia lateral liga-
da a posigao 5’ da pentose. Sdo os ribonucleésidos ou 2’ desoxirribonucleosi-
dos 5’ di- e 5’- trifosfato, cujas ligagoes podem ser selectivamente hidrolisadas
por enzimas especificas celulares.
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Fig. 2.4. Esquema geral dos nucleésidos e nucledtidos (nucleésidos 5’-mono-, di- e trifosfato). As
bases mais comuns sdo as purinas adenina e a guanina, e as pirimidinas citosina, uracilo ou timina.

Quadro 2.1. Nomenclatura dos nucledsidos e nucleétidos mais frequentes.

Nucledsidos Nucledtidos
Bases Com Com Com Com
D-ribose  2’-desoxi D-ribose D-ribose 2’-desoxi D-ribose
Adenina Adenosina 2’ Desoxiadenosina Acido adenilico Acido desoxiadenilico
(A) ou Adenosina ou Desoxiadenosina
5’-monofosfato (AMP) 5-monofosfato (d AMP)
Guanina Guanosina 2’-Desoxiguanosina Acido guanilico Acido desoxiguanilico
(G) ou Guanosina ou Desoxiguanosina
5’-monofosfato (GMP) 5-monofosfato (d-GMP)
Citosina Citidina 2’-Desoxicitidina  Acido citidilico Acido desoxicitidilico
Q) ou Citidina ou Desoxicitidina
5’-monofosfato (CMP) 5-monofosfato (d CMP)
Timina - 2’-Desoxitimidina - Acido desoxitimidilico
(T) ou Desoxitimidina
5’-monofosfato (d TMP)
Uracilo Uridina - Acido uridilico -
(U) ou Uridina

5’-monofosfato (UMP)

Uma das fungoes mais importantes dos nucledsidos 5’-trifosfato é a de for-
mar precursores de mononucleo6tidos ricos em energia quimica, indispensavel
ao processo das biossinteses, e outras actividades endergénicas celulares, em
que se inclui a sintese enzimatica dos acidos nucleicos.
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Os nucledtidos que constituem os acidos nucleicos unem-se entre si, em
regra, por pontes de acido fosférico, entre as posigoes 5’ e 3’ da D-ribose ou 2-
desoxi-D-ribose, ainda que possam existir outras pontes de uniao em nucleoéti-
dos estranhos aos acidos nucleicos, mas ainda assim existentes sob a forma
livre nas células (p.ex. as coenzimas NAD, NADP e FAD, entre outras). Por
conseguinte, os acidos nucleicos sao polimeros constituidos por cadeias linea-
res de muitos mononucleétidos, ligados por pontes fosfodiéster entre as posi-
¢Oes 5’ e 3’ das respectivas pentoses (Fig. 2.5.). Este processo de unido ocasiona
que ambos os tipos de acido (desoxirribonucleico e ribonucleico) possuam pro-
priedades semelhantes.

5-P O | Basel
R 0 Base 2

Base 3

Fig. 2.5. Estrutura geral de um polinucleétido. Os nucleétidos sdao unidos
: entre si através de um residuo de fosfato, por ligagoes 3’,5" fosfodiéster
O_(Parn entre o grupo 3’-hidroxilo de um nucleétido e o 5’-hidroxilo do seguinte.
Deste modo, cada polinucleétido é uma sequéncia de residuos alternados
da pentose e fosfato, com uma cadeia lateral (a base) unida a pentose de

3'OH cada mononucleétido.

Um modo de identificar os polinucleétidos consiste em anotar a sequéncia
das suas bases (p.ex. A, G, Uou T, C) e o tipo de pentoses que os compoem.

A ligagao éster 3’, 5’ é facilmente hidrolisada, libertando nucleétidos de va-
rias dimensoes. Igual efeito é obtido por nucleases ou fosfodiesterases especificas.

Ha 2 tipos de fosfodiesterases (a e b), que actuam entre o hidroxilo 3’ e o
grupo de acido fosférico, (a), ou entre este e o grupo hidroxilico 5’, (b). Confor-
me hidrolisam as pontes fosfodiéster a partir do extremo das cadeias polinu-
cleotidicas (onde existem grupos hidroxilo livres) ou actuam em qualquer sec-
tor (independentemente dos grupos terminais), estas enzimas tomam o nome
de exo- ou endonucleases (Fig. 2.6.).
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Fig. 2.6. Representacao de acgao enzimética de uma exonuclease (a) e de uma endonuclease (b)

numa das cadeias de moléculas de DNA. Ambas as nucleases actuam na ligacao fosfodiéster do
esqueleto dos polinucleétidos. As exonucleases removem sucessivos residuos de desoxiribonu-
cleétido das extremidades da cadeia de DNA em que actuam, enquanto as endonucleases actu-
am em ligagoes internas préximas de sequéncias especificas de nucleétidos.

Os acidos nucleicos constituem moléculas de DNA e de RNA. Alguns asso-
ciam-se a proteinas especificas, formando complexos funcionais muito activos
(p.ex. ribossomas e virus).

As moléculas de DNA de qualquer tipo celular incluem sempre os mesmos
tipos de mononucleétidos (AAMP, dGMP, dTMP e dCMP, onde d simboliza a
molécula de desoxirribose). As proporgoes e sequéncia destes mononucledti-
dos na molécula de DNA variam com a espécie biolégica, ainda que obedegam
as seguintes relagoes fundamentais:

1 - A soma das bases puricas é igual a das pirimidicas
2 — A proporgao molar da adenina iguala a da timina, enquanto a guanina
equivale a citosina.

Além destas bases principais, comuns a todos os tipos de DNA, existem (em
especial nos virus) algumas bases especiais, que sdao quase sempre derivados
metilados daquelas.

O peso molecular é variavel. Quase todo o DNA existente nos organismos
procariotas localiza-se num tinico cromossoma (Fig. 2.7). Nos eucariotas ha vari-
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Fig. 2.7. Molécula de DNA (extensa faixa des-
dobrada) expelida da cabega de um bacteriéfa-
go T2 da Escherichia coli, apds o fago ser sub-
metido a shock osmético. Reprodugao autori-
zada da micrografia electrénica amavelmente
cedida pelo autor, Dr. Alberch K. Kleinschmidt
(Department of Biochemistry, New York Uni-
versity School of Medicine, USA).

as ou muitas moléculas de DNA, dependendo do ntmero de cromossomas de
cada célula. Por esse motivo, a maioria do DNA celular situa-se no nticleo, onde
se combina com as histonas, ainda que exista uma pequena fracgao citopldsmica
que difere da nuclear nas bases e no peso molecular dos seus constituintes.

Existem trés tipos principais de RNA celular (mensageiro, ribossémico e de
transferéncia), cada um com caracteristicas proprias quanto a composigao de
bases e peso molecular, mas constituidos por uma sé faixa de polinucleétidos.
A maior percentagem localiza-se no citoplasma celular.

Conclusoes

Os mononucleé6tidos sdo compostos por trés moléculas unidas entre si por
ligagoes covalentes: uma base azotada (purica ou pirimidica), uma pentose
(D-ribose ou 2-desoxi-D-ribose) e uma de acido fosférico ionizado (fosfato).
Os ribonucleétidos e os desoxiribonucledsidos diferem também nas bases
pirimidicas uracilo (que existe somente nos ribonucleétidos) e timina (nos
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desoxirribonucleétidos). Na auséncia de grupo fosfato, a molécula constitui-
da por uma base azotada ligada a uma pentose é designada de mononucleési-
do. Existem dois tipos de mononucleésido consoante o tipo de pentose que
as constitui: ribonucleésidos (contém D-ribose) e desoxirribonucleésidos (com
2-desoxi-D-ribose).

Nos mononucleétidos mais comuns o grupo fosfato estd unido por uma li-
gacao éster ao grupo 5-OH da pentose. Os mononucle6tidos sdo componentes
monomeéricos do acido nucleico e participam em outras estruturas e fungoes
importantes, designadamente coenzimas e transporte energético (p.ex., ATP),
transporte de moléculas (p.ex., UDT-glicose), transferéncia de electrdes nas
reaccgoes de oxidagao-redugao (p.ex., NAD, FAD).

Os acidos nucleicos sao polimeros lineares de mononucleétidos, unidos entre
si por pontes fosfodiéster entre o grupo 3’-OH da pentose de um nucleétido e o
grupo 5’-OH do seguinte, e que confere ao dcido nucleico uma polaridade
quimica, 3’'—5’. As bases estao unidas ao residuo da pentose, orientando-se na
perpendicular do eixo pentose-fosfato. No estado nativo, o DNA tem duas ca-
deias complementares enroladas em dupla hélice (duplex). O RNA tem apenas
uma cadeia.

As bases dos monémeros constituintes dos acidos nucleicos sao, quase sem-
pre, a adenina (A), guanina (G), citosina (C) e a timina (T; nos desoxirribonu-
cledsidos e acidos desoxirribonucleicos) ou o uracilo (U; nos ribonucleésidos e
acidos ribonucleicos). As bases mais comuns podem ser substituidas excepcio-
nalmente por bases raras. As ligagoes internucleotidicas DNA e RNA podem
ser hidrolisadas por enzimas (fosfodiesterases ou nucleases) de que resultam
5’ fosforilo-nucledsidos ou 3’ fosforilo-nucledsidos (consoante o local de hi-
drélise da ligagao 3’, 5°-fosfodiéster). O DNA é uma molécula de elevado peso
molecular, em que a composigao e sequéncia das bases, variaveis de molécula
para molécula, corresponde a memoéria da informacao genética celular. No
mesmo organismo existe um tipo de molécula de DNA e trés de RNA (mensa-
geiro, transferéncia e ribossémico).



CONFORMAGAO, REPLICAGAO, REPARAGAO E RECOMBINAGAQ
DO ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

Estrutura molecular do duplex

Entre a descoberta do DNA nos cromossomas, no inicio deste século, e a
afirmacao de que era o centro da informagéao genética celular, mediaram cerca
de 50 anos (vide Anexo II — Cronologia). O problema principal parecia quase
intransponivel. Consistia em saber como era guardada a informacéao e depois
transferida a nivel molecular. Watson e Crick resolveram a questao ao apresen-
tarem uma teoria fascinante, mediada por um mecanismo quimico muito sim-
ples que, progressivamente, tem vindo a ser confirmado.

Vérios factos experimentais evidenciaram o DNA como o material celular
que determina as caracteristicas hereditarias, sendo as proteinas cromossémi-
cas desprovidas, em absoluto, desta fungao. Os trabalhos de Avery e Cols com
pneumococos estiveram na origem daquela ideia, ao induzirem a viruléncia
nas estirpes primitivamente nao patogénicas pela administragao de DNA ex-
traido e purificado de estirpes patogénicas. O facto de uma infecgao celular por
virus resultar da entrada do DNA (cromossoma viral; em alguns é constituido
por RNA), enquanto as proteinas de revestimento ficam retidas no espago ex-
tracelular, é outro exemplo de que a informagao genética reside no DNA e nao
nas proteinas (Fig. 3.1.).

A quantidade de DNA de determinada espécie é constante para todo o orga-
nismo e independente de alteragoes exteriores, do metabolismo celular e das
condicoes nutritivas do meio. Quanto mais complexa é a célula maior é a pro-
porcao de DNA que contém. Assim, p.ex., enquanto nos mamiferos cada célula
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Fig. 3.1. Multiplicagao de virus no interior da célula parasitada.

possui cerca de 6 x 10° mg de DNA, nos peixes é de 2 x 10 e nos moluscos ¢é de
1,2 x 10° mg. As bactérias, muito mais simples, possuem aproximadamente
0,02 x 10° de DNA por unidade celular. As células haploides dos eucariotas
tém metade do contetido de DNA nas células somaticas (diploides).

O DNA localiza-se quase exclusivamente nos cromossomas nucleares.
Em solucao apresenta-se como uma substancia com elevada viscosidade.
Por ser muito estavel, e nao estar sujeito a sintese e degradacao constantes,
como a maioria dos outros substractos metabdlicos, o DNA evidencia-se
como a substancia ideal para a conservar fielmente a informagao genética
das espécies.

Foi sugerida a importancia que teria a equivaléncia e o emparelhamento das
bases nucleotidicas na organizagdo do DNA e nas respectivas fungoes.

Era conhecido que o DNA celular tinha idéntica composigdo de bases em
tecidos diferentes da mesma espécie, mas que variava de espécie para espécie.
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Outro facto conhecido era a existéncia de uma relacdo constante entre o con-
junto de bases do mesmo DNA, de modo que

A+G=C+T sendoA=TeG=C.

Suspeitava-se de que o DNA tinha estrutura tridimensional. Por difracgao
de raios X foram observadas na molécula de DNA periodicidades varidveis
com o estado de hidratacao (entre duas formas extremas, A e B), sugerindo
uma conformagao helicoidal. Estas observagoes conduziram a concepgao do
esquema tridimensional em duplex, apresentado por Watson e Crick em 1953.
De acordo com aquela hipétese a molécula de DNA seria constituida por duas
cadeias extensas e finas de polinucleétidos, enroladas em torno de si préprias
e de um eixo comum, formando uma dupla hélice regular (duplex). As bases
estariam localizadas na perpendicular do eixo maior do duplex, unidas a cada
uma das cadeias e paralelas entre si (Fig. 3.2.).

Pontes hidrogenionicas

Fig. 3.2. Modelo tridimensional em dupla-hélice da
molécula de DNA, definido por Watson e Crick. O mo-
delo é constituido por duas cadeias de nucledtidos, cada
uma enrolada para a direita e ambas enroladas no mes-
mo sentido em torno de um eixo comum. As cadeias
polinucleotidicas do duplex sao anti-paralelas (relati-
vamente a direcgao das ligagoes 3’, 5°-fosfodiéster, entre
os residuos de fosfato e da desoxirribose de nucleétidos
contiguos) e complementares (quanto ao tipo de bases
puricas e pirimidicas). As ligagdes hidrogenionicas for-

madas entre os pares adenina-timina (duas ligagoes) e

& Cadeias complementares ¢ citosina-guanina (trés ligagoes) das cadeias complemen-

antiparalelas de polinucledtidos tares contribuem para a estabilidade da duplex.
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O diametro maior do duplex foi calculado em cerca de 20 A; cada cadeia
concluiria um enrolamento completo em cada 34 A, em que cada segmento
teria 10 nucleétidos. Deste modo, as bases estariam afastadas entre si cerca de
3,4 A. Normalmente, as cadeias de polinucleétidos do duplex seriam constitu-
idas por quatro tipos de nucleétidos, dispostos em sequéncia variavel; cada
nucleétido seria constituido por um residuo de desoxirribose, um grupo fosfa-
to e uma base purica (adenina, A ou guanina, G) ou pirimidica (timina, T ou
citosina, C). Cada cadeia seria constituida por uma disposigdo sequencial cons-
tante (desoxirribose-fosfato-desoxirribose-fosfato, etc,).

Em contraste com aquela regularidade do “esqueleto” de DNA, a sequéncia
relativa e a ligagao das bases a respectiva cadeia varia bastante de molécula para
molécula. No entanto o emparelhamento das bases entre ambas as cadeias decor-
rera se forem complementares entre si (A-T ou G-C) (Fig. 3.3.). As ligagoes hidroge-
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Fig. 3.3. Disposigdo complementar e antiparalela de um segmento do duplex de DNA, evidenciando
as bases emparelhadas (A — adenina; T — timina; G — guanina; C — citosina) entre as cadeias 1 e 2.
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nidnicas entre ambos aqueles grupos sao muito mais fortes do que seriam para os
pares A-G e C-T; por outro lado, o par A-G seria demasiado volumoso para ocupar
o espaco calculado que existe entre ambas as cadeias do duplex, enquanto os cons-
tituintes do par C-T, pelas suas reduzidas dimensoes, estariam demasiado afasta-
dos entre si, nao permitindo a formagao de ligagoes hidrogeniénicas estéveis.

Ambos os pares de bases, hidrofébicas, como que se “refugiam” no espago
formado pelo duplex, protegidos pelas moléculas de desoxirribose e pelos gru-
pos fosfato periféricos, aqueles hidrofilicos e estes com carga negativa.

Para que a complementariedade se verifique entre as bases de ambas as ca-
deias (p.ex. a sequéncia AGTC em uma das cadeias tem de corresponder na
outra cadeia do duplex a sequéncia TCAG) ¢é indispensavel que os dois polime-
ros estejam orientados em sentidos opostos (Fig. 3.4.).

E muito importante para a estabilidade da molécula de DNA, que os 4tomos
de hidrogénio que a constituem nao variem nas suas posigoes relativas, ainda
que isto possa suceder muito raramente (p.ex., modificagdo do grupo amina
NH, das bases em grupo imino, NH).
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Fig. 3.4. Disposigdo complementar e antiparalela
de um segmento do duplex de DNA,
evidenciando as bases emparelhadas (A - adeni-

na; T —timina; G — guanina; C — citosina) entre as

3 J'}'h, 5’ cadeias 1 e 2.
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A relagdo A + T / G+C varia consoante os organismos considerados.
Enquanto no Homem é de 1,4, nos seres procariotas tanto pode ser 1,84 (no
bacteriéfago T,) como 0,97 (na Escherichia coli'). A explicagdo para este
facto é um pouco dificil e especulativa. No entanto é sabido que organis-
mos semelhantes tém proporgao aproximada de bases, a qual é constante
na mesma espécie. Experimentalmente é possivel produzir hibridos de DNA
a partir de cadeias de DNA desnaturadas de duas espécies diferentes. Por
arrefecimento lento, constatou-se que uma cadeia de DNA de murganho
tende a ligar-se complementarmente a 25% de uma cadeia de DNA huma-
no, o que demonstra a existéncia de algumas semelhangas de constituigao
entre ambos os tipos de DNA, provavelmente entre os segmentos que codi-
ficam proteinas com fungoes semelhantes no murganho e no homem.

Replicacao do DNA

A replicagdo do DNA consiste na duplicagdo da duplex-mae em duas
moléculas de DNA idénticas, entre si e a original. As cadeias de cada du-
plex sdo complementares e antiparalelas entre si, quanto ao tipo e sequén-
cias das bases nucleotidicas que as constituem (Fig. 3.4.).

A complementaridade das duas faixas de DNA explica ainda a sua re-
plicagao durante a divisdo celular, cada uma sendo o modelo necessério
para a sintese de uma nova cadeia que lhe é complementar. Para que o
duplex seja replicado, as duas cadeias constituintes tém de se afastar en-
tre si, o que sucede apds a rotura das ligagoes hidrogeniénicas entre as
respectivas bases centrais. A medida que o processo de replicagao progri-
de, as cadeias separam-se de modo a cada uma ser replicada numa nova
faixa complementar adquirindo cada novo par o enrolamento em duplex.
As moléculas resultantes sdo duplex hibridos, constituidos, cada um por
uma das cadeias de DNA-mae e por uma cadeia replicada, complementar
daquela. (Fig. 3.5.).

Esta replicacdo “semi-conservadora”, que ja havia sido proposta por Wat-
son e Crick na sua hipdtese original sobre a transmissao de informagao ge-
nética, foi confirmada por Meselson e Stahl, em culturas de E. coli.

1 Abreviatura utilizada no texto: E. coli
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Fig. 3.5. Esquema de replicacdo em que cada cadeia

(1 e 2) origina o seu respectivo complemento (2’ e 1°).

A experiéncia consistiu em fazer crescer geragoes de E. coli num meio com
azoto radioactivo, entre os nutrientes necessarios. Consoante era usado N'* ou
N** assim as bactérias continham DNA com particularidades diferentes. As
bactérias com DNA “pesado” (com N?°), ao serem transferidas para um meio
com N', evidenciavam uma alteragao da densidade relativa dos respectivos
DNA em geragoes subsequentes. Concluiu-se que, desde a 1.2 geragao (dupli-
cacao do numero de células), o DNA possuia caracteristicas hibridas préprias
de uma estrutura com duas faixas de densidade diferente (uma incorporando
N* e a outra N'*). Na 22 geragdo, duas moléculas de DNA eram iguais ao tipo
“leve” inicial (com N'¥) enquanto as outras duas eram hibridos semelhantes as
da 1.2 geracao (Fig. 3.6.). Admitiu-se que este tipo de replicacdo (semi-conser-
vadora) também existiria nos eucariotas.

No seguimento daquelas experiéncias foi verificado que a replicagao das
(novas) cadeias complementares do DNA parental era catalisada por uma poli-
merase especifica. Esta enzima promovia o crescimento do polimero de deso-
xirribonucledtidos, unidos entre si em sequéncia, por pontes 3’, 5’-fosfodiéster.
Para exercer a sua actividade, a DNA polimerase requeria a presenga de um
molde de DNA, Mg?* e todos os principais desoxirribonucledsidos-5’-trifosfato
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Crescimento bacteriano em meio com N5

Origem: HH

—

1? replicagdo em meio com N'*

HL

\

% 2% replicagdo em meio com N4
LL

HL LL HL

Fig.3.6. Replicacao conservadora de DNA. Utilizando um is6topo pesado (N*°), a E. coli incorpora-
o nas duas cadeias de DNA (forma HH). Quando as bactérias contendo DNA “pesado” sdo transfe-
ridas para um meio com azoto “leve” (N*), deixando-as replicar uma vez, o DNA resultante terd
densidade intermédia entre as formas de DNA pesado e leve. O DNA desta geracao sera hibrida
(HL). Numa 2.? geragao, metade do DNA sera hibrido (HL) e a outra metade terd DNA leve (LL).

de que derivam os constituintes comuns nas moléculas de DNA. A omissao de
qualquer um deles nao permitia a formagao do DNA:

Mg2+
DNA pré-formado + (dATP + dGTP + dCTP + dTTP), P
DNA polimerase

» DNA - (dAMP + dGMP + dCMP + dTMP)_ + PPi_
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A polimerizagao ocorria no sentido 5’'—3’, ou seja, cada mononucleétido
ligava-se através de um grupo fosfato em 5’ ao grupo 3’-hidroxilo livre do mono-
nucledtido precedente na cadeia de DNA (Fig. 3.7.).

O pirofosfato (PPi), libertado apés a formagao de cada ligagao fosfodiéster, era
hidrolisado por accao de uma pirofosfatase em ortofosfato (Pi); aquela hidrélise,
juntamente com o decréscimo de energia livre resultante da subsequente forma-
¢ao de um duplex, tornaria irreversivel a reaccao no sentido da sintese.
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Fig. 3.7. Formagdo de uma ligacdo fosfodiéster por acgdo da DNA polimerase. Na presenga de
um segmento pré-formado de DNA, a DNA polimerase catalisa a uniao de um molécula de
desoxirribonucledsido-trifosfato (em que o grupo trifosfato estd unido a posigdo 5’ da respectiva
desoxirribose) ao grupo 3’-hidroxilo livre da cadeia. Por deslocagdo nucleofilica, aquele grupo
3’-hidroxilo ataca o grupo fosfato o do novo nucledsido-trifosfato (P). Daqui resulta uma ligagao
fosfodiéster (5° — 3’), com remogao de um grupo pirofosfato (PPi) e o alongamento da cadeia de
DNA em mais uma unidade incorporada. A diminuigao da energia livre, por subsequente hidré-
lise do pirofosfato em duas moléculas de fosfato inorganico, a par com a formagao da dupla
hélice entre a cadeia de DNA que esta a ser alongada e a que lhe serve de modelo complementar,
confere a reacgao de polimerizagao caracteristicas exergénicas que favorecem a sua continuagao.

Posteriormente, foi demonstrado que a DNA polimerase, por si s, nao pos-
suia a capacidade de iniciar cadeias de DNA mas somente a de promover o
alongamento da cadeia pré-existente, quer de DNA (nos procariotas) ou de DNA
ou RNA iniciador (nos eucariotas).
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A DNA polimerase purificada revelava outra actividade catalitica, seme-
lhante a das exonucleases. Em consequéncia da remogao hidrolitica de mono-
nucledtidos a partir de qualquer extremidade da cadeia de DNA, seria possivel
isolar sucessivos residuos de desoxirribonucleésido-monofosfato.

Foi detectada a existéncia de DNA polimerase em muitos tipos celulares, quer
de organismos procariotas quer nos eucariotas; nestes tltimos, a polimerase apa-
rece localizada sobretudo no ntcleo, ainda que exista alguma quantidade nas
mitocoéndrias, possivelmente relacionada com a replicacdo do respectivo DNA?.

A DNA polimerase que foi purificada a partir de E. coli apresentava peso
molecular de 109.000 dalton, era constituida por uma cadeia polipeptidica com
conformacao esférica, e tinha um didmetro cerca de trés vezes superior ao de
um duplex de DNA.

Outra caracteristica da DNA polimerase, muito possivelmente relacionada
com a sua grande especificidade de acgao, relaciona-se com os pontos de liga-
¢ao que possui, separados uns dos outros, cada um com fungoes diferentes.

A enzima possui um sitio de ligacao no centro activo, a que se fixam, em
sequéncia, as moléculas de desoxirribonucledtido-5"-trifosfato a serem utiliza-
das na formagao das cadeias replicadas. Proximo daquele sitio catalitico, a
molécula enzimatica apresenta outro sitio para a fixagido das cadeias simples
lineares ou fechadas de DNA, que funcionam de molde a replicagao. Foi de-
monstrado que a DNA polimerase actuava melhor quando o DNA fornecia nao
s6 o modelo mas também uma faixa iniciadora, a qual se juntavam os sucessi-
vos mononucledtidos que constituiam a sequéncia complementar a do molde.
Num tipo muito purificado da polimerase foi identificado um sitio especifico
para a sua uniao a faixa de DNA a ser replicada.

Para esclarecer o mecanismo de accao da DNA polimerase foram admitidas
duas hipéteses: ou cada molécula de DNA constituia um “ntcleo de cresci-

2 As mitocondrias sdo como que estruturas auténomas dentro da prépria célula, no que concerne a sintese
das préprias proteinas. Possuem DNA circular, RNA dependente DNA-polimerase, moléculas de RNA, e
aminoacil-RNA -sintetase especificas e utilizam também o N-formil metionina como aminoacido inicial.
Podem sintetizar RNA  a partir do préprio DNA, o que é também inibido pela actinomicina. Os ribosso-
mas parecem estar quase sempre dissociados nas suas subunidades, assemelhando-se aos do tipo 70S das
bactérias. Talvez por esse motivo a sintese proteica mitocondrial possa ser inibida pelo cloroanfenicol, o
que ndo acontece com a sintese mediada pelos ribossomas 80S. Aquele antibiético actua ao nivel das
subunidades 50S, impedindo a formagao das ligagoes peptidicas (ver Capitulo 4). No conjunto, as mito-
condrias, assim como os cloroplastos, também possuidores de DNA, assemelham-se a bactérias.
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mento” que, por adigao sucessiva de mononucleétidos, conduzia a cadeia com-
pleta, ou, em alternativa, representaria apenas um “modelo” a partir do qual a
enzima copiava uma nova sequéncia complementar.

Em experiéncias com E. coli, utilizando DNA desnaturado de diversas pro-
veniéncias (animais, plantas, virus, bactérias), foi verificado que a DNA poli-
merase daquela bactéria formava novo DNA, sendo tanto maior a actividade
daquela enzima e a quantidade do DNA sintetizado quanto mais extensa fosse
a molécula de DNA utilizada como modelo; contudo, a cépia de DNA nunca
excedia as dimensoes do modelo utilizado.

Outro processo consistiu em observar a composigao de bases do DNA poli-
merizado em meios celulares preparados a partir de culturas de E. coli (conten-
do misturas de dATP, dGTP, dCTP, dTTP, enzima purificada e moléculas de
DNA desnaturado de varias espécies). Verificou-se que o produto obtido man-
tinha a proporcao (A + T)/(G+C) entre as suas bases, bem como respectiva
composicao, muito idéntica a do DNA modelo.

Entretanto, foi identificada uma outra enzima em extractos de E. coli, a DNA
ligase. Esta enzima tem a propriedade de unir entre si as extremidades (ou
segmentos constituintes) de duas cadeias de DNA ou de uma tinica cadeia, no
caso de ser uma molécula circular.

A reacgao decorre em trés fases. Na primeira (i) é formado um complexo entre
a enzima (E) e o grupo adenilico do ATP, de que resultam as moléculas de piro-
fosfato (PPi) e o complexo enzima-adenosina-monofosfato (E-AMP); na segunda
(ii), o grupo adenilico liga-se a extremidade livre 5’-fosfato do DNA, com o qual
forma uma ligagao fosfodiéster, apds o que (iii) se liga ao grupo 3’-hidroxilo livre
de outra cadeia de DNA, com recuperagao final da enzima e AMP livre:

(i) E + ATP— E-AMP + PPi
(ii) E-AMP + PO? + 5-DNA — E-AMP-PO-5"-DNA
(iii) DNA-3-OH + E-AMP- PO-5-DNA — DNA-3-O-PO,-5-DNA + AMP + E

Como resultado, as extremidades dos fragmentos de DNA sdo unidas entre
si desde que esteja presente uma cadeia complementar intacta de DNA (que
lhes serve de modelo).

A reconhecida simplicidade dos virus e a particularidade de acgao dos bac-
teri6fagos estimula a sua utilizagao preferencial nos estudos de identificagao
dos mecanismos e informagao genética. Por observagao ultramicroscépica, ve-
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rificou-se que as moléculas circulares de DNA viral estavam dispostas
habitualmente na regiao da “cabeca” do virus. A disposigao circular forneceria
ao DNA alguma protecgao contra replicagoes indesejadas (Fig. 3.8.). Para pene-
trar no hospedeiro a forma circular de DNA viral transforma-se em linear o que
também sucede durante a divisao celular, em que cada cromossoma s6 se repli-
ca uma vez.

Fig. 3.8. Bacteriéfago T,, ampliado 500.000 didmetros. A cabega, que constitui o segmento mais
volumoso, contém toda a informagéo genética (sob a forma de uma molécula gigante de DNA)
necesséria para a sua replicagao na célula hospedeira. Logo que a cauda do virus adere a parede
da bactéria hospedeira, esta é invadida pelo DNA viral que utiliza imediatamente o equipamen-
to do hospedeiro para reproduzir cerca de 100 cépias de fago completo, as quais passam para o

meio externo por lise da célula parasitada. Reprodugao autorizada pelos autores, Dr. S. Brenner
e Dr. R.W. Horne (University of Cambridge, UK).

Utilizando como modelo uma das cadeias (+) de DNA circular do bacterio6-
fago ®X174, marcada com tritio foi possivel sintetizar em tubo de ensaio uma
molécula de DNA com enzimas e substractos muito purificados (Fig. 3.9.).
Na presenga de DNA polimerase e de uma mistura de nucledsidos-trifosfato
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Fig. 3.9. Trés duplex de DNA circular, em que uma das cadeias de cada par foi extraida do
bacteriéfago @ x174 (ampliagdo em cerca de 200.000 didmetros). Em meio com precursores e
enzimas adequadas a replicagéo, a cadeia simples do DNA do fago serviu de modelo a sintese de
uma cadeia complementar. Os duplex hibridos resultantes (cada um com cerca de 5.000 pares
de bases) evidenciaram actividade biolégica.

Reprodugao autorizada pelo autor, Dr. Arthur Kornberg (Department of Biochemistry, Stanford
University School of Medicine, USA).

marcados com P?? (dATP, dCTP, dGTP e dBUTP?, foi obtida uma cadeia de DNA
linear complementar (-), em que todos os residuos de timina estavam substitui-
dos por 5-bromo-uracilo. Por acgao de outra enzima especifica, a DNA ligase, a
faixa (-) linear era encerrada em ansa fechada, originando um duplex de DNA
constituido pela faixa (+) marcada com tritio e a faixa (-) com P32, A uniao
ocorria entre a extremidade 3’-hidroxilo de um fragmento (ou extremidade de
cadeia) e o grupo 5-fosfato do fragmento (ou extremidade) adjacente. A enzi-
ma permanecia transitoriamente unida a esta altima extremidade, activando o
grupo fosfato enquanto decorria a reacgao (Fig. 3.10.).

3 dBUTP-2-desoxi-5-bromo-uridina 5’-trifosfato, andlogo do dTTP, com 5-bromo-uracilo no lugar da timina.
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dade da cadeia complementar). (b)

Seguidamente, foi induzida a rotura enzimatica (pela desoxirribonuclea-
se) em pontos varios da dupla hélice circular, de que resultaram algumas
cadeias intactas, (=) ou (+), circulares ou lineares, e fragmentos daquela
formagao.

Isolando as faixas (=) circulares intactas de modo a servirem de modelo a
sintese das faixas complementares (+), foi verificado (num meio com DNA
polimerase, DNA ligase e os quatro tipos de desoxiribonucleésido 5-fosfato
habituais) a formagao de uma cadeia (+) circular, idéntica a faixa (+) original,
que também mantinha a capacidade infectante.

Nao obstante ter sido possivel demonstrar a sintese in vitro do DNA pela
polimerase especifica em organismos com um s6 cadeia de DNA circular,
continuava por esclarecer o processo de replicacdo da molécula duplex de
DNA.

Um pormenor significativo a salientar daquelas experiéncias havia sido a
necessidade de romper a estrutura circular do (-) DNA antes de viabilizar a
obtencdo da cadeia (+) final; enquanto se mantivesse em anel fechado nao
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havia replicagado da cadeia (-). Daqui foi concluido haver necessidade de enzi-
mas especificas, as endonucleases, que, ao actuarem em um ou mais pontos do
cromossoma circular, o transformavam na forma linear por rotura de algumas
pontes fosfodiéster (Fig. 3.11.). Porém, para actuarem, as nucleases teriam de
reconhecer a sequéncia especifica de nucleétidos préxima do seu local de ac-
¢ao. Este mecanismo funcionaria igualmente na forma linear do DNA. Em qual-
quer dos casos, a polimerase de DNA comegaria a actuar somente nos locais de
rotura das pontes fosfodiéster, onde se inicia a replicagdo. Nao havendo ruptu-
ra na(s) cadeia(s) de DNA néao existe replicagao.

3 5
5’ 3’

(b)

(@
5’ 3’

L.
S
©

Fig. 3.11. Disposicao circular de moléculas de DNA em duplex (a) ou monocadeia (c). A forma
circular (duplex ou simples) converte-se em linear (b e d) por ruptura das ligagdes fosfodiéster
em determinado local da sequéncia (assinalado com seta). A forma linear constitui uma adapta-
¢ao necessaria a sua passagem para a célula hospedeira, apds o que é retomada a forma circular.

Por autorradiografia e microscopia electrénica nao se confirmou que as duas
faixas de DNA duplex tivessem de se separar completamente uma da outra
para serem replicadas; na realidade, a medida que se replicavam, as cadeias
afastavam-se entre si, reaproximando-se depois da replicagao estar concluida.
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Experiéncias engenhosas permitiram concluir que a replicagao do duplex cir-
cular da E. coli comeca num determinado local (origem da replicacao), a partir
do qual progride bidireccionalmente até ao ponto de terminacao, a par com o
desenrolamento do duplex. O ponto de origem da replicagdo é sinalizado por
uma incisao no esqueleto fosfato-ribose, com exposigao de um grupo 3’-hidroxilo
livre ou pelo desenrolamento da duplex, induzida por determinada molécula
de natureza proteica. Em ambos os casos é estimulada a sintese de um frag-
mento de RNA complementar de determinado segmento da cadeia a replicar.

Ainda que inicialmente fosse sugerido que a replicacao decorreria sempre
na mesma direcgdo enquanto o ntcleo de crescimento se desloca, passou a
admitir-se que o crescimento das cadeias copiadas decorre simultaneamente
em sentidos opostos (horario e anti-horario) a partir da origem da replicagéo, a
medida que a duplex se desenrola (Fig. 3.12.). Na E. coli, cada nova cadeia de
DNA é formada a velocidade aproximada de 27um, a que correspondem cerca
de 9x10* ligacoes fosfodiéster por minuto.

Durante uma tnica divisdo celular (que decorre em cerca de 30 minutos) a
separacao de ambas as cadeias prossegue de modo divergente (em Y) no ponto
de origem da replicacao (ou garfo replicativo), até que sejam formados dois
duplex circulares por cada uma das cadeias iniciais.

Um dos problemas que se colocava era o de saber onde e como se iniciaria a
réplica de cada cadeia. E facil de entender o crescimento da cadeia comple-
mentar que progride na direcgao 5°'—3’ mas nao o é tanto explicar a replicagao
(5°—3’) da outra nova cadeia (Fig. 3.5.).

Para que o duplex seja replicado simultaneamente em ambas as suas faixas
é necessario, em principio, que o crescimento de uma das duas cadeias com-
plementares decorra num sentido e o da outra no sentido inverso mas, em
qualquer dos casos, sempre na direccao 5'—3’. Nao foi identificada nenhuma
enzima capaz de replicar de 3’ para 5’.

Considerando que a replicagdo é simultanea nas duas cadeias replicadas e
atendendo a direcgao tinica em que decorre (de 5 para 3’), tornava-se dificil
encontrar um mecanismo consentaneo, accionado por uma tnica molécula de
DNA polimerase. A alternativa consistiria em admitir duas moléculas daquela
enzima que actuassem em simultdneo mas em sentidos opostos.

A resposta aquele problema foi sugerida em mutantes de E. coli deficientes em
DNA ligase, nos quais se observou acumulagdo de pequenos fragmentos de DNA
nas proximidades dos pontos de crescimento; muitos dos nucleétidos que seriam
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(a) (b)

Fig. 3.12. Representacao esquemaética da replicagao do duplex linear (a) circular (b). A replica-
¢ao decorre simultaneamente em direcgdes opostas em ambas as cadeias (do duplex e também
do DNA circular simples) a partir de um ou mais pontos de origem (o) iniciais. Havendo mais de
uma origem, a replicagdo progride até encontrar outro “garfo replicativo”, e assim sucessiva-
mente. Em qualquer dos casos, a DNA polimerase catalisa a unido dos novos nucleé6tidos a
extremidade 3’-hidroxilo da cadeia em crescimento.

incorporados normalmente nas cadeias polinucleotidicas, agregavam-se em frag-
mentos curtos e complementares a uma ou a outra das cadeias-mae.Por outro lado,
as manipulagoes experimentais do DNA, por muito cuidadosas que fossem, nao
evitavam o aparecimento de pequenos fragmentos semelhantes aos observados
naqueles mutantes. Foi entdo sugerido que a replicagdo de ambas as cadeias de
duplex original envolvia a formacao de pequenos polinucleétidos como precurso-
res do DNA complementar; os fragmentos dispor-se-iam em segmentos ao longo
da cada uma das cadeias a ser replicada, as quais seriam complementares e antipa-
ralelas mas, necessariamente, orientadas na direcgao 5°—3’. Por acgdo da DNA
ligase aqueles fragmentos acabariam por ser unidos, progressivamente e em conti-
nuidade, dando origem a uma cadeia completa e complementar.
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Em estudos subsequentes, Kornberg e Cols elaboraram uma hipétese de re-
plicacao do DNA que ocorreria nao sé in vitro mas também em in vivo, em
qualquer forma de DNA (circular ou linear, duplex ou em cadeias simples). O
mecanismo basear-se-ia em trés tipos de enzima: DNA polimerase, DNA ligase
e endodesoxirribonuclease. O processo da replicagao seria activado pela sec-
¢ao de uma das cadeias de DNA por uma endonuclease; no local de rotura do
esqueleto fosfato-pentose, seria iniciado imediatamente o crescimento da ca-
deia interrompida, a partir do grupo 3’-hidroxilo do sector seccionado, pela
adigdo de sucessivos residuos de mononucleétido, complementares aos da ca-
deia intacta, e unidos entre si por ligagoes 3’,5’-fosfodiéster. A DNA polimera-
se, ao ligar-se ao grupo 3’-hidroxilico livre da secgao interrompida, adicionaria
na direcgao 5'—3’ sucessivos residuos de mononucleétidos, complementares
aos da cadeia intacta e unidos entre si por ligagoes 3’,5’-fosfodiéster. Entretan-
to, a outra extremidade (5°) da cadeia seccionada tenderia a afastar-se cada vez
mais do alinhamento original a medida que a (nova) cadeia replicada avanca.
Enquanto o duplex se desenrolava, o segmento 5’ da cadeia seccionada prepa-
ra-se-ia para ser também replicado (Fig. 3.13). O local em que as cadeias de
DNA duplex se desenrolam, ou em que os dois segmentos da cadeia secciona-
da se afastam para serem replicados, é denominado garfo de replicagao ou gar-
fo replicativo.

Seguidamente, a DNA polimerase transitaria da extremidade 3’ da cadeia b’
em replicacao para o fragmento b (em s, na Fig. 3.13.) onde continua a adicio-
nar mononucledtidos no sentido 5°—3’, utilizando a faixa seccionada b como
modelo. A cépia termina quando o novo segmento estd completamente repli-
cado e unido a outra extremidade b’.

Uma endonuclease rompe novamente a faixa recém-formada no ponto de
separagao (s’), sendo o processo repetido: replicacao da cadeia a partir da ex-
tremidade 3’ de b’ e, ao atingir o garfo de replicacao, prossegue a replicagao do
fragmento b até se aproximar do segmento sintetizado anteriormente. A DNA
ligase acaba por unir os dois fragmentos replicados na faixa b.

O processo seria repetido o nimero de vezes necessario até que as duas
cadeias do duplex original estivessem integralmente replicadas por accédo das
trés enzimas (DNA polimerase, DNA ligase e endonuclease).

O modelo descrito apenas explica a replicagdo num sé sentido, nao esclare-
cendo como é que a forma linear de extremidade livre 5’ recupera a configura-
¢ao no tipo de DNA em ansa fechada.
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Fig. 3.13. Hipdtese de modelo de replicacao do DNA. O processo iniciar-se-ia (1) pela

clivagem da ligacdo fosfato-ribose em determinado sector de uma das cadeias do duplex
DNA, catalisada por uma endonuclease (E); (2) As cadeias do duplex separam-se entre si,
por ruptura das ligagoes hidrogeniénicas entre as bases complementares, apds o que cada
cadeia serve de modelo a sintese de uma nova cadeia, que lhe é também complementar.
A extremidade 5’ do segmento seccionado afasta-se do duplex enquanto que a polimerase
do DNA (P), de imediato unida a extremidade 3’ hidroxilo do sector seccionado, replica a
cadeia intacta contra-lateral, na direcgao 5° — 3’, adicionando e unindo entre si sucessi-
vos residuos de mononucledtidos até encontrar o ponto de separagio (s) do outro segmen-
to da cadeia seccionada; (3) A DNA polimerase (P) muda a sua actividade catalitica da
cadeia a para a b, replicando-a até a extremidade 5’; (4) A endonuclease (E) secciona nova-
mente a cadeia replicada, no garfo replicativo (s’); (5) A DNA polimerase (P) regressa a
cadeia para a prolongar a extremidade 3’ da cadeia ja replicada, e, depois do garfo, sinte-
tiza um outro segmento complementar da cadeia b até a proximidade do segmento ante-
rior; (6) Segue-se a uniao entre os dois segmentos de cadeia b’ por acgao da enzima DNA
ligase (L).
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Porém, supondo que aquele mecanismo ocorre em sentido oposto, obtém-se
solugoes vidveis para o problema. Ha que admitir que a faixa aa’ é cortada por
uma endonuclease especifica num ponto muito pré6ximo ao da primeira nucle-
ase. O crescimento da extremidade 3’ podera ocorrer da mesma maneira, mas
em sentido oposto. A medida que a extremidade 5’ se afasta progressivamente
do seu plano habitual juntam-se fragmentos nucleotidicos complementares,
que acabam por ser unidos pela DNA ligase. As duas extremidades soltas tém
sequéncias complementares de modo que, a certa altura, também se ligam atra-
vés das ligagoes hidrogeniénicas habituais. Nucleases especificas asseguram o
seccionamento de sucessivas ligagoes, indispensaveis a separacao reciproca
das cadeias, para que a replicagdo possa prosseguir. No fim do processo, resul-
ta um duplex com o dobro da dimenséo original que, por acgao de endonucle-
ases, é transformado em duas faixas duplas, lineares e complementares entre
si, que poderao ou nao fechar-se.

Outra hipétese admite que a replicagao iniciada por determinadas proteinas
que sinalizariam as regioes onde tem origem e onde termina a replicagao. Nes-
tes locais de origem assinalados, o duplex comegaria a desenrolar-se (desnatu-
ragao transitoria do DNA) com separacao das duas cadeias, originando um gar-
fo replicativo. Nos cromossomas lineares de eucariotas a replicagio do DNA
tem multiplas origens. Observacgoes ultramicroscépicas de DNA extraido de
ntcleos em divisao rapida da Drosophila melanogaster revelaram a existéncia
de multiplas “bolsas” de replicagao (replicées), representando os sectores de
encontro das duas cadeias em replicacdo em sentido oposto, delimitadas por
dois garfos replicativos.

Em cada garfo replicativo coexistem duas novas cadeias em crescimento,
em sentido oposto mas, naturalmente, na direcgao 5° — 3’ (Fig. 3.14.).

Uma das cadeias replicadas cresce rapida e continuamente (cadeia lider)
acompanhando a progressao do garfo de crescimento. Em contrapartida, a ou-
tra cadeia (cadeia atrasada) com progressao mais lenta e descontinua cresce
sob a forma de pequenos segmentos de DNA, também na direccao 5°—3’mas
em sentido oposto ao da progressao do garfo replicativo préoximo da sua ori-
gem. Os segmentos serdo unidos entre si pela DNA ligase.

Enquanto a cadeia que foi replicada continuamente (cadeia lider) é, em prin-
cipio, originada a partir do segmento pré-existente de DNA (DNA nascente), a
molécula iniciadora da cadeia atrasada é representada por um segmento de
RNA (com cerca de 4 a 12 nucleétidos de extensao) sintetizado a partir da
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Fig. 3.14. Hipdtese de replicagao bidireccional em eucariotas a partir de um segmento de RNA
iniciador. (a) A replicagao comega em determinados locais ao longo do duplex de DNA, por acgao
de determinado sinal que comega por induzir a desnaturagdo do DNA. No esquema é assinalado
somente um ponto de origem (o), em que a replicagio é iniciada por pequenas moléculas de RNA
(@), apés o que a DNA polimerase adiciona sucessivas moléculas de mononucledsido-trifosfato
(com perda de uma molécula de PPi por cada ligagdo fosfodiéster formada), sempre na direcgao
5'—3". A replicagao forma uma cadeia continua na direcgdo do garfo replicativo inferior (Gri). (b) A
definigao de um ponto de origem numa das cadeias transmite-se imediatamente a cadeia contralate-
ral, na qual a DNA polimerase sintetiza, com atraso relativo e contra o sentido de crescimento inicial,
pequenos fragmentos de DNA complementares aos daquela cadeia, também iniciados por uma mo-
lécula de RNA iniciador (c) Progressivamente, os novos segmentos de DNA replicados da cadeia A
sdo unidos entre si pela DNA ligase. Assim que a frente de replicagao ultrapassa o ponto de origem
daquela cadeia é criado um novo garfo replicativo superior (Grs). (d) Simultaneamente, a DNA poli-
merase recomega a sintetizar novamente na cadeia B, originando um novo segmento de DNA, tam-
bém iniciado por RNA que se alonga até a proximidade da cadeia replicada anteriormente.

cadeia-mae do DNA replicada. A formagao desta molécula de RNA (RNA inicia-
dor) DNA-dependente ocorre ao longo da cadeia a ser replicada, originando
sucessivos pontos de origem (0) da cadeia atrasada de DNA. Esta é sintetizada
pela DNA polimerase por adigao sucessiva de desoxirribonucleétidos a partir
do RNA iniciador, originando segmentos que, no total, atingem cerca de 1.000
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nucleétidos. As moléculas constituidas pelo RNA iniciador e DNA nascente
foram observadas pela primeira vez por Reiji Okazaki e Cols, sendo desde en-
tdo designados por fragmentos de Okazaki.

Assim que a extremidade 3’ de cada fragmento em crescimento atinge a
proximidade do grupo 5’-fosfato do que o antecede, a DNA polimerase, pela
sua outra actividade catalitica propria das exonucleases, remove o RNA inicia-
dor que é de seguida degradado. De imediato, o espago entre os sucessivos
fragmentos de DNA é preenchido, pela DNA polimerase, com nucleétidos com-
plementares da cadeia original, ap6s o que a DNA ligase estabelece a continui-
dade entre os sucessivos fragmentos complementares de DNA.

Observacgoes subsequentes revelaram a existéncia na E. coli parasitada com
fagos M13 e $X174, ndo uma mas trés isoformas enzimaticas da DNA polime-
rase (tipos I, IT e III). A enzima funcional no garfo replicativo seria a DNA
polimerase III. O tipo I (que possui acgao semelhante a do tipo III mas é menos
eficiente) parece evidenciar particular especificidade para o preenchimento de
intervalos vazios na cadeia em replicagao. Esta por esclarecer a fungao do tipo
I. A acgao do tipo III da DNA polimerase dependeria da presenga de uma outra
proteina nao catalitica, designada co-polimerase III. O “sistema polimerase III”
(enzima e proteina nao catalitica) iniciaria a polimerizagao logo que uma RNA
polimerase sintetizasse a molécula de RNA que actua como seu iniciador. Ou-
tras proteinas ndo-enziméaticas com acgdo pouco conhecida participariam tam-
bém na replicacao do DNA, conferindo a esta operagao caracteristicas de gran-
de complexidade.

Muito provavelmente, aquela complexidade dever-se-4 a necessidade de um
controlo rigoroso sobre os locais de iniciagdo e terminacgdo da replicagao do
DNA, de modo a garantir a homogeneidade da produgao em sucessivas gera-
¢oes celulares e, portanto, para que o risco de mutagoes seja reduzido ao mini-
mo possivel.

Reparacao do DNA

Todas as células, de bactérias a organismos superiores, estao constantemen-
te sujeitas a diversos tipos de radiagao e a outros agentes agressivos.

Quanto mais preparada estiver a célula para responder aquelas agressoes
maiores possibilidades terd de lhes sobreviver, o que deve ter sido a base de
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selecgdo durante o processo evolutivo das espécies. Em contrapartida, ndo sendo
corrigidos, aqueles erros tendem a acumular-se nas células somaticas ao ponto
destas perderem a sua funcionalidade, enquanto as células germinais serao a
fonte de multiplas mutagdes que acabam por inviabilizar a procriagao.

Entre as radiagoes mais lesivas do DNA contam-se os ultravioletas e os raios
X, embora pequenas modificagoes de ambiente intracelular também possam
alterar a estrutura de DNA.

Nas bactérias e outros eucariotas mais simples as “lesées” que nao interfe-
rem na composigao de nucleétidos parecem ser imediatamente reparadas por
sistemas fotoliticos, que removem directamente as ligagdes anormais que ori-
ginam dimeros primarios.

As radiagbes ultravioleta sdo muito lesivas. Pela sua acgao, as bases pirimidicas
adjacentes (sobretudo a timina) poderao unir-se por ligagoes covalentes, originan-
do dimeros inactivos na replicagao, com consequéncias potencialmente letais.

A maioria das lesbes de DNA podem ser directamente corrigidas com a in-
tervencao de sistemas enzimaéticos intracelulares, que actuam numa sequéncia
interventiva de excisdo-reparagao. Desde que uma das cadeias continue intac-
ta, a que estiver lesada poderé ser facil e completamente reparada, nao restan-
do qualquer anomalia. Primeiro intervém as endonucleases nas alteragoes re-
conhecidas, removendo-as por hidrélise das ligagoes internucleotidicas adja-
centes aos dimeros. Seguidamente actuam a exonucleases, cuja acgao visa re-
mover os dimeros anormais, a par de alguns dos nucleé6tidos intactos adjacen-
tes a que se encontram ligados. A actividade catalitica das exonucleases e da
DNA polimerase I parece ser fundamental nesta operacao. E possivel que, na
presenca de uma base incorrectamente posicionada durante a sintese de DNA,
a polimerase I depois de a remover, recopie o segmento de forma correcta. O
espago resultante da excisdao é preenchido por residuos de desoxirribonucle6-
sido 5’-trifosfato, complementares da outra cadeia, por acgao da DNA polime-
rase, a partir da extremidade-3’ livre. A DNA ligase conclui a reparacao da
cadeia lesada (Fig. 3.15.).

O isolamento de um mutante de E. coli sem DNA polimerase, mas ainda
assim capaz de replicar normalmente o seu DNA, suscitou davidas sobre a sua
especificidade. Porém, sendo aquele mutante muito susceptivel as radiagoes
ultravioletas, foi referida a existéncia de pelo menos duas enzimas, uma inter-
veniente na replicacao e outra na reparagao de DNA, ou apenas uma para asse-
gurar a viabilidade celular.
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Fig. 3.15. Mecanismos de reparagdao do DNA, por intervengao sequencial de trés tipos de enzi-
mas: nucleases (endo- e exo-), DNA polimerase e DNA ligase.

(a) Em uma das cadeias do duplex foi formado (por exemplo) um dimero de pirimidinas (dp)
entre dois nucledtidos adjacentes, que altera a disposigdo estrutural e estabilidade no sector
adjacente do duplex, além de ser uma fonte potencial de erros de replicagao; (b) Uma endonu-
clease (En) ao reconhecer o sector lesado, corta ligagdes fosfodiéster a montante e a juzante,
isolando um segmento de polinucleétidos; (c) Os nucledtidos excisados sdo removidos por uma
exonuclease (Ex), (que é também uma das actividades da DNA polimerase I); (d) Seguidamente,
a DNA polimerase I (PI) reconstroi na cadeia seccionada o segmento correcto, replicado da ca-
deia contralateral intacta); (d) a DNA ligase (L) une a extremidade 3’-hidroxilo do novo segmen-
to com a extremidade 5’-fosfato da porgao seccionada.

Mutacoes

Como ja foi referido, os genes sao constituidos por sequéncias variaveis de
mononucleétidos ligados entre si por pontes fosfodiéster. Tendo como base os
estudos realizados em cromossomas virais e bacterianos, calcula-se que um gene
contenha (em média) entre 900 a 1.500 pares de mononucledtidos. Sendo os
residuos de fosfato e desoxirribose constantes ao longo das moléculas de DNA, é
de supor que sejam as bases (A, G, C, T) que lhes conferem caracteristicas espe-
cificas, designadamente na codificagao de polipéptidos pré-determinados. Ain-
da que sejam apenas quatro os tipos de mononucledtidos principais, sdo iname-
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ras as possiveis mensagens genéticas que podem codificar, consoante a extensao
da molécula de DNA e as respectivas sequéncias nucleotidicas (ver Capitulo 6).

As alteragoes hereditarias do material genético sao designadas de mutagdes.
Numa perspectiva global, as mutagoes possibilitam a evolugao dos organismos, a
sua adaptagao a condigoes diferentes do meio em que vivem, e aumentam a proba-
bilidade da sua sobrevivéncia. Na origem das mutagoes podem estar os efeitos de
agentes fisicos ou quimicos ou, ainda, defeitos de recombinagdo cromossémica.
As mutagbes génicas sdo classificadas em dois grandes tipos: as mutagées pontuais,
que resultam de modificagoes na estrutura de um gene, em geral restrictas a um ou
dois pares de nucleétidos, e as mutagées (ou aberragées) cromossomicas, que afectam
segmentos ou toda a estrutura dos cromossomas (Quadro 3.1.).

As mutagoes pontuais tém, por conseguinte, uma base molecular, habitual-
mente resultante de uma falha no processo de replicagao e ou de reparagao do
DNA. Ao perpetuarem-se, originam anomalias nas sequéncias dos nucleétidos
(do DNA replicado e dos diversos tipos de RNA transcrito) e dos polipéptidos
sintetizados, o que, na generalidade, é a causa de limitagoes funcionais ou, em
situagoes extremas, inviabilizam a sobrevivéncia dos organismos.

Quadro 3.1. Tipos principais de mutagoes

Mutacgées genéticas (pontuais)

Substituigao: Transcrigao
Transversao
Alteragao do total de nucleétidos: Delecgao
Insercao

Aberragoes cromossémicas mais frequentes
Alteragoes estruturais: Delecgao
Duplicacao
Inversao
Translocagao

Alteragdes no nimero de cromossomas: Poliploidia
Aneuploidia

Uma fracgao importante das mutacgoes pontuais parece resultar da instabilida-
de das bases nucleotidicas do DNA que, espontaneamente ou por tautomerizagao,
originam modificagoes na sua estrutura (p.ex., a forma ceténica normal da timina
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ou da guanina é convertida na forma endlica, rara; ou a forma amina habitual da
adenina ou da citosina, é transformada em forma imina, rara) e, por consequéncia,
originam desvios no emparelhamento (p. ex., G-T ou A-C). Por exemplo, se ao ser
replicada, a cadeia que contém adenina em lugar da guanina originar um par mu-
tante A-T em lugar do G-C, passa a haver um par errado de nucleétidos numa das
duas moléculas do DNA replicado. Se estas modificagbes isoméricas nao forem
reparadas antes da replicagdo do DNA podem converter-se em hereditérias.

A substituigdo de bases na estrutura de DNA replicado por aquele tipo de
alteracoes isoméricas origina dois tipos de mutagoes, as transigées (substitui-
¢ao de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidi-
na) e as transversoées (quando uma purina é substituida por uma pirimidina ou
vice-versa (Fig. 3.16.).
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(e) Delecgdo do par G-C
(d) Insergéo do par T-A

Fig. 3.16. Principais tipos de mutagao pontual, relativamente ao modelo (a) “selvagem” (DNA
original): (b) transigao, (c) transversao, (d) insergao e (e) delecgao.
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Outro tipo de mutacbes pontuais, frequentemente provocados por agentes
fisicos e quimicos e que também tende a transmitir-se de modo hereditario, é o
das insergoes e delecgées. As insergoes resultam da adigdo (intercalagao) de
um ou mais mononucleétidos (bases) suplementares em determinado ponto
da sequéncia do DNA. A delecgao (também denominada contracgao), caracte-
riza-se pelo remogao de um ou mais nucle6tidos na molécula de DNA. As in-
sercoes e as deleccoes inseridas na estrutura de determinado gene alteram a
sequéncia de leitura do cistrao e, por consequéncia, a sequéncia dos aminoaci-
dos no polipéptido a ser codificado na auséncia deste tipo de mutagao (muta-
¢ao frameship, isto é mudanca da “janela de leitura”). As consequéncias deste
tipo de mutacao “frameship” sao potencialmente mais graves do que as anterio-
res, ao originar genes parcial ou completamente inoperacionais, com resulta-
dos por vezes letais.

Nas mutagoes pontuais por substituigdo da um nucleétido em determinado
gene sao identificaveis trés tipos de consequéncias; ou nao ha alteragoes (mu-
tacdo samesense), ou as consequéncias sdo irrelevantes (nonsense) ou o poli-
péptido produzido conduz a actividades distintas (missense). Em geral, as refe-
ridas mutagoes por substituigdo tém consequéncias benignas ou passam des-
percebidas, dai serem designadas por mutagdes silenciosas.

Nas mutagoes samesense esta alterada a terceira base de um determinado
tripleto que, como sera demonstrado, tem menor significado na leitura do cé-
digo genético (ver Capitulo 6). As mutagoes nonsense originam um (ou mais)
dos codoes de terminagdao (UAG, UAA, UGA), o que se traduz na sintese de
polipéptidos mais curtos do que o previsto e, por isso, desprovidos de activida-
de normal. As mutagdes missense alteram o significado de um codao, do que
resulta a sintese de um polipéptido com iguais dimensbes ao normal mas fun-
cionalmente diferente. O exemplo mais referido é o da hemoglobina S (que
estd na origem da anemia de células falciformes), a qual difere da hemoglobina
A (do adulto normal) pela substituigao do acido glutamico na 6. posicao da
cadeia B por um residuo de valina. Esta alteragdao deve-se a permuta de um
nucleétido com timina por outro com adenina na 2.2 posigao do 6.° codao da
cadeia de DNA transcrita.

As aberragoes cromossomicas sao representadas por alteracoes estruturais
no nimero de cromossomassendo as mais frequentes as seguintes (Fig. 3.17.):
(i) delecgao (por perda de um ou mais genes no segmento cromossémico), (ii)
duplicagao (por coexisténcia de mais de uma cépia do mesmo gene, no mesmo
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ou diferentes cromossomas), (iii) inser¢ao (colocacao invertida de um segmen-
to cromossémico, por defeito da recombinagao) e (iv) translocagao (por troca
de segmentos entre cromossomas nao homalogos).

As alteragoes no nimero de cromossomas subdividem-se em dois tipos:
poliploidia (quando as células tétm mais de dois cromossomas) e aneuploidia
(por distribuicao desigual de cromossomas nas células, devido a nao-disfun-
¢ao cromoss6mica ou cromatidica durante a meiose).

Um gene pode conter muitos pontos mutaveis, teoricamente tantos quanto o
nimero de mononucleétidos que o constituem. Nem todas as mutagoes originam
alteragoes visiveis nas proteinas que codificam e, portanto no fenotipo. Porém,
exceptuando as originadas por anomalias cromossémicas e as originadas em sec-
tores predispostos, o total das mutagdes expontaneas (pontuais) é reduzido, cerca
de 10 cada vez que um gene é duplicado, ou 10 se se considerar o erro a nivel de
cada nucleédtido. Na presenca de agentes quimicos (p.ex., agentes alquilantes) ou
fisicos (p.ex., radiagoes ultravioletas e ionizantes), que sdo genericamente designa-
das de mutagéneos, torna-se muito mais elevada a taxa de mutagao induzidas.

As mutagoes cromossémicas sdo frequentemente provocadas por erros de
recombinag¢ao cromossémica (“crossing-over”).
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Fig. 3.17. Principais tipos de aberragdes cromossémicas; (a) localizagao e sequéncia dos genes
de um cromossoma hipotético; (b) delecgao; (c) duplicagao; (d) inversao e (e) translocagao.
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Recombina¢ao cromossomica

A recombinacdo cromossémica é um processo natural decorrente na divi-
sdo celular que, em geral, beneficia a espécie ao aumentar a diversidade do
genotipo dos descendentes. Os genes favoraveis tendem a associar-se e a serem
perpetuados enquanto o meio nao se alterar. Adicionalmente, a recombinagao
cromossOmica na meiose poderd separar ou reconstruir fragmentos de DNA
original.

As recombinagbes sao de dois tipos principais: as que modificam a se-
quéncia relativa nos fragmentos permutados entre cromossomas diferen-
tes que possuem locais especificos de recombinagao (recombinagao sitio-
dependente) e as que ocorrem entre fragmentos homoélogos sem localiza-
¢do especifica, embora mantendo o ordenamento dos genes nos respec-
tivos cromossomas (recombinagao sitio-independente, homdéloga ou gene-
ralizada).

Qualquer dos grandes tipos de recombinagdo cromossémica envolve o sec-
cionamento e a permuta de fragmentos do duplex; nao depende da replicagao
mas necessita de um complexo sistema enzimatico (designado por complexo
sinaptonémico) para ser produzido.

A ultra-estrutura daquele complexo inclui uma regiao central e dois compo-
nentes laterais, cada um dos quais esta firmemente unido a um dos cromatideos
do par de cromossomas homélogos. Ao longo do complexo existem, distancia-
dos entre si, os médulos de recombinagao, ao nivel dos quais é processado o
cruzamento e corte dos cromatideos internos, com subsequente permuta de
segmentos. Entre as proteinas que actuam no complexo sinaptonémico e mo-
dulam a recombinagdo destacam-se enzimas que intervém na replicagao e re-
paragao do DNA. Este fendmeno parece ser semelhante nos organismos proca-
riotas e nos eucariotas superiores.

Na sequéncia da observagdo de que genes em coOpias diferentes de
cromossomas homélogos tendem a ser segregados durante a meiose, fo-
ram propostos dois modelos para explicar o processo de recombinagao
(Fig. 3.18.).

A primeira daquelas hipéteses admitia que, apés emparelharem entre si
na profase da meiose, os cromatideos partiam-se em determinado local para,
de imediato, os fragmentos se unirem entre si, com reconstrugdo de cromati-
deos hibridos, constituidos por partes de origem materna e paterna. Entre-
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Modelo I (Fragmentagdo e ressociagio)

-1

Cromatideos emparelhados Entrecruzamento Fragmentagdo e reassociagéo
de cromossomas homologos Cromossomico dos cromatideos
de cada progenitor \

Modelo II (Cépia selectiva)

. /
Moléculas de DNA
recombinadas

Sintese dos novos cromatideos, = Mudanca de modelo de
complementares do modelo replicagdo
parental inicial

Fig.3.18. Dois possiveis modelos de “crossing over” para a recombinagdo cromossémica. No
modelo I ha troca de segmentos pré-formados entre os cromatideos de ambos os progenitores.
No modelo II, o DNA de cada cromatideo é replicado inicialmente a partir de copias de um dos
progenitores e termina com a replicagdo do molde do outro progenitor.

tanto, como as recombinagoes poderiam ocorrer nao s6 entre cromossomas
homodlogos mas também entre segmentos do mesmo gene, foi proposto um
segundo mecanismo, em que as moléculas de DNA recombinado seriam ge-
radas pela replicagao de uma das cadeias parentais que, a determinado mo-
mento e sem interrupgao, mudava de molde, transitando para uma das cadei-
as de DNA do segundo progenitor (cépia selectiva). A recombinagao decorre-
ria juntamente com a duplicagdo dos cromossomas, a partir das cadeias de
DNA de ambos os progenitores.

A principal diferenca entre ambos os mecanismos assentava na origem
dos componentes dos cromossomas reconstruidos: enquanto na primeira
hipétese (fragmentacao e reassociacdo) havia permuta do material genéti-
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co pré-existente nos cromossomas originais, na segunda hipétese (cdpia
selectiva) os cromatideos recombinados seriam hibridos sintetizados a
partir da transcrigdo de cadeias complementares, parte materna e parte
paterna.

Mais uma vez, foram os fagos T, e A em células de E. coli que forneceram
a demonstragdo concludente de que na recombinagao cromossémica inter-
vém nucleases, cada uma codificada por genes especificos do cromossoma
viral. Na infecgdo pelo T, foi ainda possivel identificar a presenca de uma
enzima que se assemelhava a DNA polimerase 1. Adicionalmente, foi com-
provado que a recombinagao ocorreria entre moléculas nao replicantes, isto
é, a partir de segmentos pré-formados, o que veio em apoio da primeira da-
quelas hipéteses referidas (fragmentagdo e reassociagdo) como mecanismo
principal do “crossing-over”

De acordo com aquele modelo, o “crossing-over” inicia-se pelo empare-
lhamento de dois duplex diferentes e lineares. Seguidamente, uma endo-
nuclease catalisa a hidrdlise de uma ligagao fosfodiéster em uma das ca-
deias de cada duplex, apés o que a DNA polimerase adiciona sucessivos
residuos de mononucleétido as extremidades 3’ livres das cadeias sec-
cionadas, deslocando os segmentos pré-existentes da posicdo que ocupa-
vam no respectivo duplex. Formam-se assim cadeias simples que, no mo-
mento em que ficam emparelhadas com o da outra faixa seccionada, esta-
belecem ligagoes hidrogeniénicas entre pares de bases complementares,
dando origem a uma pequena cadeia dupla entre moléculas diferentes de
DNA (Fig. 3.19.).

Assim que a endonuclease seccionar as cadeias ainda intactas, os fragmen-
tos resultantes recombinam-se entre si pela intervengao de uma exonuclease
sobre estes ultimos, de modo a poderem emparelhar-se e a formar ligagoes
hidrogeniénicas entre bases complementares. As cadeias sdao completadas por
adigao de alguns mononucleétidos pela DNA polimerase, sendo finalmente
“selados” pela DNA ligase, dando origem a dois duplex recombinantes com
estrutura genética reciproca.

No entanto, para que a recombinacdo cromossémica se dé de modo eficien-
te e sem erros, é necessario que haja correspondéncia exacta entre as bases
complementares, durante a formagao das pontes hidrogenionicas. A possibili-
dade de ser produzida uma mutagao (por delecgdao ou insergao) aumenta a
medida que se repetem bases iguais lado a lado.
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Fig. 3.19. Hipdtese de mecanismo para a recombinagao cromossomica: (a) duas moléculas de DNA
emparelhadas (modelo Holliday, que consagra o seu proponente, Robin Holliday); (b) corte de
uma ligagao fosfodiéster em dois cromatideos adjacentes, um de cada duplex e na mesma posigao
relativa, por uma endonuclease, com afastamento progressivo da extremidade 5’-P de cada croma-
tideo seccionado para o espago intercalar; (c) uma molécula de DNA, polimerase (provavelmente
o tipo I) sintetiza cada um dos segmentos seccionados (b e B’), a partir da extremidade livre 3’; (d)
continua a sintetizar uma cadeia complementar do fragmento seccionado (A e b); (e) uma endonu-
clease secciona ligagoes fosfodiéster nos cromatideos intactos (AB e a’b’) de ambos os duplex, o
que, em conjunto com as transformagoes anteriores, origina quatro fragmentos de duplex incom-
pletos e recombinantes; (f) da colisdo ao acaso entre as extremidades das sequéncias emparelha-
das resulta a formagao de dois duplex lineares, completados pela DNA polimerase nos sectores em
que existe somente uma das cadeias e/ou faltam sequéncias de mononucledtidos excedentérios,
removidos por uma exonuclease, deste modo emparelhando regies homologas; (g) ao ser finaliza-
do o emparelhamento das bases complementar entre cada conjunto de novas cadeias reconstituidas,
a DNA ligase une os segmentos respectivos, originando duas moléculas de DNA recombinadas.
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Conclusoes

A quantidade de DNA celular aumenta a par com a sua diferenciacgao e po-
sicao na escala evolutiva das espécies. Os eucariotas unicelulares (alguns dos
quais sao preferencialmente utilizados como meio de estudo em biologia bac-
teriana) tém trés a cinco vezes mais DNA por célula do que os procariotas. Os
genomas bacterianos possuem muito poucas sequéncias repetitivas ou sem
fungao aparente: virtualmente todo o DNA é constituido por genes operacio-
nais. Pelo contrario, nos organismos superiores, somente uma muito pequena
fraccao de DNA parece ter fungoes tteis, sendo a grande maioria representada
por sequéncias repetitivas

O DNA cromossémico contém a informacgéo genética que determina o feno-
tipo do organismo. Aquela informacao depende da quantidade de DNA celular
e da sequéncia de bases dos nucleé6tidos que o constituem, resultante da per-
mutagdo desses monémeros ao longo das cadeias de DNA, especificas para
cada tipo celular, organismos e espécies. A disposigao relativa dos genes e dos
aminoacidos nas cadeia polipeptidicas que codificam é co-linear.

A replicagdo de DNA é semi-conservadora. Presume-se que o mecanismo
de replicagao seja idéntico nos procariotas e eucariotas. Em qualquer dos
casos a replicagdo é catalisada pela DNA polimerase, na presenca de uma
cadeia de DNA a ser replicada e dos quatro principais tipos de desoxirribo-
nucleétido, sob a forma trifosfato. A replicacao decorre sempre na direcgao
5'—3’, com a formacado de uma ligagao 3’,5’-fosfodiéster por cada novo mo-
nonucledsido adicionado, a par com a saida de uma molécula de pirofosfa-
to. A replicagao é iniciada num duplex intacto pelo seccionamento de uma
das ligacoes fosfodiéster em uma das cadeias (o que sucede por acgao da
enzima endonuclease, ao reconhecer o sitio de iniciagao da DNA polimera-
se) ou por outro estimulo (eventualmente uma proteina) que desnatura o
duplex no local de iniciagao da replicagao (sequéncia especifica de nucleé-
tidos). A partir desse local de iniciacao, a polimerizagao (pelo menos na E.
coli) pode decorrer por segmentos curtos. Na hipdtese de nao haver inter-
rupcao da cadeia a ser replicada, no local de iniciacao da replicacao é sinte-
tizada uma molécula pequena de RNA iniciador, cujo alongamento é conti-
nuado pela DNA polimerase em curtos fragmentos de RNA — DNA comple-
mentares (segmentos de Okasaki), que se mantém dissociados entre si até
serem por fim unidos entre si por uma DNA ligase. As duas cadeias de DNA
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sao replicadas quase simultaneamente sempre na direcgao 5°—3’ mas em
sentido antiparalelos.

Todas as células soméaticas (diploides) de cada espécie ou organismo su-
perior contém a mesma quantidade de DNA, independentemente do meio
ou da dieta.

O DNA nativo é constituido por uma duplex (duas cadeias complemen-
tares enroladas entre si e num eixo comum). A complementaridade resulta
do emparelhamento das bases ptricas e pirimidicas pertencentes a cada
cadeia, A-T e G-C, localizadas no interior da dupla cadeia e unidas entre si
por pontes hidrogeniénicas. O total de bases de adenina iguala o de timina,
e o total de guanina é também igual ao de citosina. Na generalidade dos
virus e bactérias o DNA forma um circulo fechado, pelo que o respectivo
mapa genético é também circular.

A localizagao dos genes (e das mutacoes) nos cromossomas é determinado
por segregagao genética e recombinacéao de alelos. Experiéncias de recombina-
¢ao (em virus e bactérias) entre cromossomas homélogos possibilitam a deter-
minagao posicional relativa dos genes nesses cromossomas (mapa cromosso-
mico ou genético). Cada uma das cadeias de DNA pode replicar-se noutra ca-
deia complementar.

As mutagoes podem ser pontuais (por troca, insergao ou delecdo de uma ou
mais bases nucleotidicas na sequéncia de DNA) ou afectar um segmento mais
ou menos extenso do DNA (aberracdao cromossémica, em ntmero e forma).

As mutagoes, tal como a localizagao dos genes, podem ser determinadas em
sequéncia linear. Cada gene (ou cistrao) codifica a sintese de uma cadeia poli-
peptidica. As mutagoes podem originar polipéptidos diferentes do normal (por
substituigdo de uma ou mais aminoécidos) com fungoes semelhantes e distin-
tas ou a sua sintese é inviabilizada. Em geral as mutagoes genéticas sao reces-
sivas relativamente ao tipo “selvagem”.



ACIDO RIBONUCLEICO: ESTRUTURA, SINTESE
E TRANSCRICAO REVERSA

Estrutura

A sintese de polipéptidos por adicao sucessiva de aminoacidos requer que a
informagao contida no DNA seja veiculada ao local de sintese. Essa tarefa é
executada por um tipo especial de moléculas de acido ribonucleico, o RNA
mensageiro (RNA ).

Nas células nucleadas quase toda a sintese proteica ocorre no citoplasma,
onde praticamente nao existe DNA. Fazendo uso dos aminoacidos marcados
com is6topos radioactivos verificou-se que quanto mais activa é a sintese pro-
teica num determinado tecido mais ricas sao as suas células em RNA. A incor-
poracdo de aminoécidos nas proteinas em formacao decorre sempre no mesmo
subsector celular, os ribossomas.

O 4cido ribonucleico mensageiro seria o molde da sintese proteica, ao trans-
portar, dos cromossomas até aos ribosomas, a informagao genética existente no
DNA. Uma vez cumprida a sua missao, o RNA mensageiro seria degradado nos
seus mononucledtidos constituintes.

No conjunto, a sintese proteica decorreria com a seguinte sequéncia:

DNA—> RNA _—> Proteinas
O RNA , além de constituir uma pequena fracgdo da totalidade do RNA

celular, teria duragao muito fugaz (calcula-se que nas bactérias do RNA tenha
meia-vida de cerca de dois minutos).
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A estrutura do RNA  é, quimicamente, muito semelhante a do DNA, sendo
constituidos por quatro tipos de nucleétido que tém como base a adenina, gua-
nina, citosina ou o uracilo. Esta simplicidade nao obsta a que cada um dos
milhares de proteinas diferentes existentes nos organismos seja codificada por
um RNA  especifico.

Entretanto, a partir de reticulocitos e bactérias infectadas por fagos (aqueles
mobilizando o seu mecanismo para formar hemoglobina e estas obedecendo a
informacéo transmitida pelo DNA do virus) foram isoladas moléculas de RNA
especifico e identificada a sequéncia das suas bases, complementares com uma
das cadeias de DNA da mesma célula.

Além de conterem uracilo em vez de timina, também a ribose substitui em
todos os tipos de RNA a desoxirribose prépria das moléculas de DNA (Fig. 4.1.).

Os ribonucledtidos unem-se entre si por ligagoes 3’, 5’-fosfodiéster, forman-
do longas cadeias lineares. Apenas se conhece um exemplo de RNA  circular,
identificado no virus da encefalomiocardite dos murganhos, cuja extensao va-
ria entre 75 a mais de 10.000 mononucleétidos.

O namero de bases adenina numa molécula de RNA ¢é diferente do
total de bases uracilo, enquanto a quantidade de nucleétidos com guanina
também difere das que tém citosina. Todavia, devido ao enrolamento da
cadeia de RNA sobre si prépria, formam-se pequenos sacos onde existe
um numero aproximadamente igual de residuos de adenina e uracilo ou
de guanina com citosina, que possibilitam o emparelhamento transitério
entre si (AU, CG), com a formagao de pontes hidrogeniénicas semelhantes
as do DNA.

Transcricao do DNA

Sendo o DNA e o RNA estruturalmente semelhantes é admissivel a exis-
téncia de um mecanismo que, em determinadas fases de divisao celular,
permita a uma das cadeias da molécula de DNA (cadeia-molde ou modelo)
transcrever a informacao para o RNA, em vez de se replicar. A transcrigao
seria mediada pela complementariedade entre as bases das faixas polinu-
cleotidicas de um e outro, de modo a que a adenina correspondesse a timi-
na (ou o uracilo no RNA) e a guanina emparelhasse com a citosina (no DNA
e no RNA) (Fig. 4.2.).
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Fig. 4.1. Estrutura linear de um polirribonucleétido. Os nucleétidos ligam-se entre si por liga-
coes 3’,5-fosfodiéster, entre o grupo hidroxilo do carbono 3’ de um mononucleétido e o grupo
hidroxilo do carbono 5 do mononucleétido seguinte. A linha a cheio indica esquematicamente
a intercepgao das ligagoes fosfodiéster da cadeia.
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Seria de supor que a replicacdo fosse catalisada por enzimaf(s)
semelhante(s) a que catalisa o alongamento dos desoxirribonucleétidos (a
DNA polimerase)

Em finais da década de 60 foi descoberta a RNA polimerase que, para
actuar (tal como o DNA), requer Mg?*, um molde (molécula de DNA) e to-
dos os quatro tipos de ribonucleésidos 5’-trifosfato descritos. A reaccao,
muito semelhante a de replicagcdo do DNA, baseia-se na adicao de sucessi-
vos residuos de ribonucledtidos a extremidade 3’ hidroxilo do ribonucleéti-
do (ou do segmento de RNA) pré-existente. A enzima catalisa a formacao,
através de uma molécula de fosfato, de uma ligagao 3’, 5’-fosfodiéster entre
aquele grupo 3’-OH e o 5’-OH do novo nucledtido a incorporar, pelo que a
polimerizagdo sucede na direcgao 5°’—3’. A reaccao é completada pela re-
mogao de uma molécula de pirofosfato (PPi) em cada ligacdao formada, o
que confere elevadas caracteristicas exergénicas ao RNA em formacao. A
hidrélise do PPi pela pirofosfatase assegura a continuidade da sua sintese
na direcgao estabelecida.
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A RNA polimerase catalisaria a adicdo de sucessivas moléculas de ribonu-
cledtidos ao grupo 3’-OH livre da cadeia de RNA que, como o DNA, cresce na
direcgdo 5’ — 3”:

Cadeia-modelo de DNA

Mg2+
n,ATP, n ,UTP, n,CTP, n,GTP RNA - AMP + UMP + CMP + GMP + PPi (n | + n, + ny + n,)
(RNA polimerase)

Mg2+

A RNA polimerase tem sido, desde entao, isolada a todos os niveis celulares
(procariotas ou eucariotas), localizando-se nos organismos superiores sobretu-
do no ntcleo, ainda que também exista nas mitocondrias.

Uma vez formado, o RNA destaca-se rapidamente da faixa da molécula de DNA
que lhe serviu de modelo, permitindo que o duplex se reconstitua (Fig. 4.3.).

s A Fig. 4.3. Representagao sequenciada da
transcrigdo de uma molécula de RNA a
partir de uma das cadeias (B) do duplex
de DNA. A ligagao da RNA polimerase
ao local de iniciagao da cadeia-modelo
de DNA, induz o desenrolamento local
do duplex (numa extensao de 10 a 20 nu-
-— cleétidos, enquanto é formado um hibri-
do DNA-RNA entre a cadeia de DNA
transcrito (B) e a molécula nascente de
RNA. A medida que a RNA polimerase

=

B & dr whein mamornie . ~ s . .
avanga (na direcgao 5'—3’, indicado pela

rolado, enquanto a cadeia transcrita se
reune ao seu par complementar, retoman-
do a forma em duplex, com restabeleci-

D

o

\
r) seta), progride também o sector desen-
mento das pontes hidrogenionicas. Ao
o~

¥ - ser activado o sitio de terminagdo da re-

plicagdo (na cadeia de DNA transcrito),

a polimerase dissocia-se juntamente com
a cadeia de RNA e moléculas de pirofos-
fato (PPi) que resultaram da formacao de
ligacoes fosfodiéster entre os ribonucle-
i ey osidos trifosfato utilizados.
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E muito raro haver erros de transcricao mas, se os houver, o curto periodo
de meia-vida da molécula de RNA nao possibilita a manutengdo da anomalia
decorrente. Além do RNA _, sdo constituintes comuns das células dois outros
tipos de 4cidos ribonucleicos, o de transferéncia (RNA,) e o ribossémico (RNA ).

O RNA, e o RNA, séo sintetizados do mesmo modo que o RNA , por trans-
crigdo do DNA. No entanto, ainda que aqueles dois tipos constituam, em con-
junto, a maior parte do RNA celular (98% nas bactérias), somente 1% do total
de DNA lhes serve de modelo. Um gene parece codificar 30 a 40 diferentes
espécies de RNA enquanto as moléculas de RNA parecem ser codificadas por
varios genes.

A partir de diferentes moléculas de DNA com determinada proporcao de bases
(A + T)/(G + C) obtém-se moléculas de RNA em que a relagao (A + U)/(G +C) é
aproximadamente comparavel as que lhes serviu de modelo.

Experiéncias com qualquer uma das cadeias de DNA do virus $X174 com-
provaram que a RNA polimerase sintetizava moléculas de RNA com sequéncia
de bases complementar a da cadeia transcrita. Usando ambas as cadeias de
DNA obtiveram-se duas moléculas complementares (entre si) de RNA.

Admitindo que cada uma das cadeias de DNA originava uma molécula
complementar de RNA, em vez de uma molécula peptidica haveria dois
péptidos diferentes, o que nao sucede in vivo. Nos virus SP, e T,, foi de-
monstrado que a cadeia de DNA copiada era sempre a mesma, quer in vivo
ou in vitro.

Quando ambas as cadeias do duplex sdo replicadas, como sucede nos fagos
T, ou A, decerto existem diferencas na distribuigao de genes em cada uma, que
sdo necessarias a multiplicagdo viral.

A estrutura da RNA polimerase é bastante complexa: a forma activa con-
tém cinco polipéptidos diferentes (2a, B, B’, ®, 6), agregados entre si por
ligacbes secundarias. Uma das cadeias polipeptidicas (o) existe em dupli-
cado na molécula enzimética, ao contrario das restantes, monoméricas. A
cadeia ¢ (sigma) nao possui actividade catalitica. A sua uniao as restantes
cadeias do modelo é mais fraca, pelo que se destaca facilmente do agregado
02, B, B’ e , o qual constitui a componente activa da enzima. Este niicleo
enzimdtico catalisa a formagao das ligacoes fosfodiéster dos polinucleéti-
dos, com ou sem a cadeia ¢ presente. Aparentemente, a cadeia ¢ selecciona
a cadeia de DNA que servira de modelo ao RNA e interpreta o sinal de ini-
cio de transcrigdo. Uma vez iniciada a polimerizagdo do RNA, a cadeia ¢ é
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libertada para se unir a outro ntcleo enzimatico. Em mutantes com defici-
éncia da cadeia 6, o ntcleo enziméatico pode formar RNA na presenga de
sinais iniciadores falsos mas, em lugar de ser seleccionada uma das cadeias
de DNA, a transcrigdo decorre em ambas.

Todas as cadeias normais de RNA comegam por mononucleétidos com ade-
nina ou guanina. Por esse motivo, o “sinal de inicio” devera seleccionar uma
base pirimidica (T ou C) do DNA para que o RNA comece a ser transcrito.

Ao atingir o comprimento ideal, sdo activados sinais de “fim de transmis-
sdo” que interrompem a polimerizagdo do RNA. Estes sinais sao traduzidos por
proteina(s) especifica(s) — o factor r (rho) — com peso molecular de aproximada-
mente 60.000 dalton, cujo o mecanismo de acgdo exacto continua por esclare-
cer (Fig. 4.4.).
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Fig. 4.4. Representacao esquematica da transcrigao pelo RNA polimerase de um gene delimitado

—

pelo local de iniciagao (i) e local de terminagao (t). (a) uniao inespecifica da RNA polimerase (E

fracgao catalitica; factor sigma, 6) a uma das cadeias do duplex de DNA no local definido pelo
promotor (p); (b) Reconhecimento (pelo factor 6) da ligagaio da RNA polimerase ao sitio de
iniciagdo da transcrigao; (c) a polimerase induz o desenrolamento progressivo da dupla hélice
(desde um pouco antes e até um pouco depois do sector catalisado) com a progressao da trans-
crigao, de uma das cadeias-molde catalisada pela fracgao catalitica (E), com libertagao do factor
o desde a sua iniciagao, e reconstituigdo da dupla hélice ap6s a transcrigao; (d) ao ser atingido o
local de terminagao (t), sinalizado pelo factor r, cessa a transcrigao, estando concluida uma nova
cadeia de RNA; (e) segue-se a dissociagdo imediata do RNA da cadeia molde, enzima e factor r.
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Ha razoes para crer que nas bactérias (p.ex., na E. coli) um tnico tipo de
RNA polimerase forma todos os tipos de acido ribonucleico (RNA_, RNA, e
RNA ). Eventualmente o mesmo sucedera nos eucariotas, requerendo que as
codificagdes de muitos tipos de RNA diferentes seja regulada de modo a que a
respectiva transcricao se processe em periodos pré-definidos de desenvolvi-
mento e actividade dos organismos, ou de acordo com as solicitagoes ou limi-
tagoes do meio.

Quase todo o RNA bacteriano é citoplasmico. Contudo, nos mamiferos (p.ex.
nos hepatocitos) a proporgao é muito diferente: 11% do RNA total localiza-se
no nicleo (sendo quase todo do tipo RNA ), 15% nas mitocondrias (RNA, e
RNA,), mais de 50% nos ribossomas (praticamente s6 RNA ) e 24% no citosol
(sobretudo RNA).

Cada molécula de RNA polimerase transcreve a informagdo centrada em
um ou mais genes estruturais (ou cistroes), a que corresponde a codificagao de
uma cadeia de RNA no segmento numa cadeia polipéptidica. As moléculas de
RNA nas bactérias sdo facilmente policistrénicas, enquanto as dos eucariotas
sdo monocistrénicas, isto é, codificam um gene.

Regulacao da transcricao do DNA

Ainda que o mecanismo da sintese proteica parega ser, em termos gerais,
semelhante em todas as formas de vida, é evidente que a composicao do DNA
bem como a regulagao da sua expressao na sintese proteica sejam substancial-
mente diferentes entre procariotas e eucariotas. Nos mamiferos, em particular,
o DNA ¢ heterogéneo e contém sequéncias muito repetitivas entre outras que o
nao sio, esta envolvido por proteinas e localiza-se num sector especifico da
célula — o ntcleo — com particularidades distintas do citoplasma e restantes
organitos.

A transcrigao é regulada por proteinas reguladoras, por sua vez codificadas
por genes reguladores.

Nos procariotas a transcricao é regulada por controlo positivo (factor da
RNA polimerase) e negativo (proteinas repressao). Foram identificadas protei-
nas reguladoras que induzem (o inicio) da transcrigao (factores ou activadores
de transcri¢do) e outros que a reprimem (factores repressores da transcri¢ao).
Outras proteinas sinalizam a terminacao da transcricao. Enquanto os activado-
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res sinalizam a sequéncia de nucleétidos onde deve ser iniciada a transcrigao
(designado promotor) estimulando a unido da RNA polimerase no local, os re-
pressores impedem essa ligagdo. Em termos praticos, o factor s funciona como
um activador da transcrigao. Por sua vez, o factor r funciona como um repres-
sor, pois que, ao ligar-se a RNA polimerase, suspende a transcrigao.

O promotor é constituido por 15 a 20 pares de mononucleétidos que, além
de assegurarem eficazmente a ligagdo de RNA polimerase, determinam se a
transcrigdo vai ou nao acontecer, bem como a frequéncia com que ocorre.

O mecanismo regulador da sintese do DNA nos eucariotas serd semelhante
mas, considerando a sua maior complexidade , dispora de outros tipos de con-
trolo. Neste ambito cabe destacar as principais proteinas da cromatina, exclusi-
vas dos eucariotas (as histonas), que se dispéem espagadamente ao longo de
cerca de 10% da extensdao do DNA, unindo sectores de carga negativa desta
molécula. Adicionalmente, esté identificada uma larga variedade de proteinas
ndo-histénicas (com massa equivalente a das histonas) que parecem participar
nas diversas actividades, designadamente na expressao genética e na replica-
¢do do DNA. Aparentemente, a uniao das proteinas ao DNA tem por fungao
primordial proteger esta molécula da acgao das nucleases, impedindo ainda a
transcrigado em determinados periodos de inactividade.

Na generalidade, os locais de controlo estdo restritos a curtas sequéncias
com poucas dezenas de nucledtidos onde se ligam as moléculas de RNA poli-
merase e as proteinas reguladoras (ver Capitulo 7, para maior desenvolvimento
sobre os mecanismos de regulagdo da sintese proteica).

Transcricao reversa

A transcrigdo nem sempre se passa como foi descrito atras, ou seja, por
passagem da informacao genética do DNA ao RNA e, deste, para a sintese pro-
teica. De facto, sdo conhecidos virus em que todos os 4cidos nucleicos sao
polimeros de ribonucleétidos. Os primeiros genomas RNA foram identificados
em virus de plantas, na generalidade constituidos por RNA e proteinas. Os
bacteriofagos F, e R | sdo outros exemplos de virus com RNA. Desde entéo, os
virus foram classificados em dois grupos, consoante possuem DNA ou RNA.

Qualquer dos tipos de acidos nucleicos (DNA ou RNA), isolados e purifica-
dos dos virus que os contém como material genético, tém a capacidade de
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infectar células e induzir nestas a produgao de novos virus, idénticos aos in-
fectantes que forneceram o molde de acido nucleico.

Se bem que na maioria dos virus com DNA a estrutura desta molécula seja
em duplex, ha alguns tipos constituidos por uma faixa simples. Por sua vez, o
RNA em cadeia tnica é tipico na maior parte dos virus que o contém (p.ex.,
virus da influenza, da poliomielite, FF,, R ). Nos reovirus, contudo, o RNA apre-
senta-se em duplex, sendo ambas as cadeias complementares entre si. Este
pormenor tem pouca importancia, pois que ao penetrar na célula a Gnica ca-
deia a entrar é replicada de imediato. O mecanismo seguido depende do tipo
de acido nucleico do virus infectante.

Se o material genético for o DNA, as suas (ou tinica) cadeia(s) serve(m) de
molde quer para a replicacdo quer a transcricdo de sintese das proteinas espe-
cificas do virus no organismo hospedeiro.

No caso de virus RNA, este funciona como molde para a formacgao de mais
moléculas de RNA e ainda codifica a sintese das proteinas que lhe sdo especi-
ficas. Em qualquer dos casos o virus infectante (DNA ou RNA) obtém grande
numero de cépias das proteinas e d4cido nucleico especificos, os quais lhe pos-
sibilitam a sua multiplicagdo no organismo hospedeiro em particulas virais,
amadurecidas, com capacidade infectante idéntica a da forma progenitora. A
demonstracao de que o RNA actua como material genético dos virus das plan-
tas foi revelada nas células infectadas com o virus do mosaico do tabaco, o qual
originava multiplas cépias com estrutura e capacidade infectante idénticas

Estudos subsequentes em E. coli infectados por fagos RNA elucidaram o
processo da sintese do RNA dependente do RNA, baseado no emparelhamento
de bases complementares; o processo, muito semelhantes ao da replicagao e
transcricao de RNA, é catalisado por uma enzima especifica com actividade
semelhante as polimerases de DNA e RNA.

Os fagos RNA mais simples que estao caracterizados (p.ex., R _, F,, QB) contém
uma cadeia de RNA com cerca de 3.000 nucleétidos; esta sequéncia codifica os
1.100 aminoéacidos que constituem, pelo menos, trés tipos de proteinas diferentes.
Duas das cadeias polipeptidicas que formam a camada proteica protectora (capsi-
de) mobilizam, na sua sintese, aproximadamente metade do material genético. A
outra proteina, com cerca de 600 aminoacidos e actividade catalitica, é a enzima
RNA replicase (ou sintetase), que induz a auto-replicacdo da cadeia de RNA no
hospedeiro, imediatamente apés este ser invadido pela RNA viral; se aquela ca-
deia RNA actuar como RNA , é designada por RNA (+), pelo que a RNA replicase
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catalisara a formagao de uma cadeia RNA complementar (—) a a do modelo invasor.
Este mecanismo requer um perfeito emparelhamento das bases de ambas para que
a réplica seja exacta. Apds serem formados, os duplex RNA servem de modelo a
cadeias (+) complementares, umas aproveitadas como material genético dos no-
vos virus e outras como molde para a sintese de proteinas especificas (Fig. 4.5.).

Virus RNA infectante

l
RNA (1)

I |
(@) ((®
(tradug@o) (transcrigao)

000000 | RN (©)

proteinas
| RNA (+)
/ Novos genomas virais

Copias virais

Fig. 4.5. Replicagao do virus RNA da cadeia simples. O RNA actua em dois processos simultaneos: (a)
ao funcionar como RNAm, origina a sintese de poliproteinas, de que resultam (por acgao das proteases
intracelulares) diversos tipos de moléculas proteicas especificas dos virus; (b) por acgao da RNA repli-
case (ou RNA polimerase dependente do RNA) sao formadas cadeias RNA (-), complementares das
moléculas de RNA (+) infectante e, novamente por transcrigao a partir de RNA (-), sdo formados novos
genomas virais (RNA+) prontos a reconstituirem, com as proteinas, novas cépias virais.

Mais recentemente, foi verificado por Temin e Cols que o RNA do virus do
sarcoma de Rous tinha a propriedade de sintetisar uma copia de DNA nas célu-
las infectadas. Este facto, que estava em desacordo com o mecanismo de trans-
crigdo conhecido até entao, seria atribuivel a um novo tipo de enzima activo
em determinados virus animais RNA com capacidade cancerigena.

A transcrigao reversa (como foi designada) seria catalisada por uma DNA
polimerase RNA-dependente (ou transcritase reversa) presente no virus infec-



122 J. Martins e Silva

tante. O material genético do virus, incubado em meio celular enriquecido
com desoxirribonucleétidos, originava moléculas de DNA (equivalente a pro-
virus). Estas experiéncias demonstraram que o RNA poderia servir de modelo
ao DNA por acgao de uma polimerase especifica. Incubacgoes prévias com ribo-
nuclease impediam aquela reacgao (Fig.4.6.).

Retrovirus infectante

() RNA(+) | |
e Hibrido RNA-DNA
v &
(b) DNA() | |
\iintese da cadeia complementar)
(©) | | DNA(+)
/enrolamento em duplex e integra ¢do
v no DNA do hospedeiro)
(d) DNA(-) | |
QR
(transcriiV\
(© RNA, | | | RNA(#)
(tradug@o) l (genomas virais)
Proteinas\/
€3] Retrovirus infectante

Fig. 4.6. Replicagao de retrovirus. (a) O RNA viral, depois de penetrar na célula hospedeira (b)
serve de molde a sintese de uma cadeia complementar de DNA (com formagao de hibridos RNA-
DNA transitérios), por acgao de uma enzima também viral, a transcritase reversa, (c) que catali-
sa também a sintese de outras cadeias complementares de DNA; (d) as duas cadeias dispdem-se
em duplex, que é recombinado com o DNA do hospedeiro, (e) a que se segue a sua transcrigao
em RNA, com caracteristicas de RNA e também com capacidades provirais; (f) o processo
culmina com a regeneragao da muitas copias idénticas as do retrovirus infectante.
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Quase em simultaneo, outro grupo de investigadores liderados por Baltimo-
re detectou o mesmo tipo de polimerase em preparagoes de virus do sarcoma
de Rous e do virus de leucemia de murganho. Foi entao sugerido que a polime-
rase seria exclusiva dos virus causadores de tumores e que, portanto, teria qual-
quer relagdo directa com o problema do cancro.

Posteriormente, foi demonstrado que o novo DNA era complementar do RNA
do virus. Durante a replicagao dos virus formam-se hibridos RNA-DNA. Atra-
vés de uma mutante termolébil do virus RNA do tumor de Rous verificou-se
ser necessdria a presenga do genoma RNA do virus para que a célula normal
malignizasse.

Ainda que aparentemente revolucionaria, a transcrigao reversa esta implici-
ta no “dogma central” de Watson e Crick. Em 1970, Crick reafirmou aquela
ideia ao propor trés tipos de transferéncia da informagao genética.

O tipo geral incluia:

DNA — DNA
DNA —» RNA
RNA — proteina

enquanto o “tipo especial” poderia abranger circunstancias muito raras ou ain-
da desconhecidas:

RNA — RNA
RNA — DNA
DNA — proteina

Um terceiro tipo, presumiria situagoes “improvaveis”, p.ex., uma proteina
servir de modelo a 4cido nucleicos.

Resultados experimentais mais recentes sugerem que o “tipo especial”
estaria largamente distribuido, pelo menos em tecidos diferentes. De facto,
utilizando modelos naturais e sintéticos foi detectada actividade tipica da
polimerase RNA-dependente em células de leucemia humana. Recorrendo
somente a modelos sintéticos, Spiegelman detectou aquela actividade enzi-
maéatica em mais de 100 tipos de leucemias e tumores s6lidos humanos, em
tecidos embrionarios (humanos e de animais de experiéncia), e em figados
em regeneracao.
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Quer em cultura de células de murganhos ou em cultura de fibroblastos
diploides humanos, foi também observada actividade enzimatica prépria de
transcritase reversa. No entanto, pela fraca especificidade dos modelos sintéti-
cos utilizados, aqueles resultados aguardam confirmacao.

Conclusoes

A transcricdo do DNA em RNA é catalisada por uma RNA polimerase, tendo
como molde uma das cadeias de DNA e na presenca dos principais quatro
ribonucleésidos-5'-trifosfato, sendo o processo muito semelhante ao da repli-
cagdo. A RNA polimerase coloca e une entre si cada um dos percursores mono-
méricos das cadeias de RNA, assegurando a complementaridade das bases com
a cadeia modelo do DNA, a ser transcrita na direcgao 5°—3’. A RNA polimerase
é constituida por cinco tipos de cadeias polipeptidicas, das quais uma (que nao
tem actividade catalitica, (o)) reconhece a sequéncia de mononucleétidos de
DNA onde comega a transcrigdo, enquanto o nicleo enzimético (com as res-
tantes quatro cadeias) catalisa ligagoes fosfodiéster. A transcrigdo termina ao
ser atingida pela enzima uma sequéncia de nucle6tidos de DNA que sinaliza a
terminacdo, que é reconhecida por outra proteina, o factor r.

Em células infectadas por virus RNA a transcricdo de RNA decorre a partir
da molécula-modelo de RNA, por acgao de uma polimerase RNA-dependente.
Em virus oncogénicos, o RNA viral pode originar por acgao de uma polimerase
especial, também RNA-dependente (a transcritase reversa), a formagao de uma
cadeia de DNA (complementar), a qual promove a sintese de outra cadeia com-
plementar, regenerando um duplex DNA recombinante; deste duplex é sinteti-
zado RNA com caracter viral e também com actividade de RNA mensageiro.
Em ambos os casos, a RNA viral utiliza a estrutura e componentes de células
hospedeiras para se multiplicar em cépias idénticas, a partir de novos geno-
mas virais (RNA) e proteinas da capside



TRADUGAO DA INFORMAGAO GENETICA

Significado, localizacao e componentes

A tradugdo consiste na transferéncia da informagéao contida no RNA _para o
sistema formador de proteinas, activo nos ribossomas celulares. Pode dizer-se
que os mais significativos progressos neste campo surgiram com a utilizagao
de is6topos radioactivos em estudos com animais e células intactas e, poste-
riormente, em homogeneizados celulares, em geral obtidos de figado de rato.
A bactéria E. coli, pelo seu facil manejo e grande rapidez de multiplicagao, teve
também grande utilidade no esclarecimento das complexas etapas da sintese
proteica.

Nos estudos inicialmente realizados em animais e células intactas foram
obtidas as seguintes conclusoes determinantes:

a) A sintese proteica requer energia;

b) Os aminoacidos sdo os precursores iniciais das proteinas;
c) As proteinas teciduais estdo em permanente renovagio;

d) O figado dos vertebrados é muito activo na sintese proteica.

Seguidamente, foi demonstrado que a sintese proteica ocorria em particu-
las nucleoproteicas intracelulares, (que receberam a designacgao de ribosso-
mas), ap6s o que as proteinas sintetizadas naqueles componentes eram trans-
feridas para as restantes estruturas celulares. Numa fase posterior, foi verifi-
cado que a sintese proteica ocorreria em meio celular desde que este conti-
vesse, além dos aminodcidos essenciais, microssomas (fraccao que incluia os
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ribossomas), substratos soltveis, ATP (proveniente das mitocondrias, activa-
das por substractos respiratérios) e magnésio. Na fracgdo solavel destaca-
vam-se dois factores essenciais, um termolabil (com actividade catalitica pro-
pria das sintetases) e outro termoestavel (identificado como 4cido ribonu-
cleico), que recebeu a designacao inicial de RNA solivel, depois modificada
para a de RNA de transferéncia (RNA,).

No prosseguimento foi verificado que a sintetase tinha por fungao unir
(com ligagédo éster) cada molécula de aminoécido a uma molécula de RNA,.
Na realidade, foi elucidado que a cada tipo de aminoacido corresponde uma
sintetase especifica. Verificou-se também que existiam numerosos tipos di-
ferentes de RNA,, cuja fungao era a de transportar aminoacidos para a sua
posigao correcta na cadeia polipeptidica, cuja sequéncia era definida por
uma molécula especifica de RNA mensageiro. As diferentes moléculas de
RNA, actuariam como “adaptadores moleculares” (dos correspondentes ami-
noacidos) na sequéncia polipeptidica (Fig. 5.1.). Nao havendo afinidade
quimica entre a estrutura quimica dos aminoacidos e a sequéncia de bases
puricas e pirimidicas que codificam a mensagem genética nos RNA , con-
cluiu-se que seria 0o RNA, o intermedidrio adequado. Seria energeticamente
mais econémico que cada molécula de RNA, transferisse o respectivo ami-
noécido (inalterado) do que submeter este a modificagoes quimicas. Adicio-
nalmente, havia a vantagem de uma tinica enzima (a sintetase) ser suficien-
te para unir o aminodcido a molécula de RNA , em simultaneo com o aporte
endergonico ao conjunto.

O peso molecular de quase todas as sintetases é aproximadamente
100.000 dalton, sendo a sua actividade fortemente dependente dos grupos
sulfidrilicos que contém. Como foi dito, é fundamental para a reaccao que
catalisam a sua grande especificidade, quer para os aminoacidos quer para
a molécula de RNA, correspondente. Esta especificidade implica a exis-
téncia, na molécula da sintetase, de dois pontos de ligagao essenciais, um
para o aminodcido e o outro para o RNA , além de um terceiro para o ATP.
Esta especificidade é de tal ordem que a frequéncia de um aminoacido
errado numa dada cadeia polipeptidica em crescimento é muito inferior a
1/1000.

Seguidamente, havia que esclarecer como é que o RNA, reconhecia um
determinado aminoécido para o incorporar no ponto exacto da cadeia pep-
tidica.
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Fig. 5.1. Representagdo esquematica da interdependéncia entre cada aminoacido e a molécula

transportadora (RNA,), cuja unido é catalisada por uma enzima (aminoacil sintetase) que lhe é
especifica. Por sua vez, a selecgdo de cada aminoécido para a respectiva posigdo na sequéncia
polipeptidica a ser sintetizada é determinado por um tripleto (coddo) definido na cadeia de
RNAm que esté a ser traduzido. Deste modo, o posicionamento de cada aminoacido é assegura-
do pelo RNA, através de um anticoddo que serve de “adaptador” ao codao de RNA .

Os RNA, sao moléculas relativamente pequenas, cada uma com peso mole-
cular entre 23.000 e 300.000, constituidas por 75 a 90 mononucleé6tidos. Todas
as moléculas de RNA na conformagéo nativa tém estrutura tridimensional, com
forma aproximada a de uma “folha-de-trevo”, apesar de serem constituidas por
uma Unica cadeia de RNA, que se dobra sobre si préopria em determinados
sectores (Fig. 5.2.). O emparelhamento das bases complementares permite a
formagao de ligagoes hidrogeniénicas, em que o total de residuos de adenina
equivale ao de uracilo, enquanto a quantidade de residuos de guanina é muito
aproximada a de citosina. O enrolamento resulta do emparelhamento maximo
das bases complementares constituintes, exceptuando os sectores que, devido
ao predominio de bases ou nucleétidos raros, ddo origem a quatro ou cinco
ansas principais.

A disposicao e forma de ansas do RNA,, reveladas por difracgao de raios X
em cristais de RNA, de muitas espécies, sugeriam que a conformagao de RNA,
mudava quando “recebia” o aminoécido especifico.
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Fig. 5.2. Representagao estrutural da estrutura secundéria da molécula de RNA -alanina (RNA*"),
isolada pela primeira vez em leveduras.

(a) Modelo em “folha-de-trevo”, caracteristico de todos os tipos de RNA,. As zonas de empare-
lhamento intracadeia sdo designadas hastes e as nao emparelhadas ansas. As bases raras que
existem intercaladas na sequéncia da cadeia de RNA,, originam em média quatro ansas por
molécula. Cada letra assinala a base do respectivo nucleétido. A escuro séo sinalizadas as bases
raras: D= dihidrouridina; I= inosina; T= timina (ndo é habitual a existéncia em RNA)); y=
pseudouridina; m= grupo metilo. Na ansa 2 localiza-se um tripleto, denominado anticodao, que
especifica o tipo de aminoédcido a que se liga e transfere para a posigdo correcta na sequéncia
polipeptidica em formagéo. A informagéo sobre o tipo de aminoédcido e sua localizagdo no poli-
péptido estd representada na sequéncia de tripletos de RNA . Cada tripleto do RNA , denomi-
nado codéao reconhece o tripleto (anticodao) do RNA, como sequéncia complementar de bases.
O emparelhamento coddo-anticodéo é transitoriamente estabilizado por ligagoes hidrogenioni-
cas entre as bases complementares, enquanto decorre o posicionamento e formagao de ligagoes
peptidicas no polipeptidico em formagao.

(b) Férmula molecular da alanina. A unido com o residuo de adenosina 5’'monofosforil (A) ter-
minal ocorre por uma ligagao éster entre o grupo 3’-OH da ribose de (A) e o grupo carboxilico
(COOH) da alanina.
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A sequéncia de bases (de nucleétidos) constituintes do RNA, varia de
molécula para molécula, embora sem alteragao na sua conformacao geral.
Igualmente, todas as moléculas de RNA possuem idéntica sequéncia e tipo
de mononucleétidos (CCA) na extremidade 3’ livre. O nucleétido terminal
na outra extremidade (5°) da cadeia é, quase sempre, o dcido guanilico (G).
Além das bases habituais (adenina, guanina, citosina e uracilo), estao iden-
tificados na molécula de RNA mais de 10% de bases raras (ou “menores”,
que sao em geral formas metiladas das bases normais ou derivados), além
de outros mononucleétidos raros, como o acido pseudouridilico ou acido
ribotimidilico.

O residuo adenilico (A) na extremidade 3’ constitui o ponto de ligagao
éster (na posicdo 2’ ou 3’) a um aminoacido especifico, por accdo da respecti-
va aminoacil- RNA, sintetase. Por sua vez, o reconhecimento do aminoéacido
pelo RNA é determinado por uma sequéncia de trés mononucleétidos (dife-
rentes para cada RNA) existente no segmento oposto aquela extremidade da
molécula. Aquele tripleto de reconhecimento contém um anticodao comple-
mentar a um dos tripletos (coddo) que constituem a molécula do RNA , o
qual determina o local de fixagdao sequencial de cada aminoécido activado
(com o respectivo RNA,).

Cada tipo de RNA, tem um anticodao préprio, delimitado por bases raras;
estas bases parecem isolar o tripleto e impedir a sua hidrélise por nucleases.
Considerando que o mesmo aminoécido pode ser unido a diferentes moléculas
de RNA,, e sendo a sua uniao catalisada unicamente por uma sintetase especi-
fica, podera concluir-se que a cada aminoédcido correspondem anticoddes (no
RNA)) e coddes (no RNA ) diferentes; a precisdao com que o processo decorre
deve depender da especificidade das sintases respectivas, quer para os amino-
acidos quer para as moléculas de RNA..

Os tripletos referidos nas moléculas de RNA e RNA, (codédo e anticodéo)
deverao ter sequéncias de bases complementares que possibilitem a formagao
das ligacoes hidrogenionicas indispenséaveis a insercao correcta de cada ami-
noacido na sequéncia peptidica em crescimento. Por conseguinte, cada molé-
cula de RNA, traduziria a mensagem de cédigo genético (referente a cada co-
dao) ao seleccionar e posicionar cada aminoacido naquela sequéncia.

A metilagdo de algumas das bases do RNA requer S-adenosil metionina (como
dador de grupos metilo) e a respectiva transferase. Outras bases também con-
tém enxofre (p.ex., os acidos pseudo-uridilico e ribotimidilico). A fungdo des-
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tas bases raras parece ser, também, a de evitar o emparelhamento normal e,
portanto, a formacao de duplex, de modo a manter expostos grupos quimicos
necessérios a formagéao de ligagoes secundérias com o RNA _, com os ribosso-
mas e com as moléculas de aminoacil-RNA, sintetase.

Na extremidade da ansa 1 das moléculas de RNA, (Fig. 5.2) existem duas da-
quelas bases (metilguanina). Admite-se que o RNA, se une a superficie ribossé-
mica por esta ansa. Na ansa 2 onde se localiza o anticodao, trés dos sete nucle6-
tidos desemparelhados também sao do tipo raro: pseudouridina, metil-inosina e
inosina. Na ansa 3, constituida por oito a doze nucleétidos, localiza-se a di-hi-
dro-uridina, a qual parece unir-se a aminoacil sintetase. Muito provavelmente as
bases raras sao adicionadas ou sintetisadas depois da transcrigao do (RNA).

Os ribossomas tém conformacao semelhante em todas as células, ainda que
variavel quanto a estrutura e dimensao; estdo localizados sobretudo no cito-
plasma (livres ou unidos ao reticulo endoplasmaético), além de existirem (em
quantidades muito limitadas) no nicleo, mitocondrias e cloroplastos.

Cada ribossoma é dissociavel por centrifugagio em duas subunidades, com
coeficientes de sedimentacao S (de Svendberg') de 50S e 30S nos procariotas, e
60S e 40S nos eucariotas. Ambas as subunidades contém RNA e proteinas, na
proporgao de 1/1 em muitos organismos, mas cerca de 2/1 na E. coli (Quadro 5.1.).

Quadro 5.1. Composigao dos ribossomas citoplasméticos de procariotas e eucariotas, com refe-
réncia a coeficientes de sedimentagao (S), tipo de moléculas proteicas e de acido ribonucleico
ribossémico (RNAr) em cada subunidade.

Estruturas Procariotas Eucariotas
Ribossoma completo 70S 80S
Sub-unidades ribossémicas 30S e 50S 40S e 60S
Composigao das subunidades: l l l l
RNA, 16S 5S e 23S 18S 5S e 28523
Proteinas (total) 21 34 23 50

1O termo “unidade de Svendberg (S)” provém do nome do quimico sueco Theodor Svendberg (1884-
1971), galardoado com o prémio Nobel da Quimica em 1926 pelo mérito dos seus trabalhos sobre a
sedimentagdo de substancias coloidais e de elevado peso molecular em solugdo. Para aqueles estudos o
Dr. Svendberg desenvolveu o primeiro modelo de ultracentrifuga, tendo concluido que S (equivalente a
sedimentagdo, posteriormente definida em unidades S) era proporcional a velocidade de sedimentagao
num dado campo gravitacional e dependente da dimensao e forma das moléculas centrifugadas.
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Nos ribossomas bacterianos foram identificados dois grandes tipos de RNA ,
sendo necessario que ambos coexistam para que o ribossoma mantenha a sua
estrutura. Apesar de as moléculas de RNA_ serem formadas por uma cadeia
simples de polirribonucleéticos, hé suficiente equivaléncia de bases comple-
mentares para que algumas se emparelhem de modo semelhante as do RNA,
dando ao conjunto uma dimensao tri-dimensional irregular. A maioria dos cons-
tituintes proteicos dos ribossomas tem fungoes estruturais.

Apesar de ter sido possivel, em estudos com bactérias, reconstrutir a subunida-
de 30S a partir dos seus constituintes (proteinas e RNA), originando particulas
activas na sintese proteica, continua obscura a fungédo exercida pelo RNA . E suge-
rido que as zonas nao emparelhadas favorecem a colocagao correcta das molécu-
las de RNA e RNA, intervenientes na sintese da cadeia peptidica, a qual cresce
por adigdo consecutiva de novos residuos de aminoacidos ao segmento pré-exis-
tente. Deste modo, cada cadeia comega por um grupo aminado (terminal) de um
determinado aminoacido, cujo grupo carboxilico forma uma ligagao peptidica com
o grupo aminado do aminoacido seguinte, até surgir o sinal de terminacao.

Cada ribossoma fornece superficies de contacto ao RNA , as moléculas de
aminoacil-RNA e a cadeia polipeptidica em formagéao. A fracgao de RNA_ liga-
da aos ribossomas é muito reduzida (aproximadamente 1%), unindo-se, de modo
reversivel, a subunidade mais pequena dos ribossomas.

Somente um polipéptido pode ser sintetisado de cada vez no mesmo ribosso-
ma. Na E. coli bastam 10 segundos, em condigoes favoraveis, para que se obtenha
um polipéptido com o peso molecular de 40.000; o ribossoma fica apto a iniciar a
sintese de outra cadeia peptidica assim que se liberta do polipéptido recém-sinte-
tizado. Nos reticulocitos de coelho, cada cadeia o da hemoglobina (que possui
cerca de 150 residuos de aminoacidos) é completada em trés minutos, a 37°C.

Fases da traducao

No seu conjunto, a tradugdo da mensagem genética no RNA  processa-se atra-
vés de um sistema complexo que inclui os seguintes intervenientes principais:
aminodacidos essenciais, ribossomas, aminoacil-sintetases, trés tipos de acido ribo-
nucleico (RNA RNA, e RNA ) e energia quimica. O processo de tradugao envolve
quatro fases principais: (a) activagao dos aminodcidos, (b) iniciagao da cadeia pep-
tidica, (c) alongamento da cadeia peptidica e (d) terminagao da cadeia peptidica.



132 J. Martins e Silva

(a) Activacao dos aminoacidos — A etapa decorre na fracgdo soltavel do cito-
plasma, onde cada um dos vinte aminoacidos diferentes que constituem nor-
malmente as proteinas sdo activados por enzimas especificas de cada um deles
(pelo menos nas bactérias), as aminoacil RNA, sintetases.

Estas enzimas catalisam duas etapas sequenciais (activagdo e transferéncia
de aminoacidos). Na primeira decorre a activagdo do aminoacido (AA) a ser
incorporado na cadeia polipeptidica. Dessa reacgao endergonica, catalisada pela
sintetase (E) especifica do AA, resulta o composto aminoacil-AMP-E:

Mg2+
AA + ATP + E —— Aminoacil-AMP-E + PPi

Na reaccao seguinte, a sintetase transfere o radical aminoacilo (a que se
encontra ligado) para a extremidade 3’ do respectivo RNA; o aminoacido é
unido por uma ligagdo éster a correspondente molécula de RNA,, numa reac-
¢ao também com caracteristicas endergénicas:

Aminoacil-AMP - E + RNA, — Aminoacil-RNA, + AMP + E

A reacgao global da activagao de cada aminoacido em condigoes celulares é
representada do seguinte modo:

Mg++
AA + ATP + E — Aminoacil-RNA, + AMP + PPi

em que
PPi + H,O —» 2Pi

A hidrélise do pirofosfato (PPi) pela pirofosfatase em duas moléculas de
ortofosfato (Pi) determina o sentido da reacgao, que é o da uniao do aminoaci-
do activado a uma molécula de RNA..

A fidelidade da cépia polipeptidica resultante é, em parte, explicada pela
dupla especificidade de cada molécula de aminoacil-RNA,.sintetase: por um
lado reconhece apenas o seu aminoacido, entre os vinte aminoacidos essen-
ciais e, por outro, reconhece um ou alguns dos RNA, que transferem aquele
aminoacido.
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(b) Iniciacao da cadeia polipeptidica — Uma das questdes inicialmente mais
enigmaticas foi a das caracteristicas do primeiro aminoacido de cada cadeia
polipeptidica, e de que modo seria reconhecido pelo complexo ribossémico.
Teoricamente, havia um codao préprio para aquele aminoécido ou, em alterna-
tiva, o primeiro aminodcido teria estrutura distinguivel. Estudos realizados em
culturas bacterianas (e posteriormente também em cloroplastos e mitocondri-
as de eucariotas) revelaram que a generalidade das cadeias polipeptidicas era
iniciada por um residuo de metionina formilada (N-formilmetionina; fMet). O
grupo formilo provém de uma das formas de acido félico (N'°-formil-tetrahi-
drofolato; N'*-formil-FH,), sendo a sua ligagdo a metionina catalisada por uma
transformilase. Aquela reacgdo ocorre somente depois da metionina estar uni-
da a uma molécula especifica de RNA (RNA )

N'*-formil-FH, + Met - RNA, — FH, + fMet - RNA

Entretanto, foi verificada a existéncia de dois tipos de RNA, especificos para
a metionina; um dos tipos (RNA,,) fixa a metionina com apténcia para a formi-
lagao (e que, portanto, constitui o aminoécido iniciador), enquanto o segundo
tipo transfere a metionina nao formilada para outras posigoes na sequéncia
polipeptidica.

Uma vez iniciada a sintese polipeptidica, e antes da sua concluséo, o grupo
N-formilo é removido enzimaticamente por uma desformilase; por vezes, é tam-
bém removida a metionina inicial por uma aminopeptidase, juntamente com
alguns residuos de aminoacido que lhe estao imediatamente ligados.

Na iniciagdo da cadeia polipeptidica sao identificadas trés etapas sucessi-
vas que culminam na formagao dos designados complexos I, II e III.

No complexo I participam os seguintes componentes principais: o aminoa-
cido iniciador unido ao respectivo RNA, (formil-metionil- RNA ; fMet- RNA)),
cadeia de RNA_, subunidade 30S dos ribossomas, energia quimica (sob a for-
ma de guanosina 5'-trifosfato; GTP) e trés proteinas que actuam como factores
de iniciagao (F , F, e F,) da cadeia polipeptidica.

A molécula de RNA_ desloca-se sempre no mesmo sentido (5" — 3’) assim
que se une ao ribossoma. A extremidade 5’, sintetizada em primeiro lugar, tam-
bém é a primeira a ser “lida”, podendo suceder que o resto da cadeia de RNA
ainda esteja a ser transcrita pelo DNA enquanto, simultaneamente, a sua pri-
meira posigao ja esta a ser traduzida nos ribossomas (Fig. 5.3.).
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Fig. 5.3. A transduccdo do RNA nos ribossomas conduz a sintese de um polipéptido especifico

Ribossoma

codificado a partir de uma das cadeias de DNA duplex, cuja transcri¢cio da cadeia de RNA
podera estar a decorrer simultaneamente.

Nos ribossomas completos (70S), existem dois sitios para a insercdo das
moléculas de aminoacil- RNA, a serem traduzidas, um para o RNA, unido ao
péptido em formagcéo (sitio “P”, de péptido) e outro para o RNA com o amino-
acido seguinte (sitio “A”, de acilo). Aquelas posicoes contactam com as duas
subunidades ribossémicas e com os codoes do RNA _ a serem transcritos.

Durante a sintese proteica observa-se uma continuada dissociacao dos ri-
bossomas 70S nas subunidades 30S e 50S, a que se segue a sua reassociacao na
estrutura 70S. Na sequéncia dos estudos realizados em E. coli concluiu-se que,
para ser iniciada a transcrigao, era indispensavel que os ribossomas inactivos
(708S) se dissociassem nas suas duas subunidades. Somente depois, o segmen-
to de RNA a ser transcrito e o fMet- RNA , poderiam unir-se a subunidade
ribossémica 308S, originando o complexo iniciador (ou complexo I).

Aparentemente, a formagao do complexo I resulta da juncao de dois agre-
gados, um representado pela subunidade 30S e pelo segmento do RNA  a ser
transcrito (unidos entre si por pontes de hidrogénio entre bases complemen-
tares), sendo o outro constituido pelo composto fMet-RNA ... O factor de inici-
agdo 3 (F,) serd indispensavel para que a subunidade 30S se una ao RNA ,
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ap6s o que é fixado também o factor F,. Do mesmo modo, a ligagdo de Fmet-
RNA, a subunidade ribossémica 30S requer a presenga de GTP e de F,. Even-
tualmente, a juncdo dos dois agregados é activada de um lado por F, e do
outro por F,.

Na sequéncia, o complexo I une-se a subunidade 50S, dai resultando a re-
associagdo do ribossoma 70S completo (complexo II), no qual o fMet- RNA,
parece estar posicionado no sitio “A”.

A formacao do complexo III consiste na transferéncia do complexo inicia-
dor do polipéptido (Fmet- RNA ) do sitio “A” para o sitio “P” que lhe esta
adjacente na subunidade 508S. Esta transferéncia requer energia quimica (re-
sultante de hidrélise do GTP em GDP e Pi) e decorre com a libertagao dos trés
factores de iniciagdo, os quais ficam disponiveis para o recomego de outra
cadeia peptidica.

Na realidade, ndo estd bem esclarecido se o F-met RNA, se fixa primeiro no
sitio “P” ou no sitio “A” (e daqui é transferido para o “P”), mas um facto é certo:
aquele conjunto tem de estar no sitio “P” para que a segunda molécula de ami-
no acil-RNA, possa ligar-se ao ribossoma.

(c) Alongamento da cadeia peptidica — As cadeias polipeptidicas crescem
por adicao sucessiva de aminoacidos, de modo que, iniciado pelo grupo ami-
nado do primeiro aminoacido, cada polipéptido termine com o grupo carboxi-
lico do tltimo dos residuos. A medida que é transportado para os ribossomas,
cada aminoécido conjuga o seu grupo aminado com o grupo carboxilo do resi-
duo antecedente, formando uma ligacdo peptidica (Fig. 5.4.).

Este processo foi bastante bem ilustrado em reticulocitos incubados com
aminoacidos marcados por isétopos radioactivos. A medida que o tempo de
incubagdo aumentava, isolavam-se cadeias de hemoglobina em que a radioac-
tividade abrangia cada vez maior quantidade do polipéptido, com aumento
gradual da extremidade aminada para a carboxilica.

Sao identificaveis trés etapas distintas durante o alongamento da cadeia
polipeptidica. Na primeira (que corresponde a formagao do designado comple-
xo 1IV), o ribossoma recebe o aminoacido seguinte (AA,). Segue-se a formagao
do complexo V, representada pela ligacao peptidica entre os dois aminoacidos
presentes no ribossoma, apds o que ocorre a translocagao (complexo VI) do
RNA, do dipéptido para a posigao “P” que estava ocupada pela molécula ante-
cedente de RNA, desacilado, entretanto expelida para o citosol.
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Fig. 5.4. Esquema representativo do alongamento da cadeia polipeptidica.

(a) O aminoacido iniciador, sob a forma de composto formilmetionina- RNA,, estd localiza-
do no sitio peptidil; (b) fixagdo do 2.° aminoédcido (AA,) transportado como molécula de
aminoacil RNA,, no sitio aminoacilo (“A”) do complexo ribossémico com a participagdo do
factor de transferéncia (FT)); (c) formagdo de uma ligagdo peptidica entre o grupo carboxilo
terminal do aminoacido pré-existente (ligagao a uma molécula especifica de RNA, alojada
no sitio peptidil (“P”) do complexo ribossémico) e o grupo aminado do novo aminoacido; (d)
por acgao da enzima peptidil-transferase, que também intervém na formagéao da ligagao pep-
tidica com a participagio do factor de transferéncia 2 (FT2) e consumo de energia (da hidré-
lise do GTP), da molécula de RNA, (que perdeu o respectivo aminoacido ou péptido) é remo-
vido do sitio peptidil, dando lugar a molécula peptidil-RNA, que se encontrava no sitio “A”,
enquanto o terceiro aminoacido estd em vias de se fixar no sitio “A”. As sucessivas alteragoes
de posigdo decorrem a par com o movimento da cadeia de RNA na interface ribossémica,
com exposigdo dos coddes especificos para cada conjunto aminoacil-RNA, (posicionamento
numerado).
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Na formagdo do complexo IV cada novo aminoacil-RNA, (excepto o pri-
meiro) liga-se originalmente ao sitio aminoacilo (“A”) do complexo III. As novas
moléculas do aminoacil- RNA, sdo posicionadas de acordo com o anticodéao
do RNA,, complementar ao coddao de RNA  a ser transcrito. Para que esta
unido ocorra é requerida energia quimica (derivada da hidrélise da GTP em
GDP + Pi) e uma proteina especifica (factor de alongamento ou de transferén-
cia 1; FTl). Nem esta nem uma outra proteina funcionalmente semelhante
(factor de transferéncia 2; FT,) sdo proteinas ribossémicas, o que alids tam-
bém sucede com os factores de iniciacéao.

A reacgdo entre AA-RNA, GTP e FT, origina um agregado que, ao trans-
ferir o componente AA-RNA, para o sitio “A”, liberta o GDP-FT, e fosfato
inorganico (Pi). Desta sequenciacao resulta o complexo IV, constituido por
um ribossoma com duas moléculas de RNA aminoaciladas, uma na posicao
“A” (AA-RNA)) e outra na posigdo “P” (fMet- RNA ).

O complexo V caracteriza-se pela formagao de uma ligagao peptidica,
entre aqueles dois grupos aminoacilo, nas posigcoes “A” e “P” dos ribosso-
mas. Na reacgao, o grupo aminado da molécula de AA, -~ RNA em “A” rom-
pe (por deslocagao nucleofilica) a ligagao éster existente entre o grupo
carboxilo (do aminoéacido anterior) e o grupo hidroxilo 2’ ou 3’ do residuo
de adenilato, da extremidade 3’ do respectivo RNA,,. A enzima especifica
desta etapa, peptidil-transferase, que parece existir nas subunidades 508,
nao requer grupos fosfato de alta energia (ATP ou GTP) para actuar, sen-
do-lhe aparentemente suficiente a energia fornecida pela clivagem daque-
la ligacao éster. Ao ser formada a ligagao peptidica, o aminoacido (fMet)
unido ao RNA , na posigdo “P” é transferido para a posigdao “A”, cujo RNA,
passa a ligar-se a dois grupos aminoacilo (dipeptidil-RNA ), enquanto a
molécula de RNA , na posicdo “P” do ribossoma fica desacilada, sendo
depois expelida.

Para que o alongamento da cadeia polipeptidica prossiga torna-se neces-
sario que a molécula peptidil-RNA, seja translocada da posigdo “A” para a
“P”, de modo a dar entrada a nova molécula de RNA, aminoacilada. Esta
fase de translocacao (que corresponde a formagdao do complexo VI) requer
que a posigdo “P” seja libertada do RNA ; seguidamente, o dipeptil- RNA,
(fMet-AA2-RNA,) situado na posigdo “A” é translocado para a posigdao “P”
livre, com a intervencgéao do segundo factor de transferéncia (FT, ou translo-
case) e consumo energético (por hidrélise de GTP em GDP e Pi).
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Em simultaneo com a translocacao, decorre a deslocagao gradual da cadeia
de RNA ao longo do ribossoma, de modo a posicionar o codao para o peptidil-
RNA, em “P” e o novo tripleto de nucleétidos para o aminoacil-RNA, seguinte
em “A”. O RNA_ como que desliza protegido num “canal” formado pelas duas
subunidades ribossémicas que, em cada momento, contém segmentos com cerca
de sessenta mononucleé6tidos por ribossoma.

O processo descrito anteriormente para alongamento da cadeia peptidica
repete-se para cada novo aminodcido que é transportado pelo respectivo RNA,
para o sitio “A” do ribossoma, até a sua finalizacao. Neste periodo, a cadeia
polipeptidica que se une ao ribossoma (do tipo Fmet-AA -AA —AA - RNA)
cresce a partir da extremidade aminada para a carboxilica.

(d) Terminacao da cadeia peptidica e conformacao final — A cadeia
polipeptidica separa-se do ribossoma depois de conter todos os seus ami-
noécidos, pré-determinados pelo respectivo gene. A finalizagdo da cadeia
é sinalizada por trés codoes especiais do RNA (codédes de finalizagao; ver
Capitulo 6 — C6digo Genético). S6 entao o polipéptido completo se separa
do seu RNA, final, por hidrélise da ligagdo éster entre o grupo carboxilo
terminal e o RNA,. Esta fase é mediada por proteinas especificas dos ri-
bossomas (factores de libertagao, R,, R, e R,), em resposta aos codoes do
RNA  que anunciam o “fim de cadeia”. Ao ligarem-se ao ribossoma, os
factores de libertagdo induzem a translocagdo do peptidil- RNA, final do
sitio “A” para o sitio “P”, apds o que é hidrolisada a nova ligagdo entre a
cadeia polipeptidica e aquele RNA . O polipéptido ¢é libertado, seguindo-
se a dissociagdo do agregado, constituido por ribossoma, molécula de RNA
e RNA,.

A medida que a cadeia polipeptidica é formada e se alonga decorre o
seu enrolamento numa estrutura tridimensional, que serd semelhante a
da conformacéo definitiva depois de se libertar do RNA, final e ser remo-
delada. Esta remodelagao na forma definitiva traduz-se pela remocao de
determinados aminoacidos (que nao fazem parte do polipéptido final), que
poderao estar localizados no inicio (p.ex., o formilmetionina iniciador) ou
no fim da cadeia (por exopeptidases), ou no seu interior (por acgao da
endopeptidases).

Aparentemente as proteinas dissociam-se do ribossoma com a sua estrutura
final completa e conformagao final, isto é, aptas a entrar em actividade.
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Sintese polipeptidica em polirrihosomas

Consoante as proteinas sejam requeridas para a renovagao da estrutura ce-
lular ou para formar secregoes assim a sintese é mediada por ribossomas livres
ou ligados ao reticulo-endoplasmico, respectivamente.

Ainda que cada ribossoma isolado possa formar uma cadeia polipeptidica, a
associagao de ribossomas em grupos ligados pela mesma cadeia de RNA_ (polisso-
ma ou polirribossoma) aumenta a eficiéncia da transdugao genética (Fig. 5.5.). O
namero de ribossomas de um polissoma é proporcional, aproximadamente, ao
namero de aminoacidos que constituem o péptido a ser sintetisado. A medida que

Fig. 5.5. Micrografia electronica de polirribossomas de reticulocito de coelho. Em (a) sdo visiveis
os aglomerados de ntimero varidvel de ribossomas sombreados com platina, em alguns dos

quais parece evidenciar-se um segmento de interligagao (ampliagao de 100.000 didmetros); (b)
aquele segmento constituido por uma molécula de RNA , conecta conjuntos de 4 a 6 ribossomas
que ficam transitoriamente unidos, como um colar de pérolas, enquanto neles decorrer a sintese
das cadeias polipeptidicas (coloragao de acetato de urdnio; ampliagao de 400 000 didmetros).
Reproducgao autorizada das fotografias amavelmente oferecidas pelo Dr. Alexander Rich (De-
partment of Biophysics, Massachusetts Institute of Technology, USA).
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aumenta o namero de aminoacidos da cadeia peptidica, o polirribosoma tende a
organizar-se tri-dimensionalmente. Esta organizagao possibilita a formagao simul-
tanea de vérias cadeias polipeptidicas ao longo da mesma cadeia de RNA _ (Fig.
5.6.), no sentido 5° — 3’, em que nao s6 a fungao de cada um dos ribossomas esta
sincronizada em relagéo aos outros, como também o RNA  sintetisado é muito
melhor aproveitado do que sucederia se os ribossomas actuassem isolados.
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Fig. 5.6. Representagdo esquematica de um polirribossoma onde se sintetiza determinado poli-
péptido em cada uma das unidades ribossémicas. A sequéncia deste é codificada pela mensa-
gem que o DNA transcreve na RNAm.

Conclusoes

O DNA nao é o molde directo da sintese proteica. A informagao genética do
DNA é primeiramente transcrita para moléculas de RNA mensageiro, as quais
determinam a constituicao de cada polipéptido. A sintese das proteinas decorre
nos ribossomas (constituidos por proteinas especificas e outro tipo de RNA, o
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RNA,, que ndo contém informagéao genética) a partir de aminoacidos activados
no citoplasma por sintetases especificas de cada aminoacido essencial e da mo-
lécula de RNA, que lhe serve de “adaptador molecular”, originando os compos-
tos aminoacil-RNA,. O reconhecimento do aminoacido transportado pela RNA, é
determinada pela sintetase. Em geral, existe mais de uma molécula de RNA, por
cada aminoécido. A especificidade das moléculas de RNA, é determinada por
um tripleto de mononucleétidos (anticodao) localizado numa das suas ansas.
Cada anticodao é complementar de outro tripleto complementar da molécula de
RNA , a qual codifica a selecgdo do aminoécido (coddo). Em cada ribossoma
estao identificados dois sitios (“A”, de aminoacido e “P”, de péptido) de interac-
o entre codao e anticoddao. Quando um codao de RNA & posicionado em “A”,
o RNA, com anticoddo complementar e que transporta o respectivo aminoacido
une-se (por ligacoes hidrogeniénicas transitorias) naquela posigao, sendo depois
transferido para a posigao “P”, a par com a deslocagdo de RNA que, deste modo,
faz chegar sucessivos codoes a posigao “A’ da interface ribossémica.

O crescimento da cadeia polipeptidica decorre por etapas sucessivas: activa-
¢ao dos aminodacidos, iniciagdo da cadeia, alongamento da cadeia e terminagao
da cadeia péptida. Nos procariotas (e presume-se que também sucede nos euca-
riotas) cada cadeia é iniciada pela metionina formilada, sob a forma de N-formil-
metionina-RNA, (Fmet-RNA, ), quando o codao iniciador AUG no RNAm se une
a subunidade 30S dos ribossomas. O ribossoma, que se encontrava dividido nas
suas duas subunidades (30S e 50S), é restaurado na forma completa 70S, a qual
¢ mantida enquanto decorrer a sintese completa de cada polipéptido, codificado
pela molécula de RNA . A formagao do complexo iniciador descrito tem a inter-
vengdo sequencial de trés proteinas (F,, F, e I,) nao ribossémicas. No decurso
desta fase, o composto Fmet-RNA; esta colocado no sitio “P” até a chegada do
aminoécido seguinte transportado pela respectiva molécula de RNA, o subse-
quente alongamento da cadeia decorre no seguinte modo: fixagdo do novo ami-
noédcido RNA, em “A” (na presencga de uma proteina de transferéncia FT e GTP),
formacao de ligagao peptidica com o aminoacido precedente (Fmet) pela pepti-
dil-transferase, com o dipéptido na posicao “A” e 0o RNA,, livre em “P”; a translo-
cagdo de “A” para “P” decorre com a expulsao de RNA , e “P” requer uma segunda
proteina de transferéncia (FT,) e energia (proveniente da hidrélise do GTP).

O crescimento da cadeia decorre no mesmo modo por cada novo aminoaci-
do a ser incorporado e a medida que novos codoes de RNA  sao posicionados
na posicdo “A” do ribossoma. A sintese do polipéptido termina ao serem reco-
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nhecidos os tripletos de terminagao (UAA, UAG e AGA) na cadeia de RNA em
traducao; trés proteinas ribossémicas especificas sinalizam aqueles codées (fac-
tor de libertacdao R , R, e R,) e promovem a separagao do polipéptido finalizado
do ribossoma, dissociacao deste nas sub-unidades 30S e 50S, e a separacao do
RNA_-molde. Em cada ligagao peptidica formada é utilizada energia quimica
equivalente a hidrélise de, pelo menos, trés ligagoes de alta energia. Os ribos-
somas podem actuar em conjunto na tradugao da mesma cadeia de RNAm,
formando polirribossomas, em que cada ribossoma sintetiza independentemente
a sua cadeia polipeptidica.

Nas células de eucariotas, a sintese das proteinas de secregao decorre no
reticulo-endoplasmatico. Também nas mitocondrias sdo sintetizados alguns
tipos préprios de proteinas, as quais sao codificadas de uma molécula de DNA
circula por polimerases (do DNA e RNA) e tipos especificos de RNAt, enzimas
e ribossomas semelhantes aos que actuam no citosol.



CODIGO GENETICO

Definicao do codigo

Sao conhecidas as sequéncias de mononucledtidos que codificam cada um
dos aminoacidos (Quadro 4.1.). No conjunto, os quatro tipos de base que cons-
tituem os mononucleétidos incorporados na estrutura dos acidos nucleicos
determinam, em (diversas) combinagoes de trés mononucledtidos em sequén-
cia (tripletos), o posicionamento de cada um dos vinte aminoacidos comuns na
sua posicdo correcta na estrutura peptidica codificada.

A diversidade de cadeias peptidicas sintetizadas, cada qual com carac-
teristicas estruturais e fungoes especificas, resulta da sequéncia dos ami-
noacidos posicionados, a qual é determinada pela sequéncia dos codoes
traduzidos. Através de cdlculos matematicos simples quanto ao ntiimero
de arranjos das quatro bases que poderiam codificar os vinte aminoacidos
essenciais, concluiu-se que para combinacgoes duas a duas seriam codi-
ficados somente 16 aminoacidos (4%), o que era insuficiente; entretanto,
combinagdes de trés bases (4° = 64) excediam largamente o ntimero de
aminoacidos diferentes. Este excedente fazia pressupor a possibilidade de
mais de um tripleto codificar o mesmo aminoacido, o que realmente foi
confirmado.

A constituigao de cada unidade de codificagao nucleotidica (coddo) para
cada aminoacido foi esclarecida com a utilizagao sistematica de polinucleo6ti-
dos sintéticos com composigao ou proporgao variaveis que, adicionados a ri-
bossomas isolados, conduziam a formacgao de sequéncias de determinado(s)
aminoacido(s).
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Quadro 4.1. Cédigo Genético

Disposigao convencional do ordenamento dos nucleétidos constituintes de cada tripleto em

cada molécula de RNA  determinado pela respectiva base (letra). A cada tripleto (codao)

corresponde um aminoacido. A sequéncia (da 1.% para a 3.% letra) corresponde a direcgdo da

leitura da extremidade 5’ para a 3’. A sequéncia AUG define o sinal de iniciagao (SI) da
traducao; as sequéncias UAA, UAG e UGA sao sinais de terminacao (ST). O codao GUG da
valina por vezes actua como sinal de iniciagdo da cadeia, ao codificar a metionina. (Nota: é

mantida a nomenclatura anglo-saxénica na abreviatura dos aminoécidos).

Cédigo genético

2.2 letra
1.2 letra 3.2 letra
U C A G

U PHE SER TYR CYS U
PHE SER TYR CYS G

LEU SER (ST) (ST) A

LEU SER (ST) TRY G

G LEU PRO HIS ARG 18]
LEU PRO HIS ARG G

LEU PRO GLN ARG A

LEU PRO GLN ARG G

A ILEU THR ASN SER U
ILEU THR ASN SER @

ILEU THR LYS ARG A

MET SI THR LYS ARG G

G VAL ALA ASP GLY U
VAL ALA ASP GLY G

VAL ALA GLU GLY A

VAL (SI) ALA GLU GLY G

A primeira experiéncia do género foi conduzida com um polimero de acido
uridilico (poli U), utilizando ribossomas isolados de E. coli e todos os meios
necessarios a mistura proteica, distribuidos por uma série de tubos, cada um
com um aminodacido diferente marcado. Ao ser analisada a fraccao polipeptidi-
ca formada verificou-se que apenas a fenilalanina havia sido incorporada na
sua estrutura. Concluiu-se que o codao para a fenilalanina seria constituido
por um tripleto de residuos de acido uridilico. Ensaios idénticos esclareceram
ser a prolina, a lisina e a glicina, respectivamente, codificadas por polimeros
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de &cidos citidilico (codao CCC), adenilico (codao AAA) e guanilico (codao
GGG).

Na fase seguinte recorreu-se ao uso de polimeros mistos (p.ex., poli UG).
Ainda que fosse desconhecida a sequéncia das bases, sabendo-se a relagdo muatua
entre ambas, era possivel prever os tripletos viaveis e em que posigao se situa-
vam.

Utilizando proporgoes diferentes de dois tipos de mononucleédtidos (p.ex.,
duas vezes mais moléculas de acido uridilico do que acido guanilico, resulta-
vam sequéncias repetidas variaveis (tais como: UUU, UUG, UGG, GGU, GUG,
GGG) e grande diversidade de aminoacidos formados. Embora a composigao
em aminoacidos fosse conhecida, a dos tripletos codificadores continuava por
esclarecer.

Comparando aqueles dados com o ntimero de vezes em que determinados
aminoacidos eram incorporados nas proteinas, foi possivel estabelecer um cer-
to namero de relagdes constantes entre tripletos e aminoacidos codificados.
Nestas experiéncias foi ainda confirmado o que havia sido inicialmente uma
hipétese: o mesmo aminoacido poderia ser codificado por mais de um tripleto.

Iniciacao e terminacao de leitura do cddigo genético

Para a mensagem ser entendida e, portanto, haver a incorporagao de deter-
minado aminoacido na sequéncia polipeptidica em formacéao, os trinucle6ti-
dos constituintes de cada tripleto tétm de ser “lidos” num sentido especifico
(5" — 3’). Justifica-se, por isso que a sequéncia CCCCGG codifique para proli-
na-arginina e nao para arginina-prolina (Fig. 6.1.).

Para que assim suceda, os grupos terminais de tripleto deverao ter um grupo
hidroxilo livre terminal na extremidade 3 e um grupo fosforilado na extremi-
dade 5’. A fosforilacao da extremidade-3’ inactiva o trinucleétido.

Os ensaios em ribossomas isolados de E. coli permitiu a identificagio pro-
gressiva de varios codoes, o que foi reforgado com a utilizagdo de polirribonu-
cleétidos sintéticos em que eram repetidas determinadas sequéncias (p.ex.,
AUGAUGAUGAUGAUEG etc), dos quais se individualizam tripletos diferentes
consoante o ponto de inicio da leitura (p.ex., AUG, UGA, GAU); estes tripletos
indicam a fixagao nos ribossomas de moléculas aminoacil-RNA, diferentes (p.ex.,
metionina, codao de finalizagao, aspartato).



146 J. Martins e Silva

AA o>
Codao Anticodao Aminoacido
é¢H)—1 2 3—3) (BHY—=3 2 1—(5)
RNA, cC C C G G G Pro
C G G G C C Arg
Anticoddo
5 < 3
(movimento do RNA_ )i

—— sentido de leitura ———»

Fig. 6.1. Selecgdo de uma molécula de aminoacil-RNA, por um codao do RNA . A molécula de RNA,
(que possui um anticodao especifico numa das extremidades) transporta um determinado aminoécido,
ligado na extremidade 3’ oposta, para a posigao que vai ocupar na sequéncia do polipéptido em formagao.
Esse posicionamento é determinado pelo coddo do RNA  a ser traduzido. O emparelhamento do codéo
do RNA  com o anticoddo do RNA, é complementar e antiparalelo. A leitura do codao decorre da es-
querda (extremidade 5’) para a direita (extremidade 3’), sendo a disposigao do codao em sentido inverso.

O sinal de inicio e fim de determinado cédigo devera estar colocado correc-
tamente, sem o que resultara numa proteina anémala. Os trés tripletos (de um
total de sessenta e quatro possiveis) que ndo codificam aminoécidos conheci-
dos (UAG, UAA, UGA) simplesmente assinalam o “fim da leitura” (coddes de
finalizagao) da cadeia peptidica.

O inicio da codificagao é determinado pelo codao AUG, a que corresponde a
formilmetionina (associada ao RNA ), mas que também codifica a metionina
(transferida pela RNA ) para posigoes no interior da cadeia polipeptidica.

Degenerescéncia do codigo e mutacoes

Quase todos os aminoacidos (exceptuando o triptofano e a metionina) sao
codificados por mais de um tripleto, embora com participagao variavel. Cré-se
que esta degenerescéncia de cédigo tenha vantagens biolégicas.
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O terceiro nucledtido de cada c6digo é menos especifico do que os dois pri-
meiros. Assim, dois aminoacidos diferentes podem ser codificados por tripletos
que difiram entre si somente na terceira posigao: XYA ou XYG, XYU ou XYG.

Os anteriores ensaios in vitro foram posteriormente confirmados através de
mutagoes induzidas em bactérias e em mutagoes expontaneas detectadas em
humanos, o que indica ser o cédigo genético universal. Esta caracteristica foi
amplamente demonstrada quando, ao incubar ribossomas de E. coli e polinu-
cledtidos sintéticos com varias moléculas de aminoacil-RNA, extraidas do figa-
do de cobaias, se verificou haver leitura correcta do c6digo. Pequenas diferen-
cas quanto a fixagao de alguns aminoacil-RNA, no cédigo, consoante sdo de E.
coli ou de cobaia, sugerem haver diferencas evolutivas respeitantes as protei-
nas em ambas as espécies.

O estudo das variantes de hemoglobina humana, quer das cadeias a ou b,
forneceu exemplos claros sobre processo genético. Progressivamente, foram
identificados os pontos de substituigao dos aminoacidos ao longo das cadeias
de hemoglobina, resultantes da alteragdo de um tnico nucleétido, contudo
suficiente para modificar o sentido codificador do tripleto. Estabeleceu-se as-
sim que a maioria das mutagoes expontaneas seriam provocadas pela troca de
uma s6 base no tripleto (mutagées pontuais), mesmo que continuasse a ser
uma base do mesmo tipo (purica ou pirimidica).

Por anélise seriada dos aminoacidos de ambas as cadeias de hemoglobina
em doentes com vérios tipos de hemoglobinopatias, foi verificado que a substi-
tuigdo de um aminoacido num determinado ponto de qualquer das cadeias
altera as caracteristicas globais da hemoglobina (Fig. 6.2.).

Para esclarecer se haveria alguma relacao entre o aminoacido substituido e a
localizagao relativa da mutagao no respectivo gene, e por ser muito dificil fazer
pesquisas deste género em mamiferos, recorreu-se novamente a microorganis-
mos. Na E. coli, a disposicao dos pontos mutantes na estrutura linear do gene
que codifica uma das cadeias polipeptidicas de triptofano-sintetase estava exac-
tamente correlacionada com a posigao relativa dos aminoacidos substituidos na
sequéncia normal. Esta observagao concorda em absoluto com a correspondén-
cia linear existente entre a sequéncia dos coddes no gene e a sequéncia de ami-
noacidos na cadeia polipeptidica que codifica. Entretanto, experiéncias em mu-
tantes de E. coli sujeitos a substancias mutagénicas demonstraram nao ser ne-
cessaria a mesma sequéncia de aminoacidos em determinadas zonas da cadeia
polipeptidica A, para que a triptofano sintetase fosse activa. Assim, é possivel
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(a)
DNA - CADEIA MODELO (3°) TAC — CAA —TTT — GTA — AGA — GAG—-GGT ----- (5”)
RNA_ (5’) AUG— GUU — AAA—CAU — UCU — CUC—CCA ----- 3”)

POLIP,EPTIDO FMet— Val — Lys —His — Ser —Leu — Pro ----- X (extremidade carboxilica)
(extremidade NH,)
@ @ @ @ 6 © )] (6]

(Sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidica)
(®)
DNA - CADEIA MODELO (3°) TAC — CAA — TTT — GTA— ETAG
RNA, (5") AUG— GUU— AAA—CAU — EAUC — CUC—CCA ----- 3"

POLIPEPTIDO FMet— Val — Lys — His —!Tre
(extremidadeNH,) ~  kemmmems

M @ 6 ®» o © O ()

Fig. 6.2. Colinearidade de uma determinada sequéncia nucleotidica na cadeia molde de DNA e
o posicionamento de cada aminoacido na sequéncia polipeptidica normal; (a) sequéncia normal
e (b) mutagao pontual na posigao 5 do polipéptido.

que existam, por vezes, substituigoes ao longo dos polipéptidos sem que se alte-
rem as suas propriedades funcionais, originando formas de vida limitada, a me-
nos que sejam adaptaveis as necessidades do ambiente (Vide Capitulo 4).

Resta saber se havera alguma vantagem biolégica para o excesso de tripletos
codificadores dos 20 aminoacidos naturais, Pelo menos, é de admitir uma ra-
zao para que a estrutura quimica, as propriedades dos aminoécidos e os triple-
tos correspondam entre si. Assim, p.ex., os codoes em que U ¢ a letra intermé-
dia seleccionam aminoacidos com cadeias nao polares (fenilalanina, leucina,
isoleucina, valina), enquanto os codoes para os acidos aspartico e glutamico,
ambos de carga negativa, sao iniciados por GA.

O facto de vérios tripletos possiveis para o mesmo aminoécido diferirem
somente numa letra (como acontece para a terceira posicao dos codigos de
prolina, treonina, alanina) permite que, havendo mutagoes, elas nao provo-
quem efeitos (mutagées silenciosas) e, até, venham a originar proteinas com
maior capacidade de sobrevivéncia futura.

Por outro lado, existem proteinas com aminoacidos que nao estao previstos
no cédigo genético. E o que acontece, p.ex., com a hidroxiprolina e a hidroxili-
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sina do colagénio, que resultam de modificagdes quimicas, respectivamente da
prolina e da lisina, ap6s serem codificadas e posicionadas numa determinada
sequéncia peptidica.

Nao foi ainda possivel isolar os fenémenos bioquimicos das suas origens
genéticas. Afinal, é de crer que o funcionamento das multiplas vias metabdli-
cas nas espécies bioldgicas tenha sido submetido, desde sempre, a interacgao
com o meio ambiente, o qual estaria na origem de constantes adaptagoes selec-
tivas, provavelmente essenciais para a sua sobrevivéncia.

O mecanismo daquelas variagdes constantes, que vem sendo analisado a
nivel molecular ha quase duas décadas, abriu extraordinarias possibilidades a
compreensao de muitos fendmenos vitais.

Grande parte do conhecimento alcangado apoiou-se em experiéncias com
organismos de vida muito curta, como os virus e as bactérias, o que ndo impe-
diu que fossem demonstrados processos semelhantes a nivel de animais supe-
riores, incluindo o homem. Apesar do c6digo genético ser universal, detecta-
ram-se algumas diferencas quanto a pormenores relacionados com a diferenci-
agao evolutiva das espécies.

Basta lembrar que, enquanto as bactérias e virus possuem um tnico cro-
mossoma, 0s organismos eucariotas tém uma ou mais dezenas. Acresce que a
reprodugao sexual dos eucariotas permite a recombinagao dos genes dos pro-
genitores, o que ndo sucede nos procariotas, que tém reprodugao assexuada.
Estas diferengas explicam a grande variabilidade da expressdao genética nos
descendentes de eucariotas, ainda que, no conjunto, a informacgéao transmitida
seja a mesma.

Conclusoes

O cédigo genético é universal, sendo determinado por tripletos de mononu-
cleétidos que integram a estrutura do DNA e do RNA . As sequéncias das ba-
ses (puricas e/ou pirimidicas) de cada tripleto codifica determinados aminoé-
cidos. Cada tripleto codificador é designado por coddo. Para os vinte aminoaci-
dos essenciais sao conhecidos sessenta e um codédes, o que significa que mais
de um codéao pode codificar o mesmo aminoacido (degenerescéncia do codi-
go). Os trés tripletos nao codificados sinalizam as terminagoes da traducao. A
leitura do polimero de nucleétidos que serve de molde a sequéncia polipepti-
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dica faz-se da esquerda (extremidade 5’, fosforilada) para a direita (extremida-
de 3’, hidroxilica). Os dois primeiros mononucleétidos de cada codao sao mais
importantes para a determinagao do respectivo aminoacido, sendo a terceira
posicao muito menos especifica (o que justifica frequentemente a degeneres-
céncia do c6digo). O codigo (no acido nucleico que estéa a ser traduzido, codao
a codao) é lido em sequéncia, nao é virgulado nem sobreposto. A formagao de
cada polipéptido requer sinais iniciadores (AUG, para a formilmetionina e idén-
tico para a metionina nas posigoes intermédias) e sinais de finalizagao (UAA,
UAG e UGA) do cddigo.



MECANISMOS DE REGULAGAO DA SINTESE PROTEICA

A existéncia de DNA nos procariotas e eucariotas representa um capital de
informagao genética armazenado nas respectivas células, a ser expresso quan-
do necessario. Em qualquer dos organismos, e em particular nos eucariotas, a
informagao que permanece silenciosa tende a ser muito superior a evidenciada
em dado momento. Nas células diferenciadas dos eucariotas, conforme o tipo
assim varia a quantidade e proporgao relativa entre as suas multiplas protei-
nas. Por ex., uma enzima predominante nos hepatocitos poderé ser irrelevante
no tecido cerebral, e vice-versa. Nos procariotas ou nos eucariotas determina-
dos substratos metabdlicos especificos podem estimular centenas de vezes a
actividade catalitica de determinada enzima que, em repouso, seria insignifi-
cante. Conclui-se das anteriores consideragoes que a sintese proteica esta su-
jeita a mecanismos reguladores de notavel precisdao, com acgao particular no
metabolismo e também na diferenciacao celular.

Apesar destes fenémenos terem sido evidenciados a varios niveis da escala
biolégica, a maioria do que se conhece é fundamentado por estudos em culturas
bacterianas, sobretudo de E. coli. Progressivamente, as conclusoes dai resultan-
tes tém sido extrapoladas, com naturais reservas, para os organismos superiores.

Regulacao nos procariotas

Nos procariotas, além dos mecanismos de regulagao da concentragao proteica
(regulagao negativa, regulagao positiva da transcrigao e regulagao da tradugao)
também estao identificados processos de controlo e da actividade enzimdtica em
que permanece inalteravel a concentragao proteica (regulagao pds-tradugao).
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(a) Regulacao negativa da transcricao — A regulagdo negativa da transcri-
cao verifica-se em sistemas inductiveis e em sistemas repressiveis. Nas bacté-
rias (em que a regulacao da transcrigao foi analisada com particular mintcia),
verificou-se que a sintese de RNA_ e a dos produtos finais proteicos que codi-
fica era induzida ou reprimida por nutrientes especificos. Este controlo exerce-
se essencialmente sobre os genes estruturais, ou que asseguram a informacao
genética para a sintese da maior parte das proteinas que intervém no metabo-
lismo, divisao e diferenciagao celulares. A par daqueles existem genes estrutu-
rais que transcrevem proteinas constitutivas, isto é, cuja sintese se mantém
constante e independente dos estimulos indutores ou repressores existentes.
Um outro grupo de proteinas, sintetizadas em quantidades muito mais reduzi-
das, é constituido pelas proteinas reguladoras que, ao actuarem sobre o DNA
em locais definitivos, modulam a transcrigdo genética, inibindo-a (controlo
negativo) ou activando-a (controlo positivo). As moléculas reguladoras (activa-
doras ou repressoras) sao codificadas por genes reguladores.

Os repressores actuam na sequéncia (ou na proximidade) onde se fixa a
molécula de RNA polimerase, bloqueando-lhe fisicamente o acesso e, portan-
to, inibem a sintese de RNAm. A sequéncia de DNA onde se une o repressor é
designada de operador; este situa-se proximo ou em sobreposigao a sequéncia
onde a polimerase se liga e comeca a transcrigao (promotor). Os genes estrutu-
rais, em conjunto com o respectivo promotor, definem uma unidade de acgao
coordenada designada operao.

A capacidade de fixacao das moléculas repressoras aos respectivo operado-
res é substancialmente afectada por outras moléculas de dimensées reduzidas
a que se combinam (efectores). Existem dois principais tipos de efectores. Um
dos tipos (designado indutor), ao unir-se ao repressor provoca a sua inactiva-
¢ao ou seja, dissocia-o do promotor, o que provoca um efeito indutor sobre a
transcricao (Fig. 7.1 ); o outro tipo de efector (designado co-repressor) induz
efeito contrério, ao transformar uma molécula apo-repressora inactiva num
composto activo (constituido pelo apo-repressor a que se uniu o efector), que
bloqueia a transcricao de DNA.

O segundo tipo de moléculas proteicas reguladoras — activadores — ao uni-
rem-se ao operador aumentam a frequéncia de ligagao da RNA polimerase ao
promotor e, por consequéncia, aumentam a transcrigao dos genes operado-
res. Este aspecto serd analisado adiante, a propésito da regulagao positiva da
transcricao.
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Fig. 7.1. Representacao de um operdo bacteriano (teoricamente similar ao dos eucariotas). Cada
cistrdo (ou gene estrutural) codifica uma cadeia polipeptidica especifica. Os mesmos promotor,
operador e gene regulador adjacentes aos genes estruturais controlam a transcrigao dos diversos
cistroes. O operador define as sequéncias em que se fixa o repressor enquanto o promotor repre-
senta o sitio onde se fixa e é iniciada a transcrigdo pela RNA polimerase. As sequéncias do
promotor e do operador podem sobrepor-se nalgumas extensoes. Esta sobreposicgao justifica o
controlo negativo que o repressor, ao unir-se ao operador, exerce sobre a iniciagao da transcrigao.

Controlo em sistemas inductiveis — Foi o primeiro mecanismo evidenciado,
tendo por base os estudos pioneiros de Jacob e Monod em culturas de E. coli.
Este tipo de controlo verifica-se em actividades catabdlicas. Observagoes preli-
minares revelaram que a glicose e galactose eram as tnicas fontes de carbono e
hidrogénio utilizaveis pela E. coli no meio de crescimento. O tipo “selvagem”
da E. coli ndo utiliza lactose se dispuser de um substrato mais simples, como a
glicose. A utilizacao da lactose requer que a E. coli disponha de uma enzima, a
B-galactosidase, que hidrolise a lactose em glicose e galactose:

(B-galactosidase)
Lactose + H,0 » Glicose + Galactose

Mudando a bactéria para um meio em que a lactose seja o tinico substrato
com carbono verifica-se que, apés um curto periodo sem resposta, a concentra-
cao da P-galactosidase aumenta rapidamente até niveis muito superiores aos
basais. Na presencga de lactose calcula-se que a -galactosidase perfaga cerca
de 3% das proteinas totais, ao que corresponde mais de 3x10° c6pias enzimati-
cas por célula. Nesta situacao a sintese da f-galactosidase foi induzida pelo seu
substracto, a lactose. Se no meio de cultura a glicose substituir a lactose assis-
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te-se ao inverso, isto é, a diminuigdo rdpida da concentragao de B-galactosidase
para niveis minimos. Neste enquadramento, a -galactosidase é uma enzima
inductivel, e a lactose é o estimulo indutor num processo de indug¢ao enzimati-
ca (Fig. 7.2.). A indugdo seria a cessagdo de um estado de repressao natural.

Enquanto na presenga de lactose as células dispéem de abundante quanti-
dade de RNA  especifico para a b-galactosidase, num meio desprovido de lac-
tose a quantidade daquele RNA_ é irrelevante o que significa que, em condi-
¢Oes naturais, a transcrigao estd bloqueada por um repressor.

(a)
5 Gene regulador p ot Genes estruturais
37
ow T E ] [ s | w3
- /
Y
Repressor w ‘/A l
Transcrig@o e sintese
proteica bloqueadas
(®)

5 Gene regulador p ot Genes estruturais

DNA © 2 ] e | i | w3
W\:7 ~ e o

R@v w Repressor W
°

inactivo
Indutor e Transcrigdo e sintese

proteica funcionais

Fig. 7.2. Representacao de um operao inductivel.

(a) O repressor, ao ligar-se ao operador (o), bloqueia a transcrigao dos genes estruturais, pelo
que nao ha sintese proteica; (b) Na presencga de um indutor com afinidade para o repressor este
torna-se inactivo, pelo que nao se liga ou dissocia-se do operador. A RNA polimerase passa a
poder ligar-se ao promotor (b) e a iniciar a transcricao dos genes estruturais, originando uma
molécula de RNA policistronico, que codifica trés tipos de polipéptidos.
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Sucede um fenémeno idéntico com a quantidade de ribossomas existentes
na E. coli. Se a bactéria crescer rapidamente, os ribossomas poderao constituir
cerca de 20% da sua massa celular; em condigoes desfavoraveis, o ritmo de
crescimento baixa e o seu ntimero podera reduzir-se até 5%, a par com a dimi-
nuicao da sintese proteica.

Seguidamente, foi demonstrado que a utilizacao da lactose pelo E. coli re-
quer trés enzimas (f-galactosidase, galactosido permease e tiogalactosido trans-
acetilase). A permease é a enzima membranar que activa a entrada da lactose
na célula contra um gradiente de concentragao, enquanto a trans-acetilase pa-
rece catalisar a transferéncia de um grupo acetilo (do acetil-CoA) para o res-
pectivo substracto. Cada uma daquelas enzimas é modificada por um gene es-
trutural especifico (z para a B-galactosidase, y para a permease e a para a tran-
sacetilase). Foram isoladas estirpes mutantes deficientes no gene para a -ga-
lactosidase (z), para a permease (y) e para a trans-acetilase (a).

A lactose é um indutor natural e especifico da sintese daquelas trés enzimas,
embora nao exclusivo. O isopropil-tiogalactésido (IPTG) tem idéntica capacidade
indutora e, pelo facto de nao ser metabolizado, possibilitou a identificagdo de meca-
nismos de regulagao da sintese da B-galactosidase. Designadamente, foi observado
que o mesmo indutor provoca a transcrigao das trés enzimas requeridas para a utili-
zagao da lactose, concluindo-se que a indugéo era coordenada (indugao das trés
enzimas) pela mesma molécula indutora, especifica (efeito restrito a lactose) e gra-
tuita (por ocorrer quer com a lactose quer com um indutor anélogo, como o IPTG).

Foram identificados mutantes de E. coli que sintetizam a galactosidase (e
outras também a permease) na auséncia de moléculas indutoras, sendo por tal
designadas mutantes constitutivas (i, insensiveis ao indutor, a contrapor as
inductiveis, i*). Por sua vez as proteinas formadas sob concentragao e veloci-
dade constantes, independentemente dos seus substractos (proteinas constitu-
tivas), sao componentes estruturais fundamentais da célula.

Aparentemente, a transcrigdo dos genes estruturais dependeria de um meca-
nismo regulador que, quando inactivo, permitiria a sintese daquela enzima. A
existéncia deste mecanismo foi confirmado com a identificagdo de uma proteina
difusivel transcrita de genes reguladores, que exercia uma acgdo repressora so-
bre os genes estruturais em referéncia mas nao interferia na estrutura da enzima
sintetizada. Normalmente, os genes estruturais estariam reprimidos, passando a
forma activa na presenga de um activador. Explicar-se-ia assim que na auséncia
(ou defeito, por mutagao) do gene regulador, a transcrigdo dos genes estruturais
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prosseguisse com ou sem um activador. Foi ainda verificado que o mesmo re-
pressor impedia a transcrigao dos trés genes estruturais que promovem a meta-
bolizacao da lactose, o que caracterizava o fenémeno da repressao coordenada.
O repressor difundiria do seu local de sintese (os ribossomas) fixando-se num
segmento de DNA, com cerca de 25 a 30 bases, algumas das quais antes e a
maioria depois do sitio de iniciagao da sintese pela RNA polimerase. Por conse-
guinte, a sequéncia ocupada pelo operador sobrepunha-se um pouco com a do
promotor mas ndo com as dos genes estruturais e reguladores.

Em determinados mutantes, a galactosidase de E. coli poderia ser produzida
a niveis muito superiores aos habituais, embora a custa da repressao de outras
proteinas bacterianas, também necessarias.

Por fim, com o isolamento e purificagdo do repressor da sintese de galacto-
sidase, foi confirmado que aquela molécula proteica (tetramérica) possuia dois
sitios alostéricos para ligacao especifica, um para o DNA e outro para o indutor
enzimatico. Na presencga do indutor o repressor era inactivado, nao se fixando
ao DNA, do que resultava o desbloqueamento da transcrigao (e da tradugao
subsequente) do cistrao da galactosidase.

Foram isolados mutantes que possuiam repressores activos, mas que nao blo-
queavam a transcrigao dos trés genes estruturais que metabolizam a lactose. Na
sequéncia, foi demonstrada a existéncia de um terceiro locus, o do gene operador
(0), localizado em continuidade aos genes estruturais. Este gene, que ndo promo-
via a transcrigdo de qualquer produto difusivel, seria o local para a ligagao e
acgao do repressor. A substituigao do gene normal (0*) por um gene constitutivo
(0°), parcialmente insensivel ao repressor, justificaria a continuidade da transcri-
¢ao daqueles trés genes estruturais, embora na presenga de um repressor.

Num outro tipo de mutantes nao havia transcrigao dos trés cistroes estruturais
referidos, quer na presenga quer na auséncia de repressor e, também, sem haver
alteracao do operador. Desta observagao resultou a identificagao de um quarto
gene (designado promotor, p) relacionado com o aproveitamento da lactose. O pro-
motor define o segmento de DNA préximo a que se liga a RNA polimerase e onde
é iniciada a transcrigdo. Nas situagoes em que o operador esté alterado ou bloque-
ado pelo repressor, ou o promotor estd modificado, a transcricado nao se inicia,
mesmo que os restantes genes estejam integros e potencialmente funcionais.

O conjunto de genes estruturais, regulador, operador e promotor (no cro-
mossoma da E. coli estao proximos uns dos outros) sob regulagdo coordenada
tem a designacao de operdo. A regulacao coordenada dos genes de um determi-
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nado operao significa que todos estao induzidos ou pelo contrario reprimidos.
Porém, os segmentos de RNA transcritos de cada gene podem ser traduzidos,
com frequéncia, independentemente entre si.

O operao responsavel pela metabolizagdo da lactose, tem a designacao de
lac operao (Fig. 7.3.). Posteriormente foram identificados na E. coli outros ope-
roes (como o da galactose, gal operdo), que diferem no ntmero de genes estru-
turais e nem sempre estao dispostos em sequéncia ou proximos entre si, po-
dendo estar dispersos pelo cromossoma. No caso do lac operao e de outros com
disposigdo similar é transcrita uma tinica molécula de RNA  que contém todos
os cistroes. O RNA _ “policistrénico” é traduzido nos ribossomas na direcgao
habitual (5° — 3’), dando origem a uma sequéncia constante (transcrigdo pola-
rizada) da cadeia polipeptidica codificada pelos genes estruturais:

z — y — a (PB-galactosidase — permease — transacetilase)

E variavel o nimero de vezes em que cada cistrao de lac operao (e outros) é
sintetizado a partir da mesma molécula de RNA . Esta por esclarecer o meca-
nismo que regula aquela variabilidade.

Fig. 7.3. Molécula de lac repressor (esfera branca, a direita da micrografia) fixada num segmento

de DNA ao promotor do lac operdo (ampliagao de 500.000 didmetros; o fundo granuloso é efeito
do sombreado da micrografia electrénica). Reprodugao autorizada pelo autor, Dr. Jack Griffith
(Cornell University, New York, USA).
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Atendendo a que as ligagoes entre os repressores, indutores e co-represso-
res sdo simples e nao covalentes, é possivel regular rapidamente a formagao do
RNAm. A adaptacdo a mudancga (p.ex., condigoes do meio) depende, sobretu-
do, da grande instabilidade metabélica da maioria das moléculas de RNA .
Com efeito a meia-vida de muitas das moléculas de RNA de E. coli oscila
pelos 2 minutos a 37°C. Por outro lado, o sistema de crescimento da célula
utiliza as moléculas de RNA . Estes dois motivos explicam que a maioria dos
“moldes” de muitas proteinas da E. coli seja substituivel em escassos minutos.

Controlo em sistemas repressiveis

Outro processo de regulacao relacionado mas de sentido contrério é a do
operao repressivel, o qual também exemplifica a facilidade e rapidez de adap-
tacao da E. coli as condigoes de cultura, neste caso em situagoes anabdlicas.

As bactérias sintetizam todos os aminoacidos essenciais que intervém na
sintese proteica, desde que o meio de cultura que lhes fornega azoto e carbono.
Contudo, se o meio de cultura dispuser de aminoacidos pré-formados, a con-
centragao das enzimas que intervém na respectiva via da biossintese diminui
rapidamente para niveis irrelevantes, devido a um fenémeno de repressao en-
zimatica. Um dos exemplos classicos é o da biossintese do triptofano. Em con-
digoes normais, se a E. coli ndao dispuser de uma fonte de aminoécidos, o operao
de triptofano expressa a formagao das enzimas que conduzem a sua sintese.
Quando o triptofano é fornecido ao meio, o produto final da via (o triptofano)
reprime a sintese das enzimas especificas da sua propria formagao.

As enzimas que se adaptam negativamente ao estimulo repressor sao, por isso,
catalisadores repressiveis, e o processo é controlado por repressao pelo produto final.

Estudos subsequentes demonstraram que os aminoacidos actuariam somente
como co-repressores (ao unir-se a uma outra molécula proteica, apo-repressora)
conferindo ao complexo formado a capacidade de repressor. Nesta perspectiva o
co-repressor é como que um indutor do repressor (Fig. 7.4). Enquanto no sistema
inductivel (p.ex., no lac operao) o repressor bloqueia o operador antes de ser iniciada
a indugao (pela lactose), no sistema repressivel (p.ex., a do Trp operdo) o repressor
permanece inactivo enquanto nao for activado pelo triptofano (produto final).

A propésito da regulagao da biossintese de aminoacidos pelo E. coli, foi
sugerido que a fungdo da molécula co-repressora nao seria exercida pelo seu
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Fig. 7.4. Representagdo de um operdo repressivel. (a) A sintese proteica progride enquanto o
repressor estiver inactivo; (b) Quando o produto final (ou equivalente) da via atinge concentra-
¢Ao em excesso une-se (como co-repressor) ao repressor, inactivando-o.

produto final (os aminoacidos) mas pelo precursor no processo, por exemplo
uma molécula de aminoacil-RNA,.

Atendendo a que em diversos estudos de repressao enzimatica estao envol-
vidas mais enzimas da via da biossintese, admite-se que o mesmo produto
final actue como repressor comum da biossintese de varias enzimas, por re-
pressdo coordenada dos genes que codificam aquelas enzimas. A repressao
coordenada pressupoe que a biossintese também seja coordenada nos genes
adjacentes ou proximos entre si.

Por conseguinte, enquanto a uniao (labil, por ligacdes hidrogeniénicas e outras
ligagoes fracas) do repressor (apo-repressor) ao co-repressor do sistema repressivel
transforma uma molécula inactiva num repressor activo, a ligacdo do repressor
activo a um indutor conduz a formagdo de um complexo inactivo na repressao.
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(b) Regulacao positiva da transcrigao — Alguns operoes que codificam en-
zimas responsaveis pelo catabolismo de oses (excepto da glicose) podem ser
reprimidos na presenca da glicose. De facto, a glicose adicionada a meio de
cultura de E. coli reprime a formagdo de muitas enzimas inductiveis (em que
também se inclui a b-galactosidase) e constitutivas, mesmo que o meio conte-
nha lactose. Aquele efeito parece resultar da acumulagao de um produto (cata-
bolito) da degradagao da glicose, a que acresce a diminuigao do contetdo celu-
lar em AMP_. Contudo, quando a concentragao daquele nucleétido ciclico au-
menta, cessa o efeito repressor da glicose (repressao por catabolito). Este efeito
resultaria da sensibilizacao do promotor lac por uma proteina desconhecida e/
ou pelo AMP, que estimulara a fixagdo da polimerase do RNA no inicio da
respectiva transcrigao (por regulacao positiva).

Aparentemente, os operoes lac, gal e também o de arabinose (ara) sao
regulados pelo repressor catabolito. A ligagdo de RNA polimerase ao pro-
motor e o inicio da transcrigdo poderao ser estimuladas por proteinas activa-
doras. Na presenca de arabinose e glicose, o ara-operao é regulado por uma
proteina que, ao ligar-se a uma sequéncia nucleotidica préoxima do promo-
tor, activa a respectiva transcricao e, em consequéncia, a metabolizagao da
arabinose (Fig. 7.5.)

Sitio activador n genes estruturais

5 Gene regulador i p Ve A N
PNA - T2 = | AN [ =

- l

Transcrigdo e sintese

Proteina m / Proteica estimulada
activadora

- l

b\ Activacdo do catabolismo
I:] Arabinose

da arabinose

Fig. 7.5. Controlo positivo da transcrigdo por acgao de uma proteina activadora. Na presenca da
arabinose (que actua como efector), a proteina activadora fixa-se a uma sequéncia préxima do
promotor, o que aumenta a afinidade do promotor para a RNA polimerase e activa a transcrigao.
Em consequéncia, é estimulada a sintese da enzima para o catabolismo da arabinose.
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(c) Regulacao da traducgao — Diversas alteragoes da sintese proteica podem
ser incluidas neste grupo. Por ex., a molécula de RNA poderd nao ser traduzi-
da em toda a sua extensao por, a determinado momento e devido a mecanis-
mos a identificar, se desviar dos ribossomas. Desta situagao resulta a existéncia
de mutagoes pontuais em determinado operdo que poderiam afectar (por inter-
rupgao) a sintese de determinada(s) proteina(s) (devido a formagao de codoes
sem sentido) e, também alterar a tradugao global da respectiva RNA_, particu-
larmente a dos cistroes seguintes a da mutagao.

Adicionalmente, quer o inicio quer a terminagio da tradugao sao pontos
sensiveis, potencialmente afectados por desregulagao.

(d) Regulacao da actividade catalitica (pos-tradugao) — Além dos mecanismos
que afectam a quantidade de enzimas (ou de outras proteinas celulares) formadas,
que demoram algum tempo para se efectivar, o controlo pode ser exercido muito
mais rapidamente pela modificacdo da respectiva actividade. Neste processo, o
produto final de determinada via metabélica presente em concentragoes elevadas,
ao combinar-se reversivelmente com a enzima inicial (no sitio alostérico) da bios-
sintese em causa, faz cessar toda a actividade desta. Sendo este mecanismo inibi-
dor mediado por acumulagdo do produto final, o qual inibe a sua préopria forma-
¢ao, é designado por inibigao retrégada ou retro-inibigao (Fig. 7.6.).

E o que sucede, p.ex., com o heme, que actuando in vitro ou in vivo em siste-
mas bacterianos ou animais (possivelmente também em humanos), inibe a acti-
vidade da sintetase do acido d-aminolevulinico, que é a enzima inicial da bios-
sintese do heme. Sendo estruturalmente muito pouco semelhante ao substracto
da enzima inibida, o produto final liga-se-lhe ao sitio alostérico, o que modifica
a conformacao da enzima e, portanto, a capacidade catalitica do seu centro acti-
vo. O produto final comporta-se como um efector alostérico negativo. Conside-
rando que a ligacdo entre efector e enzima é estabelecida por forgas fracas, assim
que a sua concentragao diminui a enzima liberta-se do efeito e altera a conforma-
¢ao primitiva o que, consequentemente, restaura a sua capacidade catalitica.

Foram isolados mutantes de E. coli que mantém o centro activo normal
embora possuam alteragdes no centro alostérico, de que resulta serem insensi-
veis a retrocontrolo inibidor, continuando a sintetizar produtos excedentes e
desnecessérios.

Quando a concentragao do produto final é muito elevada, a inibigao retré-
gada é reforgada pela repressao da transcrigao da enzima reguladora.
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Fig. 7.6. Inibigao da actividade enzimatica pelo produto final ou retro-inibigao. Na biossintese, a
enzima reguladora (a) que esta em geral localizada na etapa inicial da sequéncia, tem caracteristi-
cas alostéricas, isto é, além do sitio activo especifico para o substrato; (b) apresenta um “outro”
(alos) sitio para a fixagdo da molécula reguladora; (c) o retro controlo da sequéncia biossintética é
em geral exercido pelo seu produto final; (d) ao fixar-se no sitio alostérico, o inibidor diminui a
afinidade da enzima para o seu substracto, diminuindo ou fazendo cessar a sua actividade.

Regulacao nos eucariotas

Na generalidade, os mecanismos de controlo da sintese proteica nos eucario-
tas sdo semelhantes, embora muito mais complexos e lentos, do que nos pro-
cariotas.

Sem preocupacoes de exemplificagdo exaustiva, anotam-se as seguintes
observagoes que poderdo estar relacionadas com a especificidade daqueles
mecanismos:

(i) Ao contrario do procariotas, as células dos eucariotas tém ntcleo, o
que, entre outras particularidades, justifica que a transcrigao e a tra-
dugao genética decorram em separado e intervaladas, enquanto nas
procariotas sdo simultaneas.
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(ii)

(iii)

(iv)

(vii)

(viii)

A maior parte do DNA dos organismos superiores existe em pares de
cromossomas homologos (diploidia), enquanto a dos procariotas exis-
te num s6 cromossoma.

Os genomas dos procariotas e eucariotas diferem em tamanho. En-
quanto na E. coli, p.ex., existem cerca de 3.000 genes num tnico cro-
mossoma (4x10° pares de bases), o humano possui mais de 1.000 ve-
zes a quantidades de DNA (3x10° pares de bases por célula haploide).
A maior parte dos genomas de cada tipo celular dos eucariotas perma-
nece irreversivelmente “silencioso”, enquanto no dos procariotas a ndo
transcricao de DNA é temporéria e reversivel. Esta diferenga sera jus-
tificada pela existéncia de proteinas (histonas) que formam comple-
xos com o DNA nos ntcleos de eucariotas; pelo contrario, a histona
nao existe nos procariotas.

A transcrigao esté sujeita a indutores e repressores da propria célula e
de células de outros tecidos (p.ex., hormonas), por via dos receptores
nucleares (ou citopldsmicos, de que emanam sinais para o nucleo)
que afectam locais pré-determinados da cromatina. A transcrigdo re-
sultante é referida a determinados genes, enquanto outros permane-
cem inactivos no mesmo instante.

Os operoes referentes a sequéncias metabdlicas ou fungoes associadas
nao estdo necessariamente contidos no mesmo cromossoma, nem em
loci adjacentes. Esta dispersao coloca problemas quanto ao ntimero de
moléculas de RNA  transcritas e ao mecanismo de regulagao coorde-
nada. Uma das hipéteses mais consistente sugere a existéncia de sen-
sores no genoma, a que estaria associada a activacao coordenada dos
diversos intervenientes na transcrigao.

Nos animais superiores, o figado é o orgao privilegiado para a regula-
cao da sintese proteica, por inducéo e repressao enzimaticas.

A diferenciagao nos organismos multicelulares pressupoe que os ge-
nes sao activados ou desactivados em processos diferentes de evolu-
¢ao pré-programada no genoma, na dependéncia de efectores especi-
ficos e eventualmente, também por histonas (proteinas bésicas que
formam complexos com segmentos extensos do DNA nuclear).

A metilagao de algumas bases dos dcidos nucleicos podera contribuir
para o repressdo (mantida e constante, de tipo para tipo celular) de
segmentos especificos de DNA.
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Conclusoes

Os organismos adaptam-se as condigdes externas e aos estimulos que geram,
através de respostas que aumentam ou diminuem a sua actividade. A diferenciagao
celular e o metabolismo sao exemplos de actividades dependentes de mecanismos
reguladores de grande precisdo baseados no controlo da sintese proteica, exercido a
nivel de enzimas indutiveis e/ou repressiveis. A indugao enzimatica constitui uma
resposta adaptativa em que a quantidade de determinada(s) enzima(s) aumenta na
presenga de substracto(s) especifico(s) ou por a caréncia do seu produto final; em
sentido oposto, a repressao enzimatica representa a diminuigao da concentracao da
enzima, em resposta a um excesso do produto final da sua propria actividade. A
indugao e a repressao enzimaticas sdo determinadas por genes proprios: gene estru-
tural, gene regulador e gene operador. O gene estrutural codifica a molécula enzima-
tica que responde a indugéo e a repressao. O gene regulador codifica a sintese da
molécula repressora. O gene operador é o locus onde se fixa a molécula repressora e
que, deste modo, impede a transcricdao do gene estrutural.

A indugdo é activada quando a molécula repressora é removida do operador
por um factor indutor (p.ex., aumento do substrato). Na inibicdo enzimatica
pelo produto final de uma sequéncia biossintética, a molécula repressora tor-
na-se activa (impedindo aquela transcrigao) somente quando se liga ao produ-
to final da via, o qual participa como co-repressor.

A inducgao e a repressao enzimaticas podem afectar simultaneamente diversas
enzimas, em actuacgao coordenada. Nestas circunstancias, a indugao coordenada e/
ou repressao coordenada dependem de proteinas codificadas por genes associados,
que constituem um operao. Cada operdo tem um operador, também sensivel a molé-
culas repressoras proprias e com actuacao similar a da inducéo e repressao isoladas.

A replicacdo de DNA pode ser controlada por proteinas activadoras e pela
repressao por catabolitos. Adicionalmente, a regulacao pode ser exercida a ni-
vel de activadores cataliticos, sendo caracteristico o processo de retro-inibigao
da enzima reguladora da via da biossintese. O controlo da sintese proteica pode
também ser exercida a nivel da traducgao.

Admite-se que virtualmente todas as células do mesmo organismo conte-
nham o mesmo genoma, embora com expressao diferenciada devido as fun-
¢Oes que estdo definidas. Aquela delimitagao funcional depende do controlo
por indugao/repressdo da sintese proteica, em que a maior parte do genoma se
encontra reprimido, com variacao de tipo para tipo celular.



ESPECULAGOES SOBRE A ORIGEM DA VIDA

Teoria Criacionista

A origem da vida tera sido uma das primeiras interrogacoes do Homo Sapi-
ens que decerto, comegou por atribuir a um acto sobrenatural.

As preocupagoes sobre a origem da vida foram posteriormente conceptuali-
zadas nos textos da Génesis.

Na Antiga Grécia, Aristoteles admitia a possibilidade da vida resultar de
geracdo espontanea. Embora as suas observacoes incidissem em larvas, Aristo-
teles admitia que um idéntico processo seria aplicavel também ao homem. O
conceito criacionista da origem da vida continuou a ser aceite durante os dois
milénios seguintes, apoiado por te6logos medievais de nomeada, como Tomaés
de Aquino(século XIII) e, posteriormente, nos séculos XVI a XVIII, por vultos
tao proeminentes como William Harvey e Isaac Newton. Pelo meio, na Antigui-
dade e na Idade Média, foram registadas superstigoes em que os animais teri-
am origem a partir de plantas e drvores, em que os insectos e larvas nasciam de
carne putrefacta, as ras da lama e os ratos do trigo podre, entre outras propos-
tas imaginosas.

O primeiro a opor-se a teoria da formagao espontanea foi Paracelso, nos
séculos XV-XVI que, indignado, queimou os livros que a propunham.

Em 1688 o florentino Francesco Redi (1626-1697) deu o primeiro contri-
buto experimental para a refutagdao da teoria da geragdo espontanea, ao de-
monstrar que as larvas que apareciam na carne resultavam de ovos deposita-
dos pelas moscas. Cerca de um século mais tarde, em 1765, o também italia-
no Lazarro Spallanzani (1729-1799) igualmente refutou aquela doutrina, ao
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evidenciar que, ap6s ebuligdo prolongada, as solugoes contidas em recipien-
tes hermeticamentes fechados nao continham microorganismos. Todavia,
aquelas provas continuavam a ser insuficientes para os defensores da gera-
¢do espontanea, para quem (naquelas experiéncias) o “principio da vida” se-
ria destruido pelo calor.

Louis Pasteur (1822-1895) também demonstrou, em 1826, que as solugoes
esterilizadas poderiam ser contaminadas por microorganismos existentes no
ar somente quando estivessem nos respectivos recipientes. Todavia, o préprio
Pasteur nao desaprovava a existéncia da geragao espontanea, mas apenas a sua
origem sob determinadas condigoes.

Teoria Organicista

Além de advogar a geragao espontanea, Aristételes propds que os organis-
mos fossem entendidos como unidades funcionais no seu todo e nao pelas
caracteristicas ou propriedades das suas partes. Este conceito unitario anti-
reducionista, também conhecido por Organicismo, continuou defendido até a
primeira metade do século XX por Herbert Spencer (1820-1903), Edward Stu-
art Russel (1887-1954) e Ludwig von Bertalanffy (1901-1972). De certo modo, o
organismo seria mais do que a soma dos seus constituintes, sendo estes que,
pela sua actuagao, gerariam aquele “factor adicional” que, de certo modo, fazia
assemelhar o Organicismo ao Vitalismo.

Até ao século XIX e comego do século XX foram propostas outras teorias
sobre a origem da vida, em que se destacaram a Mecanicista, o Vitalismo, a
Panspermia, e a Cosmozoica.

Teoria Mecanicista

A doutrina mecanicista teve particular desenvolvimento a partir do século
XVII, com o contributo determinante de René Descartes e também de William
Harvey (1578-1657), Isaac Newton (1643-1727) e outros.

Porém, mais de dois mil anos antes, na Antiga Grécia, ja alguns filésofos
defendiam que toda a matéria existente na superficie terreste e visivel no fir-
mamento era reductivel a aglomerados de particulas. Para Demécrito, (c. 470
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a.C.-c¢ 380 a.C.), talvez o primeiro mecanicista conhecido e pioneiro da futura
teoria atémica, essas particulas seriam infinitamente pequenas e indivisiveis
(de que resultou o termo dtomo). Os dtomos teriam forma e propriedades fisi-
cas distintas, consoante estavam na constituigdo da agua, da terra ou do fogo;
podiam associar-se ou dissociar-se e, da sua associagdo, resultariam substancias
com propriedades diferentes; aquelas interacgoes seriam dependentes somen-
te das leis da Natureza e nao de “deuses ou demodnios”. Outros seguidores de
Demdcrito, contribuiram para o reforco das suas ideias, com destaque para o
(também) filésofo Epicurus (c. 341 a.C. —c. 270 a.C.), que adoptou o atomismo
como explicagdo do universo, e o médico Erasistratus (c. 304 a.C. —c. 250 a.C.),
que se distinguiu nos estudos anatémicos e acreditava em que todas as forgas
corporais tinham origem mecanica.

Com Descartes 0 Mecanicismo tornou-se uma doutrina que, em sentido lato,
era naturalmente reducionista: os principios biol6gicos seriam idénticos as leis
fisicas e quimicas que regem a matéria inerte, pelo que os organismos nao dife-
ririam das maquinas: o todo seria igual a soma das partes, de acordo com uma
disposigao adequada a execugao de determinada fungao. Em sentido restrito, o
Mecanicismo defendia que os seres vivos teriam de ser interpretados como
maquinas para serem entendidos. A matéria viva resultaria da combinacao de
elementos inorgdnicos em determinadas proporgoes e de acordo com as leis
referidas.

Com Descartes, o ser vivo e a natureza no seu todo nao eram mais do que
maquinas desprovidas do que o Vitalismo prop6s como sendo o principio vital.
Cada orgao funciona como uma roda dentada, de cujo funcionamento coorde-
nado resulta o que se designa por vida. Igualmente, a compreensao do todo
implica na sua decomposigao e no estudo das pegas mais elementares.

Além de defender que as actividades vitais sdo regidas pelas leis comuns
da Fisica e da Quimica, o Mecanicismo fundamenta a origem da vida na ma-
téria inorganica. Este pressuposto contrariava a ideia de que as substancias
organicas provinham somente dos seres vivos ou, mesmo, que lhe eram es-
senciais. Por conseguinte, ndao havendo seres vivos ndo haveria substancias
organicas. O Mecanicismo ultrapassou aquele obstaculo admitindo a inter-
vengao do acaso na combinagdo dos diversos elementos, de que teria resulta-
do uma macromolécula com caracteristicas vitais. Ao admitir o acaso a tese
mecanicista tornou-se insusceptivel de verificagao experimental e, por con-
sequéncia, irrelevante.



168 J. Martins e Silva

Vitalismo e Panspermia

Etimologicamente, Vitalismo deriva do latin vita que significa “vida”. Para o
Vitalismo e também para a Panspermia, a vida resultaria de um principio “vi-
tal”, sobrenatural e distinto da matéria, que rege os fenémenos da vida. Para a
Panspermia aquele principio seria eterno e universal. Ambas as doutrinas, bem
como o Organicismo, opunham-se a que a vida fosse reduzida as suas caracte-
risticas fisicas, quimicas e também as psiquicas (quando se aplica).

As tentativas para isolar a “forga vital” relacionada com os fenémenos da
vida constituiram uma demanda persistente desde a Antiguidade. Os registos
mais consistentes sdo atribuiveis a R. Fludd (1574-1637) e Jan Baptist van Hel-
mont (1577-1644). Este tltimo dedicou grande parte da sua vida a destilar o
sangue arterial, na crenga de nele encontrar o “espirito vital”, opondo-se por
isso, tenazmente a pratica comum da sangria como terapéutica. O seu filho,
Franciscus Mercurius van Helmont (1614-1699) defendeu com eloquéncia aque-
la doutrina, conferindo-lhe um toque filoséfico.

Porém, o Vitalismo, como ideia organizada, nasceu dos estudos do médico
alemao Georg Ernest Stahl (1660-1734), também quimico de renome que, entre
1704 e 1708, propoOs que os compostos combustiveis eram ricos em “flogisto”
(uma espécie de fluido com grande movimento, que se evidenciaria pela sensa-
¢ao de calor e luz proveniente dos corpos em combustao). Por idéntico motivo,
as cinzas (que haviam perdido “flogisto”) ndo ardiam mas perdiam peso.

A teoria de Stahl, entao também qualificada como Animismo, exerceu pro-
funda influéncia na fisiologia da época. No seu entender, os organismos nao
eram sistemas mecédnicos nem quimicos, como outros propunham, por serem
definidos por leis diferentes das que regiam o Universo inerte, e que, por tal,
davam consisténcia ao Vitalismo.

A doutrina teve desenvolvimento na escola de Montpellier, em particular a
partir da segunda metade do século XVIII com os trabalhos dos médicos Theo-
phile de Bordeu (1722-1776) e Paul Joseph Barthez (1734-1806), que rejeitaram
0 Mecanicismo como explicagdo para o mistério da vida. Em alternativa, pro-
punham uma “alma” que existiria em todos os sistemas com movimento es-
pontaneo, em que cada orgao teria sensibilidade e accao préprias. Por conse-
guinte, tal como a combustdo, que ocorria se houvesse a perda do principio
intrinseco (o “flogisto”), também a metafisica da vida seria explicavel pelo prin-
cipio vital da “alma”.
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Jons Jacob Berzelius (1779-1845), quimico e médico sueco (e um dos funda-
dores da Quimica Moderna) propds que os compostos quimicos se subdividi-
am em organicos e inorganicos, consoante eram produzidos ou néao, respecti-
vamente, pela matéria viva. As substancias organicas requeriam, para serem
formadas, o “principio vital” que existiria somente na matéria viva. Por idénti-
cas razoes, as substancias organicas nao poderiam provir da matéria inorgani-
ca sem a intervengao dos tecidos vivos. A interpretacao de Berzelius era, de
certo modo, semelhante a que Stahl propusera para os compostos combusti-
veis, e de que derivara o Vitalismo.

O postulado de Berzelius, que se opunha a sintese das substancias organi-
cas a partir das inorganicas, foi contestado alguns anos mais tarde por um ou-
tro discipulo e colega alemao, Friedrich Wéhler (1800-1882), quando este sin-
tetizou pela primeira vez, em 1828 uma substancia organica (a ureia) a partir
de cianeto de amoénio aquecido. Na sequéncia daquela primeira contestagao
(ainda que indirecta) a teoria do Vitalismo, a existéncia de uma forga vital in-
trinseca aos fendmenos biolégicos (e na origem das substancias organicas) foi
progressivamente posta em causa por um conjunto de observacgoes notéveis,
verificadas até aos finais do século XIX, na generalidade protagonizadas por
cientistas alemaes, a maioria dos quais eram fisiologistas.

Na primeira dessas contribuigoes, Johannes Peter Miiller (1801-1858), reve-
lou (cerca de 1826) que o nervo 6ptico estimulado registava uma impressao
luminosa, quer na presenca quer na auséncia de luz. Seguiu-se Karl Friedrich
Wilhelm Ludwing (1816-1895) que, em 1847, demonstrou que a circulagdo e a
pressao sanguineas eram explicdveis através de forcas mecanicas comuns. Nove
anos mais tarde Ludwing foi pioneiro na extraccao de orgaos de animais de
experiéncia, mantendo-os vivos por perfusao de sangue bombeado do exterior.
Cerca de 1843, o igualmente fisiologista Emil De Bois Reymond (1818-1896)
estabeleceu os principios da electrofisiologia, ao demonstrar que a excitagao
nervosa progride a par de uma alteragao eléctrica ao longo do nervo, com velo-
cidade muito semelhante a propagacao de electricidade em fios de cobre e nao,
como defendia o Vitalismo, pela propagacao de um fluxo etéreo vital.

No prosseguimento dos estudos de Willy Kiithne (1837-1900) com “fermen-
tos” pancreaticos e acgao digestiva, de que isolou a tripsina, Eduard Biichner
(1860-1917) demonstrou que aquelas proteinas cataliticas, definitivamente
designadas por enzimas, também podiam actuar fora das células (em tubos de
ensaio e, portanto na auséncia de matéria viva) com resultados semelhantes
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aos produzidos no organismo vivo. Porém, neste contexto, os vitalistas ainda
defendiam que o facto da actividade desenvolvida in vivo decorrer muito mais
rapidamente, a temperatura corporal e em condigbes muito mais dréasticas do
que in vitro, resultava de leis e principios proprios. Haveria reac¢oes insepara-
veis da vida, como a transformagao do agticar em éalcool, que, portanto, nao
poderiam ser produzidos num sistema inerte. Em 1896/7 Biichner conseguiu
demonstrar o que os vitalistas afirmavam ser impossivel: obter alcool a partir
do filtrado acelular, de leveduras a que havia adicionado agtcar. Desde entao,
o Vitalismo perdeu muito dos seguidores e, os que eventualmente ainda exis-
tam, situam-se mais no campo do misticismo do que no da ciéncia.

Teoria Cosmozoica

Esta teoria, defendida desde 1907 por Svante Arrhenius (1859-1927), admi-
tia que a vida existiria desde sempre no Universo, migrando sob a forma de
esporos de uns planetas para outros através do espaco, sob o impulso da luz
solar. A ideia tornou-se rapidamente popular e o facto de ter sido admitida a
existéncia da pressao da radiacao solar dava-lhe alguma coeréncia. Alguns anos
mais tarde, em 1910, a teoria tornou-se irrelevante ao ser verificado que a radi-
agao ultravioleta (muito intensa na luz solar), além dos efeitos semelhantes a
prever por parte de muitas outras radiagoes do espaco, entretanto identifica-
das, destruia rapidamente os esporos bacterianos.

Evolugao Quimica e Bioldgica

As teorias anteriormente referidas pouco contribuiram para esclarecer as
questoes fundamentais da origem da vida, pelo que o assunto ainda mantinha
um acentuado pendor filoséfico nos principios do século XX.

Porém, progressivamente, com o contributo cientifico da Fisica, Quimica e
Biologia, foi possibilitada uma melhor compreensao sobre a evolugao da Terra
e do Universo. O desenvolvimento das voos espaciais exploratérias em anos
mais recentes deu um forte impulso ao desenvolvimento de instrumentos e
conceitos mais precisos sobre a origem do Cosmos, e sobre a constituigao e
evolugao nos sistemas ja explorados. Em consequéncia, as especulagoes filos6-
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ficas deram lugar a elementos mais concretos, que culminaram na identifica-
¢ao do acido desoxirribonucleico como a primeira substancia identificadora
da vida. Tornou-se claro que, sem DNA, nao existe reprodugao celular, nem
sintese ou renovacao proteica, nem perpetuacao das espécies. Todavia, conti-
nua sem se conhecer bem os limites de fronteira que separam os seres vivos da
matéria inerte. Também permanece em discussao a origem do préprio DNA e a
dos precursores de que foi inicialmente formado.

E actualmente aceite, por consenso, que o Universo terd comecado com o
hidrogénio, por ser o elemento mais abundante, de que terdo resultado novos
elementos e compostos de peso molecular elevado. Admite-se que a Terra foi
formada ha 4,6x10° anos, por condensagdo de gases e poeiras espaciais, a que
se seguiu a formacdo de um crosta rica em silicato de ferro e magnésio, a envol-
ver um nucleo liquefeito em que abundavam o niquel e o ferro. O ferro da
superficie tera contribuido para a retencao do hidrogénio, pelo que a atmosfera
primitiva (atmosfera I) manteve caracteristicas redutoras durante, talvez, 1x10°
anos, a par com a perda por difusao de néon e outros gases nobres. Além de ser
muito redutora e nao ter oxigénio livre, acredita-se que a atmosfera I contives-
se gases hidrogenados, designadamente, metano, amoniaco, sulfato de hidro-
génio e vapor de agua.

Na sequéncia da fotodissociacao da agua pelos diversos tipos de energia
radiante que incidiram na Terra primitiva, o hidrogénio, o amoniaco e o meta-
no diminuiram progressivamente, a par com uma lenta acumulagao de di6xido
de carbono e azoto, a que acresceu uma camada de ozono envolvente. Esta
nova atmosfera (tipo II), além de ser muito menos redutora, continha ja algum
oxigénio que, em conjunto com o azoto e o diéxido de carbono, terao marcado
o inicio da Evolugdo Quimica da vida. O calor, descargas eléctricas e outras
formas de energia radiante (como as radiagoes ultravioletas de baixo compri-
mento de onda) aparentam estar na base do fornecimento de energia que trans-
formaram vérios componentes inorganicos (inicialmente dissolvidos nos ma-
res que cobriam quase inteiramente a superficie terrestre) nos primeiros com-
postos organicos.

Através daqueles mecanismos favoraveis, ao longo de um periodo que se
calcula em 1x10° anos, terao sido formados, por condensagao abiética, os pri-
meiros aminodacidos, purinas, pirimidinas, hidrocarbonetos, agtcares, precur-
sores de polimeros e outras macromoléculas biolégicas como os polissacari-
dos, polipéptidos, polinucleétidos e lipidos. Admite-se que no final daquele
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periodo haveria condicbes para o aparecimento da primeira forma de vida que
iniciou a fase de Evolugao Bioldgica.

Tem sido sugerido que o periodo da evolugdo quimica se manteve ainda
durante algum tempo, sobrepondo-se ao inicio da evolugao bioldgica, enquan-
to as formas primitivas da vida (que terao sido anaerébios heterotréficos) con-
tinuavam a extrair carbono e energia dos compostos organicos existentes. As-
sim que os compostos organicos foram esgotados, sobreviveram somente as
células aptas a utilizar formas mais simples de carbono (como o CO,), as quais
utilizavam o Sol como fonte energética e fixavam o azoto da atmosfera. Segui-
ram-se as primeiras células fotossintéticas que, em lugar de utilizarem a édgua
como origem do hidrogénio, terao recorrido ao sulfito de hidrogénio. Os pri-
meiros seres produtores de oxigénio terao sido as algas verde-azuis hé cerca de
3,1x10° anos, de que resultou uma aumento discreto do oxigénio na atmosfera
que, de caracteristicas inicialmente redutoras, foi evoluindo para as de oxidante.

Foram necessarios entre 1,9 a 1,7x10° anos para que a atmosfera contivesse
oxigénio em quantidade suficiente para se desenvolverem as células eucario-
tas, seguidas pelos organismos multicelulares, em que se incluiam, ha cerca de
7x10° anos, os primeiros vertebrados aerébios e as plantas superiores.

Os primeiros hominideos do género Australopithecus terdao surgido nos
altimos dois a quatro milhdes de anos, o Homo erectus terd vivido entre
2,5x10° anos antes, e o Homo sapiens foi referenciado pela primeira vez ha
3 a 5x10* anos.

Os esquemas evolucionistas propostos por Charles Darwin (1809-1892) e
Alfred Russell Wallace (1823-1913) tém sido confirmados, sobretudo através
de sucessivos achados arqueologicos.

E muito provavel que a escala crescente de complexidade fisica, quimica e
biol6gica que foi proposta tenha progredido por sucessivas modificagoes dos
estadios precedentes, em que cada etapa representaria uma pequena alteragao
probabilisticamente compativel.

A existéncia de bactérias muitos anos antes dos organismos superiores su-
gere que a esséncia da vida ja existiria em seres unicelulares muito simples.
Por exemplo, os aminoacidos e as bases ptricas e pirimidicas ter-se-do manti-
do como componentes celulares imutéaveis (ou quase) desde o inicio e até aos
nossos dias.

Todavia, para tal suceder, seria ainda indispenséavel que o ponto de partida
pré-bidtico fosse representado por um conjunto de compostos organicos parti-
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cularmente abundantes no “mar primitivo”!. Seguidamente, as moléculas mais
complexas terdao adquirido capacidades funcionais, como as de catalise. De-
pois terdo surgido condigoes para que algumas daquelas moléculas organicas
pudessem auto-organizar-se em estruturas celulares e, por fim, foram concreti-
zados os mecanismos de replicacgao celular.

Subsistem grandes dividas de que o esquema apresentado tivesse sido tao
linear. Pelo contrario siao admitidos multiplos pontos de partida, a maioria dos
quais foi descontinuado desde determinado momento. Virtualmente todos os
tipos de organismos ou estruturas que ja existiram estdo extintas, tendo sobre-
vivido as linhas celulares com maior capacidade de adaptagao as sucessivas
mudancas da atmosfera e do “caldo pré-biético”, e subsequente fase bidtica.

Por conseguinte, os seres vivos terdo resultados de moléculas animicas, or-
ganizadas de modo mais ou menos complexo num todo funcional, em que
cada componente adquiriu fungoes especificas para duas finalidades primor-
diais: extracgao de energia do ambiente e reproducao.

Neste contexto, e no pressuposto de que a vida foi originada na Terra e ndao
transportada de qualquer outro ponto do Universo, merecem particular des-
taque os valiosos contributos resultante das experiéncias que reproduziram
em laboratério as condigoes (especulativas) da atmosfera e da crosta terrestre
primitivas. Através desses estudos as teorias anteriormente propostas para a
origem da vida foram acrescidas por novos argumentos e perspectivas. Desig-
nadamente, a continuidade implicita nos periodos da evolugdo quimica e
biol6gica como que recuperou a ideia da geragao espontanea mas com uma
diferenca fundamental: a de que a evolugdo ocorreria durante milhdes de
anos e muito lentamente, enquanto na proposta inicial seria quase imediata e
da evolucao rapida.

Teoria Materialista

Desde os finais do século XIX e principios do século XX, um notavel con-
junto de filésofos e cientistas como Friedrich Engels (1820-1895), Herbert Spen-
cer (1820-1903), Ernst Hdaeckel (1834-1919) e Aleksandr Ivanovich Oparin (1894-
1980) analisaram as teorias da geracao espontanea e do Vitalismo numa pers-

! “Mar primitivo” e “caldo pré-biético” sao utilizados no texto em significado equivalente de termos
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pectiva materialista. Além de se oporem aquelas teorias, entendiam que a vida
resultara, em determinado momento, da evolugdo continua da matéria, do
mesmo modo que, pela combinagao dos elementos e compostos mais simples,
eram formadas substancias complexas. Dessas sinteses, envolvendo substancias
mais elaboradas, eventualmente de natureza coloidal, terd emanado uma ma-
téria com as propriedades especiais que definem a vida.

A teoria Materialista, ao contrario da Mecanicista, refutava que os seres vi-
vos dependiam exclusivamente de substancias organicas: estas teriam sido for-
madas sem intervencao dos seres vivos, precedendo a sua existéncia e sem
intervencao do acaso. Por influéncia das leis da Natureza, a vida teria surgido
através de etapas continuas de complexidade crescente a partir da matéria pré-
-existente, em que se evidenciariam os compostos organicos. Da evolugao sub-
sequente teriam resultado niveis de organizacao da matéria com propriedades
e actividades ainda inexistentes nas etapas anteriores ou nos seus constituin-
tes originais.

A concepgdo materialista da vida teve em Oparin (bioquimico russo) o seu
principal mentor. Numa primeira comunicagao que apresentou em 1922 a So-
ciedade Botanica em Moscovo, Oparin postulou que as substancias organicas
ja existiam na Terra antes do aparecimento da vida, pelo que esta seria o resul-
tado da evolugdo a partir da matéria organica. A matéria teria evoluido gradual
e continuamente, passando pelas fases de substancia inorganica, organica,
macromolecular, elementos pré-celulares, matéria viva primitiva e, finalmen-
te, a das formas superiores da vida.

No inicio, eventualmente ainda no periodo em que as poeiras e gases ante-
cederam a estabilizagdo da crosta externa da Terra, teria havido a sintese es-
pontéanea, sob temperaturas elevadas, de compostos organicos a partir dos prin-
cipais constituintes da atmosfera primitiva (metano, amoniaco, vapor de dgua
e algum hidrogénio livre), por accdo da energia radiante e de outros tipos ener-
géticos; a partir dos compostos organicos mais simples, tais como aminoacidos
e agucares, teriam sido formados os primeiros polimeros, por mecanismos nao-
enzimaticos. A auséncia do oxigénio na atmosfera I explicaria que os hidretos
de azoto (o amoniaco, NH,) e os de carbono (metano, CH,) tivessem surgido
antes dos 6xidos de carbono (CO,) e de azoto (NO,).

Também no pressuposto de que a atmosfera primitiva continha diéxido de
carbono, amoniaco e vapor de dgua mas nao tinha oxigénio, o geneticista e
evolucionista inglés John B.S. Haldane (1892-1964) propos, em 1928, que a
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origem da vida teria sido antecedida por importante acumulagdo de detritos
organicos no mar primitivo, em resultado da exposigdo daqueles constituintes
da atmosfera a luz ultravioleta de baixo comprimento de onda.

A teoria de Oparin foi inicialmente contestada, primeiro por ser discutivel a
composigao da atmosfera primitiva e, depois, por nao haver quaisquer provas
daquele tipo de evolugao até ao aparecimento da vida na Terra.

Porém, alguns anos mais tarde, foi experimentalmente confirmado que os
constituintes primitivos da atmosfera primitiva podiam gerar compostos orga-
nicos. Coube a Stanley Lloyd Miller, que em 1953 ainda era estudante gradua-
do no laboratério de Harold Urey, na Universidade de Chicago, realizar a expe-
riéncia, que se tornou classica no género, utilizando um aparelho muito sim-
ples por si concebido. Nesse equipamento fazia passar vapor de 4gua em ebu-
ligdo por um baldo que continha uma atmosfera de metano, amoniaco e hidro-
génio, apds o que a mistura passava por um condensador. Quando o vapor de
agua se misturava no baldo com os restantes gases era accionada uma descarga
eléctrica através de eléctrodos ai instalados, de que resultava uma faisca (re-
produzindo a energia de um raio).

Depois de uma semana de experiéncias, sob descargas eléctricas sucessivas, foi
detectada, na 4gua do condensador, grande abundancia e diversidade de compos-
tos organicos hidrossoltveis, com destaque para trinta e quatro tipos de aminoéci-
dos (dos quais somente dez existem actualmente), 4cidos gordos simples, ureia e
outras substancias. Na fase gasosa foram detectados o mondxido de carbono, o
dioxido de carbono e o azoto. As experiéncias de Miller tiveram o duplo mérito de
evidenciar que a formagao das moléculas organicas existentes nos tecidos vivos
poderiam provir de misturas gasosas referidas a atmosfera I. Em segundo lugar,
aquela sintese decoria com extraordinéria rapidez (ao fim de uma semana) e preci-
sdo. Na opiniao de Miller, as descargas eléctricas sobre a atmosfera primitiva gera-
vam acido cianidrico (HCN) através das seguintes reacgdes possiveis:

(a) CH, + NH, — HCN + 3H,
(b) CO + NH, — HCN + H,0

O éacido cianidrico, sujeito as condigoes estimuladoras da atmosfera primitiva,
origina trés produtos (cianamida, cianoacetileno e nitrilos) que sao precursores re-
conhecidos de mais de cinco dezenas de compostos organicos (com destaque para
os aminodcidos, purinas, pirimidinas, porfirinas, polipéptidos e outros polimeros).
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Em 1961 o bioquimico hispéanico Juan Oronin, demonstrou que partindo de
uma mistura irradiada, rica em HCN ou formaldeido, obtinha grande diversi-
dade de aminoacidos, alguns péptidos e também adenina e outros componen-
tes dos acidos nucleicos, como a ribose e a desoxirribose.

As experiéncias de Miller foram continuadas por Phillip Abelson e outros
grupos de investigadores. Em 1956, Abelson, utilizando diferentes misturas de
gases em combinagoes também distintas, verificou que, sendo a mistura reduto-
ra (contendo hidrogénio, azoto, monéxido de carbono e diéxido de carbono, mas
sem metano nem amoniaco) e sujeita a energia radiante, eram obtidos compostos
organicos, principalmente aminoacidos; pelo contrario, as misturas oxidantes
nao produziam compostos organicos. Estas experiéncias confirmaram, indirecta-
mente, que a primitiva atmosfera teria de ser redutora e desprovida de oxigénio
para se formarem compostos organicos elementares. Adicionalmente, em 1959,
foi observado pelos cientistas alemaes Wilhelm Groth e H. Von Weysenhoff que,
além das descargas eléctricas, também a utilizacao de radiagoes ultravioletas
naqueles meios experimentais origina aminoécidos, confirmando-se assim a pro-
posta que Haldane havia sugerido mais de trinta anos antes.

Na verdade, muitos outros tipos de energia produziam substancias organi-
cas. Em sucessivas experiéncias promovidas por diferentes investigadores fo-
ram obtidas (na generalidade sem a intervencao de catalisadores e com compo-
sicoes variadas de misturas gasosas, irradiadas por determinada forma de ener-
gia) centenas de compostos organicos, entre os quais muitos dos constituintes
celulares. Das formas de energia experimentadas destacam-se as radiagoes (luz
visivel, infravermelha, ultravioleta, raios X, raios gama), electricidade (descar-
ga silenciosa e com ruido), energia corpuscular de alta energia (particulas alfa
e beta), ultrassénica e hiperssénica. Os catalisadores mais utilizados em algu-
mas séries de experiéncias foram o ferro, compostos de molibdénio e comple-
xos de fosfato (p.ex., o acido ortofosférico ou os seus sais).

Melvin Calvin e Cols terdao sido os primeiros investigadores a estudarem o
efeito da energia ionizante na sintese abi6tica dos compostos organicos. Para o
efeito, fizeram incidir particulas a emitidas por um ciclotrao numa solugao
com diéxido de carbono, obtendo o 4acido férmico e formaldeido. O facto de a
radiacao ionizante ser uma forma relativamente irrelevante da energia captada
pela Terra justificou algumas criticas negativas por outros investigadores. En-
tre as diversas fontes energéticas que a Terra recebe do Espaco, as radiagoes
ultravioletas e as descargas eléctricas estao entre as principais. As dificuldades
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que apresenta a utilizagao controlada das radiagoes ultravioletas, ao contrario
do que sucede com as descargas eléctricas, fez com que se privilegiassem estas
fontes energéticas nas experiéncias de simulagdo da sintese pré-biética.

O bioquimico cingalés naturalizado norte-americano, Ciryl Ponnamperuma,
constatou em 1963, num aparelho por si concebido, que ao promover uma des-
carga eléctrica com que pretendia simular a acgao de um raio, obtinha (em 24h),
uma acumulagao de hidrocarbonetos e de outras substancias azotadas numa
solucdo que reproduzia o “caldo pré-biético” proposto nas experiéncias iniciais.
No mesmo laboratério foi estudado o efeito das radiacoes ionizantes, com o feixe
electronico de um acelerador linear projectando sobre a atmosfera contida num
tubo de vidro horizontal. Ao agir sobre a mistura de metano, amoniaco e dgua
presentes no tubo, o feixe de electroes originou a formagao de adenina. Experién-
cias semelhantes, em que se fez incidir energia radiante ou térmica sobre um
meio que simulava a atmosfera primitiva, evidenciaram a obtengao abiética de
nucleésidos (como a adenosina e a desoxiadenosina) e nucleétidos (a partir das
pentoses e bases apropriadas e na presencga de ésteres polifosféricos). Além de
AMP, também o ADP e o ATP foram obtidos naquelas condigoes experimentais.

Em 1965 Ponnamperuma observou a formagao de dinucle6tidos a partir de
dois nucledtidos; a formagao de oligomeros e polimeros organicos, (a partir de
nucleétidos, aminoacidos, agticares ou acidos gordos) teria decorrido do mesmo
modo, por formagao de ligagoes covalentes e remogao duma molécula de agua
entre cada par de monomeros. Para que aquelas condensagoes pudessem suce-
der em meio aquoso, portanto em condicoes termodinamicamente desfavora-
veis, haveria que as considerar em termos especiais, particularmente sob tempe-
raturas bem superiores as da ebuligdo da 4gua ou na presenga de outras molécu-
las que removessem de imediato a d4gua proveniente das ligagoes covalentes.

Os resultados apresentados em 1958 pelo bioquimico norte-americano Sid-
ney Walter Fox, em que foi referida a formagao de cadeias peptidicas a partir de
misturas de aminoacidos aquecidos acima dos 100°C, sugeriam que a geragao
abiotica dos primeiros aminoacidos, bem como a dos seus polimeros, teriam
decorrido em condigoes similares.

E admissivel que os gases vulcanicos, ricos em CH,, NH, e vapor de 4gua,
reunissem as condigoes indispenséveis a sintese dos primeiros aminoacidos e,
de seguida, a sua polimerizagdo no magna ou nas cinzas expelidas. Os polifosfa-
tos, que se revelaram importantes indutores da polimerizagao da aminoacidos e
nucleétidos em ambientes identificados com os da Terra primitiva, serdo funcio-
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nalmente idénticos ao ATP que é requerido para a formagao das ligagoes cova-
lentes entre as biomoléculas actualmente existentes. Por sua vez, as substancias
condensadoras nas sinteses abidticas seriam derivadas da carbodimida, com-
posto formado por acgao da energia radiante sobre o HCN. Nestas condigoes
experimentais foi demonstrada a formagao de péptidos a partir de aminoéacidos,
o que se pensa ter sucedido também na era pré-bidtica na presenga de polifosfa-
tos, em locais de temperatura tao elevadas como na proximidade dos vulcoes.

Idéntico mecanismo tera favorecido a formacéao dos polinucleétidos a partir
da ribose, fosfato e bases ptricas e pirimidicas, assim como a dos polissacari-
dos a partir da glicose.

A primeira “matéria” viva

Atendendo a que, das centenas de compostos produzidos experimentalmente
nas condigoes abidticas referidas, somente algumas dezenas fariam parte da
primeira matéria viva, poder-se-a admitir que as moléculas incorporadas teriam
estrutura e propriedades mais adequadas para a fungao biolégica e, como tal,
foram seleccionadas entre a maioria existente. Em alternativa, a sua utilizagao
ter-se-a devido simplesmente ao acaso.

A primeira hipétese parece ser a mais correcta, considerando o exemplo da
constituicao das proteinas detectadas ha de 3,1x10° anos em f6sseis bacteria-
nos e nas bactérias actuais. Entre a mais de centena e meia de aminoacidos que
terdo existido nos primoérdios da vida terrestre, somente os vinte tipos de ami-
noacidos entao utilizados continuam a ser os percursores naturais das protei-
nas constituintes de todos os organismos conhecidos. Por conseguinte, a selec-
cao preferencial de determinada molécula em desfavor de muitas outras que
foram formadas terd resultados de multiplas tentativas (ao acaso), até ser en-
contrada a conformacao e a estrutura mais adequada.

Eventualmente, a fronteira entre a matéria inerte e a que adquiriu caracte-
risticas vitais tera derivado do mesmo processo, por tentativas de adaptacao a
uma complexidade crescente.

Para Oparin, a formagao das células primitivas (que designou por protobion-
tes) comecgou pela separagao das substancias coloidais do “caldo pré-biético”,
0 que ocorreria sob a forma de gotas microscépicas (“coacervatos”). Aquele
processo de separagao do coloide (denominado coacervagao) fora identificado
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anteriormente em solugdes com elevada concentragdo de polimeros hidrata-
dos em que, por acgao expontanea, a solugao inicial se separava em duas fases
aquosas, uma com elevada concentragao de polimeros e outra muito mais dilu-
ida. Oparin admitiu ainda que, ao serem formadas, as gotas microscopicas po-
deriam incorporar biomoléculas de pequenas dimensoes, tais como a glicose
ou aminoacidos, pelo que a concentracao e a estrutura dos coacervatos seria
potencialmente diversificada, dependendo do meio de que proviessem.

A formagao e diversidade da constituicdo das goticulas sugeria a existéncia
de membranas delimitativas do meio.

A diversidade das goticulas seria essencial para a sua selecgdo natural entre
as estruturas pré-bidticas; as mais estaveis e equilibradas teriam melhores condi-
¢oes de sobrevivéncia e de desenvolvimento, em natural dependéncia do ambi-
ente. Admitindo que os coacervatos teriam catalisadores, aqueles que melhor
coordenassem as reacgoes exergéticas e endergoticas internas a favor dos meca-
nismos de sintese tenderiam a adaptar-se e a desenvolver-se. Ou seja, era admi-
tido ja um esbogo do metabolismo unidireccional. Porém, ao aumentarem de
volume, acentuar-se-ia o risco da sua fragmentagao em gotas de menores dimen-
soes, das quais algumas (ou todas) que tivessem catalisadores poderiam dar con-
tinuidade ao processo, no sentido da adaptagdo ao ambiente e crescimento.

Eventualmente, aquele mecanismo de fragmentacao tera evoluido para a
divisao celular. Oparin e colaboradores conseguiram obter uma grande varie-
dade de goticulas com volume, concentragao e composigdo quimica muito di-
versas. Observaram ainda desigualdades na distribuigao de determinados com-
ponentes (p.ex., &cido nucleico) dentro da mesma goticula , enquanto outras
moléculas simples (p.ex., aglicares e mononucleétidos) estariam igualmente
distribuidos nas duas fases da suspensao.

As gotas do coacervato, possivelmente formado no “caldo pré-biético”, terdo
sido o ponto de partida para o desenvolvimento da primeira célula. A natureza
coloidal das microvesiculas impediria a dispersao dos constituintes, favorecendo
a sua aglutinagao e interaccao reactiva. Oparin conseguiu demonstrar que a velo-
cidade de determinada reacgdo quimica poderia ser diferente quando decorria
dentro das goticulas ou no meio externo. Adicionalmente (a semelhanca do que
sucede nas células actuais, cuja sobrevivéncia e actividade dependem das trocas
constantes da matéria e energia com o meio externo), também existia permuta de
substéncias entre os coacervatos e o meio de solucao. A experimentacao foi alarga-
da a reacgdes bioquimicas simples. Por exemplo, quando micromoléculas enri-
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quecidas com a fosforilase do glicogénio eram adicionadas a uma solugao de glico-
se-1-fosfato, constatava-se a sintese e a acumulagédo intravesicular de glicogénio.

Muito recentemente, em 1969, Fox propos uma outra hipétese para as estrutu-
ras celulares que seriam geradas espontaneamente durante o arrefecimento lento
das solugobes de proteinoides formados a elevadas temperaturas. Por terem a forma
em gota esférica, de dimensoes razoavelmente uniformes (em média cerca de 2,0),
aquelas estruturas foram designadas de microesferas. Nestas formacoes foi detec-
tada, em pH estavel, uma camada dupla de revestimento externo semelhante as
membranas biolégicas, embora nio contivessem lipidos. A excepcao deste porme-
nor, as microesferas revelam muitas das propriedades das células biolégicas, de-
signadamente comportamento osmoético (em solugao hiperténica mirravam, en-
quanto em meio hipoténico inchavam, pressupondo a existéncia de uma membra-
na semi permeavel), capacidade de regulagdo da velocidade das reacgbes quimi-
cas internas e divisao em duas partes sob determinado estimulo quimico (sendo
visivel uma divisoria entre as duas metades que, nalguns casos, se separavam por
completo). Em geral, era detectavel no interior das microesferas um constante
movimento “browniano” das particulas constituintes.

A semelhanca das leveduras, as microesferas em solucdo proteinoide con-
centrada formavam protuberancias dispersas no seu contorno, as quais, por
vezes se destacavam formando como que microesferas-filha. Acresce que a
microesfera revelava tendéncia para formar agregados (por vezes lineares) e
capacidade para se auto-organizarem.

Em 1966, A.E. Smith comunicou que havia obtido microesferas semelhantes as
de Fox; ao submeté-las a desidratacdo seguida por re-hidratacdo, obtivera uma
estrutura mais volumosa (entre 10 e 30u de didmetro), semelhante a dos coacerva-
tos. Experiéncias posteriores com metodologia semelhante confirmaram a forma-
¢ao de microesferas e apoiaram a hipé6tese de que os percursores das células mais
primitivas, no decurso da evolugéo biolégica teriam sido microestruturas com ca-
racteristicas semelhantes. Por conseguinte, as microesferas seriam protocélulas.

As observacoes anteriores de Oparin, Fox e outros sugerem que as primeiras pro-
teinas continham capacidade informativa, pelo que o desenvolvimento das células
primitivas estaria dependente daquelas moléculas, sem necessidade da existéncia
ou intervengao dos acidos nucleicos. De cada interacgao quimica resultaria uma
nova molécula com particularidades estruturais e reactivas que influenciavam, de
modo mais ou menos acentuado, as reacgoes seguintes. Quando este tipo de aconte-
cimentos se tornou restrito (p.ex., em microesferas), tera sucedido uma progressiva
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diferenciagdo entre o meio interno e o externo. No meio interno haveria reacgoes
com formagao de produtos até entao inexistentes ou que se encontravam demasiado
dispersos no exterior. A fragmentagao dessas estruturas instaveis dispersaria os cons-
tituintes, misturando-os com outros ja existentes no meio. Ao serem formadas novas
microvesiculas, os seus componentes representariam a mistura molecular disponi-
vel no meio. Num determinado momento da evolugao o conjunto de moléculas
reactivas existentes nas microvesiculas tera originado uma variagao brusca no pro-
duto originado, com repercussoes na estrutura e nas condigoes interna. Daquele tipo
de modificagoes bruscas teré sido originado, em dado instante da Evolugao Quimi-
ca, um organismo celular primitivo detentor das caracteristicas dos seres vivos.
Em 1929 o geneticista norte-americano Herman Joseph Miiller (1890-1967) pro-
pusera uma perspectiva diferente, ao sugerir que os acidos nucleicos haviam sido
formados no “caldo pré-biético” antes das proteinas, organizando-se em um ou
mais genes de que emanava a informagao para a sintese proteica, metabolismo,
auto-replicacdo e organizagao celular primitiva. Aquela hipoétese genética, que
apontava no sentido de os acidos nucleicos terem sido, desde o principio, as molé-
culas com o potencial requerido para gerar e desenvolver a matéria viva, veio a ser
confirmada por Watson e Crick cerca de um quarto de século mais tarde.

Conclusoes

A Terra tera sido formada ha cerca de 4,6 mil milhoes de anos por condensagao
de poeiras e gases. Seguiu-se um lento arrefecimento da sua superficie, durante a
qual foram formados os primeiros compostos organicos por efeito da energia radi-
ante sobre a atmosfera primitiva, inicialmente redutora. Naquele periodo de evo-
lugao quimica terao sido sintetizadas centenas de compostos organicos, entre os
quais algumas dezenas que continuam a ser constituintes comuns da matéria viva.
Entre os compostos organicos que emergiram do “caldo pré-biético” destacam-se
os aminoacidos, bases puricas e pirimidicas, hidrocarbonetos, agticares e acidos
gordos. O acido cianidrico, formado a partir do metano e amoniaco e ou do moné-
xido de carbono, tera sido o principal precursor dos compostos azotados. Seguiu-
se (na presenga de agentes condensadores que promoveram a remogao de molécu-
las de 4gua) a polimerizacao de algumas daquelas moléculas, de que resultou a
sintese (nao catalisada) dos polipéptidos, nucleétidos e polimeros de agticares. A
sintese destes compostos em condigdes abidticas (no periodo da evolugao quimi-
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ca) foi confirmada em sucessivas experiéncias laboratoriais por diferentes grupos
de investigadores, utilizando combinagoes gasosas que simulavam a composigao
da atmosfera primitiva sob tipos diversos de energia radiante. As primeiras estru-
turas celulares primitivas terdo surgido héd 3,1x10° anos. Experimentalmente, foi
evidenciada a possibilidade da formagao de estruturas com algumas propriedades
e comportamentos das células bioldgicas; essas estruturas foram obtidas por coa-
cervacao de solugdes poliméricas coloidais e por arrefecimento lento da proteinoi-
des polimerizados. Em ambos os exemplos, as proteinas seriam o componente
informativo que caracterizava a vida e de que teria resultado a constituicao de
funcionalidade das células biolégicas. Outra hip6tese propunha que a informacao
estaria nos acidos nucleicos, organizado sob a forma de um ou mais genes. Esta
hipétese veio a ser confirmada pela identificagdo da organizacao estrutural do
acido desoxirribonucleico em duplex e do mecanismo que promove a sua replica-
¢ao e transcrigao, através da molécula do acido ribonucleico, em que da descodifi-
cacao de cada cistrao resulta a formagao de uma cadeia polipeptidica especifica.

No decurso da evolugao alguns dos tipos dos acidos ribonucleicos (como o
RNA, e o RNA)) terdo intervido como catalisadores enzimaticos no decurso da
primitiva sintese proteica.

As caracteristicas recentes dos organismos vivos serdo o resultado de uma
progressiva auto-organizacao e auto-regulagao celulares, em grande parte de-
pendente da informacédo genética contida no respectivo genoma.

Nao parece ser provavel, por exemplo, que uma via metabdlica, como é conhe-
cida actualmente, tenha existido assim desde o inicio, no “caldo pré-bi6tico”. As
condigbes primitivas de que resultaram os primeiros compostos organicos e os
precursores das actuais biomoléculas possibilitariam somente interacgdes mole-
culares quimicas e energeticamente favoraveis. A evolugdo do material organico
no sentido dos primeiros organismos vivos tera sido essencial para o desenvolvi-
mento e aperfeicoamento progressivo das vias metabélicas e, também, da restante
constituigdo e funcionalidade bioldgicas. Parece 6bvio admitir-se que a vida foi
uma ocorréncia inevitavel ao longo de uma evolugao gradual da matéria, tendo o
seu aperfeicoamento resultado de sucessivas adaptacoes e regulagoes simultaneas
das suas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisiol6gicas.

Nesta perspectiva, ndo s6 a estrutura e a diferenciagao das células e tecidos,
por si, mas também cada uma das suas propriedades, expressa o resultado de
muitos milhoes de anos de evolugdo e de continuada adaptagdo ao meio e as
condicdes externas que lhe sao impostas.



CRONOLOGIA DAS PRINCIPAIS ETAPAS E INVESTIGADORES
COM INTERVENGAO NO DESENVOLVIMENTO DA GENETICA
E DA BIOLOGIA MOLECULAR, ATE 1973

O mérito das “criagbes” cientificas nao dispensa nem deve ignorar os contri-
butos de anteriores investigadores. Sdo recordados, num breve resumo crono-
légico, em grandes periodos de influéncia conceptual, os autores que marca-
ram as etapas mais relevantes para o esclarecimento do DNA como portador e
transmissor da memoéria genética de cada organismo vivo.

Era Pré-Genética

1859 — Charles Robert Darwin publicou “The Origin of Species”, no qual de-
fendeu que a evolucao se baseia num processo de selecgao natural de
cada espécie e individuo, que transmite as adaptagoes.

1865 — Gregory Mendel evidenciou os principios da segregacao equivalente e
da distribuigdo independente dos genes, e definiu os conceitos de do-
mindncia e recessividade, relacionando-os com as caracteristicas trans-
mitidas em geragoes sucessivas. Os tragos estariam localizados (e seriam
transmitidos) em unidades hereditarias, nao identificadas.

1869 — Friedrich Miescher extraiu e purificou o contetido do ntcleo celular (que
designou por nucleina), o qual seria constituido por proteinas e por uma
outra substancia rica em fésforo. Aquela nucleoproteina, pelo seu eleva-
do peso molecular, seria uma substancia complexa a que Miescher atri-
buiu a potencialidade de transmissao das caracteristicas genéticas.
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1879 — Albrech Kossel verificou que a fracgdao nao proteica da nucleoproteina

continha bases ptricas (adenina e guanina) e pirimidicas (citosina, ti-
mina e uracilo).

1880 — Walter Flemming descreveu a separagdo de cada cromatideo para as

células-filha durante a mitose.

1882 — Eduard van Beneden revelou que todas as espécies que estudara pos-

suiam um ntmero préprio de cromossomas.

1889 — Richard Altmann isolou da nucleoproteina (ou nucleina) a componente

proteica e uma substancia que denominou dcido nucleico.

Era Genética

1902 — Theodor Boveri e Walter Sutton, trabalhando independentemente, iden-

tificaram os cromossomas como unidades da hereditariedade (teoria
cromossémica da hereditariedade). Walter Sutton verificou que cada
cromossoma se emparelhava na meiose com outro fisicamente seme-
lhante; quando as células germinais eram produzidas, os cromossomas
dividiam-se de modo a que cada gameta recebia somente um dos cro-
mossomas de cada par homdlogo, que seria portador de caracteristicas
genéticas especificas. O ovo resultante da conjugagao das células fun-
cionais passaria a ter o dobro dos cromossomas, sendo cada um dos
cromossomas homologos fornecidos pelas células progenitoras. Foi con-
cluido por Sutton que a meiose celular (nas células germinais) funda-
mentaria a distribuicdo das caracteristicas hereditarias mendelianas,
com representagdo das suas possiveis combinagoes nos produtos da
conjugacao (representado pela formula 27, sendo n o namero de cro-
mossomas), enquanto nas gametas haveria n cromossomas.

— Archibald Garrod estabeleceu pela primeira vez que uma doenga (al-

captontria) poderia ter causa genética (devido a uma rara mutagao,
recessiva), consagrando o termo por que ficaram conhecidos os erros
genéticos do metabolismo. A doenca tornava-se manifesta antes da sin-
tomatologia articular (por artrite grave), através da excregao urinéria de
elevadas quantidades de homogentisato, que conferia a cor negra a uri-
na. Considerando que aquela substancia era um reconhecido produto
do catabolismo da fenilalanina e da tirosina, Garrod propos que o defei-
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to genético derivava de uma deficiéncia enzimatica, a nivel da degrada-
¢ao do anel benzénico daqueles aminoacidos.

1905 — William Bateson propds o termo genética e demonstrou que alguns
genes nao tinham distribuigdo independente, sendo transmitidos as-
sociadamente.

1908 — E derivada a lei de Hardy-Weiberg

1909 — Wilhelm Ludwing Johanssen cunhou o termo gene para determinados
elementos da hereditariedade ainda mal esclarecidos.

1910 — A Eugenia adquire forga social, sendo desencadeados movimentos ra-
cistas e pré-esterilizagao de determinados grupos étnicos, que se pro-
longaram pelas décadas seguintes.

1909 a 1930 — Phoebus Aaron Theodor Levene identificou a D-ribose como com-
ponente do acido nucleico. Vinte anos mais tarde detectou outro tipo
de agucar, a 2-desoxi-D-ribose. Sugeriu que os dcidos nucleicos forma-
vam complexos moleculares de grandes dimensoes, constituidos por
unidades (que designou por nucledtidos) de fosfato, agtcar, bases puri-
cas e pirimidicas, e agua. A simplicidade molecular, uniformidade,
ubiquidade, e o facto de se organizar em polimeros semelhantes aos
polissacéridos, desvalorizou, junto da comunidade cientifica, as poten-
ciais fungoes biolégicas dos dcidos nucleicos. A informagéao hereditéaria
continuou a ser atribuida as proteinas cromossémicas, por serem dife-
rentes entre individuos e espécies.

1910-1911 — Thomas Hunt Morgan demonstrou que os genes estavam localiza-
dos nos cromossomas, o que confirmaria a teoria genética da heredita-
riedade. Ao identificar os pares de cromossomas XY (no sexo masculi-
no) e o XX (no sexo feminino) sugeriu que determinadas caracteristicas
transmitidas estariam associadas ao sexo. Posteriormente, em estudos
sobre a cor dos olhos da mosca da fruta Drosophila, demonstrou como
os genes poderiam ter mutagoes ou serem alterados. A distribuigao das
unidades hereditarias por cruzamento e recombinacao dos cromosso-
mas explicaria a segregacao dos genes em quatro grupos associados,
cada um dos quais representava os quatro cromossomas detectados nas
células de Drosophila. Estas conclusoes foram confirmadas seguida-
mentes em células de milho e ervilhas, nas quais o nimero de grupos
genéticos associados correspondia ao total de cromossomas de cada
espécie (respectivamente, em ntimero de dez ou sete). Adicionalmente,
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o grupo de Morgan constatou que os genes estavam posicionados linear-
mente, ao longo dos cromossomas da Drosophila.

1913 — Alfred Sturtevant (colaborador de T.H. Morgan) apresentou o primeiro
mapa genético de um cromossoma, em que os genes se dispunham em
sequéncia linear.

1925 a 1927 — Hermann Joseph Miiller demonstrou que os raios X induziam
mutagoes em fungao da dose utilizada, de que estabeleceu os principios
da mutagdo pontual espontanea como resultado de alteragoes fisico-
-quimicas ultramicroscépicas. Aqueles resultados sugeriam também que
os genes seriam a base da vida e da evolugao.

1928 — Fred Griffith estabeleceu as bases da recombinagdo genética, ao demons-
trar que ratos infectados com pneumococos vivos inofensivos (estirpe
R, de rough, desprovida da capsula externa) em conjunto com uma es-
pécie inativada de pneumococos virulentos (estirpe S, de smooth, cap-
sulada), morriam infectados pela estirpe anteriormente inofensiva (que
entretanto adquirira as caracteristicas da estirpe S), cuja viruléncia era
depois transmitida nas culturas seguintes, mesmo na auséncia da estir-
pe inactiva.

1931 — Harriet Creighton e Barbara McClintock demonstraram em estirpes de
milho (Zea mays) que a recombinagao genética resultava da permuta
de segmentos cromossémicos. Embora os genes estivessem dispostos
em sequéncia linear nos cromossomas, a sua posigdo (ordem) relativa
poderia mudar. Estas observagoes constituiram a primeira prova mi-
croscopica da clivagem e reconstituicao dos segmentos cromossémicos
por transposigao.

1939 — William Thomas Astbury, utilizando a cristalografia de raios X, calculou
em 3,4 A a distancia entre os nucleétidos constituintes do DNA.

1940-1941 — George Wells Beadle e Edward Lawrie Tatum, tomando como base
de estudo os resultados que o grupo de Morgan havia obtido com a cor
dos olhos de Drosophila, procederam a enxerto do tecido ocular de lar-
vas de mutantes (moscas com olhos vermelhos-claro) em larvas nor-
mais ou do tipo selvagem (moscas com olhos vermelhos-escuro). Nas
larvas transplantadas o enxerto desenvolveu olhos suplementares de
cor normal (vermelho-escuro), o que foi atribuido a existéncia de uma
substancia metabdlica que favoreceria o desenvolvimento de pigmen-
tos normais no tecido transplantado. Por outro lado, a cor clara dos



Bioquimica da Informacéao Genética 187

1943 -

Era do

1944 —

olhos dos mutantes foi atribuida a duas mutagdes enziméticas que im-
pediriam a formacgdo do pigmento normal a partir do triptofano. Nas
experiéncias desenvolvidas em fungo de pao (Neurospora crassa), aque-
les investigadores verificaram que os mutantes que nao se desenvolviam
no meio habitual recuperavam o seu crescimento quando aquele su-
porte era enriquecido com aminodacidos. Igualmente, foi presumida a
existéncia de um defeito no gene responsavel pela produgdo de dada
proteina, o qual seria normalizado pela adigdo de aminoédcidos. Daque-
les estudos foi proposta a hipétese de que cada “gene seria responsavel
por uma proteina”, o que estabeleceu uma relagao potencial entre os
genes e 0s processos bioquimicos.

Erwin Schrondinger especulou sobre o conceito de cédigo genético,
considerando-a um tipo de informagao baseada em ntmero limitado
de unidades quimicas que seriam transmitidas e expressas a partir de
um molde inicial.

DNA

Oswald Theodor Avery, Colin Mac Leod e Maclyn McCarty, tendo como
base a descoberta de Griffith (que designaram por “principio transfor-
mador”), demonstraram que a transformacao bacteriana (em estudo com
Streptococcus pneumoniae) seria provocada pelo DNA. Para aquela con-
clusdo procederam a experiéncias muito simples, em que o DNA extraido
de culturas da estirpe S, ao ser misturado num tubo de ensaio com
células da estirpe R, induzia uma parte das bactérias caracteristicas do
tipo patogénico (S), que se mantinham em culturas sucessivas. A adi-
¢ao de proteases ao meio nao provocava alteragcdes naquelas caracteris-
ticas. Porém, na presenca de quantidades minimas de desoxirribonu-
clease, aquele principio transformador deixava de se manifestar. Por
conseguinte, a transmissao da hereditariedade dependeria do DNA e
nao de uma proteina, como até entao fora intransigentemente defendido.

1946 — Joshua Lederberg demostrou, a semelhanga do que Beadle e Tatum ha-

viam verificado, que os genes das bactérias estavam sujeitos a muta-
coes dependentes da nutricao. Os genes poderiam ser transferidos de
uma bactéria para outra, por contacto ou conjugacao. Os trabalhos de
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1947 —

1949 -

1950 a

Lederberg contribuiram também para a popularizagao das bactérias
como meio de estudo genético e bioquimico de grande simplicidade,
reprodutibilidade de resultados e escassos requisitos técnicos.

S. Furberg sugeriu que o DNA, observado por difracgao de raios X, teria
estrutura helicoidal.

Linus Carl Pauling, utilizando a técnica de electroforese, separou a he-
moglobina normal da hemoglobina S (responsavel pela drepanocitose),
demonstrando assim que as doencas genéticas poderiam ser interpreta-
das como processos de origem molecular.

1953 — Erwin Chargaff verificou a existéncia de uma relagao paritaria
entre o total de bases puricas e pirimidicas (A = T e G = C) presentes
em cada molécula de DNA de vérias origens, ainda que as bases nucleo-
tidicas nao existissem em proporgao constante nos acidos nucleicos.
Isto é, o total de A + T nem sempre seria igual o total de G + C, enquan-
toarelagaio A + T/ G + C tenderia a variar no DNA de origens diferen-
tes. As observagoes de Chargaff demonstraram que os acidos nucleicos
nao eram os polimeros “mondtonos” como se pensava até entao.

1950 — John Randall, em colaboragao com Maurice Wilkins, Raymond Gosling

1951 -

e Alex Stokes, iniciou a analise da fibra de DNA (extraida da cabeca de
espermazoides) por metodologia de raios X; ao grupo juntou-se, alguns
meses mais tarde, Rosalind Franklin, recém doutorada e perita em cris-
talografia de raios X.

Maurice Wilkins e Rosalind Franklin definiram a configuracgao helicoi-
dal do DNA, utilizando métodos cristalogréficos e de difraccao dos rai-
os X.

Linus Carl Pauling utilizando a cristalografia de raios X em cristais de
proteinas puras, prop0s a estrutura a-hélice como base da estrutura
secunddria das proteinas, a qual resultaria do enrolamento dos aminoaci-
dos numa conformagao helicoidal estabilizada por ligagoes hidrogenio-
nicas intra-cadeia. Este tipo de rearranjo molecular helicoidal veio a
ser confirmado alguns anos mais tarde por John Kendrew e Cols (1957)
na molécula de mioglobina, e por Max Perutz e Cols (1959) na estrutura
tercidria da molécula da hemoglobina.

Francis Crick, que trabalhava em estruturas proteicas e nao tinha inte-
resse no estudo do DNA, acolheu James Dewey Watson (recém-licenci-
ado em Biologia) como seu estagiario. Watson entusiasmado por uma
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conferéncia de Wilkins a que assistira, mobilizou a atengao de Crick
para a analise das potencialidades do DNA como molécula transmisso-
ra da informagao hereditaria, dando inicio a uma colaboragao frutuosa.

1952 — Alfred Hershey e Martha Chase demonstraram em Escherichia coli com

1952 a

marcagao radioactiva que o DNA de fagos (e nao as suas proteinas) era
a molécula mediadora da hereditariedade, o que confirmava os resulta-
dos de Avery e Cols em 1944. Nas infeccoes bacterianas por fagos DNA,
somente a molécula do 4cido nucleico viral penetrava no interior da
bactéria-hospedeiro, ficando a parte proteica no exterior. Por consequén-
cia, seria o DNA e néo as proteinas o portador da informagéao genética.
Frederick Sanger determinou pela primeira vez a configuragao geral e a
estrutura quimica de uma proteina, ao sequenciar todos os aminoaci-
dos da molécula de insulina. Para o conseguir, Sanger fraccionou a
molécula em fragmentos com dois ou mais aminoacidos, os quais reco-
locava seguidamente na posigao correcta.

1954 — Paul Zamecnik e Cols demonstraram que a sintese proteica de-
corria numa particula ribonucleoproteica (posteriormente designada por
ribossoma) existente no citosol.

1953 — James Watson e Francis Crick apresentaram a solugao para a estrutura

quimica do DNA e respectiva participacdo na hereditariedade. A molé-
cula de DNA seria constituida por duas cadeias de polinucleétidos com-
plementares nas respectivas bases, orientadas em sentido opostos e dis-
postas entre si em duplex. A estabilidade do duplex era assegurada por
ligacdes hidrogeniénicas entre as bases de cada cadeia, dispostas no
interior do duplex, sendo o “esqueleto” externo constituido por unida-
des alternadas de fosfato e desoxirribose, unidas entre si por ligagoes
fosfodiéster. O conceito estrutural de DNA em duplex possibilitou a
replicagdo de DNA a partir de cada uma das cadeias. Os genes (estrutu-
rais) determinariam a sintese das proteinas especificas. Porém, ainda
nao estava esclarecido o processo de transferéncia da informagéao gené-
tica do DNA.

1955-1960 — Harry Eagle aperfeigoou com sucesso o meio de cultura in vitro de

células de mamifero, através da anélise sistematica dos nutrientes re-
queridos para o seu crescimento. Aquele meio tornou-se o suporte ba-
sico utilizado (e divulgado com o nome do seu descobridor) nos estu-
dos sobre o crescimento e diferenciagcao das células de mamiferos. Me-
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recem também destaque os contributos que Theodore T. Puck conferiu a
metodologia de culturas de células isoladas de mamiferos e o impulso
pioneiro de Renato Dulbecco no desenvolvimento das técnicas quanti-
tativas em virologia, estudo dos virus DNA oncogénicos e virologia ani-
mal.

1956 — Jo Hin Tjio e Albert Levan definiram o ntimero correcto de cromosso-
mas humanos, no total de 46.

— Arthur Koldberg e Cols isolaram e purificaram a DNA polimerase, evi-
denciaram a participagdo do DNA como modelo na replicagao e o me-
canismo de acgao conjunta de trés enzimas (DNA polimerase, DNA li-
gase e endo-desoxirribonuclease) no processo da replicagao.

1957-1959 — John C. Kendrew, Howard M. Dintzis e G. Bodo, utilizando cinco
compostos cristalinos diferentes da mioglobina de baleia, obtiveram a
primeira representagao tri-dimensional daquela molécula, por difraccao
de raios X. Dois anos depois, Max Perutz, Michael Rossmann, Ann Cullis,
Hilary Muirhead e Tony North, também utilizando a analise dos raios X,
identificaram o mapa electrénico tri-dimensional da molécula da hemo-
globina de cavalo, com resolucao semelhante a obtida para a mioglobina.

1958 — Matthew Meselson e Franklin Stahl demonstraram a replicacao semi-
conservadora do DNA em culturas bacterianas. Uma das cadeias de
DNA actuaria como modelo para a sintese de uma nova cadeia comple-
mentar; a replicagio do novo DNA decorreria com o desenrolamento
gradual do DNA original, seguida pelo re- -enrolamento em hélix das
cadeias hibridas.

1960 — Samuel Weiss promoveu a identificacao e purificagao da RNA polimerase

1961 — Frangois Jacob e Jacques Monod propuseram um mecanismo de regula-
¢ao genética (modelo do operao) pelo qual os produtos de determinado
gene (regulador) controlariam (positivamente ou negativamente) a ac-
tividade de outros genes (estruturais).

— Sidney Brenner, Frangois Jacob e Matthew Meselson confirmaram o RNA
como intermediario na transmissdo da informagao genética, dos genes
para a sintese proteica nos ribossomas.

— Marshall Niremberg e Heinrich Matthaei desenvolveram as primeiras
tentativas de decifragdo experimental do cédigo genético através da
utilizagdo de polimeros sintéticos de DNA contendo uma tinica base.
Ficou esclarecido que o c6digo genético se organizava em tripletos de
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mononucledtidos. A decifragdo completa do codigo genético foi com-
pletada em 1964.

— Mary Lyon reconheceu, pela primeira vez, o fenémeno da inactivagao
de um dos dois cromossomas X na mulher (identificado como hetero-
cromatina durante o ciclo celular).

1964 — Howard Temin, a partir de estudos com virus RNA, sugeriu a existéncia
de excepgoes ao dogma central da biologia molecular.

— Charles Yanofsky e Cols evidenciaram que a sequéncia dos aminoAci-
dos numa determinada proteina era co-linear com as mutagoes nos res-
pectivos genes.

1965 — David C. Phillip e Cols obtiveram uma imagem de baixa resolugao da estru-
tura da enzima lisozima, cristalizada da clara de ovo da galinha. Naquela
determinacao foi utilizado um método de cristalografia de raios X, semelhante
ao que Kendrew e Perutz haviam utilizado para a determinacédo da estrutura
espacial das moléculas de mioglobina e hemoglobina, respectivamente.

1968 — R.N. Bryan, M. Sugira e M. Hayashi descreveram pela primeira vez a
transcrigao completa do genoma do fago fX-174, pela RNA polimerase
da E. coli, por hibridizagao DNA-RNA.

1970 — Howard Temin e David Baltimore demonstraram, independentemente,
que os virus tumorais constituidos por RNA sintetizavam o DNA tendo
como modelo o RNA (transcrigao reversa), o que seria catalisado pela
enzima transcritase reversa.

— Hamilton O. Smith e Cols isolaram da bactéria Haemophilus influenzae
as endonucleases de restricao, as quais tinham a especificidade de sec-
cionar a molécula de DNA em ligagoes adjacentes a determinadas se-
quéncias-tipo de nucleotidos.

Era Genomica

1972 — Paul Berg e Cols sintetizaram, pela primeira vez em tubo de ensaio,
uma molécula de DNA recombinante, por uniao de fragmentos diferen-
tes de DNA.

1973 — Stanley Cohen e Herbert Boyer, liderando grupos independentes, obti-
veram a primeira molécula de DNA clonado, a partir de genes de ra
implantados em E. coli.






GLOSSARIO ESSENCIAL

“Carbono (**C) — Isétopo radioactivo de carbono, com meia-vida de 5700 anos,
emissor de radiagao [ fraca (electroes).

’H (tritio) — Isétopo radioactivo de hidrogénio, com semi-vida de 12,5 anos,
emissor de radiagao [ fraca.

Alelo (abreviatura de alelomorfo) — Forma alternativa do mesmo gene.

Aminodcidos — Unidades estruturais das proteinas; existem 20 tipos (essenci-
ais), que tétm em comum um grupo carboxilo e um grupo amina (livres);
diferem entre si na cadeia lateral, hidrofébica ou hidrofilica (polar, sem car-
ga eléctrica, ou com carga eléctrica, positiva ou negativa), e representam
uma “letra” do alfabeto molecular nas sequéncias polipeptidicas.

Aminoacil-RNAt sintetase — Enzima que une cada aminoécido especifico (acti-
vado em aminoacilo-AMP a custa do ATP) a uma molécula de RNAt (de que
resulta a molécula acil-RNAt, pela libertagdo de AMP) que contém um anti-
codao especifico para aquele aminoacido na sequéncia polipeptidica.

Autologo — Referente ao mesmo individuo.

Autossomas — Cromossomas que constituem o patriménio genético de cada
individuo (excluindo os cromossomas sexuais). No ser humano totalizam
22 pares de cromossomas idénticos (em cada par).

Autossomico — Referente aos autossomas.

Bacteridfago (ou fago) — Virus infectante de uma bactéria.

Bases andlogas(ou raras) — Estruturas puricas ou pirimidicas que diferem das
bases normais e que podem ser incorporadas nos dcidos nucleicos.

Bases emparelhadas (par de bases) — Emparelhamento (com formagao de liga-
¢oes hidrogeniénicas) entre as bases (puricas e pirimidicas) complementa-
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res que constituem a estrutura dos nucleétidos nos acidos nucleicos. O nu-
cle6tido com a base adenina (adenosina-monofosfato) emparelha com o da
timina (desoxitimidina-monofosfato no 4cido desoxirribonucleico, DNA) ou
com o do uracilo (uridina-monofosfato no acido ribonucleico, RNA), en-
quanto o da guanina (guanosina-monofosfato no RNA, ou desoxiguanosina-
monofosfato no DNA) emparelha com o da citosina (citosina-monofosfato
no RNA ou desoxicitidina, no DNA).

Cariétipo — Designacao genérica do ntimero, forma e dimensoes dos cromosso-
mas. Representa a “carta cromossémica celular” em que a forma e o niimero
de cromossomas sao caracteristicas de cada espécie (caridtipo da espécie) e
sexo (cari6tipo masculino normal: 46, XY; cariétipo feminino normal: 46,
XX). Pelo exame do cariétipo sao detectdveis algumas anomalias, designa-
damente no total dos cromossomas (p.ex., a trissomia 21).

Centrémero — Regiao especializada e constrangida no centro de cada cromos-
soma onde se juntam (na metafase) os cromatideos resultantes da sua divi-
sdo longitudinal (na mitose e na meiose), e onde se fixam os microtibulos
do fuso mitético (ou acromatico) que, na anafase, promove a separagao de
cada cromatideo para polos opostos do fuso (onde serdao localizadas as
células-filha).

Ciclo celular - Sequéncia temporal das cinco principais fases que ocorrem numa
célula eucariota: mitose (M), sintese de DNA (S), periodos intercalares (G, e
G,) e periodo de repouso (G,).

Cistrao (equivale a gene) — Segmento de DNA que codifica a sintese de uma
cadeia polipeptidica (ou molécula de RNA transcrito).

Codao — Sequéncia de trés bases nucleotidicas (tripleto) na estrutura do acido
nucleico, que codifica determinado aminoacido.

Codao de iniciagao — Tripleto (AUG) posicionado no comego de uma sequéncia
genética que codifica o inicio da cadeia polipeptidica.

Cadigo genético — Correspondéncia entre os tripletos nucleotidicos e os amino-
acidos que constituem cada polipéptido.

Codoes de terminagdo — Codoes (sequéncias TAA, TGA e TAG) localizadas na
extremidade 3’ de uma sequéncia genética, que codificam a terminacgao do
polipéptido que foi sintetizado.

Complementaridade — Uniao especifica por pontes de hidrogénio entre pares
de bases puricas e pirimidicas emparelhadas em segmentos paralelos dos
acidos nucleicos. A adenosina (base purica) une-se a uma base pirimidica
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(timina no DNA, ou uracilo no RNA), enquanto a guanina (ptrica) se liga a
citosina (pirimidica).

Congénito — Caracteristica existente desde o nascimento.

Constitutivos — Genes ou proteinas presentes em quantidades fixas (sem regu-
lagao prévia e independentemente das condigoes do meio) geralmente em
todas as células.

Co-repressor — Metabolito que, ao combinar-se com uma molécula repressora
(apo-repressora), inibe especificamente a formagdo de uma determinada
enzima participante na sua prépria sintese (ou via metabélica)

Cromatideos — Copias idénticas duplicadas de cada cromossoma que se man-
tém unidas pelo mesmo centrémero.

Cromatina — Mistura nucleoproteica constituinte de cada cromossoma, que
adquire coloragao propria quando sujeita a corantes especificos. A cromati-
na é composta por DNA (cerca de 30%), RNA (% insignificante) e proteinas
(mais de 50% na maior parte sao histonas). A proporgao de cada componen-
te varia de espécie para espécie.

Cromossomas homolégos — Que emparelham na meiose, tém morfologia seme-
lhante e possuem genes que expressam as mesmas caracteristicas.

Crossing-over (entrecruzamento cromossémico) — Mecanismo de permuta reci-
proca de segmentos entre cromatideos homélogos que decorre na meiose
(ver recombinagao cromossémica).

Degenerescéncia do cédigo — Substituigao de uma das bases (em geral a locali-
zada na terceira posigao) num tripleto que codifica o mesmo aminoécido
que o tripleto original.

Delecgao — Perda de um segmento de cromossomas de DNA.

Desoxirribonucleésido — Composto que resulta da unido de uma molécula de
2’-desoxirribose com uma base (ptrica ou pirimidica).

Desoxirribonucleétido — Composto de trés tipos de moléculas: uma base (puri-
ca ou pirimidica) unida a uma desoxirribose, que é por sua vez esterificada
a um grupo fosfato.

Dimero — Estrutura resultante da associacao de duas subunidades idénticas.

Dipoide (ia) - Ntmero de cromossomas presentes nas células somaticas (total de 46
no ser humano), e que é o dobro do existente nas células germinais (haploides).

DNA (dcido desoxirribonucleico) — Polimero de desoxirribonucledtidos.

DNA complementar (cDNA) — Molécula de DNA sintetisada pela enzima trans-
critase reversa a partir de molécula de RNA .
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Dogma-central (da biologia molecular) — Conceito em que a informagao genéti-
ca flui do DNA (que funciona como modelo estrutural) para o RNA, e deste
para uma proteina (polipétido).

Dominante — Gene (ou caracter genético) prevalente que se manifesta no feno-
tipo, apesar de existir apenas em um dos alelos do par de cromossomas
homologo.

Endonuclease — Enzima que hidrolisa as ligagoes internas da cadeia de DNA.

Eucariota — Organismo constituido por células nucleadas.

Exonuclease — Enzima que hidrolisa a cadeia de DNA a partir das suas extremi-
dades.

Factor p — Proteina que intervém na terminacao correcta da sintese de uma
molécula de RNA.

Factor ¢ — Subunidade resultante da RNA polimerase que reconhece os sitios
especificos do DNA onde ¢é iniciada a sintese do RNA.

Factor de iniciagao - Proteinas (F, F, e F,) que participam no inicio da sintese
proteica.

Factor de libertagao — Proteina especifica que identifica os sinais de terminagao
da sintese proteica.

Factores de transferéncia — Proteinas (factores I e II) requeridas para a sintese
das ligacoes peptidicas nos ribossomas: o factor I participa na unido do ami-
nodcilo RNA, ao sitio “A” do ribossoma onde decorre a sintese da cadeia
polipeptidica; o factor II provoca a deslocagao do peptidil RNA, do sitio “A”
para o “P” do ribossoma.

Fenotipo — Expressao das caracteristicas de um gene ou do organismo, que re-
sulta da interaccao do genotipo com o meio ambiente.

Fertilizagao — Fusao dos gadmetas de sexos opostos de que resulta um ovo (ha-
ploide) fertilizado.

Fuso mitético (acromdtico) — Conjunto de microtibulos dispostos numa con-
formagao geral fusiforme evidente na mitose, de que resulta a separacgao de
cada cromatideo do plano equatorial para os polos da célula-mae.

G, — Fase do ciclo celular entre o fim da mitose e o inicio da sintese de DNA.

G, — Fase do ciclo que se segue a sintese de DNA e precede a divisao mitética.

Garfo de replicagao (ou replicativo) — Regiao (segmento de nucle6tidos) do DNA
onde comeca o desenrolamento e a separagao das cadeias parentais do du-
plex, para molde da sintese e alongamento de um par de novas cadeias com-
plementares.
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Gene(ou cistrao) — Segmento de DNA (sequéncia de desoxirribonucleéticos)
que codifica a formagao de uma cadeia polipeptidica (ou uma molécula de
RNA).

Genes reguladores — Genes a que é atribuida a fungédo (principal) de regular a
sintese dos produtos dos outros genes.

Genoma — Sequéncia completa do DNA de um organismo.

Genotipo — Constituicao genética de um organismo.

G, - Fase celular quiescente em que, apesar de metabolicamente activa, ndo hé
proliferacéo.

Haploide (ia) — Organismo ou célula que possui uma copia de cada cromossoma;
namero de cromossomas existentes nos gametas (nos homens o total é de 23).

Hélice — Estrutura em espiral constituida por unidades que se repetem a dis-
tancia certa em cada volta, em rotacao ou translagao.

Hemizigoto(ico) — Organismo, ou célula, que possui apenas uma cépia de de-
terminado alelo dos progenitores.

Heterocromatina — Cromatina condensada e inactiva durante a transcrigao.

Heterocromossomas — Cromossomas sexuais. No ser humano existe um par
idéntico (X, no sexo feminino) ou diferente (X e Y, no sexo masculino) nas
células somaticas. Em cada gdmeta existe um so tipo daqueles cromossomas
(X na mulher; X ou Y no homem).

Heteroduplex — Molécula de DNA em que as duas faixas constituintes tém se-
quéncias de bases complementares.

Heterélogo — Substancia ou estrutura com formas diferentes na mesma espécie,
ou pertencentes a outra espécie.

Heterozigoto (ico) — Organismos ou célula cujos alelos, paterno e materno, sao
diferentes.

Hibrido (DNA-RNA) — Duplex constituido por uma cadeia de DNA unida a uma
de RNA por ligagoes hidrogeniénicas entre as respectivas bases comple-
mentares.

Histonas — Proteinas ricas em aminoacidos basicos que se associam ao DNA
nos cromossomas de eucariotas.

Homdlogo — Substancia ou estrutura com morfologia semelhante.

Homozigoto(ico) — Organismo ou célula em que os pares de alelos, paterno e
materno, sdo idénticos.

In vitro (do latim, em vidro) — Experiéncias realizadas fora do organismo vivo,
no meio celular ou em cultura de tecidos.
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In vivo (do latim, em vida) — Experiéncias realizadas no organismo intacto.

Informagao genética — Informagao contida na sequéncia de bases nucleotidicas
em cada molécula de DNA ou RNA.

Ligase (do DNA) — Enzima que une entre si segmentos separados de DNA, dan-
do continuidade as respectivas cadeias.

Locus (plural-loci) — Localizagao de cada gene na estrutura cromossémica

Mapa genético — Disposigdo dos pontos de mutagao num cromossoma, defini-
dos por experiéncias de recombinagao genética.

Meiose — Processo de divisao (em duas fases sucessivas) das células diploides
em células germinais haploides.

Mitose — Divisao somatica (celular e nuclear) de que resultam, de cada célula
original, duas células-filha com o mesmo ntimero (diploide) de cromosso-
mas, idénticos entre si e aos da célula progenitora.

Mondémero — Sub-unidade estrutural com caracteristicas proprias que, através
de reacgbes simples, origina compostos (polimeros) de moléculas iguais (ou
diferentes) em sequéncia.

Mutagdao — Alteragao hereditaria do material genético de que resultam formas
diferentes do gene afectado; varia entre a alteragao numa das bases nucleo-
tidicas de uma das cadeias do duplex até a perda de segmentos extensos de
DNA.

Mutagénico — Factor (fisico ou quimico) que favorece a formagdo de mutagoes
(p.ex., calor, substancias alquilantes, radiagoes)

Nucleases — Enzimas que hidrolisam as ligacoes fosfodiéster 3’, 5’ (que unem
as unidades de pentose de dois nucleétidos contiguos através do mesmo
grupo fosfato) nas moléculas dos acidos nucleicos (desoxirribonucleases, as
que actuam no DNA; ribonucleases, as do RNA)

Nucleétido — Composto equinolar de uma pentose, um grupo fosfato e uma
base (ptrica ou pirimidica)

Operador — Gene contiguo aos genes estruturais, que serve de local de ligagdo e
accao do repressor.

Operdo — Conjunto dos genes estruturais, regulador, operador e promotor, com
transcricao coordenada e sob regulagdo comum.

Origem da replicagdo — Segmento de DNA-mée que determina o local de inicia-
¢ao dareplicagao na fase S do ciclo celular. Nos eucariotas, ocorrem repetida-
mente, ao longo do duplex DNA parental, multiplas sequéncias nucleotidicas
para iniciacao da cadeia.
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Plasmideo — Pequena molécula de DNA circular extracromossémica existente
nas bactérias, com capacidade de replicagdo autonoma. Num sentido lato, o
termo plasmideo aplica-se a qualquer factor hereditario intracelular e extra-
cromossémico, independentemente da sua identidade (quer seja viral, orga-
nico, autoreprodutivo, endossimbionte ou outra).

Polimerase — Enzima que catalisa a sintese (replicagao e reparacao) do DNA ou
do RNA (transcrigao) a partir de uma molécula isolada do DNA, ou que
forma o DNA a partir de uma molécula de RNA (em transcritase reversa).

Polimero — Composto, geralmente de peso molecular elevado e de grandes di-
mensoes, constituido por unidades (mondmeros) repetidas regularmente e
ligadas entre si por ligacoes covalentes.

Polinucledtido — Sequéncia linear extensa de nucleétidos unidos entre si por
ligagoes fosfodiéster, pelas quais o carbono 3’ da pentose (ribose ou desoxir-
ribose) de um nucleétido se liga, através do grupo fosfato intercalado, a
posicao 5’ da pentose do nucleétido contiguo.

Polinucledtido ligase — Enzima que une, por ligagao covalente, os nucleétidos
que constituem o polimero (DNA).

Polipéptidos — Polimero de aminoéacidos unidos entre si por ligagoes peptidicas.

Polirribossomas — Conjunto de ribossomas associados a mesma molécula de
RNA , que participa na sintese de polipéptidos.

Procariota — Organismo celular de dimensoes muito reduzidas e muito sim-
ples, desprovido de membrana nuclear e de organitos membranosos, que
tera sido o primeiro tipo celular no decurso da Evolugao Biolégica.

Promotor — Segmento do DNA a que se fixa a RNA polimerase e que indica o
local de inicio da transcrigao.

Quiasma — Regiao em que os cromossomas homologos parecem estar unidos
entre si, originando estrutura em forma de cruz.

Recessivo — Alelo cuja expressdo é minimizada pelo seu par dominante.

Recombinagao cromossomica (ver crossing-over) — Rearranjo da sequéncia cromos-
somica (ou genes) resultante do crossing-over entre pares de cromossomas ho-
mologos de progenitores diferentes, que origina uma nova combinagao de mar-
cadores genéticos nas células ou organismos-filho e respectivo fenotipo.

Recombinagao homdloga — Recombinagao entre segmentos de DNA que possuem
sequéncias nucleotidicas homdlogas.

Relagao A+T/G+C - Proporgao relativa entre o somatério das bases comple-
mentares (adenina-tiamina e guanina—citosina) numa molécula de DNA.
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Reparagao — Processo de excisao e substituigao de segmentos lesados do DNA.

Replicao — Regiao (sequéncia de nucle6tidos) do DNA em que tem origem a
replicacao.

Replicagao (do DNA ou dos cromossomas) — Processo de sintese pelo qual uma
molécula de DNA (ou um cromossoma) actua como molde para a sua pré-
pria duplicacao; cada uma das cadeias do duplex replica uma cadeia com-
plementar, de modo que cada nova molécula de DNA contém uma cadeia
original e uma nova cadeia que lhe é complementar.

Repressor — Molécula reguladora de natureza proteica produzida por um gene
regulador que bloqueia a transcrigao, ao unir-se a um indutor (co-repressor)
ou ao operador.

Ribonucleésido — Composto de uma base (purica ou pirimidica) unida a uma
pentose (ribose).

Ribonucledtido — Composto de trés tipos de moléculas: uma base (ptrica ou
pirimidica) unida a uma pentose, por sua vez esterificada a um grupo fosfato.

Ribossomas — Particulas celulares de pequenas dimensodes (<200A de diame-
tro), constituidas por moléculas de RNA e proteinas, que sao o local da sin-
tese proteica celular.

RNA (dcido ribonucleico) — Polimero de ribonucleétidos. Estao identificados trés
tipos principais: RNA mensageiro (RNA ), RNA ribossémico (RNA ) e RNA
de transferéncia (RNA,). O RNA  transmite a informagdo genética do DNA
para o local da sintese proteica (ribossomas), funcionando como modelo para
a selecgao e seriagdo dos aminoacidos que constituem cada tipo de polipépti-
do codificado. O RNA, funciona como adaptador entre aqueles aminoacidos e
o respectivo coddo na molécula de RNA , durante a fase de tradugao genética.
O RNA, é um constituinte dos ribossomas com fungoes ainda por esclarecer.

Sequéncia (de aminodcidos, polipeptidica ou proteica) — Seriagao linear de
aminodcidos na estrutura primaria de um polipéptido ou proteina.

Sinapse (cromossémica) — Emparelhamento de cromossomas (cromatideos)
homologos durante a meiose.

Somadatica — Qualquer célula de um organismo, excepto as germinais (6vulos e
espermatozoides).

Supressor (gene) — Gene que pode reverter o fenotipo resultante da mutagao de
um outro gene.

Svendberg — Unidade de sedimentagao (S), cujo valor relaciona o peso da molé-
cula sedimentada, por centrifugagdo, com a sua forma molecular.
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Telémeros — As duas extremidades de cada cromossoma.

Traducao (genética) — Sintese de uma cadeia polipeptidica a partir da informa-
cdo genética (sequéncia de bases) contida numa molécula de RNA .

Transigao — Sintese de uma cadeia linear de RNA a partir de uma molécula de
DNA modelo.

Transigao — Troca de bases do mesmo tipo (una purina por outra ou uma piri-
midina por outra).

Transcritase reversa — Polimerase que transcreve uma molécula de RNA numa
cadeia complementar de DNA.

Transdugao genética — Transmissao de material genético de uma célula para
outra, por infecgao viral.

Translocagao — Localizagdo de um segmento cromossémico noutro cromossoma.

Transversao — Troca de bases de tipos diferentes (uma purina por uma pirimidina)

Zigoto — Ovo fertilizado (diploide) resultante da conjugacao dos gametas (ha-
ploides) macho e fémea.
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