Genética Microbiana

Praticamente todas as caracteristicas microbianas sobre as quais vocé leu nos capitulos iniciais séo
controladas ou influenciadas pela hereditariedade. As caracteristicas hereditdrias dos micrébios
incluem sua forma e caracteristicas estruturais, seu metabolismo, sua habilidade de se mover ou de
se comportar de vdrios modos e sua capacidade de interagir com outros organismos - talvez cau-
sando doencas. Os organismos individuais transmitem essas caracteristicas a sua prole através dos
genes.

Pesquisadores estéo tentando resolver o dificil problema médico da resisténcia aos antibidticos. Os
micro-organismos podem se tornar resistentes aos antibiéticos de varias formas, e todas dependem
da genética. O surgimento de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (VRSASs) constitui
uma séria ameaca no cuidado aos pacientes. Neste capitulo, vocé verd como os VRSAs adquirem
esta caracteristica.

As doencas emergentes sdo outra razdo da importancia de se conhecer a genética.
Novas doencas sdo o resultado da mudanca genética em alguns organismos
existentes; por exemplo, E. coli 0157:H7 adquire os genes codificadores da
Shiga, a toxina da Shigella.

Atualmente, os microbiologistas estdo utilizando a genética para
descobrir a relagdo entre os organismos, explorar a origem de micro-
-organismos como o HIV e o virus West Nile e estudar o potencial dos
virus Influenza de aves para infectar humanos.

Uma menina de dois anos de idade foi levada a
um setor de emergéncia com diarreia sanguinolen-
ta, vomito, febre e falha renal. Ela foi diagnostica-
da com sindrome urémica hemolitica causada por
E. coli O157:H7. A E. coli é naturalmente encon-
trada no intestino grosso humano, onde é benéfica.
Entretanto, a amostra designada E. coli O157:H7
produz a toxina Shiga, que causa doenga grave e
tem surgido como causa importante de infeccoes
alimentares. Como a E. coli adquire este gene da

Shigella?

Procure pela resposta neste capitulo.
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Estrutura e funcéao do
material genético

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-1 Definir genética, genoma, cromossomo, gene, codigo genético,
genatipo, fendtipo e gendmica.
8-2 Descrever como 0 DNA serve de informagdo genética.
8-3 Descrever o processo da replicagdo do DNA.

8-4 Descrever sintese proteica, incluindo transcri¢do, processamento
de RNA e traducéo.

8-5 Comparar a sintese proteica em procariéticos e eucariéticos.

Genética ¢ a ciéncia da hereditariedade; ela inclui o estudo do que
sd0 os genes, como eles transportam informagéo, como sdo repli-
cados e passados para as geragdes seguintes de células ou trans-
mitidos entre organismos, e como a expressdo de sua informagéo
dentro de um organismo determina as caracteristicas particulares
daquele organismo. A informagio genética em uma célula é chama-
da de genoma. O genoma de uma célula inclui seus cromossomos
e plasmideos. Os cromossomos sdo estruturas contendo DNA que
transportam fisicamente a informagado hereditdria; os cromosso-
mos contém os genes. Genes sdo segmentos de DNA (exceto em
alguns RNAs virus) que codificam produtos funcionais. Vimos no
Capitulo 2 que o DNA é uma macromolécula composta de uni-
dades repetidas denominadas nucleotideos. Lembre-se que cada
nucleotideo consiste em uma base nitrogenada (adenina, timina,
citosina ou guanina), uma desoxirribose (um agucar pentose) e
um grupo fosfato (veja a Figura 2.16, pagina 48). O DNA dentro
de uma célula existe como longos filamentos de nucleotideos, re-
torcidos em pares, para formar uma hélice dupla. Cada filamento
possui uma fileira alternando agtcar e grupo fosfato (seu esqueleto
de agiicar-fosfato) e uma base nitrogenada aderida a cada agticar
no esqueleto. As duas fitas sio mantidas juntas por ligagdes de hi-
drogénio entre suas bases nitrogenadas. Os pares de bases sem-
pre ocorrem de modo especifico: a adenina sempre pareia com a
timina, e a citosina sempre pareia com a guanina. Devido a esse
pareamento especifico de bases, a sequéncia de bases de uma fita
de DNA determina a sequéncia da outra fita. As duas fitas de DNA
sdo, portanto, complementares.

A estrutura do DNA ajuda a explicar as duas caracteristicas
principais do armazenamento de informagdo bioldgica. Primei-
ro, a sequéncia linear de bases fornece a informagao real. A in-
formagdo genética ¢é codificada pela sequéncia de bases ao longo
do DNA, de modo muito similar a como nossa linguagem escri-
ta utiliza uma sequéncia linear de letras para formar palavras e
sentencas. A linguagem genética, entretanto, utiliza um alfabeto
contendo somente quatro letras - os quatro tipos de bases nitro-
genadas no DNA (ou RNA). Porém, mil dessas quatro bases, o ni-
mero contido em um gene de tamanho médio, podem ser arran-
jadas de 4'°* formas diferentes. Esse niimero astronémico explica
como os genes podem ter variagdes suficientes para fornecer toda
a informacéo que uma célula necessita para crescer e realizar suas

fungdes. O codigo genético, o grupo de regras que determina
como uma sequéncia de nucleotideos é convertida na sequéncia
de aminodcidos de uma proteina, sera discutido em mais detalhes
posteriormente neste capitulo.

Segundo, a estrutura complementar permite a duplicagio pre-
cisa do DNA durante a divisdo celular. Cada célula-filha recebe
uma das fitas originais parentais, assegurando, entdo, uma das fitas
que funcionara corretamente.

Boa parte do metabolismo celular esta relacionada a tradugéo
da mensagem genética dos genes em proteinas especificas. Um
gene normalmente codifica uma molécula de RNA mensageiro
(mRNA), que finalmente resulta na forma¢do de uma proteina.
Alternativamente, o produto do gene pode ser um RNA ribosso-
mico (rRNA) ou um RNA de transferéncia (tRNA). Como vere-
mos, todos estes tipos de RNA estdo envolvidos no processo da
sintese proteica. Quando a molécula final que um gene codifica
(uma proteina, por exemplo) foi produzida, dizemos que o gene
foi expresso.

Gendtipo e fenétipo

O genotipo de um organismo é sua composi¢do genética, a infor-
magdo que codifica todas as caracteristicas particulares do orga-
nismo. O genétipo representa as propriedades potenciais, mas nao
as propriedades em si. O fenotipo refere-se as propriedades reais,
expressas, como a capacidade do organismo de realizar uma reagao
quimica em particular. O fenétipo, entdo, ¢ a manifestacao do ge-
notipo.

Em termos moleculares, o gendtipo de um organismo é sua
colegdo de genes, todo o seu DNA. O que constitui o fendtipo
do organismo em termos moleculares? Em um sentido, um fe-
notipo ¢ sua colegdo de proteinas. A maioria das propriedades
da célula deriva das estruturas e func¢oes de suas proteinas. Nos
micrdbios, a maioria das proteinas é enzimdtica (catalisa reagdes
particulares) ou estrutural (participa em grandes complexos fun-
cionais como as membranas ou os flagelos). Mesmo os fendtipos
que dependem de outras macromoléculas estruturais que néo as
proteinas (como os lipideos ou polissacarideos) baseiam-se indi-
retamente nas proteinas. Por exemplo, a estrutura de uma molé-
cula de lipideo complexo ou polissacarideo resulta das atividades
cataliticas das enzimas que sintetizam, processam e degradam as
moléculas. Portanto, embora nio seja totalmente preciso dizer
que os fendtipos sdo devidos somente as proteinas, essa é uma
simplificagdo util.

DNA e cromossomos

As bactérias tipicamente possuem um unico cromossomo circular
consistindo de uma tinica molécula circular de DNA com proteinas
associadas. O cromossomo é recurvado e dobrado e esta aderido a
membrana plasmatica em um ou vérios pontos. O DNA da E. coli, a
espécie bacteriana mais estudada, tem cerca de 4,6 milhdes de pares
de bases e possui cerca de 1 mm de comprimento — mil vezes maior
que toda a célula (Figura 8.1a). Contudo, 0 cromossomo ocupa ape-
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(a) A massa enovelada e os filamentos retorcidos de MET H—

DNA emergindo dessa célula rompida de E. coli sdo 1um
parte de seu cromossomo Unico.
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[ Metabolismo de aminoacidos [l Metabolismo de carboidratos

2 Replicagédo e reparo do DNA Sintese de membrana
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(b) Um mapa genético do cromossomo da E. coli. Os nimeros dentro

do circulo indicam os minutos gastos para transferir os genes

durante o pareamento entre duas células; os nimeros coloridos nos

guadros indicam o nimero de pares de bases.

Figura 8.1 Um cromossomo procariético.

P 0 que é um gene? O que é uma janela aberta de leitura (open-reading
frame)?

nas cerca de 10% do volume celular uma vez que o DNA ¢ torcido
ou superenovelado — muito mais que uma corda de telefone quando
colocado de volta na base.

A localizagdo dos genes no cromossomo bacteriano pode ser
determinada por experimentos envolvendo a transferéncia de ge-
nes de uma célula para outra. Esses processos serdo discutidos mais
adiante neste capitulo. O mapa do cromossomo bacteriano resul-
tante é marcado em minutos que correspondem a quando os genes
sdo transferidos de uma célula doadora para uma célula receptora
(Figura 8.1b).

Em anos recentes, as sequéncias completas de base de varios
cromossomos bacterianos foram determinadas. Computadores sio
utilizados para procurar pelas janelas abertas de leitura, que sdo
as regides do DNA que codificam as proteinas. Como vocé verd
posteriormente, estas janelas sdo sequéncias de bases entre cddons
de inicia¢do (Start codons) e de parada (Stop codons). O sequencia-
mento e a caracterizacdo molecular dos genomas sio denominados
gendmica. O uso da gendmica para rastrear o virus West Nile é des-
crito no quadro da pagina 223.

O fluxo da informacédo genética

A replicagdo do DNA possibilita o fluxo de informagao genética de
uma geragdo para a seguinte. Como mostrado na Figura 8.2, 0o DNA
de uma célula se replica antes da divisdo celular, de modo que cada
célula-filha recebe um cromossomo idéntico ao da original. Dentro
de cada célula realizando metabolismo, a informagao genética con-
tida no DNA flui de outro modo: ela é transcrita em mRNA e entdo
traduzida em proteina. Descreveremos os processos de transcri¢io
e tradu¢fo mais adiante neste capitulo.

TESTE SEU CONHECIMENTO

» Dé& uma aplicagéo clinica da genomica. 8-1
A Por que o pareamento de bases no DNA é importante? 8-2

Replicacdo do DNA

Na replica¢do do DNA, uma molécula de DNA de fita dupla “pa-
rental” é convertida em duas moléculas “filhas” idénticas. A estru-
tura complementar das sequéncias de bases nitrogenadas na molé-
cula de DNA é a chave para a compreensio da replicagdo do DNA.
Como as bases ao longo das duas fitas do DNA de hélice dupla sdo
complementares, uma fita pode agir como molde para a produgio
da outra (Figura 8.3a).

A replicagdo do DNA requer a presenca de muitas proteinas
celulares que dirigem uma determinada sequéncia de eventos. En-
zimas envolvidas na replica¢io do DNA e em outros processos sdo
listadas na Tabela 8.1, na pagina 215. Quando a replicagéo se ini-
cia, o superenovelamento é relaxado pela topoisomerase ou girase,
e as duas fitas de DNA parental sdo desenroladas pela helicase e
separadas uma da outra em um pequeno segmento de DNA apods
o outro. Os nucleotideos livres presentes no citoplasma da célula
sdo pareados das bases expostas da fita simples do DNA parental.
Onde a timina esta presente na fita original, somente a adenina
pode se fixar na nova fita; onde a guanina estd presente na fita
parental, somente a citosina pode se encaixar, e assim por diante.



Figura 8.2

FIGURA FUNDAMENTAL 0 fluxo da informagéo genética

Utilizando o exemplo de uma bactéria com um cromossomo circular Unico, esta figura resume como a
informacéo genética é usada e passada entre as células. Pequenas versdes da parte principal desta figura
de visdo geral irdo aparecer em outras figuras ao longo do capitulo para indicar a relagéo de diferentes

Processos.

Expressao

A informagao genética € utilizada dentro
da célula para produzir as proteinas

Transcricéo + necessarias para a fungéo celular.

Traducéo

A célula realiza metabolismo e cresce

Uma célula usa a informacao genética contida
no DNA para fazer suas proteinas, incluindo as
enzimas. Esta informacéo é transmitida para a
proxima geracéo durante a divisdo celular. O
DNA pode ser transferido para células de uma
mesma geracao, resultando em novas
combinacgdes de genes.

Quaisquer bases incorretamente pareadas sao removidas e subs-
tituidas pelas enzimas de replicagdo. Uma vez alinhado, o nucleo-
tideo recém-adicionado ¢ unido a fita em crescimento por uma
enzima denominada DNA-polimerase. Entiao, o DNA parental
se desenrola mais um pouco para permitir a adi¢gdo do préximo
nucleotideo. O ponto no qual a replicagdo ocorre é denominado
forquilha de replicagdo.

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

Recombinacéo

A informacédo genética pode ser
transferida entre células da
mesma geragao.

DNA/

Célula parental Replicagao

/\

A informagé&o genética
pode ser transferida entre
geracOes de células.

Conceito-chave

0 DNA é o projeto para as
proteinas celulares, sendo obtido de

Células-filhas uma célula parental ou de outra célula.

Antes de examinar em mais detalhe a replicagdo do DNA, ob-
serve com mais atengéo a estrutura do DNA (veja a Figura 2.16, na
pégina 48). E importante compreender o conceito de que as fitas
de DNA pareadas estdo orientadas em dire¢des opostas uma em
relagdo a outra. Observe na Figura 2.16 que os dtomos de carbono
do agtcar componente de cada nucleotideo sdo numerados de 1
(pronunciado “um linha”) a 5’ Para que as bases pareadas fiquem
ao lado uma da outra, os agticares que compdem uma fita estdo de
cabega para baixo um em relagdo ao outro. A extremidade que tem
uma hidroxila aderida ao carbono 3’ ¢ denominada extremidade 3’
da fita do DNA; a extremidade que tem um fosfato aderido ao car-
bono 5’ é chamada de extremidade 5. A forma como as duas fitas se
encaixam decreta que a dire¢do 5" > 3’ de uma fita vai ao encontro
da dire¢do 5’ > 3’ da outra fita (Figura 8.3b). Essa estrutura de DNA

Célula recombinante



214 Tortora, Funke & Case

LEGENDA
Timina Extremidade 5’ Extremidade 3' Extremidade 5’
Fita = Fita \ _OH
[[TA"{ Adenina parental < l parental L T Extremidade 3’
& ) G o oH
ciosne 4 e
ﬂ o b
Guanina Q _0O \O2
s
— ) -
. . o\
A Aclcar desoxirribose - HC o -_O o
WG
Fosfato 0 07 CHy
4 o \_o o
o ~
o A hélice dupla do DNA Forquilha -~ HC O o %
parental se separa a \ [C) -_m
medida que as liga¢Ges o 0~ CH,

de hidrogénio fracas
entre os nucleotideos das
fitas opostas se rompem
em resposta a a¢éo das
enzimas de replicagéo.

’ E de replicagdo

e Ligacdes de hidrogénio 9

se formam entre os

novos nucleotideos
complementares, e cada
fita do molde parental
forma novos pares de
bases. o
Fita-filna Extremidade 5’ Fita
e As enzimas catalisam a Fita tal

formacéao de ligacdes de parental parenta

acucar-fosfato entre os

nucleotideos sequenciais em

cada fita-filha de DNA

resultante.

(a) A forquilha de replicagao.
Figura 8.3 Replicacdo do DNA.

P 0 que significa replicacédo semiconservativa?

afeta o processo de replica¢do, pois as DNA-polimerases podem
adicionar novos nucleotideos somente a extremidade 3’ Portanto,
enquanto a forquilha de replicagdo se movimenta ao longo do DNA
parental, as duas novas fitas devem crescer em dire¢des diferentes.

A replicagdo do DNA necessita de um grande gasto energético.
Essa energia é fornecida pelos nucleotideos, que sio, na verdade,
nucleosideos trifosfato. Vocé ja sabe sobre o ATP; a unica diferenca
entre o ATP e o nucleotideo adenina no DNA é o componente agu-
car. A desoxirribose é o agticar nos nucleosideos trifosfato utiliza-
dos para sintetizar o DNA, e os nucleosideos trifosfato com ribose
sao usados para sintetizar o RNA. Dois grupos fosfato sdo removi-
dos para adicionar o nucleotideo a fita de DNA em crescimento; a
hidrélise do nucleosideo é exergdnica e fornece energia para criar
novas ligacdes na fita de DNA (Figura 8.4).

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

A replicagdo do DNA de algumas bactérias, como a E. coli, se-
gue bidirecionalmente ao redor do cromossomo (Figura 8.6). Duas
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(b) As duas fitas de DNA sao antiparalelas.

O esqueleto de acucar-fosfato de uma fita

esté alinhado de cabeca para baixo em relagéo
ao esqueleto da outra fita. Vire o livro de cabeca

Fita-filha para baixo para comprovar este fato.

se formando

forquilhas de replicagdo movem-se em dire¢des opostas, para
longe da origem de replicagao. Como o cromossomo bacteriano
¢ uma al¢a fechada, as forquilhas eventualmente se encontram
quando a replicagdo estd completada. As duas algas precisam ser
separadas por uma topoisomerase. Muitas evidéncias mostram
uma associa¢do entre a membrana plasmatica bacteriana e a ori-
gem de replicagdo. Apos a duplicagio, se cada copia da origem se
ligasse a membrana em um polo oposto, entdo cada célula-filha
receberia uma copia da molécula de DNA - isto é, um cromosso-
mo completo.

A replicag¢do do DNA ¢ um processo surpreendentemente acu-
rado. Tipicamente, os erros sdo cometidos em uma taxa de somen-
te 1 em cada 10" bases incorporadas. Essa precisio em boa parte
ocorre devido a capacidade de corregdo (proofreading) da DNA-
-polimerase. A medida que cada base nova é adicionada, a enzima
avalia se a estrutura do pareamento formada estd correta. Caso con-
trario, a enzima remove a base inapropriada e a substitui pela cor-
reta. Desse modo, o DNA pode ser replicado de maneira precisa,
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Tabela 8.1

DNA-girase
DNA-ligase
DNA-polimerase
Endonuclease
Exonuclease
Helicase
Metilase
Fotoliase
Primase
Ribozima
RNA-polimerase
snRNP
Topoisomerase

Transposase

permitindo que cada cromossomo-filho possa ser quase idéntico

ao parental.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o Descreva a replicagdo do DNA, incluindo as fungdes da DNA-girase,
da DNA-ligase e da DNA-polimerase. 8-3

Figura 8.4 Adicionando um nucleotideo ao DNA.

Relaxa o superenovelamento acima da forquilha de replicagéo

Forma ligagGes covalentes para ligar as fitas de DNA; liga os fragmentos de Okazaki e os novos segmentos no reparo de exciséo
Sintetiza o DNA; corrige e repara o DNA

Corta o esqueleto de DNA em uma fita de DNA; facilita o reparo e as insercoes

Corta o DNA em uma extremidade exposta; facilita o reparo

Desenovela o DNA de fita dupla

Adiciona o grupo metil as bases selecionadas na nova fita de DNA

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

Produz iniciadores de RNA a partir de um molde de DNA

Enzima de RNA que remove introns e processa éxons conjuntamente

Copia RNA a partir de um molde de DNA

Complexo RNA-proteina que remove introns e processa éxons conjuntamente

Relaxa o superenovelamento acima da forquilha de replicagéo; separa DNA circular no final da replicagéo

Corta o esqueleto de DNA, formando extremidades coesivas

RNA e sintese proteica

Como a informagio no DNA é utilizada para produzir as proteinas
que controlam as atividades celulares? No processo de transcrigdo,
a informagdo genética é copiada no DNA, ou transcrita, em uma
sequéncia de bases de RNA. A célula usa, entdo, a informagéo codi-
ficada neste RNA para sintetizar proteinas especificas pelo processo
de tradugio. Observaremos agora como esses dois processos ocor-
rem na célula bacteriana.

Nova Fita
fita molde

P Por que uma fita esta “de cabeca para baixo” em relacéo OH OH

a outra fita? Por que as duas fitas ndo podem se alinhar no
mesmo sentido?

Acucar

Fosfato

e_e_ OH

|
A hidrdlise da ligagao
de fosfato fornece
a energia para
Quando um nucleosideo a reagdo.
trifosfato se liga ao
acucar, ele perde
dois fosfatos.
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REPLICACAO
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© D

o As enzimas desenovelam
a dupla parental
hélice.

Forquilha de
replicacéo

parental

o A fita atrasada é
sintetizada de modo
descontinuo. A RNA-polimerase
sintetiza um RNA curto, que é
entdo estendido pela DNA-polimerase.

Figura 8.5 Um resumo dos eventos na forquilha de replicacéo.

P Por que uma fita de DNA é sintetizada de modo descontinuo?

Transcri¢édo

Transcri¢ao ¢ a sintese de uma fita complementar de RNA a
partir de um molde de DNA. Discutiremos aqui a transcri¢do de
células procaridticas; ja a transcri¢ao nos eucariotos ¢ discutida
na pagina 220. Como mencionado anteriormente, ha trés tipos
de RNA nas células bacterianas: RNA mensageiro, RNA ribos-
somico e RNA de transferéncia. O RNA ribossémico forma uma
parte integral dos ribossomos, a maquinaria celular para a sinte-
se proteica. O RNA de transferéncia também estd envolvido na
sintese proteica, como veremos posteriormente. O RNA mensa-
geiro (mRNA) transporta a informacédo codificada para produzir
proteinas especificas do DNA aos ribossomos, onde as proteinas
sdo sintetizadas.

Durante a transcri¢do, uma fita de mRNA ¢ sintetizada uti-
lizando uma por¢ao do DNA da célula como molde. Em outras
palavras, a informacdo genética estocada na sequéncia de bases
nitrogenadas do DNA ¢ reescrita, de modo que a mesma infor-
magao aparece na sequéncia de mRNA. Como na replica¢do do
DNA, um G no molde de DNA determina um C no mRNA que
estd sendo feito; um C no molde de DNA determina um G no

e As proteinas estabilizam o
DNA parental desenovelado.

DNA-polimerase

-polimerase

e A DNA-polimerase degrada
0 RNA e o substitui por DNA.

© A fita lider ¢ sintetizada
continuamente pela
DNA-polimerase.

DNA-polimerase

Fragmento

5
v e A DNA-ligase une

os fragmentos
descontinuos
da fita atrasada.

mRNA; e um T no molde de DNA determina um A no mRNA.
Entretanto, um A no molde de DNA determina uma uracila (U)
no mRNA, porque o RNA contém U no lugar de T. (U tem uma
estrutura levemente diferente de T, mas pareia da mesma manei-
ra.) Se, por exemplo, o molde de DNA possui a sequéncia de bases
3’-ATGCAT, o mRNA recém-sintetizado terd a sequéncia comple-
mentar de bases 5’-UACGUA.

O processo de transcri¢do requer uma enzima denominada
RNA-polimerase e um suprimento de nucleotideos RNA (Figura
8.7). A transcri¢do comeca quando a RNA-polimerase liga-se ao
DNA em um local denominado promotor. Somente uma das duas
fitas de DNA serve como molde para a sintese de RNA para um
dado gene. Como o0 DNA, o RNA é sintetizado na dire¢do 5’ — 3> A
sintese de RNA continua até que a RNA-polimerase atinja um local
no DNA denominado regido de terminagao.

O processo de transcri¢do permite que a célula produza cé-
pias de curta duragao dos genes, que podem ser usadas como fonte
direta de informagao para a sintese proteica. O mRNA atua como
um intermedidrio entre a forma de armazenamento permanente, o
DNA, e o processo que usa a informagao, a tradugio.
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TRANSCRIGAO
DNA
mRNA
RNA-polimerase ligada ao DNA —
Proteina P 9 6 nm
Promotor

(inicio do gene)
0 A RNA-polimerase liga-se ao —RNA-polimerase
promotor, e 0 DNA se N\V\Y\Va \
desenrola no inicio de um

gene.

e O RNA é sintetizado por um

pareamento complementar —
de bases dos nucleotideos m& / N
livres com as bases \\M
nucleotidicas na fita molde do RNA
DNA.
nucleotideos
e O local de sintese move-se —

longo do DNA; 0 DNA 7 o o0 NI\ 7R
%?t?gr?socri%seengvela quem\m{/ WARRRNNNA~

novamente. // l Sintese de RNA

e A transcrigao atinge a
regido de terminagao.

Regido de terminagéo

(final do gene)
e O RNA e a RNA-polimerase /

sédo liberados e a hélice de
DNA forma-se novamente.

Figura 8.7 O processo de transcri¢do. O diagrama de orientagédo indica a relagéo da transcri-
¢do com o fluxo de informag&o genética completo dentro da célula.

P Na transcricédo, o que é copiado e como isto é feito?
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A linguagem do mRNA estd em forma de cédons, grupos de
trés nucleotideos, como AUG, GGC ou AAA. A sequéncia de co-
dons em uma molécula de mRNA determina a sequéncia de ami-
nodacidos que estardo na proteina a ser sintetizada. Cada cédon “co-
difica” um aminoacido especifico. Este é o codigo genético (Figura
8.8).

Os codons sdo escritos em termos de sua sequéncia de bases no
mRNA. Observe que existem 64 codons possiveis, mas somente 20
aminodacidos. Isso significa que a maioria dos aminodcidos ¢é assi-
nalada por vérios codons alternativos, uma situagéo referida como
degeneragao do codigo. Por exemplo, a leucina tem seis cédons
e a alanina tem quatro. A degeneragdo permite que ocorra certa
quantidade de alteragdo, ou muta¢iao, no DNA sem afetar a proteina
final produzida.

Dos 64 codons, 61 sdo cddons de iniciagio (sense) e 3 sdo co-
dons de terminacéo (nonsense). Os codons de iniciagdo codificam
os aminodacidos, e os cddons de terminagio (também chamados
de cddons de parada) ndo o fazem. Em vez disso, os cédons de
terminacio - UAA, UAG e UGA - assinalam o fim da sintese da
molécula de proteina. O c6don de iniciagdo que inicia a sintese da
molécula de proteina é AUG, que também ¢ o cédon da metionina.
Nas bactérias, o cddon de iniciagio AUG codifica a formilmetioni-
na em vez da metionina encontrada em outras partes da proteina. A
metionina iniciadora com frequéncia é removida posteriormente;
assim, nem todas as proteinas comegam com metionina.

Os c6dons de mRNA sdo convertidos em proteina pelo pro-
cesso de tradugdo. Os cddons de um mRNA sdo “lidos” sequen-
cialmente e, em resposta a cada cddon, o aminodcido apropriado é
montado em uma cadeia crescente. O local de traduc¢io é o ribosso-
mo, e as moléculas de RNA de transferéncia (tRNA) reconhecem
os cddons especificos e transportam os aminodcidos requeridos.

Cada molécula de tRNA possui um anticodon, uma sequéncia
de trés bases que é complementar ao cédon. Dessa maneira, uma
molécula de tRNA pode fazer pares de bases com seu cédon asso-
ciado. Cada tRNA também pode transportar em sua outra extremi-
dade o aminoécido codificado pelo c6don que o tRNA reconhece.
As fungoes do ribossomo sdo dirigir ordenadamente a ligacdo do
tRNA ao cddon e montar os aminoacidos em uma cadeia, produ-
zindo finalmente uma proteina.

A Figura 8.9 mostra os detalhes da tradugdo. Os componen-
tes necessdrios sao montados: as duas subunidades ribossémicas,
um tRNA com o anticédon UAC e a molécula de mRNA a ser
traduzida, junto com varios fatores proteicos adicionais. Isso co-
loca o cédon iniciador (AUG) na posi¢ao correta para permitir o
inicio da tradugdo. Apos o ribossomo se unir a dois aminodacidos
por uma ligacao peptidica, a primeira molécula de tRNA deixa
o ribossomo, que entdo se move ao longo do mRNA até o cédon
seguinte.

A medida que os aminoécidos corretos sio alinhados, ligagoes
peptidicas sdo formadas entre eles, resultando em uma cadeia poli-
peptidica (veja a Figura 2.14, pagina 45). A tradugéo termina quan-
do um dos trés cédons de terminagao ¢ alcancado no mRNA. O

Segunda posicao

U © A G
Uuu UCu UAU uGuU U
Phe Tyr Cys
uucC ucc UAC UGC @
U Ser
UUA UCA UAA Stop UGA Stop A
Leu
UuG UCG UAG Stop UGG Trp G
Cuu CCuU CAU " CGU U
is
CucC CCE CAC CGC ©
Cc Leu Pro Arg
o CUA CCA CAA CGA A o
5 GIn 5
D CUG CCG/ CAG CGG el -
2 =
S N ©
© AUU ACU AAU AGU U o
E Asn Ser o
a AUC plle  ACC AAC AGC C
A Thr
AUA ACA AAA AGA A
Lys Arg
AUG Met/start ACG/ AAG AGG G
GuUU GCU GAU GGU U
Asp
GUC GCC GAC GGC ©
G Val Ala Gly
GUA GCA GAA I GGA A
Glu
GUG GCG | GAG GGG G

Figura 8.8 0 cdédigo genético. Os trés nucleotideos em um cédon de
mRNA sdo denominados, respectivamente, primeira posi¢éo, segunda posi¢&o
e terceira posigdo do cédon no mRNA. Cada conjunto de trés nucleotideos es-
pecifica um aminodcido, representado por uma abreviatura de trés letras (veja a
Tabela 2.4, pagina 44). O cédon AUG, que especifica 0 aminodcido metionina,
também € o inicio da sintese proteica. A palavra Stop (parada) identifica os c6-
dons de terminacdo que sinalizam o encerramento da sintese proteica.

P Por que o cédigo genético é descrito como degenerado?

ribossomo, entdo, chega separado em suas duas subunidades, e o
mRNA e a cadeia polipeptidica recém-sintetizada sdo liberados. O
ribossomo, o mRNA e os tRNAs tornam-se, entio, disponiveis para
serem novamente utilizados.

O ribossomo se move ao longo do mRNA na dire¢ao 5 — 3’
Esse movimento do ribossomo permite a exposi¢do do cddon de
iniciagdo. Os ribossomos adicionais podem entdo montar e come-
¢ar a sintetizar proteina. Desse modo, normalmente hd uma série
de ribossomos unidos a um tnico mRNA, todos em varios estagios
de sintese proteica. Nas células procariéticas, a tradugdo do mRNA
em proteina pode comegar antes mesmo de a transcri¢do estar
completa (Figura 8.10). Como o mRNA ¢ produzido no citoplasma,
os cddons de iniciagdo de um mRNA que estdo sendo transcritos
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TRADUGAO
Ribossomo
DNA / @
MRNA Sitio P
tRNA
Proteina

< AC
Anticédon

MRNA

o Os componentes necessarios para
iniciar a traducao séo reunidos.

tRNA liberado

MRNA

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

Codon de Segundg
iniciacdo codon

e Na montagem do ribossomo, um tRNA carreando o
primeiro amino&cido é pareado com o cédon de
iniciacdo no mRNA. O lugar onde o primeiro tRNA se
estabelece é denominado sitio P. Um tRNA
transportando o segundo amino&cido se aproxima.

Cadeia

Leu’@ polipeptidica
nascente

e O ribossomo continua a se mover ao longo do mRNA
e novos aminoacidos séo adicionados ao
polipeptideo.

Figura 8.9 O processo de traducdo. O objetivo geral da tradugdo é produzir proteinas
utilizando mRNA como fonte de informagéo bioldgica. O ciclo complexo de eventos ilustrado
aqui mostra o papel primério do tRNA e dos ribossomos na decodificagdo dessa informagao.

O ribossomo atua como o local onde a informagéo codificada pelo mRNA é decodificada, bem
como o sitio onde os aminodcidos individuais s&o conectados em cadeias polipeptidicas. As
moléculas de tRNA atuam como os verdadeiros “tradutores” - uma extremidade de cada tRNA
reconhece um cédon de mRNA especifico, enquanto a outra transporta o aminodcido codifica-

do para aquele cédon.

P Por que este processo é chamado de traducédo?

estdo disponiveis aos ribossomos antes mesmo que a molécula inte-
gral de mRNA seja feita.

Nas células eucaridticas, a transcricdo acontece no nucleo.
O mRNA precisa ser completamente sintetizado e transportado
através da membrana nuclear para o citoplasma antes da trans-
cri¢do poder iniciar. Além disso, o RNA comega a ser processado
antes de deixar o nucleo. Nas células eucaridticas, as regides dos
genes que codificam as proteinas sdo frequentemente interrom-
pidas pelo DNA nio codificante. Dessa forma, os genes eucari-

oticos sdo compostos de éxons, as regides expressas do DNA, e
de introns, as regides intermedidrias do DNA que nao codificam
proteina. No nucleo, a RNA-polimerase sintetiza uma molécula
chamada de transcrito de RNA que contém cdpias dos introns.
Particulas denominadas pequenas ribonucleoproteinas nucle-
ares (snRNPs, de small nuclear ribonucleoproteins) removem os
introns e conectam os éxons. Em alguns organismos, os introns
agem como ribozimas que catalisam sua prépria remocao (Figu-
ra8.11).
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Formacéao da ligagao peptidica

e O segundo cédon de mRNA pareia com o tRNA
transportando o segundo aminoacido no sitio A. O primeiro
aminodcido se une ao segundo por uma ligagao peptidica.
Este liga o polipeptideo ao tRNA no sitio P.

Polipeptideo
liberado
,N\et‘ieu

A€
y Gly”
2N |

\ W
.

o

%, Yo

—

Gly

Cdédon de parada

a Quando o ribossomo alcanca um cédon de
parada, o polipeptideo é liberado.

Figura 8.9 0O processo de traducdo. (continuagéo)

% ot %

Em resumo, os genes sdo unidades de informacéo bioldgica co-
dificada pela sequéncia de bases nucleotidicas no DNA. Um gene é
expresso, ou transformado em um produto dentro da célula, pelos
processos de transcri¢do e tradugdo. A informagao genética trans-
portada no DNA ¢ transferida para uma molécula temporaria de
mRNA pela transcrigdo. A seguir, durante a tradugao, o mRNA di-
rige a montagem dos aminoacidos em uma cadeia polipeptidica:
um ribossomo se fixa a0 mRNA, os tRNAs enviam os aminodcidos
ao ribossomo, conforme orientado pela sequéncia de c6dons do
mRNA, e o ribossomo monta os aminoacidos na cadeia que serd a
proteina recém-sintetizada.

TESTE SEU CONHECIMENTO

» Qual o papel do promotor, da regido de terminacdo e do mRNA na
transcricdo? 8-4

Sitio E

®

O ribossomo se move
ao longo do mRNA.

a O ribossomo se move ao longo do mMRNA até o segundo tRNA
estar no sitio P. O préximo codon a ser traduzido é conduzido
ao sitio A. O primeiro tRNA ocupa agora o sitio E.

Nova proteina

\ MRNA

e Finalmente, o ultimo tRNA é liberado e o ribossomo
comeca a se desligar. O polipeptideo liberado forma uma
nova proteina.

» Como a produgio de mRNA em eucariotos difere do processo em
procariotos? 8-5

A regulacéo da expressao génica
bacteriana

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-6 Definir operon.

8-7 Explicar a regulagdo da express&o génica em bactérias por
indug&o, repressdo e repressdo catabdlica.

As maquinarias genética e metabolica da célula sdo integradas e
interdependentes. Lembre-se do Capitulo 5 que a célula bacteriana
realiza um nimero enorme de reagdes metabdlicas. A caracteristi-
ca comum de todas as reagdes metabolicas é que elas sdo catalisa-
das por enzimas. Lembre-se também (pagina 120) que a inibi¢ao
por retroalimentagdo impede uma célula de fazer rea¢des quimicas
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TRADUGAO Figura 8.10 Transcricéo e traducgéo simultanea em bactérias. A
micrografia e o diagrama mostram esses processos em um Unico gene bacte-
O DNA riano. Muitas moléculas de mRNA estéo sendo sintetizadas simultaneamente.
As moléculas mais longas de mRNA foram as primeiras a serem transcritas no
v mRNA promotor. Observe os ribossomos aderidos ao mMRNA recém-formado. Os poli-
’"?' peptideos recém-sintetizados ndo s&o mostrados.
% Proteina P Por que a traducéo pode comecar antes que a transcricédo esteja com-

pleta em procariotos, mas nido em eucariotos?

desnecessarias. Essa inibi¢do interrompe as enzimas que ja foram
sintetizadas. Examinaremos agora os mecanismos para prevenir a
sintese de enzimas que néo sao necessarias.

Vimos que os genes, por meio da transcri¢do e da tradugdo,
dirigem a sintese das proteinas, muitos das quais servem como en-
zimas — as proprias enzimas usadas no metabolismo celular. Como
a sintese de proteinas requer um gasto tremendo de energia, a re-
gulacdo da sintese proteica é importante para a economia energéti-
4 Direc#o da transcricdo RNA- DNA ca celular. A célula conserva energia produzindo somente aquelas

“polimerase proteinas necessarias em um momento especifico. Examinaremos
a seguir como as reacdes quimicas sdo reguladas pelo controle da
sintese das enzimas.

Muitos genes, talvez 60 a 80%, nio sao regulados, mas sio, ao
invés, constitutivos, significando que seus produtos sdo constan-
T RibosSOMo temente produzidos em uma velocidade fixa. Normalmente esses

Polirribossomo

genes, que estdo ligados efetivamente todo o tempo, codificam as
enzimas de que a célula necessita em quantidades muito grandes
para seus principais processos vitais; as enzimas da glicélise sdo
exemplos. A produgido de outras enzimas é regulada de modo que
elas estejam presentes somente quando necessario. O Trypanoso-
ma, o protozodrio parasita que causa a doenga do sono africana,
possui centenas de genes que codificam suas glicoproteinas de
superficie. Cada célula do protozodrio liga somente um gene de

MRNA
Direcéo da tradugao

Figura 8.11 O processamento do RNA em

Exon intron Exon intron Exon h L
células eucariéticas.
DNA
. . . . P Por que o RNA transcrito ndo pode ser usado
o No nicleo, um gene composto de éxons e introns é ara a traducio?

l transcrito a RNA pela RNA-polimerase. p gao:
RNA —
transcrito ks L ——

e O processamento envolve snRNPs no nulcleo para
remover RNA derivado de introns e processar

yte 0 RNA derivado de éxons em mRNA.
Y

e Apos esta modificagdo, 0 mMRNA maduro
viaja para o citoplasma, onde
dirige a sintese proteica.

MRNA

Nucleo

Citoplasma



FOCO CLINICO

Rastreando o virus do Oeste do Nilo (WNV, de West Nile virus)

Em 23 de agosto de 1999, um clinico especia-
lista em doengas infecciosas de um hospital ao
norte de Queens contactou o Departamento
de Saude da cidade de Nova York (NYCDOH)
para relatar dois pacientes com encefalite. Na
investigagcdo, o NYCDOH identificou inicial-
mente um agrupamento de seis pacientes com
encefalite, cinco dos quais apresentavam pro-
funda fraqueza muscular e requeriam suporte
respiratério. Nenhuma bactéria foi cultivada do
sangue ou fluido cerebrospinal dos pacientes.
Virus transmitidos por mosquitos sdo causa
comum de encefalite asséptica durante os
meses de verdo. Estes virus sdo denominados
arbovirus.

Arboviroses, doengas transmitidas por
artropodes, sdo viroses mantidas na natureza
por transmissé&o bioldgica entre hospedeiros
vertebrados suscetiveis por artrépodes que se
alimentam de sangue, como 0s mosquitos.

Sequenciamentos do &cido nucleico desses
isolados foram feitos no CDC em 23 de setem-
bro. A comparacdo das sequéncias de &cido
nucleico com outras anteriormente depositadas
em bancos de dados indicou que os virus eram
estreitamente relacionados ao virus do Oeste do
Nilo (WNV, veja a foto), o qual nunca havia sido
isolado no Hemisfério Ocidental.

Em 2007, o WNV foi encontrado em aves
em todos os estados americanos, excetuando o
Alaska e o Havai. O reconhecimento do WNV no
Hemisfério Ocidental no verdo de 1999 marcou a
primeira introdu¢do em uma histdria recente de
um flavivirus do Velho Mundo no Novo Mundo.
Os casos nos Estados Unidos nédo s&o os Unicos,

Australia
Egito
Franca
Israel
Italia
Kénia
Meéxico

Estados Unidos
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Uganda

entretanto, relatando atividades virais novas ou
intensificadas em humanos e outros animais.
Como em 2007, WNV causou encefalite em
humanos, no México e no Canad4, e incursdes
de flavivirus em novas dreas séo ocorréncias
que podem aumentar devido ao aumento do
comércio.

O WNV foi inicialmente isolado em 1937, no
distrito do Oeste do Nilo, em Uganda. No inicio
dos anos de 1950, cientistas reconheceram sur-
tos de encefalite causada pelo WNV no Egito e
em Israel. Inicialmente considerado um arbovirus
de menor importancia, o WNV tem sido relatado
como um importante problema de satide publica
e veterindria no Sul da Europa, na bacia Mediter-
ranea e na América do Norte.

Recentemente, pesquisadores estdo avalian-
do o genoma do virus em busca de dicas sobre
sua disseminac¢éo ao redor do mundo. O genoma
dos flavivirus consiste em RNA de fita simples
senso positivo, contendo 11.000 a 12.000 nucleo-
tideos (RNA positivo pode atuar como mRNA e
ser traduzido). O virus estd adquirindo muitas
mutacoes, e 0s pesquisadores estdo avaliando
estas ocorréncias para determinar sua dissemi-
nacéo.

1. Utilizando uma parte do genoma (mostrada
a seguir) que codifica proteinas virais, vocé
pode determinar o quanto estes virus sdo
similares? Vocé pode entender sua disper-
séo no mundo?

Determine os aminoacidos codificados
e os virus com base na porcentagem de
similaridade com a linhagem Uganda.
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Virus do Oeste do Nilo.
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2. Com base nos aminoédcidos, ha dois grupos

denominados clados.
Qual grupo é o mais velho?

. Os isolados norte-americano e australiano

acumularam muitas mutagdes, entdo mos-
tram ser mais recentes.

Calcule a porcentagem de diferenca
entre os nucleotideos para determinar
como os virus estdo relacionados
dentro do seu clado.

. Embora grupos geneticamente correlacio-

nados ou clados tenham sido observados, a
atual disseminacgdo do virus permanece sem
ser elucidada.

Fonte: Adaptado de dados do CDC.
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codifica um aminoacido diferente,
tirosina em vez de cisteina.
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Figura 8.16 Substituicdo de bases. Essa mutagdo leva a uma proteina alterada em uma célula-neta.

P Uma substituicéo de base sempre resultara em um aminoacido diferente?

modificar se o aminoacido néo estiver em uma porgao vital da pro-
teina, ou for muito semelhante quimicamente ao aminodcido original.

Tipos de mutacoes

O tipo mais comum de mutagdo envolvendo um tnico par de bases
¢ a substituicao de bases (ou mutagdo de ponto), em que uma tnica
base em um ponto na sequéncia do DNA ¢é substituida por uma
base diferente. Quando o DNA se replica, o resultado é uma subs-
tituigdo de um par de bases (Figura 8.16). Por exemplo, AT pode

ser substituido por GC, ou CG por GC. Se a troca de bases ocorrer
dentro de um gene que codifica uma proteina, o mRNA transcrito a
partir do gene transportara uma base incorreta naquela posicéo. Se
a substitui¢do de base resultar em uma substitui¢do de aminoacidos
na proteina sintetizada, essa altera¢io no DNA ¢é conhecida com
mutagio missense (Figuras 8.17a e 8.17h).

Os efeitos dessas mutagdes podem ser dramaticos. Por exem-
plo, a anemia falciforme é causada por uma unica alteragdo no gene
da globina, o componente proteico da hemoglobina. A hemoglo-
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DNA (fita codificante)
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(a) Molécula de DNA normal
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MRNA

Sequéncia de aminoacidos

(b) Mutagé@o missense
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(c) Mutacdo nonsense
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TA@TT@AA@@GATT

AUGAAGUUGG[UAA"
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(d) Mutagéo da fase de leitura

Figura 8.17 Tipos de mutacdes e seus efeitos nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas.

P Em que bases as mutacdes missense, nonsense e de fase de leitura sdo
distinguidas?

bina ¢ responsavel principalmente pelo transporte de oxigénio dos
pulmdes aos tecidos. Uma tinica mutagdo missense, uma alteragdo
de A para T em um local especifico, resulta na alteracido do acido
glutdmico para valina na proteina. O efeito dessa alteragdo é que a

forma da molécula de hemoglobina se modifica em condi¢des de
oxigénio baixo, alterando a forma das hemdcias, de modo que o
movimento das células por meio dos pequenos capilares é extensi-
vamente impedido.

Ao criar um codon de parada (sem sentido, ou nonsense) no
meio de uma molécula de mRNA, algumas substitui¢oes de base
impedem efetivamente a sintese de uma proteina funcional com-
pleta; somente um fragmento ¢ sintetizado. Assim, uma substitui-
¢do de base que resulta em um cddon sem sentido é denominada
mutagio nonsense (Figura 8.17¢).

Além das mutagoes de pares de bases, existem também alte-
ragdes no DNA denominadas mutagdes de fase de leitura (fra-
meshift), em que um ou alguns pares de nucleotideos sio removi-
dos ou inseridos no DNA (Figura 8.17d). Essas mutagdes podem
alterar a “fase de leitura da tradugao’, isto é, os agrupamentos de
trés nucleotideos reconhecidos como cédons pelo tRNA durante
a tradugdo. Por exemplo, a dele¢do de um par de nucleotideos no
meio de um gene causa alteragdes em muitos aminodcidos a jusante
do local da mutagio original. As mutagdes de fase de leitura quase
sempre resultam em uma longa sequéncia de aminodcidos altera-
dos e na producdo de uma proteina inativa do gene que sofreu mu-
tagdo. Na maioria dos casos, um cddon sem sentido serd eventual-
mente encontrado, e assim, encerrara a traduqéo.

Ocasionalmente, ocorrem mutagdes em que numeros signifi-
cativos de bases sdo adicionados (inseridos) em um gene. A doenga
de Huntington, por exemplo, é um distarbio neurologico progressi-
vo causado por bases extras inseridas em um gene especifico. A ra-
780 para essas inser¢des ocorrerem nesse gene em particular ainda
estd sendo estudada.

As substitui¢oes de base e as mutagdes de fase de leitura podem
ocorrer espontaneamente devido a erros ocasionais feitos durante
areplicacio do DNA. Essas mutagdes espontaneas aparentemente
ocorrem na auséncia da intervencdo de agentes causadores de mu-
tagoes. Os agentes no ambiente, como certos produtos quimicos e
a radiagdo, que produzem mutagdes direta ou indiretamente, sdo
denominados mutagénicos. Quase todos os agentes que podem
reagir quimica ou fisicamente com o DNA potencialmente causam
mutagdes. Uma ampla variedade de substancias quimicas, muitas
das quais sdo comuns na natureza ou nas residéncias, sdo mutagé-
nicos conhecidos. Muitas formas de radia¢do, incluindo os raios X
e a luz ultravioleta, também sao mutagénicos, como sera discutido
em breve.

No mundo microbiano, certas mutagdes resultam em resis-
téncia a antibidticos (veja o quadro no Capitulo 26, pagina 751) ou
patogenicidade alterada. Uma mutagdo em um gene que codifica
a membrana externa pode aumentar a patogenicidade; por exem-
plo, Salmonella typhimurium com a membrana externa alterada
pode sobreviver nos fagocitos. Uma mutagdo em um gene que co-
difique as capsulas pode resultar na redugdo da patogenicidade,
porque os fagocitos podem destruir as bactérias, como nos casos
do Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae e Neisseria
meningitidis.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/ Como uma mutacéo pode ser benéfica? 8-8
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Figura 8.18 Acido nitroso (HNO,) como mutagénico. O 4cido nitroso altera uma adenina,

de modo que ela pareia com a citosina em vez da timina.

P 0 que é um mutagénico?

Mutagénicos

Mutagénicos quimicos

Uma das muitas substancias quimicas sabidamente mutagénicas é
o acido nitroso. A Figura 8.18 mostra como a exposi¢do do DNA
ao acido nitroso pode converter a base adenina (A) em uma forma
que ndo mais pareia com a timina (T) e sim com a citosina (C).
Quando o DNA contendo essas adeninas modificadas se replica, a
molécula-filha do DNA terd uma sequéncia de pares de bases di-
ferente do DNA parental. No final, alguns pares de bases AT da

Figura 8.19 Analogos de nucleosideos e as

bases nitrogenadas que eles substituem. Um

nucleosideo é fosforilado, e o nucleotideo resultante é
utilizado para sintetizar DNA.

P Por que estas drogas matam as células?

OH H

Nucleosideos Adenina

Base nitrogenada normal

célula-mie serdo alterados para pares de bases GC na célula-neta.
O 4cido nitroso realiza uma alteragio de pares de bases especifica
no DNA. Assim como todos os mutagénicos, ele altera 0o DNA em
localiza¢des aleatdrias.

Outro tipo de mutagénico quimico é o analogo de nucleosi-
deo. Essas moléculas sdo estruturalmente similares as bases nitro-
genadas normais, mas possuem propriedades de pareamento de
bases levemente alteradas. Exemplos como a 2-aminopurina e a
5-bromouracila, sio mostrados na Figura 8.19. Quando os andlo-
gos de nucleosideo sdo dados as células em crescimento, eles sdo

Analogo
H

\
N—H

NH,

Nucleosideos 2-Aminopurina
(a) A 2-aminopurina é incorporada no DNA no lugar da adenina, mas pode parear com a citosina,

entdo o par AT se torna um par CG.

CH,OH

Nucleosideos Timina

Nucleosideos 5-bromouracila

(b) A 5-bromouracila é utilizada como uma droga contra o cancer porque € trocada por timina pelas
enzimas celulares. Na proxima replicagdo do DNA, um par AT se torna um par GC.
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Figura 8.20 A criacgéo e o reparo de um dimero de timina causa-
do pela luz ultravioleta. Apés a exposicdo a luz UV, as timinas adjacentes
podem fazer ligag8es cruzadas, formando um dimero de timina. Na auséncia
de luz visivel, o mecanismo de reparo por exciséo de nucleotideos é usado em
uma célula para reparar o dano.

P Como as enzimas de reparo por excisdo “sabem” qual é a fita incorreta?

incorporados aleatoriamente no DNA celular no lugar das bases
normais. Entao, durante a replicagio do DNA, os analogos causam
erros no pareamento de bases. As bases incorretamente pareadas
serdo copiadas durante a replicagdo subsequente do DNA, resul-
tando em substituigoes de pares de bases nas células da progénie.
Algumas drogas antivirais e antitumorais sdo analogos de nucleo-
sideo, incluindo a AZT (azidotimidina), uma das principais drogas
usadas no tratamento da infec¢ao por HIV.

Ainda outros mutagénicos quimicos causam pequenas dele-
¢Oes ou insergdes, que podem resultar em mutagdes de troca de
fase de leitura. Por exemplo, em certas condi¢es, o benzopireno,
que estd presente na fumaca e na fuligem, é um mutagénico de troca
de fase de leitura efetivo. A aflatoxina — produzida pelo Aspergillus
flavus, uma forma de bolor que cresce nos amendoins e nos graos
- é um mutagénico de troca de fase de leitura, assim como os co-
rantes acridina usados experimentalmente contra as infecgdes por
herpesvirus. Os mutagénicos de troca de fase de leitura geralmente
possuem o tamanho e as propriedades quimicas corretos para se
inserir entre os pares de base da hélice dupla de DNA. Eles podem
funcionar deslocando levemente as duas fitas do DNA, deixando
um intervalo ou uma protuberancia em uma das fitas. Quando as
fitas de DNA deslocadas sdo copiadas durante a sintese de DNA,
uma ou mais bases podem ser inseridas ou deletadas no novo DNA
de dupla fita. De modo interessante, mutagénicos de fase de leitura
frequentemente sdo carcinogénicos potentes.

Radiacéo

Os raios X e os raios gama sdo formas de radiacdo que sdo mutagéni-
cos potentes, devido a sua capacidade de ionizar dtomos e moléculas.
Os raios penetrantes da radiacdo ionizante fazem os elétrons salta-
rem de suas camadas habituais (veja o Capitulo 2). Esses elétrons
bombardeiam outras moléculas e causam mais dano, e muitos dos
ions e radicais livres resultantes (fragmentos moleculares com elé-
trons nio pareados) sdo altamente reativos. Alguns desses ions po-
dem se combinar com bases no DNA, resultando em erros na repli-
cagdo e no reparo do DNA, que produzem mutagdes. Um resultado
ainda mais sério ¢ a ruptura das ligacdes covalentes no esqueleto de
acticar-fosfato do DNA, que causa rupturas fisicas nos cromossomos.

Outra forma de radiacdo mutagénica é a luz ultravioleta (UV),
um componente ndo ionizante da luz solar comum. Contudo, o
componente mais mutagénico da luz UV (comprimento de onda
de 260 nm) ¢ filtrado pela camada de oz6nio da atmosfera. O efeito
mais importante da luz UV direta sobre o DNA ¢ a formagio de
ligagdes covalentes nocivas entre certas bases. As timinas adjacen-
tes em uma fita de DNA podem fazer ligacdes cruzadas, formando
dimeros de timina. Esses dimeros, a menos que reparados, podem
causar graves danos ou morte celular, pois a célula ndo pode trans-
crever ou replicar corretamente este DNA.

As bactérias e outros organismos possuem enzimas que po-
dem reparar o dano induzido por luz ultravioleta. As fotoliases,
também conhecidas como enzimas de reparo em presenca da luz,
utilizam energia da luz visivel para separar o dimero novamente
nas duas timinas originais. O reparo por excisao de nucleotideos,
mostrado na Figura 8.20, ndo é restrito ao dano induzido por luz
UV; ele também pode reparar as mutagdes de outras causas. As
enzimas retiram as bases incorretas e preenchem o intervalo com
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DNA recém-sintetizado, que é complementar a fita correta. Por
muitos anos, bidlogos questionaram como a base incorreta po-
deria ser distinguida da base correta se esta nao era fisicamente
distorcida como um dimero de timina. Em 1970, Hamilton Smi-
th respondeu esta questio com a descoberta das metilases. Essas
enzimas adicionam um grupo metil as bases imediatamente sele-
cionadas ap6s a produgio da fita de DNA. Uma endonuclease de
reparo, ento, corta a fita ndo metilada.

A exposi¢do a luz UV em seres humanos, como no bronzea-
mento excessivo, causa um grande numero de dimeros de timi-
na nas células da pele. Os dimeros nao reparados podem resultar
em cancer de pele. Os seres humanos com xerodermia pigmentar,
uma condigdo hereditaria que resulta em aumento na sensibili-
dade a luz UV, possuem um defeito no reparo por excisao de nu-
cleotideos; consequentemente, eles tém um risco maior de cancer
de pele.

A frequéncia de mutacéo

A taxa de mutagio ¢ a probabilidade de um gene sofrer mutagéo
quando a célula se divide. A taxa normalmente é apresentada como
uma poténcia de 10 e, como as mutagdes sdo muito raras, 0 ex-
poente é sempre um numero negativo. Por exemplo, se existe uma
chance em 10 mil de que um gene sofra mutagdo quando a célula se
divide, a taxa de mutacdo é 1/10.000, que é expresso como 10™. Os
erros espontineos na replicagdo do DNA ocorrem em taxas muito
baixas, talvez somente uma vez em 10’ pares de bases replicados
(uma taxa de mutagdo de 10”). Como o gene médio tem cerca de
10° pares de bases, a taxa espontinea de mutacio é cerca de uma
vez a cada 10° (um milhio) de genes replicados.

As muta¢des normalmente ocorrem de modo relativamente
aleatdrio ao longo de um cromossomo. A ocorréncia de muta-
¢Oes aleatorias em baixa frequéncia é um aspecto essencial da
adaptagdo das espécies ao seu ambiente, pois a evolugdo requer
que a diversidade genética seja gerada aleatoriamente e em ta-
xas reduzidas. Por exemplo, em uma populacio bacteriana de
tamanho significativo — digamos, maior que 10" células - al-
gumas células novas mutantes sempre serdo produzidas a cada
geracdo. A maioria das mutagdes é nociva e provavelmente re-
movida do pool genético quando a célula individual morre, ou
é neutra. Contudo, algumas muta¢des podem ser benéficas. Por
exemplo, uma mutagio que confere resisténcia aos antibidticos é
benéfica para uma populacio de bactérias que seja regularmente
exposta a antibidticos. Uma vez que essa caracteristica surja atra-
vés da mutagio, as células que transportam o gene mutado tém
mais probabilidade de sobreviver e se reproduzir contanto que o
ambiente permaneca o mesmo. Em pouco tempo, a maioria das
células na populagio terd o gene; uma alteragio evolutiva tera
ocorrido, embora em pequena escala.

Um mutagénico geralmente aumenta a taxa espontanea de
mutagio, que é cerca de uma vez a cada 10° genes replicados, por
um fator de 10 a 1.000 vezes. Em outras palavras, na presenca de
um mutagénico, a taxa normal de 10°° mutagées por gene replicado
torna-se uma taxa de 10”°a 10~ por gene replicado. Os mutagénicos
sdo usados experimentalmente para aumentar a producédo de célu-
las mutantes, para pesquisar as propriedades genéticas dos micro-
-organismos e para objetivos comerciais.

TESTE SEU CONHECIMENTO

» Como as mutagOes sdo causadas pelos agentes quimicos e pela radia-
cdo? 8-9

» Como as mutagdes podem ser reparadas? 8-10

o Como as mutagdes afetam a taxa de mutagio? 8-11

Identificando mutantes

Os mutantes podem ser detectados por sele¢do ou teste para um
fenotipo alterado. Se nenhum mutagénico é usado, as células mu-
tantes com mutagoes especificas sempre serdo raras, comparado
a outras células na populagdo. O problema é detectar esse evento
raro.

Os experimentos em geral sio realizados com bactérias, pois
elas se reproduzem rapidamente; assim, um grande numero de or-
ganismos (mais de 10° por mililitro de caldo nutriente) pode facil-
mente ser usado. Além disso, como as bactérias em geral possuem
somente uma copia de cada gene por célula, os efeitos de um gene
mutado nio sdo mascarados pela presenc¢a de uma versao normal
do gene, como em muitos organismos eucariéticos.

A sele¢io positiva (direta) envolve a detecgdo das células
mutantes pela rejeicdo das células parentais ndo mutadas. Por
exemplo, suponha que estivéssemos tentando descobrir bactérias
mutantes resistentes a penicilina. Quando as células bacterianas
sdo colocadas em um meio contendo penicilina, o mutante pode
ser identificado diretamente. As poucas células na populacio que
sdo resistentes (mutantes) crescerdo e formarao coldnias, enquan-
to as células parentais normais, sensiveis a penicilina, nido poderéo
crescer.

Para identificar muta¢cdes em outros tipos de genes, a selegiao
negativa (indireta) pode ser usada. Esse processo seleciona uma
célula que ndo pode realizar certa fun¢io, utilizando a técnica de
placas réplicas. Por exemplo, suponha que desejassemos utilizar
placas réplicas para identificar uma célula bacteriana que perdeu
a capacidade de sintetizar o aminodcido histidina (Figura 8.21).
Primeiro, cerca de 100 células bacterianas sdo inoculadas em uma
placa de agar. Essa placa, denominada placa mestre, contém um
meio com histidina em que todas as células irdo crescer. Apos 18
a 24 horas de incubagéo, cada célula se reproduz para formar uma
colonia. Entdo, um coxim de material estéril, como latex, papel
filtro ou veludo, é pressionado sobre a placa mestre, e algumas das
células de cada colonia aderem-se ao veludo. A seguir, o veludo ¢
pressionado sobre duas (ou mais) placas estéreis. Uma placa con-
tém um meio com histidina, e a outra contém um meio sem his-
tidina em que as bactérias originais, ndo mutantes, podem cres-
cer. Qualquer coldnia que crescer no meio com histidina na placa
mestre, mas que ndo puder sintetizar sua propria histidina, ndo
sera capaz de crescer no meio sem histidina. A colénia mutante
pode entdo ser identificada na placa mestre. E claro que, como os
mutantes sdo muito raros (mesmo aqueles induzidos por mutagé-
nicos), muitas placas precisam ser selecionadas com essa técnica
para isolar um mutante especifico.

A placa réplica é um meio muito efetivo de isolar mutantes
que necessitam de um ou mais fatores novos de crescimento. Qual-
quer micro-organismo mutante com uma necessidade nutricional
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Figura 8.21 Placas réplicas. Nesse exemplo, o mutante auxotréfico ndo pode sintetizar histi-

dina. As placas devem ser marcadas cuidadosamente (aqui, com um X) para manter a orientagéo, de
modo que as posi¢des das coldnias sejam conhecidas em relacdo a placa mestre original.

P 0 que é um auxotréfico?

que esteja ausente na parental é conhecido como auxotréfico. Por
exemplo, um organismo auxotréfico pode néo ter a enzima neces-
sdria para sintetizar um aminodcido especifico e, portanto, neces-
sita daquele aminoacido como fator de crescimento em seu meio
nutriente.

Identificando carcinégenos quimicos

Muitos mutagénicos conhecidos foram reconhecidos como car-
cindgenos, substincias que causam cancer em animais, incluindo
os seres humanos. Em anos recentes, substincias quimicas no am-
biente, no local de trabalho e na dieta foram implicadas como cau-
sa de cAncer em seres humanos. As cobaias costumeiras dos testes
para determinar os carcindgenos potenciais sio animais, e 0s pro-
cedimentos de teste sdo demorados e caros. Atualmente, existem
procedimentos mais rapidos e mais baratos para a triagem preli-
minar de carcindgenos potenciais. Um desses, denominado teste
de Ames, utiliza bactérias como indicadores de carcindgenos.

O teste de Ames baseia-se na observa¢iao de que a exposi¢do
de bactérias mutantes a substancias mutagénicas pode causar no-
vas mutagdes que invertem o efeito (a altera¢do no fenotipo) da
mutagdo original. Elas sio denominadas reversiveis. Especifica-
mente, o teste mede a reversdo dos auxotréficos para histidina da
Salmonella (células His™, mutantes que perderam a capacidade de
sintetizar histidina) para células que sintetizam histidina (His")
apds o tratamento com um mutagénico (Figura 8.22). As bactérias
sdo incubadas tanto na presen¢a quanto na auséncia da substincia
a ser testada. Uma vez que as enzimas animais devem ativar mui-
tos quimicos em formas que sdo quimicamente reativas para que a
atividade mutagénica ou carcinogénica apareca, a substincia qui-
mica a ser testada e as bactérias mutantes sdo incubadas junto com
extrato de figado de rato, uma fonte rica em enzimas de ativagao.
Se a substancia a ser testada for mutagénica, causara a reversao das
bactérias His™ para bactérias His" em uma taxa maior que a taxa de
reversio espontanea. O numero de revertentes observados fornece
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gue perderam a experimental; extrato incubadas a 37°C por dois esponténeos sintetizadores de histidina. As
capacidade de de figado de rato (um dias. Somente as bactérias placas de teste mostrardo um aumento no
sintetizar histidina ativador) é cujo fenoétipo numero de revertentes que sintetizam histidina
(histidina-dependentes). adicionado a ambas histidina-dependente sofreu se a substancia quimica em teste for realmente
as amostras. reverséo para sintetizadora de um mutageénico e carcindgeno potencial. Quanto
histidina cresceréo em maior a concentracdo do mutagénico usado,
colbnias. mais coldnias revertentes surgirao.

Figura 8.22 O teste de mutacéo reversa de Ames.

P Todos os mutagénicos causam cancer?

uma indica¢do do grau que uma substancia é mutagénica, e assim, = TESTE SEU CONHECIMENTO
possivelmente carcinogénica.

O teste pode ser usado de muitas formas. Varios mutagéni-
cos potenciais podem ser testados qualitativamente ao se colocar ~ ~/ Qual 0 principio por trés do teste de Ames? 8-13
as substancias quimicas individuais em pequenos discos de papel
em uma Unica placa inoculada com bactérias. Além disso, misturas Transferéncia genéti ca e recombin 8950
como vinho, sangue, condensados de fumaga e extratos de alimen-
tos também podem ser testadas para verificar se contém substan-
cias mutagénicas. Cerca de 90% das substancias que tiveram o seu
papel mutagénico evidenciado pelos testes de Ames também mos-
traram ser carcinogénicas em animais.

A/ Como vocé poderia isolar uma bactéria antibidtico-resistente? 8-12

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
8-14 Diferenciar transferéncia génica horizontal e vertical.

8-15 Comparar os mecanismos de recombinacgéo genética nas
bactérias.

8-16 Descrever as fungdes de plasmideos e transposons.
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Figura 8.24 0 experimento de Griffith, demonstrando a transformacéo genética. (a)
Bactérias encapsuladas vivas causaram doenga e morte quando injetadas em um camundongo. (b)
Bactérias ndo encapsuladas vivas sdo prontamente destruidas pelas defesas fagociticas do hospedei-
ro, e assim o camundongo permaneceu sauddvel apds a injecdo. (€) Apés serem mortas pelo calor,
as bactérias encapsuladas perderam a capacidade de causar doenca. (d) Entretanto, a combinagéo
de bactérias ndo encapsuladas vivas e bactérias encapsuladas mortas pelo calor (nenhuma delas, iso-
ladamente, causa doenga) produziu doencga. De alguma maneira, as bactérias ndo encapsuladas vivas
foram transformadas pelas bactérias encapsuladas mortas, de modo que elas adquiriram a habilidade
de formar uma cépsula, e assim, causar doenga. Os experimentos posteriores provaram que o fator de

transformacdo era o0 DNA.

P Por que as bactérias encapsuladas mataram o camundongo, enquanto as bactérias nédo en-

capsuladas néo o fizeram? 0 que causou a morte do camundongo em (d)?

Investigagdes posteriores, com base na pesquisa de Griffith,
revelaram que a transformagdo bacteriana poderia ser realizada
sem os camundongos. Um caldo foi inoculado com bactérias nao
encapsuladas vivas. Bactérias encapsuladas mortas foram entao
adicionadas ao caldo. Ap6s a incubagéo, descobriu-se que a cultu-
ra continha bactérias vivas encapsuladas e virulentas. As bactérias
ndo encapsuladas foram transformadas; elas adquiriram uma nova
caracteristica hereditaria incorporando os genes das bactérias en-
capsuladas mortas.

O proximo passo foi extrair varios componentes quimicos das
células mortas, para determinar que componente causou a transfor-
magio. Esses experimentos cruciais foram realizados nos Estados
Unidos por Oswald T. Avery e seus colegas Colin M. MacLeod e
Maclyn McCarty. Apds anos de pesquisa, eles anunciaram em 1944
que o componente responsavel pela transformagao do S. pneumo-
niae inofensivo em linhagens virulentas era 0o DNA. Seus resultados
forneceram uma das indicagdes conclusivas de que o DNA é real-
mente o transportador da informagéo genética.
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Figura 8.25 O mecanismo da transformacéo genética em bacté-
rias. Alguma similaridade é necessaria para o DNA doador e o DNA re-
ceptor se alinharem. Genes a, b, ¢ e d podem ser mutagdes de A, B, C e D.

P Que tipo de enzima corta o DNA doador?

Desde a época do experimento de Griffith, informagdes consi-
deraveis foram reunidas sobre a transformagcéo. Na natureza, algu-
mas bactérias, talvez apos a morte e a lise celular, liberam seu DNA
no ambiente. Entdo, outras bactérias podem encontrar o DNA e,
dependendo da espécie e das condigdes de crescimento, captar
fragmentos do DNA e os integrar em seus proprios cromossomos
por recombinac¢do. A proteina denominada RecA (veja a Figura
3.11a, pagina 65) liga-se ao DNA celular e, entdo, ao DNA doa-
dor, causando a troca de fitas. Uma célula receptora com essa nova
combinagio de genes é um tipo de hibrido, ou célula recombinan-
te (Figura 8.25). Todos os descendentes desta célula recombinante
serdo idénticos a ela. A transformagdo ocorre naturalmente entre

poucos géneros de bactérias, incluindo Bacillus, Hemophilus, Neis-
seria, Acinetobacter e certas linhagens dos géneros Streptococcus e
Staphylococcus.

A transformacio funciona melhor quando as células doado-
ra e receptora sdo intimamente relacionadas. Mesmo que somente
uma pequena por¢ido do DNA de uma célula seja transferida ao
receptor, a molécula que deve passar através da parede e da mem-
brana celular do receptor ainda é muito grande. Quando uma cé-
lula receptora esta em um estado fisioldgico em que pode captar o
DNA doador, é descrita como competente. A competéncia resulta
de alteracoes na parede celular, tornando-a permeavel a moléculas
grandes de DNA.

A bactéria E. coli, bem compreendida e amplamente utilizada,
nio é naturalmente competente para a transformag¢io. Porém, um
simples tratamento laboratorial permite que a E. coli capte facil-
mente 0o DNA. A descoberta desse tratamento permitiu aos pesqui-
sadores utilizarem a E. coli para engenharia genética, discutida no
Capitulo 9.

Conjugacéo em bactérias

Outro mecanismo pelo qual o material genético é transferido
de uma bactéria para outra é conhecido como conjugagio. A
conjugacdo ¢ mediada por um tipo de plasmideo, um fragmento
circular de DNA que se replica de modo independente do cro-
mossomo da célula (discutido na pdgina 238). Entretanto, os
plasmideos diferem dos cromossomos bacterianos, pois os ge-
nes que eles transportam normalmente ndo sdo essenciais para
o crescimento da célula sob condi¢des normais. Os plasmideos
responsaveis pela conjugacao sao transmissiveis entre as células
durante a conjugagio.

A conjugagdo difere da transformagdo em dois aspectos
principais. Primeiro, a conjugagdo requer o contato direto célu-
la a célula. Segundo, as células em conjugacdo geralmente devem
ser de tipos opostos de acasalamento; as células doadoras devem
transportar o plasmideo, e as células receptoras normalmente nao.
Em bactérias gram-negativas, o plasmideo transporta genes que
codificam a sintese de pili sexuais, proje¢des da superficie da cé-
lula doadora que entram em contato com a receptora e auxiliam
a unir as duas células em contato direto (Figura 8.26a). As células
bacterianas gram-positivas produzem moléculas aderentes de su-
perficie, que fazem as células entrar em contato direto umas com
as outras. No processo de conjugacio, o plasmideo é replicado du-
rante a transferéncia de uma cépia do filamento simples do DNA
do plasmideo para o receptor, onde o filamento complementar é
sintetizado (Figura 8.26b).

Como a maioria dos trabalhos experimentais sobre conjuga-
¢ao foi realizada com E. coli, descreveremos o processo neste or-
ganismo. Na E. coli, o fator F (fator de fertilidade) foi o primeiro
plasmideo observado a ser transferido entre as células durante a
conjugacdo. Doadores transportando fatores F (células F*) trans-
ferem o plasmideo aos receptores (células F'), que, como resulta-
do, tornam-se células F* (Figura 8.27a). Em algumas células trans-
portando fatores E, o fator se integra ao cromossomo, convertendo
a célula F* em uma célula Hfr (alta frequéncia de recombinagio,
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(a) Pilus sexual

Figura 8.26 Conjugacéo bacteriana.

P 0 que é uma célula F*?

de High Frequency of recombination) (Figura 8.27b). Quando a
conjugagdo ocorre entre uma célula Hfr e uma célula F~, o cro-
mossomo da célula Hfr (com seu fator F integrado) se replica, e
uma fita parental do cromossomo ¢é transferida para a célula re-
ceptora (Figura 8.27¢). A replicagdo do cromossomo Hfr se inicia
no meio do fator F integrado, e um pequeno fragmento do fator F
conduz os genes cromossémicos para a célula F". Normalmente,
o cromossomo se rompe antes de ser transferido por completo.
Uma vez dentro da célula receptora, o DNA doador pode se re-
combinar com o DNA receptor. (O DNA doador que néo estiver
integrado sera degradado.) Desse modo, pela conjuga¢do com
uma célula Hfr, uma célula F~ pode adquirir novas versoes de ge-
nes cromossomicos (assim como na transformagio). Contudo, ela
permanece uma célula F, pois ndo recebeu um fator F completo
durante a conjugagao.

A conjugagio é usada para mapear a localizagdo de genes em
um cromossomo bacteriano (veja a Figura 8.1b). Os genes para a
sintese de treonina (thr) e leucina (leu) sdo os primeiros no sen-
tido hordrio a partir do 0. Suas localiza¢des foram determinadas
por experimentos de conjugac¢do. Imagine que uma conjugagio é
permitida por somente um minuto entre uma linhagem Hfr, que é
his’, pro”, thr' e leu’, e uma linhagem F, que é his ", pro_, thr eleu".
Se F~adquirir a habilidade de sintetizar a treonina, entao o gene thr
estara localizado no comego do cromossomo, entre 0 e 1 minuto. Se
ap6s 2 minutos a célula F~ se tornar thr' e leu’, a ordem desses dois
genes no cromossomo deve ser thr, leu.

Transducdo em bactérias

Um terceiro mecanismo de transferéncia genética entre bactérias é
a transducio. Nesse processo, 0 DNA bacteriano ¢é transferido de
uma célula doadora para uma célula receptora dentro de um virus
que infecta bactérias, denominado bacteriéfago, ou fago. (Os fagos
serdo discutidos no Capitulo 13.)

(b) Ponte de conjugacgéo

1um 0,3um

Para compreender como a transdugdo funciona, vamos consi-
derar o ciclo de vida de um tipo de fago transdutor de E. coli; este
fago realiza uma transdugio generalizada (Figura 8.28).

Durante a reprodugédo dos fagos, o DNA e a proteina sio sinte-
tizados pela célula bacteriana hospedeira. O DNA do fago deve ser
empacotado dentro do capsideo proteico que o recobre. Entretan-
to, 0 DNA bacteriano, o DNA plasmidial ou até mesmo o DNA de
outro virus podem ser empacotados dentro do capsideo proteico.

Todos os genes contidos dentro de uma bactéria infec-

tada por um fago transdutor generalizado tém proba-
bilidades iguais de serem empacotados em um revestimento de
fago e transferidos. Em outro tipo de transdu¢io, denominado
transducio especializada, somente certos genes bacterianos sdo
transferidos. Em um tipo de transdugéo especializada, o fago co-
difica certas toxinas produzidas por seus hospedeiros bacterianos,
como a toxina diftérica para o Corynebacterium diphteriae, a toxi-
na eritrogénica para o Streptococcus pyogenes e a toxina Shiga para
a E. coli O157:H7. A transdugdo especializada serd discutida no
Capitulo 13 (pagina 382). Além da mutacéo, da transformagio e
da conjugagio, a transdugio é outro mecanismo pelo qual as bac-
térias adquirem novos gendtipos.

TESTE SEU CONHECIMENTO

/" Diferencie transferéncia génica horizontal e vertical. 8-14

o Compare a conjugacéo entre os seguintes pares: F* x F, Hfr x F.
8-15

Plasmideos e transposons

Os plasmideos e os transposons sdo elementos genéticos que for-
necem mecanismos adicionais para a modificagido genética. Eles
ocorrem nos organismos procarioticos e eucarioticos, mas esta dis-
cussdo focaliza seu papel na alteragdo genética em procariotos.
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(b) Quando um fator F torna-se integrado no cromossomo de uma célula F*, transforma-a em uma célula de alta frequéncia de recombinagéo (Hfr).
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(c) Quando um doador Hfr passa uma por¢ao do seu cromossomo para um receptor F~, o resultado é uma célula recombinante F~.

Figura 8.27 Conjugacio em E. coli.

P Como a conjugacdo difere da transformacéao?

Plasmideos

Lembre-se do Capitulo 4 (pagina 95) que os plasmideos sao frag-
mentos de DNA que sio autorreplicantes, circulares, contendo
genes, com cerca de 1 a 5% do tamanho do cromossomo bac-
teriano (Figura 8.29a). Eles sdo encontrados principalmente em
bactérias, mas também em alguns micro-organismos eucarioti-
cos, como Saccharomyces cerevisiae. O fator F é um plasmideo

conjugativo que transporta os genes para os pili sexuais e para
a transferéncia do plasmideo para outra célula. Embora os plas-
mideos geralmente sejam dispensaveis, em certas condi¢des os
genes transportados pelos plasmideos podem ser cruciais para a
sobrevivéncia e o crescimento da célula. Por exemplo, os plasmi-
deos de dissimilagdo codificam enzimas que ativam o catabo-
lismo de certos aguicares e hidrocarbonetos incomuns. Algumas



Microbiologia 239

espécies de Pseudomonas podem utilizar substancias exoticas
como o tolueno, a canfora e os hidrocarbonetos do petréleo
como fontes principais de carbono e energia, pois possuem enzi-
mas catabolicas codificadas por genes transportados em plasmi-
deos. Essas capacidades especializadas permitem a sobrevivéncia
dos micro-organismos em ambientes muito diversos e desafia-
dores. Devido a sua capacidade para degradar e detoxificar uma
variedade de compostos incomuns, muitos deles estio sendo in-
vestigados para um possivel uso na limpeza do lixo ambiental
(veja o quadro no Capitulo 2, pagina 33).

Outros plasmideos codificam proteinas que aumentam a pa-
togenicidade de uma bactéria. A linhagem de E. coli que causa a
diarreia infantil e a diarreia do viajante transporta plasmideos que
codificam a produgéo de toxinas e a fixagdo bacteriana as células
intestinais. Sem esses plasmideos, a E. coli é um residente inofensi-
vo do intestino grosso; com eles, é patogénica. Outras toxinas co-
dificadas por plasmideos incluem a toxina esfoliativa do Staphylo-
coccus aureus, a neurotoxina do Clostridium tetani e as toxinas do
Bacillus anthracis. Outros plasmideos contém genes para a sintese
de bacteriocinas, proteinas téxicas que matam outras bactérias.
Esses plasmideos foram encontrados em muitos géneros bacteria-
nos, sendo marcadores uteis para a identifica¢do de certas bacté-
rias em laboratérios clinicos.

Os fatores R (fatores de resisténcia) sio plasmideos que
possuem importancia médica significativa. Eles foram desco-
bertos no Japao, no final da década de 50, ap6s varias epidemias
de disenteria. Em algumas dessas epidemias, o agente infeccioso
era resistente ao antibidtico costumeiro. Ap6s o isolamento, des-
cobriu-se também que o patogeno era resistente a uma série de
antibidticos diferentes. Além disso, outras bactérias normais dos
pacientes (como a E. coli) também demonstraram ser resistentes.
Os pesquisadores logo descobriram que estas bactérias adquiri-
ram resisténcia por meio da disseminagdo de genes de um orga-
nismo para outro. Os plasmideos que mediaram essa transferéncia
sdo os fatores R.

Os fatores R transportam genes que conferem a célula hos-
pedeira resisténcia a antibidticos, metais pesados ou toxinas ce-
lulares. Muitos fatores R contém dois grupos de genes. Um gru-
po ¢ denominado fator de transferéncia de resisténcia (FITR) e
inclui genes para replicacdo do plasmideo e conjugagdo. O ou-
tro grupo, o determinante-r, possui os genes de resisténcia; ele
codifica a produ¢do de enzimas que inativam certas drogas ou
substéincias toxicas (Figura 8.29b). Diferentes fatores R, quando
presentes na mesma célula, podem se recombinar para produzir
fatores R com novas combinag¢des de genes em seus determinan-
tes-r.

Em alguns casos, o acumulo de genes de resisténcia dentro de
um unico plasmideo é notavel. Por exemplo, a Figura 8.29b mostra
um mapa genético do plasmideo de resisténcia R100. H4 genes de
resisténcia transportados neste plasmideo para sulfonamidas, es-
treptomicina, cloranfenicol e tetraciclina, bem como genes para a
resisténcia ao mercurio. Esse plasmideo particular pode ser trans-
ferido entre uma série de espécies entéricas, incluindo Escherichia,
Klebsiella e Salmonella.

Os fatores R apresentam problemas muito sérios no tratamen-
to de doengas infecciosas com antibiéticos. O uso disseminado de
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Figura 8.28 Transducéo por um bacteriéfago. E mostrada aquia
transdugdo generalizada, na qual o DNA bacteriano pode ser transferido de
uma célula a outra.

P 0 que é transducéo?

antibioticos em medicina e agricultura (veja o quadro no Capitulo
20, pagina 577) levou a sobrevivéncia preferencial (sele¢do) de bac-
térias com fatores R; assim, as populagdes de bactérias resistentes
crescem cada vez mais. A transferéncia de resisténcia entre as cé-
lulas bacterianas de uma populagéo, e até mesmo entre as bactérias
de diferentes géneros, também contribui para o problema. A ca-
pacidade de se reproduzir sexualmente com membros de sua pré-
pria espécie define um eucarioto. Contudo, uma espécie bacteriana
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Figura 8.29 Fator R, um tipo de plasmideo. (a) Plasmideos isolados de bactérias Bacterio-
ides fragilis que codificam a resisténcia ao antibiético clindamicina. (b) Um diagrama de um fator R,
que possui duas partes: o FTR contém genes necessérios para a replicagéo e a transferéncia do plas-
mideo por conjugagdo, e o determinante-r transporta 0s genes para a resisténcia a quatro antibiéticos
diferentes e mercurio (su/ = resisténcia a sulfonamida, str = resisténcia a estreptomicina, cm/ = re-
sisténcia ao cloranfenicol, tet = resisténcia a tetraciclina, mer = resisténcia ao mercirio); 0s nimeros

séo pares de base x 1.000.

P Por que os fatores R sdo importantes no tratamento de doencas infecciosas?

pode conjugar e transferir plasmideos para outras espécies. Neis-
seria pode ter adquirido seu plasmideo produtor de penicilinase
de Streptococcus, e Agrobacterium pode transferir plasmideos para
células vegetais (veja a Figura 9.20, pagina 265). Plasmideos nao
conjugativos podem ser transferidos de uma célula para outra ao
se introduzirem em um plasmideo conjugativo ou em um cromos-
somo, ou por transformac¢io quando sdo liberados de uma célula
morta. A inser¢do é possivel devido a uma sequéncia de insergéo,
que sera discutida em breve.

Os plasmideos sdao uma ferramenta importante na engenharia
genética, discutida no Capitulo 9 (pagina 250).

Transposons

Os transposons sao pequenos segmentos de DNA que podem se
mover (ser “transpostos”) de uma regido de uma molécula de DNA
para outra. Esses fragmentos de DNA possuem de 700 a 40.000 pa-
res de bases de comprimento.

Na década de 1950, a geneticista norte-americana Barbara
McClintock descobriu transposons no milho, mas eles ocorrem
em todos os organismos e tém sido estudados mais cuidadosa-
mente em micro-organismos. Eles podem se mover de um local

para outro no mesmo Cromossomo, ou para outro cromossomo
ou plasmideo. Como vocé pode imaginar, o movimento frequente
dos transposons poderia ter um efeito devastador dentro de uma
célula. Por exemplo, 4 medida que os transposons se movem nos
cromossomos, eles podem se inserir dentro dos genes, tornando-
-os inativos. Felizmente, a ocorréncia da transposi¢io é relativa-
mente rara. A frequéncia da transposi¢do é comparavel a taxa de
mutagio espontinea que ocorre nas bactérias — isto é, de 10” a
107 por geragao.

Todos os transposons contém a informagao para sua propria
transposi¢ao. Como mostrado na Figura 8.30a, os transposons
mais simples, também denominados sequéncias de inser¢io (SI),
contém somente um gene que codifica uma enzima (transposase,
que catalisa a clivagem e a remontagem do DNA que ocorrem na
transposi¢do) e sitios de reconhecimento. Os sitios de reconheci-
mento sdo sequéncias curtas do DNA repetidas e invertidas, que a
enzima reconhece como sitios de recombinagéo entre o transpo-
sON € 0 Cromossomo.

Os transposons complexos também transportam outros ge-
nes ndo conectados ao processo de transposi¢ao. Por exemplo, os
transposons bacterianos podem conter genes para enterotoxinas ou
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Si1
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ACTTACTGAT ATCAGTAAGT

Gene da transposase
TGAATGACTA TAGTCATTCA

\ J \ J
Repeticdo invertida Repeticéo invertida
(a) Uma sequéncia de insergéo (Sl), o transposon mais simples, contém um
gene para a transposase, a enzima que catalisa a transposicao. O gene da
transposase esté ligado em cada extremidade a sequéncias de repeticdo
invertidas (RI) que funcionam como sitios de reconhecimento para o
transposon. SI1 é um exemplo de uma sequéncia de inser¢do, mostrada
aqui com sequéncias RI simplificadas.

Tn5

(b) Os transposons complexos transportam outros materiais genéticos além
dos genes da transposase. O exemplo mostrado aqui, Tn5, carreia o gene
para a resisténcia a canamicina e possui copias completas da sequéncia de
inser¢éo Sl1 em cada extremidade.

ACT
E=ficTs
AT ATCAGTAAGT
Gene da transposase
TGAATGACTA TA

S

o A transposase corta 0 DNA, deixando extremidades coesivas.

SI1
e As extremidades coesivas do transposon e o DNA-alvo se anelam.

(c) Alinsergao do transposon Tn5 no plasmideo R100.
Figura 8.30 Transposons e inserc¢éo.

P Por que os transposons algumas vezes sdo denominados genes salta-
dores?

para a resisténcia a antibioticos (Figura 8.30b). Plasmideos como os
fatores R frequentemente sdo compostos de um conjunto de trans-
posons (Figura 8.30c).

Os transposons com genes de resisténcia a antibioticos sdo de
interesse pratico, mas nao existe limitagdo nos tipos de genes que
os transposons podem ter. Portanto, os transposons fornecem um
mecanismo natural para o movimento de genes de um cromosso-
mo para outro. Além disso, como podem ser transportados entre
células em plasmideos ou virus, eles também podem se disseminar
de um organismo para outro ou até mesmo de uma espécie para
outra. Por exemplo, a resisténcia a vancomicina foi transferida de
Enterococcus faecalis para Staphylococcus aureus via um transposon
denominado Tn1546. Os transposons sdo, entdo, mediadores pode-
rosos da evolugio nos organismos.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o Que tipos de genes os plasmideos transportam? 8-16

Genes e evolucédo

OBJETIVO DO APRENDIZADO
8-17 Discutir como a mutacéo genética e a recombinagéo fornecem
material para a ocorréncia da sele¢éo natural.

Vimos como a atividade dos genes pode ser controlada pelos
mecanismos reguladores internos da célula e como os genes em si
podem ser alterados ou redistribuidos por mutagio, transposi¢ao
e recombinac¢io. Todos esses processos fornecem diversidade aos
descendentes das células. A diversidade fornece o material bruto
para a evolugdo, e a selecdo natural a perpetua. A sele¢do natural
atuara em diversas populagdes para assegurar a sobrevivéncia dos
individuos aptos aquele ambiente especifico. Os diferentes tipos de
micro-organismos que existem hoje sdo o resultado de uma lon-
ga historia de evolugdo. Os micro-organismos tém continuamente
sido modificados devido a alteragoes em suas propriedades genéti-
cas e a aquisicdo de adapta¢des a muitos habitats diferentes.

TESTE SEU CONHECIMENTO

" A selegdo natural significa que o ambiente favorece a sobrevivéncia de
alguns gendtipos. De onde vem a diversidade nos gendtipos? 8-17



