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APRESENTAGAO

Caro aluno

A proposta editorial deste Caderno de Estudos e Pesquisa retine elementos que se entendem necessarios
para o desenvolvimento do estudo com seguranga e qualidade. Caracteriza-se pela atualidade, dinamica
e pertinéncia de seu conteudo, bem como pela interatividade e modernidade de sua estrutura formal,

adequadas a metodologia da Educagédo a Distancia — EaD.

Pretende-se, com este material, leva-lo a reflexdo e & compreensao da pluralidade dos conhecimentos a
serem oferecidos, possibilitando-lhe ampliar conceitos especificos da drea e atuar de forma competente
e conscienciosa, como convém ao profissional que busca a formag¢ao continuada para vencer os desafios

que a evolugao cientifico-tecnoldgica impoe ao mundo contemporaneo.

Elaborou-se a presente publicagdo com a inten¢do de torna-la subsidio valioso, de modo a facilitar sua
caminhada na trajetoéria a ser percorrida tanto na vida pessoal quanto na profissional. Utilize-a como

instrumento para seu sucesso na carreira.

Conselho Editorial



ORGANIZAGAO DO CADERNO
DE ESTUDOS E PESQUISA

Para facilitar seu estudo, os contetidos sdo organizados em unidades, subdivididas em capitulos, de forma
didatica, objetiva e coerente. Eles serdo abordados por meio de textos basicos, com questdes para reflexao,
entre outros recursos editoriais que visam a tornar sua leitura mais agradavel. Ao final, serdo indicadas,

também, fontes de consulta, para aprofundar os estudos com leituras e pesquisas complementares.

A seguir, uma breve descri¢do dos icones utilizados na organiza¢do dos Cadernos de Estudos e Pesquisa.

Provocacao

Pensamentos inseridos no Caderno, para provocar a reflexdao sobre a pratica

da disciplina.

Para refletir

Questdes inseridas para estimula-lo a pensar a respeito do assunto proposto. Registre
sua visdo sem se preocupar com o conteudo do texto. O importante € verificar
seus conhecimentos, suas experiéncias e seus sentimentos. E fundamental que vocé
reflita sobre as questoes propostas. Elas sao o ponto de partida de nosso trabalho.

Textos para leitura complementar

Novos textos, trechos de textos referenciais, conceitos de dicionarios, exemplos e

sugestoes, para lhe apresentar novas visdes sobre o tema abordado no texto basico.

Sintetizando e enriquecendo nossas informacoes

Espaco para vocé fazer uma sintese dos textos e enriquecé-los com sua

contribuicao pessoal.



Sugestao de leituras, filmes, sites e pesquisas

Aprofundamento das discussoes.

Praticando

Atividades sugeridas, no decorrer das leituras, com o objetivo pedagdgico de

fortalecer o processo de aprendizagem.

Para (nao) finalizar

Texto, ao final do Caderno, com a intengao de instiga-lo a prosseguir com a reflexao.

Referéncias

Bibliografia consultada na elaboracao do Caderno.




INTRODUGAO

Até meados do século passado as Ciéncias Bioldgicas se questionavam sobre qual era a molécula
fundamental da vida que determina as caracteristicas hereditarias e sobre quais as caracteristicas
quimicas que ela possuia. Com as pesquisas desenvolvidas principalmente por Watson e Crick em 1953,
determinou-se a estrutura molecular do DNA, molécula responsavel pelo armazenamento da informagao
genética. Gragas a esta descoberta, somada aos estudos posteriores, surgiu o postulado do Dogma Central
da Biologia Molecular, o qual sumariza que a informac¢ao genética contida no DNA das células e dos

virus é preservada, transmitida e traduzida.

No final do século XX e inicio do século XXI, a Biologia Molecular desenvolveu-se rapidamente e novos
métodos e técnicas de manipulacdo do DNA foram criados. O salto tecnolégico, associado a esta area da
ciéncia, permitiu determinar a composi¢ao do genoma de varias espécies, incluindo o do cédigo genético
humano, assim como de espécies de interesse comercial/econdmico e até de microrganismos (fungos,
bactérias e virus). Quando falamos em decifrar genomas (e/ou seus “omas” ou “6micos” derivados —
transcriptomas, proteomas, metabolomas), falamos em “ler” bioquimicamente as milhoes de “letras” (pares
de bases) contidas numa molécula de DNA particular de uma espécie de interesse. Isto gera, inevitavelmente,
uma enorme quantidade de informacao, a qual precisa ser processada, organizada e armazenada para
depois ser interpretada e analisada. Em resposta a esta necessidade, surge o que hoje conhecemos como
Bioinformatica, uma das dreas das Ciéncias Biologicas mais desenvolvidas nas ultimas décadas. Hoje em
dia, existem bancos de dados biologicos contendo informagoes genéticas valiosas de quase 1000 espécies
disponiveis através de sites na internet. Todas as informagdes bioldgicas relacionadas com o DNA, RNA
e Proteinas estdo disponibilizadas para quem quiser pesquisar sobre um gene em particular, determinar
a sua sequéncia, a sua fungdo, compara-lo com outros genes de outras espécies, ou mesmo para comparar

genomas completos entre espécies relacionadas evolutivamente, dentre outras utilidades.

Esta apostila esta dividida em duas unidades. A primeira contém o conhecimento tedrico basico sobre
o0s processos bioquimicos que definem o Dogma Central da Biologia Molecular. Sao elas: a replicagdo do
DNA, a transcri¢ao e a tradugdo. J4 a segunda unidade contém informagoes basicas sobre Bioinformatica
e, também, mostra, de maneira pratica e com um breve tutorial, como acessar as diferentes informagdes

contidas nos principais bancos de dados disponiveis na internet.

Boa leitura e bons estudos!

Objetivos

» Estudar o conceito de fluxo de informagdo genética por meio do postulado pelo

Dogma Central da Biologia Molecular.



»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

Entender os experimentos realizados pelo postulado em estudo.

Conhecer os processos moleculares envolvidos na transmissao da informacéo e das

biomoléculas envolvidas no processo.
Compreender o que é o Gene e o Codigo Genético.

Entender os principais eventos envolvidos no processo de replica¢io, transcri¢ido do

DNA e na tradugio ou sintese de proteinas.

Entender os processos moleculares que mudaram, na atualidade, o que foi postulado

pelo Dogma Central da Biologia Molecular.

Reconhecer a importincia da Bioinformatica para a ciéncia.

Apreender os conceitos basicos sobre Genomica e seus derivados “6micos”.
Reconhecer o grau de envolvimento do Brasil neste tipo de pesquisa.
Definir os Bancos de Dados Biologicos entendendo suas fungoes.

Acessar os diferentes Bancos de Dados através de um Tutorial, usando como modelo
o NCBI.
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CAPITULO 1

0 dogma central de Francis Crick

O Dogma central foi postulado por Francis Crick anos depois de ter participado, junto com James
Watson, da elucidacio da estrutura do DNA. Estudando a rela¢io entre a informagio contida no DNA
(na forma de alfabeto com 4 letras — bases nucleotidicas A, T, C e G), as proteinas e os dcidos ribonucléicos
(RNAs), surgiu a interrogagao sobre como a informagdo contida na molécula de DNA fluia para gerar
uma proteina, em outras palavras, sobre como ocorre o fluxo da informagdo genética. Na época, Crick
contava apenas com dados bioquimicos e estruturais do DNA e com alguns dados bioquimicos sobre
os outros biopolimeros (proteinas e acidos ribonucléicos: tRNA, rRNA, mRNA). Nédo se conheciam,
na época, todos os detalhes dos processos de replicagdo, transcri¢do e sintese de proteinas. Portanto,
baseando-se majoritariamente em suposi¢des tedricas, Crick postulou a “Hipdtese da sequéncia” e que é

mais conhecida como o Dogma Central da Biologia Molecular (Figura 1).

Modelo Possivel Modelo com base

experimental

e e
/Ifnm \ J‘DNHk‘x‘
7\ 7

' L |
RMA PROTEINA RNA PROTEINA
Q— Q  Q
N g o

Figura 1. Dois esquemas representando as principais ideias propostas pelo Dogma Central da Biologia Molecular.
no Esquema A aparece o modelo possivel de transferéncia do codigo genético, enquanto em B esté retratado o
modelo comprovado experimentalmente e que até hoje é aceito.

Figura extraida e modificada do artigo publicado por Crick em 1958, (“Central Dogma of Molecular Biology”, Nature, 227: 561-563/ http://www.nature.com/
nature/journal/v227/n5258/ pdf/227561a0.pdf).

A Hipotese da Sequéncia, na sua forma mais simples, assume que a especificidade de uma porgao de acido
nucleico é expressa somente pela sequéncia de seus pares de bases e, por sua vez, estas contém o codigo
necessario para gerar uma proteina. Ja o Dogma Central versa sobre o fluxo da informagao contida no
codigo genético e postula que a informagao de uma sequéncia de acido nucleico, uma vez transformada
em proteina, ndo pode retornar para o acido nucleico. Em maiores detalhes, a transferéncia de informacéo
de acido nucleico para outro acido nucleico e deste para proteina pode ser possivel, mas de proteina para

proteina ou desta para o 4cido nucleico seria impossivel. E importante salientar que aqui o termo informagio
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significa a precisa determinacao da sequéncia, seja na forma das 4 bases nucleotidicas ou da sequéncia de

aminodcidos.

No modelo possivel (Figura 1 A) de fluxo de informacdo genética podemos observar que todos os trés
biopolimeros, DNA, RNA e proteinas, tém a capacidade de se replicar, por um lado, e, por outro lado, de
transmitir a sua informagao para gerar outra biomolécula. Isso significa que o fluxo de informagao flui em
todos os sentidos. Por exemplo, a sequéncia de aminoacidos de uma proteina poderia nao s6 originar copias
de si mesma como também de DNA e RNA (o mesmo acontecendo com estas ultimas). J4 no modelo com

base experimental (Figura 1 B) postulado por Crick, observamos que este caminho nao é possivel.

Na mesma época, Watson postulou algo parecido sobre o fluxo de informagao genética e que, até hoje,
causa confusdo até nos livros de texto de Biologia Molecular. Portanto, o postulado verdadeiro, mesmo que
nao completamente correto (como veremos mais adiante) ou fativel de ser modificado, é o originalmente

postulado por Crick em 1958 (Figura 1 B).

Toda hipétese e teoria, em geral, sao passiveis de critica, modificacoes e até mesmo
rejeicio pela comunidade cientifica geral.O Dogma Central, por sua vez, nio

escapou de todos esses embates. Até hoje, ele tem sido considerado o pontapé

inicial, uma espécie de arcabouco, onde os biélogos moleculares tentam acomodar
as pecas do quebra-cabeca para se entender o fluxo de informacao genética dentro

de uma célula qualquer.



CAPITULO 2

A replicacao do DNA

A replicagdo do DNA consiste na sintese completa e idéntica do DNA de uma célula e s6 acontece a cada
ciclo de divisdo celular (Mitose e Meiose). Da replicacio do DNA depende a subsisténcia e perpetuacio
de uma célula (organismos). A capacidade que cada célula tem de preservar o seu material genético e
transmiti-lo para a geragdo seguinte dependera deste processo. A transmissdo da informagao genética
implica que haja uma cdpia do material genético de uma célula, em outras palavras, gera uma copia fiel

do DNA de maneira tal que este passe para a geragdo seguinte.

Como ja visto na disciplina anterior, de acordo com o ponto de vista quimico, o DNA ¢é um longo polimero
de unidades simples (mondmeros) de nucleotideos, cuja cadeia principal é formada por moléculas de
agucares e fosfato intercalados e unidos por ligacao fosfodiéster. Ligada a molécula de agticar esta uma
das quatro bases nitrogenadas, A, T, C ou G.

A composi¢iao quimica pouco variavel (apenas quatro bases combinadas sequencialmente), em principio,
fazia o DNA pouco atraente, ja que, até entdo, pensava-se que as proteinas fossem as unicas moléculas
responsaveis pela variacdo de formas de vida. Esta suposi¢ao ndo foi mais sustentada depois que o DNA
tomou seu devido lugar como a molécula da vida e do material hereditario. De fato, para responder
as necessidades de sobrevivéncia e replicagdo de uma célula é necessario que a informagdo genética
seja mantida ou conservada de geragcdo em geragdo. Portanto, a suposta monotonia do DNA seria uma
consequéncia dessa necessidade.

Analisando-se a estrutura da dupla hélice de DNA foi possivel prever o mecanismo pelo qual esta molécula
seria copiada em cada ciclo de divisao celular. Segundo o modelo de Watson, Crick e Franklin, o processo
de replicacdo estaria sustentado pela complementaridade de bases entre as duas fitas constituintes (Figura

2) de modo que uma fita sirva como molde para gerar a complementar.

Figura 2. Modelo da estrutura de DNA revelada por Watson, Crick e Franklin em 1954,

Figura obtida e modificada a partir de: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:DNA_Qverview.png, em 17/05/2011.
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Trés hipoteses ajudavam a explicar o processo da replicagao.

» Hipotese Semiconservativa: as fitas do DNA seriam separadas, atuando, cada
uma, como molde para a sintese de uma fita nova (modelo previsto por Watson e

colaboradores).

» Hipotese Conservativa: ambas as fitas atuariam como molde da reacao de replicagdo

sem que houvesse separagao das fitas.

» Hipotese Dispersiva: o0 DNA seria replicado a partir de fragmentos dele préprio

previamente gerados por clivagem da molécula.

Estas trés hipoteses geraram trés modelos diferentes para serem testados no laboratério. Cada modelo
predizia um resultado diferente na constitui¢ao tanto do DNA “progenitor” - o molde —, quanto do DNA

“filho” ou copia, como mostra a Figura 3.

Hipdteses sobre a replicacéo do DNA

IR

Consertativa Semiconservativa Dispersiva

Figura 3. Resultados esperados para a replicacdo do DNA em fungdo das hipdteses possiveis.
Figura obtida e modificada a partir de: http://is.wikipedia.org/wiki/Mynd:DNA-Replikationsmechanismen.svg, em 26/05/11.

Meselson e Stahl, por meio de um elegante experimento, demonstraram que a replicagio do DNA ¢
semiconservativa, ou seja, cada fita do DNA serve como um molde para a sintese de uma nova fita,
produzindo duas novas moléculas de DNA (Figura 4). Assim, a molécula replicada é constituida de duas

fitas: uma “parental” e outra complementar, a “filha”.

Em um experimento, Meselson e Stahl fizeram crescer bactérias da espécie Escherichia coli em meio de
cultura e com suplementacdo de uma fonte de nitrogénio radioativo (isétopo N*°). A primeira parte do
experimento consistiu em determinar a incorporagdo do is6topo ao DNA. Apds varias geragdes de cultura
(lembrando que uma geragao de bactérias surge a cada 20-30 minutos), o isétopo radiativo se incorporou
em toda a molécula do DNA bacteriano. Este DNA foi extraido e purificado da cultura bacteriana. Ainda,
sua massa for determinada através da metodologia de ultracentrifugagdo em gradiente de densidade e

comparada com a massa do DNA bacteriano controle (contendo o is6topo mais comum e mais leve — N'*).
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Como resultado, observou-se que geragao ap6s geracao o DNA ficava com massa maior quando comparada
como o controle e, no final do experimento, 100% das moléculas correspondiam a forma denotada como
DNAMN®. Em seguida, uma amostra de bactérias contendo DNAN" foi transferida para um meio de cultura
suplementado com N14 de maneira que, a cada geragao, as bactérias o incorporassem na sua molécula de
DNA. Se a replicagdo fosse semiconservativa, seria esperado observar, logo apds uma geragdo (ou ciclo de
replicagdo), moléculas de DNA constituidas por 50% de fitas pesadas e 50% de fitas leves, ou seja, DNA
com massa intermediaria (DNAN"*?), entre pesada (DNAN®) e leve (DNAN"). Os resultados obtidos
pela ultracentrifugacdo do DNA coincidiram com os resultados esperados, comprovando a hipétese da

replicagao semiconservativa do DNA.

Dy bacteriano contendo DA bacteriano confendo W™

N (isdlopo keve) Cutura dz bactiies  fisgtopo pesado). 100% DNA pesado
em meig com N'?

) 535
Bacténas crescidas
neramenta em N
1* Goragdo I E—
100% DMA peso médio | ] [ ]
I —
29 Geragio | I
5% DA peso médic
SR DA leve [ ] [ ]

Figura 4. Esquema representativo do experimento realizado por Meselson e Stahl em 1958 que
demonstra que a replicagdo do DNA é semiconservativa.

Pensando nas caracteristicas dos atomos que constituem o DNA, por que neste
experimento foi utilizado apenas nitrogénio radiativo e nao fésforo ou carbono

radioativos?

As grandes descobertas da Biologia Molecular tém sido realizadas gracas a utilizacao
da bactéria Escherichia coli como modelo de estudo. Sem ela, nao teria sido
possivel avancar tao rapidamente no conhecimento dos processos bioquimicos

fundamentais que acontecem em todos os seres Vvivos.

Animacodes dos experimentos de Meselson e Stahl.

Disponiveis em: <http://www.dnalc.org/view/|5879-Semi-conservative-

replication.html >

<http://www.youtube.com/watch?v=mfnDVV5 | 8es >

<http://www.youtube.com/watch?v=0zS|GxKWqoo&feature=related >

Método de gradiente de densidade de CsCl (em inglés):

Disponivel em: <http://www.youtube.com/watch?v=UvGCXtX5MAM&featu
re=related >
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Origem de replicacao

O genoma de uma bactéria, como a E.coli, é constituido por mais de nove milhdes de pares de bases. A
cada divisdo celular, a bactéria tem que copiar esses nove milhdes de letras eficientemente, de maneira
que a bactéria filha receba uma cépia do genoma. Mas onde comega a replicagdo do DNA? A replicagao

comega em qualquer ponto da molécula ou em varios pontos a0 mesmo tempo?

Estas questoes comegaram a ser elucidadas a partir dos estudos feitos utilizando como modelo de replicagido
a bactéria E.coli e radioisétopos para marcar o seu DNA. Quando as bactérias eram cultivadas em meio
contendo o radioisétopo de timidina marcada com tritio (3H, timidina tritiada) e o seu DNA isolado e
revelado em papel fotografico, era possivel evidenciar o DNA circular (radioativo) da bactéria (Figura 5).
A medida que o mesmo se replicava, formava-se uma alca extra, que representa a formacao de duas fitas
radioativas filhas, sendo cada uma complementar a uma fita parental. Uma ou ambas as extremidades da
al¢a sdo pontos dinamicos chamados de forquilhas de replicagao. Esta forquilha é o sitio onde o DNA

parental estd sendo desenovelado e as fitas separadas, rapidamente, para serem replicadas.

Forquilha de replicagdo

A \' ‘L

Figura 5. Esquema representativo da replicagéo do DNA circular bacteriano observado em E.coli na presencga de
timidina tritiada. Evidencia-se que, durante a replicagéo, forma-se uma alca extra de DNA com a formacéo da
chamada Forquilha de Replicacdo

Extraido de http://www2.ig.usp.br/docente/goldberg/veterinaria2006/Aula_2_vet_2006.pdf, em 18/05/2011.

O fato de que o DNA circular, durante a replicagdo, adota a forma da letra grega teta (0), permitiu inferir
que, nas bactérias, existe apenas um unico sitio de inicio ou de origem de replicagdo. Além do mais, o
processo ¢ bidirecional, isto é, quando a dupla fita se separa uma da outra, formam-se duas forquilhas de
replicagdo, cada uma sintetizando DNA novo em ambos os sentidos. Como o genoma bacteriano contém
apenas um ‘cromossomo’ e uma unica origem de replicagdo, ele é denominado um replicon. Assim, as
unidades de replicacdo e segregacdo sdo coincidentes. Quando se inicia a replica¢ao, ela continua até

copiar o cromossomo inteiro, uma vez por cada ciclo de divisdo celular bacteriana.

Uma nova fita de DNA ¢ sintetizada sempre no sentido 5° - 3’, de tal maneira que, na extremidade 3,
sempre fique um grupo hidroxila (OH) disponivel para o alongamento do DNA. Mas, como o molde da
reagdo de sintese ¢ a fita complementar e esta ¢é antiparalela, a leitura é feita no sentido 3" = 5, como

esquematizado na Figura 6.
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DA molde Sintese na direao DNA replicado
: 53 :
3 5 3
- 5 OH-2 mmwm 5 7 A o w—— 5
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| ———— 5
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Figura 6. Sentido da replicacdo do DNA a partir das fitas molde. Cada fita, uma vez separada da complementar,
serve como molde para a sintese da nova fita sempre seguindo o sentido 5" - 3",

Caracteristicas da origem de replicacao

Sabe-se mais sobre o sitio de origem de replicagdo em procariotos do que em eucariotos. O sitio de origem
de replicagdao — ou oriC bacteriano - consiste em uma sequéncia de DNA de aproximadamente 245 pb
(pares de bases) presente em um sitio especifico do cromossomo de €.coli e, também, em outros elementos
extracromossdmicos, como, por exemplo, os denominados plasmideos. A fung¢do do oriC é a de controlar o
inicio da replicagdo do DNA. A comparagao entre as sequéncias de oriCs de diversas espécies de bactérias
revelou que, em todas elas, existe um grau de conservagdo alto com presenca de repeticdes de 9 pb e 13 pb
ricas em AT (Figura 7). Como veremos mais adiante, estas repeti¢des, conservadas em todas as espécies de
bactérias, servem como sitio de reconhecimento e ligagdo da enzima encarregada de iniciar a replicagao, a
enzima DnaA. Qutra caracteristica importante é a presenga de um alto contetido de nucleotideos A+T na

vizinhanca do oriC. Esta regiao rica em AT facilita a separag¢do das fitas do DNA.

1 13 17 29 32 44

5 [GATCTNTTTATTTHGATCTNTTNTATT HGATCTCTTATTAGH
3'|CTAGANAAATAAA HCTAGANAANATAA HCTAGAGAATAATC

58 66
_ JL
o
JL
o
166 174 201 209 240 248
¥
-
Figura 7. Sequéncia consenso do oriC determinada por meio da comparacgéo das sequéncias de DNA de vérias
espécies de bactérias, dentre elas a E.coli.

Extraido de http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK21650/figure/A3175/?report=objectonly, em 02/06/11.

1

Na levedura Saccharomyces cerevisiae, representante de eucarioto, o sitio de origem de replicagao ¢
chamado de ARS (autonomously replicating sequences) ou sequéncias autbnomas replicantes. As ARS sao
mais curtas que as oriCs e contém, também, subdominios que desempenham fun¢des distintas durante
o inicio da replica¢do. A principal diferenca entre procariontes e eucariontes estd no numero de ARS
presentes. Como sabemos, o genoma de uma levedura, por exemplo, é mais complexo que o da bactéria.
O genoma de leveduras estd dividido em 17 cromossomos, cada um contendo vérias destas sequéncias -

ARS. Estima-se que existam mais de 400 ARS espalhadas pelo seu genoma (Figura 8).
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(5") A/T-T-T-T-A-T-A/C-T-T-T-A/T (3")

Sequéncia consenso de uma ARS

Figura 8: Sequéncia tipica de uma ARS encontrada em leveduras.

Modificado de Molecular Cell Biology. 4th edition. Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al. New York: W. H. Freeman; 2000.
http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK21650/4#3179, 02/09/2011.

A sequéncia consenso da origem de replicagdo em eucariontes superiores, como o Homo sapiens, é mais
complexa de ser determinada, mas alguns estudos indicam que esta seria analoga a das leveduras. Levando
em conta as distdncias evolutivas entre as espécies mencionadas, as respectivas sequéncias responsaveis

pelo inicio da replicagdo compartilham algumas caracteristicas.

» As origens de replicagdo sdo constituidas de sequéncias curtas e repetitivas.

» As sequéncias repetitivas sdo sitios especificos para a ligagdo de proteinas especificas

envolvidas na inicia¢do da replicagdo do DNA.

» Sao ricas em pares de bases AT. Esta caracteristica esta relacionada a facilidade que
este tipo de sequéncia tem de se separar durante a formagao da bolha de replicacao

(lembrando que a ligagdo entre pares A-T é mais fraca do que entre C-G).

» As proteinas que se ligam nas origens de replicagdo atuam diretamente com a

magquinaria que inicia o processo de replicagio de DNA.

Uma das principais diferencas entre os genomas de procariontes e eucariontes é
a presenca de uma Unica origem de replicacao nos primeiros e multiplos sitios nos
ultimos. Qual a explicacdo plausivel para o grande nimero destes sitios espalhados

pelos genomas dos eucariontes?

A replicacao do DNA é semidescontinua

O fato da dupla hélice de DNA ser constituida por duas fitas antiparalelas representa um problema para
a replicacio. A medida que a forquilha de replicacdo vai avancando, duas fitas complementares tém que
ser sintetizadas a0 mesmo tempo nas duas fitas simples expostas. Como visto, a forquilha move-se no
sentido 5" = 3 em uma das fitas e no sentido oposto na outra. Também, como visto, a sintese ocorre sd
no sentido 5° = 3. Este problema ¢ resolvido mediante a sintese de pequenos fragmentos curtos sobre
a fita que vai na direcio oposta a forquilha de replicacio. Portanto, ao se tratar apenas de uma das fitas,
a replicacao ¢é dita semidescontinua. Esta afirmagdo surgiu gragas as pesquisas feitas por Reiji Okazaki e

colaboradores na década de 1960.

Okazaki observou que, durante a replicagdo do DNA, a dupla hélice nao era copiada de maneira continua

e sim de forma descontinua. Enquanto uma das fitas era copiada de maneira continua, na complementar,
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a copia ocorria em trechos curtos. A fita copiada continuamente é chamada de fita lider e a sintese da
fita filha ocorre na mesma dire¢do da forquilha de replicacdo. A fita descontinua é, também, chamada
de atrasada e a fita filha ¢ sintetizada em pequenos fragmentos de DNA de aproximadamente 200-1000

nucleotideos (ou pares de bases — pb) chamados de Fragmentos de Okazaki (Figura 9).

Alga do DNA

Fita continua

Fita retrasada +
Fragmentos de Okazaki

Figura 9. Forquilha de replicacdo mostrando ambas as fitas de DNA sendo copiadas. O sentido antiparalelo
de ambas cria um problema a medida que a replicagdo/sintese das novas fitas acontece. Em uma das fitas, a
sintese € continua, enquanto na outra é descontinua. Por isso, a replicacéo é considerada semidescontinua e os
fragmentos de DNA sintetizados sdo conhecidos como Fragmentos de Okazaki.

Modificado de http://media.wiley.com/Lux/56/24356.nfg012.gif.

Etapas da replicacao e enzimas envolvidas

Os mecanismos celulares responsaveis pela replicacio do DNA foram desvendados primeiro em bactérias,
mas, recentemente, estes também tém sido desvendados em leveduras e eucariontes superiores com
menos detalhes. Considerando que as informagdes sobre o processo de replicagdo sio bem conhecidas
em bactérias, tomaremos estas como modelo Tendo sempre em consideragdo que nos eucariontes os

mecanismos e etapas envolvidas sdo analogos.

Do ponto de vista bioquimico, a replicacdo do DNA comeca com a descompactagio e abertura da dupla
hélice a ser copiada. A abertura envolve a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as bases. Uma vez
expostas, as bases de cada uma das fitas de DNA separadas servem como molde para orientar a insercao
das bases nucleotidicas (entrando na forma de nucleotideo trifosfato) complementares a fita molde.
Cada novo nucleotideo ¢ covalentemente ligado a fita que ¢ sintetizada. A ligagdo resultante ¢ do tipo
fosfodiéster entre a extremidade hidroxila 3" livre da base predecessora e o fosfato do nucleotideo a ser

adicionado (Figura 10).
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Nucleotideo trifosfate  ©
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Figura 10. Esquema mostrando a sintese de DNA durante a replicacao. A fita molde recebe um novo nucleotideo
(trifosfato). A fita complementar é sintetizada seguindo a regra de complementaridade de bases, A-T e C-G. Cada
nucleotideo é incorporado e ligado na extremidade 3" do nucleotideo predecessor. Um fosfato inorganico (PPi) é
liberado durante a reacgéo.

Extraido e modificado de wikipedia http://en.wikipedia.org/wiki/Primer_%28molecular_biology%29,01/09/11

Areplicagdo é um evento enzimatico complexo e envolve, nas €. coli, mais de 20 enzimas. Entre as principais,
encontramos as denominadas DNAs e RNAs polimerases. Cada uma tem uma fungéo especifica durante
0 processo, mas, de modo geral, todas contribuem para que, durante a replicagdo, nao haja erros de copia
e, assim, a informacao genética seja preservada a cada ciclo de divisao celular. O processo de replicacao
¢ um evento complexo onde todas as enzimas envolvidas atuam de maneira concatenada e ordenada.
Elas sdo denominadas de SISTEMA DE REPLICACAO DE DNA ou simplesmente de REPLISSOMO.
O processo de replicagdo é altamente dindmico, mas, para poder ser entendido em detalhes, pode ser

dividido em trés etapas distintas.

» Iniciacdo: 0 DNA ¢ separado nas duas fitas constituintes para que o replissomo
tenha acesso e inicie a sintese de novas fitas de DNA. Esta é a inica etapa fortemente

regulada pela maquinaria do ciclo celular.

» Alongamento: os nucleotideos, na forma de nucleotideo trifosfato, sdo incorporados
amedida que o replissomo avanga ao longo da respectiva fita molde. A incorporagao
das bases segue a regra de complementaridade. Nesta etapa, hd corre¢ao de possiveis

erros de incorporagao.

» Terminagdo: uma vez replicado todo o genoma da célula, o replissomo se solta
da molécula de DNA quando atinge uma regido terminadora especifica. Como

resultado, a célula contem 2X o material genético.

Iniciacao
Uma propriedade crucial da dupla fita de DNA ¢é a habilidade de se separar em duas fitas sem quebrar
as ligacdes covalentes, possibilitando que ambas voltem a se emparelhar. Novamente, a especificidade
de tal emparelhamento é determinada pela complementaridade de bases do DNA. Esta propriedade é
crucial para iniciar a replicagdo, assim como para terminar a mesma, garantindo, por um lado, que o

replissomo tenha acesso a cada uma das fitas e, por outro, que, finalizada a replica¢do, o DNA volte a

adotar a estrutura de dupla fita original. Talvez, a decisdo mais importante que toda célula tem que tomar
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¢ quando e como iniciar a replicagdo. Considerando que a replicagao do genoma é um processo custoso

do ponto de vista energético, este processo deve ser controlado de alguma maneira.

A iniciagdo da replicagio do DNA bacteriano fisicamente se localiza no oriC. Este sitio é reconhecido
pela enzima DnaA (Figura 11). Especificamente, a enzima reconhece a regido de 250 pb, que contém 5
repeticdes de 9pb e uma regido rica em AT. Ao menos 10 enzimas diferentes participam da iniciagdo da

replicagdo (Quadro 1).

Quadro1. Componentes requeridos para iniciar a replicagdo do DNA em E.coli. Os dados extraidos o livro
principios da Bioquimica, LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, s/d.

PROTEINA | FUNGAO
Proteina DnaA Reconhece 0 oriC e abre a dupla fita de DNA.
Helicase (DnaB) Desenovela 0 DNA,
Helicase (DnaC) Auxilia a DnaB a se ligar no oriC.
Iniciase (Primase) Sintese de Primers ou iniciadores,
SSB Proteina que liga DNA de fita simples.
DNA girasse (topoisomerase Il) Libera a torgdo da dupla fita provocada pelo desenrolamento do DNA,
Outras: Metilases, HU, FIS HF Auxiliam a iniciagao.

Todas estas enzimas tém como fungéo principal o reconhecimento do sitio de replicacio e a abertura do
DNA nesse local para, assim, permitir a formagdo do complexo de pré-inicia¢ao, processo esse que requer

a presenca de ATP (adenosina trifosfato) (Figura 9).

Helicases se
DNaA + ATP ligando ao

e DnaB DNA

— ¢ ¥
L & L %‘Q‘ %—.— DnaC + ATP .
or | e 5 | &y r"' d

[ Ligagioao | /

&

\ origem  /  Apeturado = (F!

\J DNA ~ DnaC + ADP + Pi

- e

Figura 11: Modelo da iniciacdo da replicacdo na origem de replicacao — oriC bacteriana — mostrando as primeira
enzimas que catalisam esta etapa.

Modificado de Lehninger, 1995.

Uma vez separadas as fitas do DNA, proteinas estabilizadoras chamadas de enzimas SSBP (single strand
binding protein) ou proteinas de ligagao a fita simples ligam-se a cada uma das fitas. A sua agao

estabilizadora evita que as fitas de DNA voltem a se associar novamente durante o processo de replicagao.

Com o desenrolamento das fitas acontecendo em um ponto determinado, as regides adjacentes sofrem

um superenrolamento, o que dificulta a continuac¢do do processo de replicagdo. As topoisomerases
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resolvem esse problema fazendo cortes em uma das fitas de DNA para liberar a tensao causada. A DNA
polimerase (III) é a encarregada de sintetizar a nova fita. Para que a DNA polimerase inicie a sintese é
necessaria a presenca de uma sequéncia curta da RNA (10-12 bases) chamada de primer ou iniciador, a
qual ¢é sintetizada pela primase. Este iniciador serd eliminado e substituido, posteriormente, por DNA,

uma vez que a replicacdo tenha comecado.

Alongamento

A fase de alongamento da replicagdo ¢ a fase de sintese de DNA propriamente dita e inclui a sintese da
cadeia continua e da cadeia atrasada. O DNA ¢ aberto e é formada a forquilha de replicagdo (Figura
12) onde sdo reunidas todas as enzimas do replissomo. A sintese da cadeia continua e da atrasada é
marcadamente diferente. A sintese da cadeia continua é iniciada logo apds a agdo da primase (DnaG), a
qual sintetiza uma curta sequéncia de nucleotideos de RNA (10-60 bases) na origem de replicagdo. Uma
vez ligada no DNA, a DNA polimerase III, com ajuda de proteinas auxiliares e energia em forma de ATP,
inicia o processo de alongamento e copia de toda a cadeia de DNA. J4 a fita atrasada, como mencionado
anteriormente, ¢ sintetizada primeiramente como fragmentos de Okazaki. Primeiro, os primers de RNA
sao sintetizados pela primase (como na fita continua). Logo, a DNA polimerase III liga-se a estes primers
para, assim, adicionar os nucleotideos necessarios. Esta reagdo de sintese ¢ uma das mais complexas ja
vistas na Biologia Molecular. Envolve a coordenagdo do processo de sintese em ambas as fitas do DNA
por uma polimerase que possue uma taxa de incorporac¢do de nucleotideos de aproximadamente 1000

nt/s (nucleotideos por segundo).

Primers
Fita refrasada

(Fragmentos de Okasaki)

«— ,
g_..__ -0 Proteinas SSB
Helicase ” —DNA polimerase Il
OH-3iwe

WV
oy

Figura 12. Esquema simplificado da fase de alongamento da replicacdo. A forquilha de replicacdo representada
inclui as principais enzimas envolvidas neste passo. Todas elas fazem parte do replissomo.

Extraido e modificado de Bruce Alberts, et al , Biologia Molecular da Célula/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21054/.
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Terminacao da replicacao

No final do processo de cdpia, as forquilhas de replicagdo do DNA encontram-se numa regido de
terminagdo, a qual é formada por uma sequéncia de 20 pb chamada de Ter (Figura 14). As sequéncias Ter
estdo arranjadas no DNA bacteriano de maneira que a forquilha de replicagao passe por elas, mas nao

siga em frente.

oriC

Y

Forquilha, sentido .
anti-horario

Forquilha, sentido

/ howdrio

gT\Jl,——\r—’—J

Sequéncias Ter com proteinas Tir ligadas

Figura 13. DNA circular bacteriano mostrando a direcédo das duas forquilhas de replicacdo (setas pretas) e as
sequéncias TER onde termina a sintese de DNA.

Modificado a partir de Lenhinger, 2007.

A fungdo principal destas sequéncias é servir como sitio de ancoragem das proteinas Tus (terminus
utilization substance) de tal maneira que, ao se ligarem ao DNA, elas impessam que a forquilha de
replicagao avance. Como resultado da replicagao bacteriana originam-se dois cromossomos circulares.
Por um mecanismo ainda ndo bem esclarecido, estes dois cromossomos sdo separados um do outro pela

acao da enzima topoisomerase IV que ocorre juntamente com o processo de divisao celular bacteriano.

DNA polimerases bacterianas

Nas bactérias existem diferentes tipos de DNA polimerases que exercem fungdes diferentes no processo
de replicagao do DNA.

A DNA polimerase I, primeira a ser descoberta, é uma proteina constituida de uma subunidade
catalitica capaz de sintetizar DNA com baixa processividade. Antigamente, pensava-se que esta enzima
era a responsavel pela replicagio do DNA bacteriano. Hoje em dia, sabe-se que esta enzima cumpre
fungoes de correcdo e manutengdo do DNA durante todo o ciclo celular bacteriano. Destaca-se pela sua
atividade exonucledsica em ambos os sentidos. — 5 = 3’ (atividade raramente encontrada em outras
DNA polimerases) e 3" = 5" — da fita dupla de DNA. A velocidade de incorporag¢io de nucleotideos é de

aproximadamente 15 por segundo e com processividade de 200.
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> Definicao/significado de Processividade: caracteristica de enzimas que participam
.,
[ do processo de replicagdo. Relaciona-se a quantidade de nucleotideos que elas

conseguem adicionar antes de se desligarem do molde.

A DNA polimerase II assim como as IV e V recentemente descobertas, tem atividade exonucleasica 3" =
5’, maior processividade e maior velocidade de incorporagdo de nucleotideo, quando comparada a DNA
polimerase I. Também, esta envolvida na reparacao do dano causado ao DNA durante o ciclo celular

bacteriano quando este é, por exemplo, danificado por radiagdo ultravioleta (UV).

A DNA polimerase III ¢é a principal enzima responsavel pela replicacaio do DNA bacteriano (Figura
13). A estrutura desta enzima é mais complexa do que das outras mencionadas. Suas atividades de
polimerizagao e revisdo residem nas subunidades a e €, respectivamente. A subunidade 0 associa-se a
estas duas para formar o nucleo basico da holoenzima. A processividade da DNA polimerase aumenta

significativamente quando a subunidade chamada de bragadeira [ esta presente.

Nucleo basico
tda O Apal 11

\ Bragaceira p

Bracadera p
{aberta)

Figura 14. Arquitetura da DNA polimerase Ill (holoenzima). Ela é composta por 2 nucleos basicos, cada um
contendo 3 subunidades (o, € e 0) ligadas entre si e também ligadas a helicase através de um complexo
posicionamento da bragadeira composta por vérias subunidades (1216, d’e v). Existem outras duas subunidades
importantes que se ligam a esta enzima e que nio estdo mostradas na Figura. Em cada nucleo também existem
duas bragadeiras ligadas.

Modificado a partir de Lenhinger, 2007.

A fidelidade da replicacao do DNA

A replicagdo do DNA deve ocorrer com o menor erro possivel. A informagdo nele contida deve ser
transferida de geragdo a geragido de maneira correta com a maior fidelidade factivel. No entanto, como
acontece em todo sistema vivo, os erros durante a replicagdio podem acontecer. Pode ocorrer de um
ou mais nucleotideos serem incorporados em posi¢des incorretas, ou seja, sem serem complementares
a base presente na fita molde. Isto é observado quando, por exemplo, ocorre a incorpora¢io de uma
Adenina (A) pareando-se com uma Citosina (C) (Figura 15).
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Figura 15. Prova de leitura feita por uma DNA polimerase. Quando a enzima reconhece a base erroneamente

incorporada fita de DNA que esta sendo estendida (neste exemplo A—C em vez de G—C), ela para a sintese

momentaneamente e retrocede no sentido contrario removendo a base erroneamente incorporada para, em
seguida, adicionar a base correta segundo a complementaridade de bases.

Extraido e modificado de Wikipedia ou de Allison, Lizabeth A. Fundamental Molecular Biology. Blackwell Publishing. 2007. p.112.

Esses tipos de erros (ou mutagdes pontuais) podem ser corrigidos imediatamente ao mesmo tempo em
que a replicagao esta acontecendo. De fato, ha algumas DNA polimerases encarregadas de corrigir estes
tipos de erros. Quando um par de bases erréneas é reconhecido durante a replicagdo, a DNA polimerase
reverte a dire¢do na qual se movimenta e corrige o erro mediante a remocao da base e troca por uma base

correta no local.

Assim, a atividade corretiva da proteina é chamada de prova de leitura com atividade exonucleotidica
3’ = 5, ja que acontece no sentido contrario ao da sintese de DNA. Estas enzimas tém uma taxa de erro

calculada em 1 erro (incorporagao de nucleotideo erroneo) a cada 109 nucleotideos adicionados.

Considerando um DNA com 9 milhGes de pares de bases e sé uma DNA polimerase,

quanto tempo demoraria a célula para replicar seu genoma completo?

2/
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° A mutacao, do ponto de vista bioquimico, é sinbnimo de erro e, dependendo de
% onde aconteca, pode ser fatal para um individuo. Por outro lado, do ponto de vista
da evolucao das espécies é considerada a principal fonte de geracao de variabilidade

genética nas espécies.

A replicacao em eucariotos

Tudo o que vimos até agora e o que vira toma como modelo o sistema bacteriano. Quando tentamos
comparar com um sistema modelo eucarioto, tomando como exemplo a levedura (unicelular e menos
complexa que um mamifero, por exemplo), o panorama torna-se mais complexo e dificil de estudar.
Primeiro, devido ao fato de que o DNA eucarioto é mais extenso que o bacteriano, a organiza¢ao do
mesmo no espaco fisico celular é distinto e, assim, poderiamos citar varias razdes para explicar este
fato. No entanto, os processos evolutivos, a0 menos em termos moleculares, nos permitem generalizar
sobre este ponto e dizer que muitas das enzimas envolvidas no processo de replicacio do DNA estio

conservadas em todos os organismos vivos.

O que determina o grau de complexidade sdo os mecanismos que regulam o processo em si, tanto espacial
quanto temporalmente. Nos eucariontes existem DNA polimerases homologas as das bactérias e com as
mesmas fungdes. Neste sentido, o processo de replicagdo em si, com a presenca de origens e forquilhas de
replicagdo, e com sintese continua e descontinua, dentre outras caracteristicas, também foi demonstrado

em eucariontes.

Como todo processo biologico, a replicagdo do DNA precisa ser regulada. Nos eucariontes a replicagao é
regulada dentro do contexto do ciclo celular. Assim que a célula cresce e se divide, ela passa por diferentes
etapas do ciclo celular. A replicagao, especificamente, acontece durante a fase S (Sintese). Tanto o inicio
como o término desta fase é controlada e envolve uma série de enzimas (quinases, fosfatases) chamadas,
em geral, de ciclinas. Antes de iniciar a replicagdo do DNA, a célula deve passar pelo primeiro ponto
de controle: 0 G1/S ou ponto de restri¢do. Se a célula ndo estiver preparada para replicar seu DNA, ela
ndo atravessara este ponto. Por exemplo, isto acontece quando o DNA sofre algum dano e precisar ser
reparado ou frente a condigdes fisioldgicas extremas. Este tipo de controle evita que erros durante a
replica¢ao ocorram e que o DNA seja copiado de forma incompleta. Mas, uma vez que a célula transpoe
este ponto de controle, inevitavelmente iniciara a replicagdo do DNA. As células que nao progridem do
ponto G1/S ficam no ponto denominado GO Isto ocorre com os neur6nios que, raramente, dividem-
se e, portanto, nao replicam seu DNA. Nos procariontes o controle da replicagao é diferente, ja que
ndo possuem um ciclo celular bem definido. O répido crescimento bacteriano exige que o DNA seja
quase constantemente replicado. Nas &.coli sabe-se que a replicagdo é controlada por hemimetilagao e
sequestro do oriC. Também, pode ser regulado através dos niveis de ATP/ADP da célula que, por sua

vez, influenciam as enzimas (dependentes destes nucleotideos) envolvidas na replicagdo, como a DnaA.

Esta é apenas aimagem instantanea de um processo altamente dindmico e complexo

@ que acontece a cada ciclo de divisao celular, quando o nosso material hereditario
=

precisa ser transferido com fidelidade para a geracao seguinte.
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Informagdes sobre a replicagao

Disponiveis em: <http://www.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/

animations/dna_replication/index.>
<http://www.johnkyrk.com/DNAreplication.htm|>
<http://www.youtube.com/watch?v=teV62zrm2P0 >
<http://www.youtube.com/watch?v=gl 3aigv7w4A&feature=related >

<http://media.pearsoncmg.com/bc/bc_campbell_biology 6/cipl/ins/16/16-13-
LeadingStndNarrAnim_S.mov>

<http://media.pearsoncmg.com/bc/bc_campbell_biology 6/cipl/ins/16/16-13-
LaggingStrandAnim_B.mov>
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CAPITULO 3

A transcricao do DNA

O processo de transcrigdo é o evento que envolve a leitura do codigo genético contido no DNA e a sua copia
para RNA. Até agora, vimos como se copia a informacao de DNA para DNA. Agora, passaremos a ver como
esta informagdo ¢ TRANSCRITA para outro formato semelhante — de DNA para RNA (Figura 16).

A evolugdo determinou que o DNA armazenasse e transferisse o codigo da vida ao longo dos tempos.
Ja a molécula de RNA, mesmo tendo quase as mesmas caracteristicas quimicas, atua transportando esta
informacdo na célula. Para entender qual o significado deste processo, podemos realizar uma analogia
com a escrita de um resumo bibliografico. A informac¢ao contida em um livro texto é lida e transcrita para

logo ser interpretada.

A expressdo da informagdo contida nos genes geralmente envolve a produgdo de moléculas de RNA
transcritas a partir do DNA molde. Apesar de serem moléculas semelhantes, o RNA contém caracteristicas
distintas do DNA, o que lhe permite realizar funcdes variadas dentro da célula. Portanto, o RNA seria
mais complexo que o DNA em termos funcionais e estruturais, chegando a ser considerado como o

material genético que primeiramente surgiu na terra.

A transcricdo do DNA gera trés tipos de RNAs: o mensageiro (mRNA), o de transferéncia (tRNA) e o
ribossomal (rRNA). O conjunto destes RNAs transcritos em um determinado momento do ciclo celular
¢ denominado transcriptoma. Em outros capitulos, veremos quais as abordagens utilizadas pela Biologia
Molecular para caracterizar o transcriptoma de uma célula qualquer e a importancia que isto tem para
entender diferentes altera¢des ocorridas nela, seja durante o desenvolvimento e diferenciagao celular ou

na transformagao em uma célula tumoral.

Coding
" = Stad
S > Yixs [TTTTIITS
= Template
Strand

Figura 16. Transcricdo do DNA. Uma unica fita de RNA é gerada a partir do
DNA (gene) sempre seguindo o sentido 5" = 3.

(Extraido e modificado de wikipedia http://en.wikipedia.org/wiki/File:Simple_transcription_elongation1.svg 01/09/11).

A transcricao se assemelha, em varios aspectos, com a replicagdo tanto em procariontes como em

eucariontes. Os motivos sao os seguintes:

» o RNA é transcrito (sintetizado) a partir de um molde, o DNA;
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» a sequéncia do RNA transcrito é determinada pela complementaridade de bases -
A=U(T) e C=G;

» adire¢do de sintese é, também, no sentido 5" = 3";

» atranscrigdo pode ser dividida em iniciagdo, alongamento e terminagao.

Mas existem diferencias também:
» o RNA, ap6s a sua sintese, ndo se mantém ligado ao DNA;
» o RNA é constituido de uma tnica fita de acido nucléico em vez de uma dupla fita;

» a transcri¢do envolve a copia de alguns trechos (genes) do DNA e ndo do genoma

completo;

» a iniciagdo da transcri¢do ndo precisa de sequéncias iniciadoras (primers), pois o
RNA ¢ sintetizado diretamente.

A RNA polimerase

A RNA polimerase é a enzima que catalisa o processo de transcricdo. Utiliza o DNA como molde da
reagdo de sintese, sendo, portanto, chamada de RNA polimerase dependente de DNA (Figura 17). Esta
enzima, para ser ativa, precisa, além do DNA, da presenca dos 4 nucleotideos - ATP, GTP, UTP e CTP,
como precursores do RNA. Também, precisa de ions de Magnésio e Zinco (Mg +2 e Zn +2). Tanto a
quimica como o mecanismo da sintese de RNA se assemelham a replicagdo. A RNA polimerase alonga
o transcrito de RNA pela adi¢do de ribonucleotideos a extremidade 3°, crescendo no sentido 5" = 3.
A RNA polimerase requer de DNA para ser ativa e a sua atividade é maior quando se liga a fita dupla.
Apesar disso, apenas uma das fitas de DNA ¢é utilizada como molde da reagdo. Esta fita é lida no sentido
3" =5, assim como acontece com a replicagdo. E, como nesta, a adi¢do de cada nucleotideo segue a regra

de complementaridade de bases. A tnica diferenca esta na base uracila “U”, que pareia com A.

Lembre-se que o nucleotideo uracila esta presente somente no RNA. No DNA,
a uracila é substituida pela timina “T”. Tanto a uracila quanto a timina se pareiam

com a adenina ‘A’.

Dareco & trans Al
RNA polimerase DA dugpla fta

_ Piibonucslidens
!;/f
- w

WE

| l | If
| Canal de enirada para
| SitioAbvg o5 Ribonudetideos

".:. bt o BNA (fadma
dupla hélipe pancsa com o DNA]

Trasnciilo da AKA

Figura 17. RNA polimerase sintetizando um transcrito de RNA a partir do molde de DNA. A sintese do transcrito
é sempre na direcdo 5" - 3" (ou lendo o DNA no sentido 3" - 5°), adicionando ribonucleotideos (no sitio ativo)
conforme avanca sobre a dupla fita de DNA.

Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.
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Unidade de transcricao

Podemos definir a unidade de transcrigdo como todos os elementos que determinam a expressao de
um gene. Para iniciar a transcricdo de um determinado gene, a RNA polimerase tem que localizar uma
regido chamada de PROMOTORA, a qual é constituida por uma sequéncia de nucleotideos especificos
e conservados que sinalizam e direcionam a transcrigdo do gene adjacente. No caso das bactérias, esta
unidade de transcri¢do é conhecida como OPERON, o qual possibilita a produ¢ao de varias proteinas

envolvidas em uma mesma via metabolica.

A unidade de transcrigdo minima para um gene ¢ determinada pela presenga da propria sequéncia do
gene e por mais duas regides importantes que sinalizam o inicio e o fim da unidade de transcri¢ao sao
elas: a regido PROMOTORA e a regiato TERMINADORA da transcrigao (Figura 18)

fita —

Promotor Gene/ regiao codificante
Nk e ! >
DNA 3 T -
3'/,., — 5
i . i A" Regiao
fita + (codificante)  Inicio de transcricdo Terminadora

Figura 18. Organizacdo da unidade de transcrigdo basica de um gene bacteriano qualquer
Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.

0 inicio da transcricao

A iniciagdo é um processo complexo que envolve varios fatores reguladores, além da enzima RNA
polimerase, e, como mencionado anteriormente, envolve também o promotor ou regido promotora. A
iniciagdo da transcrigdo é um ponto importante de regulacdo da expressdo génica, ja que é ponto onde se

determina qual gene, em qual momento e em que quantidade sera expresso pela célula.

Nas bactérias, um promotor tipico tem em média 70 pb e se localiza adjacente a sequéncia génica que
sera transcrita. Por convengdo, as posi¢oes referentes aos sitios de ligagdo da enzima sdo numeradas
com sinais (+) e (-) dependendo da distdncia que se encontre um determinado nucleotideo do inicio da
transcri¢do génica. O ponto inicial do gene é a posi¢do 0 (Figura 19).

<ERNA pulimeraseg

«

| Ponto de inicio (0)

promotor ( 70pb) gene
(=) ¢ (+)

Figura 19. Promotor bacteriano tipico formado por aproximadamente 70 pb localizado antes (-) do ponto de inicio

da transcricdo génica (0). O promotor € o sitio de reconhecimento e ligacdo da RNA polimerase além de fatores
que regulam a transcricao.

Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.
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A andlise comparativa de varios promotores bacterianos permitiu determinar a existéncia de duas
sequéncias consenso em todos eles. Uma localizada a -10pb (5'-TATAAT-3") bases do ponto de inicio da
transcri¢do e outra a -35 pb (5’-TTGAC-3") (Figura 20). As regioes -35 e -10 determinam a afinidade da
RNA polimerase pelo promotor. De fato, muta¢des provocadas nas bases do consenso provocam mudangas
drasticas no processo de transcrigdo, podendo causar desde um aumento na taxa de transcri¢do génica
até a inibicdo do processo, dependendo da regido mutada. Fora desta regido existem outras sequéncias
importantes para regular a transcri¢do génica. Em certos genes altamente expressos em bactérias existem
sequéncias reguladoras em posigoes chamadas UPSTREAM (acima da regido promotora), a -40 ou -60 pb

do inicio.

Promotor
| ' ]
-35 -10
TTGAC TATAAT

Figura 20: Promotor tipico bacteriano mostrando as duas regides consenso determinadas através da analise das
sequéncias de varios promotores bacterianos.

Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.

O inicio da transcri¢ao envolve multiplos passos e a acdo de varias proteinas (RNA polimerase e fatores
de transcri¢do). Em geral, a transcri¢ao come¢a com a ligagdo da RNA polimerase no promotor do(s)
gene(s) e a posterior abertura do DNA. Esta abertura da dupla hélice é conhecida como complexo aberto
da transcrigdo e acontece perto da regiao -10. Antes de comegar a transcri¢do, ha uma alternancia de
abertura e fechamento do complexo (RNA polimerase-DNA) e sintese de um pequeno fragmento de
RNA (8-10pb). Neste ponto, a RNA polimerase liga-se com inespecificidade ao promotor. Outro fator
protéico (componente da RNA polimerase), o fator o (Sigma), deve estar, momentaneamente, presente
junto a enzima para iniciar a transcricao. E ele que determina a especificidade da RNA polimerase no
promotor. Apesar dessa atuagdo, o fator O tem que estar ausente para que esta avance na transcricdo
(Figura 21).

RMA
polimerase

Transcrigao

Transcrito

Figura 21. Reconhecimento do promotor pela RNA polimerase. A entrada do fator sigma e sua posterior liberacao
sd0 0s passos necessarios para iniciar a transcricdo do DNA. A medida que a RNA polimerase avanga, uma
molécula de RNA (transcrito) é gerada.

Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.
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Os genes que estdo sob controle de fatores de transcri¢ao, como o fator sigma, estio, geralmente, envolvidos
na produ¢ao de proteinas/enzimas necessarias para a bactéria durante todo ciclo de vida, ou seja, sao
genes constitutivos. No entanto, existem outros genes menos expressos ou expressos em determinadas
circunstancias, como, por exemplo, em condi¢des de estresse ambiental para as quais existem outros
fatores de transcri¢do especificos. Estes fatores tém afinidades distintas pelos promotores e, por sua
vez, os genes que os produzem sao fortemente regulados pela célula. Os fatores que se associam a RNA

polimerase sao determinantes para o reconhecimento de distintos tipos de promotores bacterianos.

Terminacao da transcricao

Uma vez iniciada a transcrigdo, a RNA polimerase literalmente anda ao longo do DNA conforme o

transcrito de RNA ¢ sintetizando. No entanto, como esta enzima sabe onde termina um gene?

Como vimos na Figura 18, o final de um determinado gene é determinado por uma sequéncia terminadora
especifica. Quando a RNA polimerase atinge esta sequéncia, ocorrem mudangas conformacionais
no transcrito que fazem a enzima parar de transcrever e se soltar do DNA. Esse tipo de terminagao ¢é
denominado “terminagdo independente de Rho” para diferencia-la do segundo tipo de terminagao, a
“terminagdo dependente de Rho” A terminagdo dependente de Rho necessita da presenga da proteina

Rho e ndo de uma sequéncia terminadora.

Regulacao da transcricao

O processo de transcri¢ao génica ¢ regulado em varios pontos, ja que nem todos os genes precisam ser
expressos continuamente durante o ciclo celular. Por exemplo, durante a divisao celular, genes especificos
envolvidos neste processo celular sao altamente expressos, enquanto outros genes envolvidos no metabolismo

- ou com a resposta a estimulos quimicos e ambientais — encontram-se reprimidos e ndo sdo expressos.

Como vimos, o promotor ¢ o sitio onde a RNA polimerase se liga para iniciar a transcri¢ao e é nesse
mesmo sitio que proteinas reguladoras da transcrigao atuam para ativar ou desativar os diferentes genes.
Estas proteinas reguladoras sdo denominadas repressoras e ativadoras da transcri¢do e elas competem
para se associarem ao promotor. Também, existem genes que sdo expressos em quase todo o ciclo celular.
Sdo genes constitutivos essenciais para a vida de todas as células. Nesse caso, a regulagdo da transcrigao

¢ menos controlada.

Como sabemos, as bactérias nao possuem nucleo celular. Nelas, o cromossomo bacteriano esta em contato
com o citoplasma da célula. Portanto, o processo de transcricdo acontece no mesmo espago fisico onde
acontecem outros processos celulares, como é o caso da sintese de proteinas. Essa disposi¢ao espacial
também afeta e regula o processo de transcri¢do génica. A expressao ou sintese proteica, nesse caso,
acontece concomitantemente ao processo de transcri¢io. A medida que o transcrito de um determinado
gene (que codifica uma proteina e ndo tRNAs ou rRNAs) é sintetizado, os ribossomos ja estdo se ligando

a ele e comegando a produzir a cadeia polipeptidica (como veremos a frente).
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Tanto o processo de replicacdo do DNA, quanto a transcricio do DNA em RNA
@ ocorrem no nucleo celular (caso o organismo em questao seja eucarionte). Ja o
=

processo de tradugao, que veremos adiante, ocorre no citoplasma.

Atualizacao do Dogma Central

Como vimos anteriormente, o fluxo de informa¢ao genética ocorre em um sentido so:
DNA->RNA->PROTEINAS. A replicagio e a transcri¢io utilizam como molde o DNA. Entretanto,
existem algumas enzimas que utilizam o RNA como molde para produzir DNA e para replicar o proprio
RNA. Por isso, o que postulado inicialmente pelo Dogma Central da Biologia tem sido modificado
(Figura 22). Essa modificagdo se deve a existéncia de alguns virus que (retrovirus que infectam células
eucariontes) possuem a enzima especifica chamada de Retrotranscriptase Reversa. Esta enzima utiliza
o RNA e ndo o DNA como molde para a reagdo de sintese. Quando esses virus infectam uma célula,
liberam no citoplasma desta o seu genoma, uma molécula de RNA de fita tinica de ~10.000 nucleotideos,
para gerar mais copias da particula viral. Primeiramente, o genoma de RNA ¢ transcrito para DNA
pela retrotranscriptase reveresa, gerando um hibrido RNA/DNA. Depois, essa enzima degrada a fita de
RNA e a substitui por DNA novamente. O DNA duplex frequentemente se integra ao genoma da célula
hospedeira, ficando disponivel para ser transcrito, posteriormente, pela maquinaria da célula. Quando o
genoma viral é transcrito para RNA, novas particulas virais sdo geradas, permitindo que o virus continue

o ciclo de infecgdo e replicacdo nas células hospedeiras.

Replicacao de DNA

DNA

Transcrigio Transcrigao Reversa (RNA—DNA)

‘ RNA Replicacao de RNA

Tradugdo l
PROTEINAS

Figura 22. Fluxo da informacg&do genética segundo o Dogma Central da Biologia Molecular atualizado, de acordo
com as evidéncias cientificas conhecidas recentemente. As setas em preto mostram o sentido do fluxo da
informacgdo mencionado por Crick correspondente aos processos de replicagcdo do DNA, transcricdo e tradugdo. Ja
as setas em cinza indicam o fluxo da informacao de RNA para DNA (transcri¢do reversa) e replicagdo do RNA.

Extraido e modificado a partir de Lenhinger, 2007.

A replicagdo do RNA foi descoberta em alguns virus, conhecidos como bacteridfagos, que infectam

bactérias — os virus F2, MS2, R17 e 0 QB - e, também, naqueles que infectam células de eucariontes. Em
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todos eles, 0 RNA ndo s6 é replicado como também funciona como mRNA. De fato, para replicar o seu
genoma de RNA, o virus precisa expressar a enzima que cumpre esta fungdo (ja que a célula hospedeira
carece de tal enzima). A enzima em questdo ¢ uma RNA polimerase dependente de RNA ou, simplesmente,
RNA replicase. Todos os retrovirus (exceto os retrovirus como o HIV) precisam desta enzima. O curioso
é que esta enzima utiliza, também, fatores de traducio do hospedeiro para funcionar corretamente. Em
bacteridfagos, a enzima possui uma subunidade de 65 KDa (Mr= 65.000) codificada pelo préprio genoma
viral. Existem outras 3 subunidades que se juntam a esta para ativar a RNA replicase. As subunidades sao
os fatores de elongamento Tu e Ts e a proteina ribossomal S1 da bactéria (&.coli). Tem sido demonstrado

que esta enzima ndo reconhece 0 DNA como molde, nem o RNA da célula hospedeira, apenas reconhece

o RNA viral.

A complexidade e organizacido que distinguem os organismos vivos dos sistemas

inanimados s3o as principais manifestacdes do processo fundamental da vida.

Poderiamos considerar um virus como organismo vivo?

Transcricao: procariontes versus eucariontes

Apesar dos genomas de eucariontes serem mais complexos em relagdo a estruturagio e distribuigao dos

genes do que os genomas de procariontes, podemos compara-los entre si no que tange a transcrigao,

como ¢ demonstrado no Quadro 2.

Quadro 2. Comparacao da transcrigdo em procariontes e eucariontes.

TRANSCRIGAO EM PROCARIONTES

TRANSCRIGAO EM EUCARIONTES

1. Catalizada por uma Enzima RNA polimerase.

1.Catalizada por 3 RNAS polimerases.

2. Promotor reconhecido diretamente pela RNA polimerase.

2. Precisa de varios fatores de transcrigdo para 0
reconhecimento do promotor,

3. Unidade de Transcrigdo simples.

3. Unidade de transcricdo complexa.

4. Genes transcritos sem introns.

4., Genes transcritos majoritariamente com introns e éxons.

5. Transcrigdo e tradugdo acopladas.

5. Transcrigdo (ntcleo) separada temporal e especialmente da
traducdo (citoplasma).

(Dados extraidos de Lenhinger, 2007)

=

introns sdo regides nio-codificantes do DNA, isto &, nio produzem proteinas ou
tRNA e rRNA. Os Exons, por sua vez, sao regides codificantes do DNA. Em

um processo denominado splicing, regides especificas do RNA mensageiro (os

introns) sao recortadas e eliminadas. Esses introns eliminados sao segmentos nao-

codificantes, pois nao levam nenhuma mensagem para producido de proteinas.

Depois que eles sdo eliminados, os segmentos resultantes (os éxons) unem-se

entre si formando a molécula de RNA mensageiro funcional com a mensagem

madura (mensagem propriamente dita). Acredita-se que a principal vantagem da
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ocorréncia desse processo nos eucariontes é que seus transcritos primarios podem
ser processados de varios modos para a producao de diferentes RNAs mensageiros
maduros. Dependendo do organismo ou do estagio de desenvolvimento em que
ele se encontra, pode ocorrer a producao de diferentes proteinas a partir de um
mesmo segmento de DNA.

Processamento do RNA

Depois de gerado o transcrito de RNA, tanto nas bactérias como nos eucariotos, este precisa ser modificado
de alguma maneira para assegurar que a informagdo seja, posteriormente, interpretada corretamente.
Alguns dos eventos moleculares mais interessantes no metabolismo do RNA ocorrem depois da sua
sintese. O mais chamativo é que, em muitos dos casos, as enzimas que estdo envolvidas nesses eventos sao
os proprios RNA e por isso, eles também sdo conhecidos como ribozimas. Dentre as ribozimas, temos
os introns autoprocessantes (grupo I), as RNAses P e a ribozima cabega de (Figura 23). As principais
atividades cataliticas que as ribozimas desenvolvem sdo duas transesterificacdo e hidrolise da ligagdo
fosfodiéster (clivagem) do proprio RNA. Novamente, o reconhecimento do substrato ¢ feito gracas a

complementaridade de bases dos acidos nucléicos.

- substrato de RNA

anelamento de bases
complementares

Clivagem do
substrato

Produto da reagao
RMNA clivado +
Ribozima

Figura 23. Ribozima: moléculas de RNA com atividade catalitica capaz de degradar a si mesma ou outras
moléculas de RNA.

Modificado a partir de: http://caibco.ucv.ve/caibco/vitae/VitaeDieciseis/Articulos/Bacteriologia/ArchivosHTML/degradacionmarn. htm, retirado em 20/06/11.
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’ Videos recomendados sobre a descoberta das Ribozimas.
— Disponivel em:

<http://www.youtube.com/watch?v=eGKg5i4FHHw&feature=related >
<http://www.youtube.com/watch?v=WAChisSiW3o&feature=related >
<http://www.youtube.com/watch?v=4]dc7qW6hNM&feature=related >

<http://www.scripps.edu/news/press/010809.htm|>

Os mRNAs e os tRNAs sdo os transcritos que sofrem mais modificagdes pos-transcricionais. De fato,
os mRNAs eucariotos sdo transcritos contendo sequéncias ndo codificantes (introns) que precisam
ser removidas enzimaticamente para que o mRNA seja traduzido. Também, estes mRNAs passam por
modificagdes na extremidade 5°, onde ¢ adicionado um nucleotideo modificado (5-metil guanosina)
para formar um capacete 5°. Enquanto isso a regido 3" ¢ clivada e modificada com a adigdo de 80 a 250

nucleotideos de Adenina para formar, assim, uma cauda poliadenilada ou, simplesmente cauda poli-A.

Qualquer que seja o destino e fun¢do do RNA dentro da célula, inevitavelmente, esta molécula sera
posteriormente degradada. A taxa de renovagdo dos RNAs desempenha um papel importante na regulacao
da expressdo génica e, portanto, no balanco total de proteinas que estdo, ou nao, sendo expressas em um
determinado momento do ciclo celular. Alguns RNAs tém um tempo de vida muito curto, com duragao

de minutos, de horas ou mais, dependendo das necessidades da célula.



CAPITULO 4

Traducao ou sintese proteica

As proteinas constituem mais da metade da massa seca total de uma célula e sua sintese tem uma
importancia fundamental para a manutengéo e o crescimento celular. A sintese de proteinas ocorre nos

ribossomos e envolve varios tipos de moléculas de RNA que atuam nas diversas etapas do processo.

Inicialmente, uma molécula de RNA mensageiro deve ser sintetizada a partir de uma das cadeias do
DNA que codifica a proteina. No citoplasma, moléculas de cada um dos 20 aminoacidos que entram
na composi¢ao das proteinas devem se unir a seus respectivos RNAs transportadores. As subunidades
ribossomicas que promoverao a sintese devem se associar com proteinas auxiliadoras no processo. A
sintese de proteinas tem inicio quando todos os componentes mencionados acima, ou seja, um RNA
mensageiro, um dos RNAs transportadores e as subunidades de um ribossomo se reinem para formar
um ribossomo funcional. Cada ribossomo percorre, entao, a molécula de RNAm traduzindo a sequéncia
de codons em uma sequéncia de aminoacidos. Aqui, o formato de dcido nucléico tem que ser traduzido
para um formato novo, o das proteinas, isto é&, RNA->Aminodacidos. Ou seja, a informagéo passa a ser
escrita em um formato de 4 letras (os nucleotideos A/T ou U/C/G) para um de 20 (os aminoacidos

essenciais).

Assim, a sequéncia de nucleotideos do mRNA ¢ lida seguindo a regra do cédigo genético, ou seja, uma
trinca de nucleotideos codifica um aminoacido. Segundo o calculo matematico de combinagao, temos
43=64 possibilidades de trincas diferentes, ATG, ATC, ATT etc., mas existem apenas 20 aminoacidos. Isto
indica que o cédigo genético ¢ degenerado, ou seja, duas ou mais trincas (cédons) de nucleotideos podem

codificar o mesmo aminoacido (Figura 24)

AGA AGL

AGG AGL
GCA  CGA GGA CCA  UCA  ACA GUA
GCC  CGC GGE €CC  UCC  ACC GUC uaA
GEG €66 GAC AAC UGC GAA CAA GGG Al UUE CEG UG AdG UAL GUG UAG
GCU CGU  GAU AAU UGU GAG CAG GGU AU AUG UL Cou uUcy ACU UGG WAL GUU UGA

Al Armg  As A v G Gin Gly Wi 2 L@ Ly Mot FPhe Pro Sof Tr T STop

Figura 24. 0 cddigo genético é degenerado. Um aminodcido é codificado por mais de um codon. Existem trés
cddons que ndo codificam aminodcidos e servem como sinal de parada da traducdo. O inicio da tradugéo é
codificado, sempre, pelo cddon da metionina (AUG).

Extraido de Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al.New York: W. H. Freeman; 2000.

7

Apesar de o cédigo genético ser degenerado, isto é, trincas diferentes de
nucleotideos codificam o mesmo aminoacido, ele nao é dubio. Isso porque

aminoacidos diferentes nao sao produzidos por um mesmo cédon.
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Fase de leitura do codigo genético

Como vimos anteriormente, a informagdo genética estd contida nos genes. A produgdo de uma proteina
depende da sequéncia contida nesse gene e no seu respectivo mRNA. Essa informacdo do codigo genético
¢ chamada de fase de leitura ou sequéncia de cédons e é lida durante a traducdo. Em principio, todo mRNA
(e, portanto, o gene que o codifica) contém 3 fases de leitura potencialmente traduziveis (Figura 25). Dada
a sequéncia hipotética 5'-CUCAGCGUUACCAU- 3" do mRNA, esta pode ser lida comegando pelo cédon
CUC(1* fase), UCA ( 22 fase) ou CAG (3° fase), podendo originar aminoacidos/proteinas diferentes.Para
que a proteina resultante tenha a sequéncia correta e, consequentemente, desempenhe sua fungao, ela

deve ser produzida na fase correta.

5 3
CUC j AGC | GUU ACC AU
—Leu Ser Val Thr —

5 a UCA 1GCG 1UUA CCA H

— Ser Ala Leu Pro

2 cu 1CAG CGU iLIAC LCAU
—Gin Arg Tyr His—

Figura 25. Trés fases de leitura possiveis para um mRNA hipotético considerando o codigo genético de trincas.
Extraido de Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al.New York: W. H. Freeman; 2000 Molecular Cell Biology. 4th edic@o.

A funcao do RNA de transferéncia (tRNA)

Durante a sintese de proteinas, os cdédons do mRNA néo sao diretamente reconhecidos pelos aminoacidos
que eles codificam. Precisam de um adaptador entre eles e a maquinaria de sintese protéica (os ribossomos).
Esta funcao adaptadora é levada a cabo pelo RNA de transferéncia ou tRNA. Cada molécula de tRNA
(com uma média de 80 nucleotideos) carrega em uma extremidade um aminoacido e, na outra, uma
sequéncia (trinca) complementar ao cédon no mRNA. Esta sequéncia complementar ao cédon do mRNA
¢ chamada de anticodon. A primeira base do cédon no mRNA (lido na diregdo 5°=3") pareia com a

terceira base do anticédon (Figura 26 A).
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B) Oscilaca
Aminoécido ) Osci aﬂﬂ 3ra base

GAG

mRANA 5

Figura 26. A) Molécula de tRNA carregada com um aminoacido e ligada ao mRNA através do pareamento de bases

entre o cddon e o anticodon. Note que o tRNA adota uma forma de folha de trevo (/oops). B) Oscilagdo na terceira

base do coddn que permite que dois codons para 0 mesmo aminoacido (GAA e GAG) sejam reconhecidos e ligados
pelo mesmo tRNA.

Modificado a partir de Alberts, 2006.

Como visto anteriormente, os aminodacidos sdo codificados por mais de um cdédon (exceto a metionina
(M) e o triptofano (W)). Este fato nao implica na existéncia do mesmo nimero de anticddons, isto é, de
tRNAs diferentes para um mesmo aminoacido. O pareamento entre as bases complementares do cédon
e anticbdon ndo ocorre, necessariamente, com as trés bases. Se olharmos em detalhes as sequéncias
dos cédons de um aminodcido, poderemos observar que, na maioria, hd apenas mudanca na terceira
base do cédon (Figura 26 B). Isso permite que dois ou mais cédons para um mesmo aminodcido sejam
reconhecidos pelo mesmo tRNA ocorre o pareamento entre as bases complementares na primeira e na
segunda posi¢do do codon, sendo que a terceira base fica “flutuando”. Desta forma, as duas primeiras
bases sao as determinantes da especificidade. Na célula existem, no minimo, 32 tRNAs diferentes para os
61 codons do codigo genético, isto é, 31 para os aminoacidos e 1 para a iniciagaio (AUG=Metionina). No
entanto, o numero exato de tRNA dependera da cada espécie. Nos humanos, por exemplo, ha 500 genes

codificando para tRNAs, mas apenas 48 deles sao produzidos (transcritos).

Os ribossomos

Os ribossomos sdo as organelas citoplasmaticas responsaveis pela sintese proteica de toda célula. Eles
sao constituidas de 2/3 de moléculas de rRNA (RNA ribossomico) e 1/3 de proteinas (ribossomais)
distribuidas em duas subunidades independentes. Cada subunidade é chamada de “maior” e “menor”
(Figura 27), devido a diferengas na massa de cada uma (determinada pelo coeficiente de sedimentagido
S). Tanto as subunidades como seus constituintes podem ser separados, isolados e depois reconstituidos
in vitro sem que o Ribossomo perca a sua atividade. Até ndo muito tempo atras, pensava-se que eram as

proteinas as principais responsaveis pela atividade catalitica desta organela. Mas, com a elucidagdo da sua
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estrutura tridimensional (ha uma década), somada a alguns dados bioquimicos, foi possivel demonstrar
que é o RNA, e néo as proteinas, o principal responsavel pela sintese proteica. De fato, as proteinas tém
um papel secundario e nio se encontram dentro do sitio catalitico do ribossomo, mas sim na superficie

associadas ao rRNA.

Subun_idan'e Coeficiente §
Maior 505 (em bactéria)
60S (Eucarioto
Subunidade 30 (em bactéria)
Menor 40 (Eucarioto)

Figura 27. Subunidade maior e menor do ribossomo tipico de bactérias.
Extraido do protein data bank , http://www.rcsb.org/pdb/home/home.docddigo 1ffk e 1fka, respectivamente, em10/07/2011.

A subunidade maior contém o sitio ativo do ribossomo. Nas bactérias, esta subunidade é constituida
por dois rRNAs de massas diferentes, 5S e 23S. Ja em eucariotos, esta subunidade possui 3 rRNAs com
massas de 5S, 5,28S e 28S. A subunidade menor contém apenas um rRNA tanto nas bactérias como nos
eucariotos. As massas sdo o 16S e 18S, respectivamente. Durante a sintese proteica, essas duas subunidade
se juntam para formar o ribossomo ativo, criando uma fenda estreita por onde 0 mRNA se desliza a

medida que ocorre a sua tradugao.

Localizacao e tipos de ribossomos

Ribossomos sdo encontrados nas células sob duas formas: livres e associados ao reticulo endoplasmatico.

Ribossomos livres

Encontrados no citoplasma. Podem ocorrer como um tnico ribossomo ou em grupos conhecidos como
polirribossomos ou polissomos. Ocorrem em maior nimero que os ribossomos associados ao reticulo e

em células que retém a maioria das proteinas produzidas.
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Ribossomos associados ao reticulo

Sdo encontrados associados @ membrana do reticulo endoplasmatico (RE) constituindo o RE rugoso.
Estes ribossomos sintetizam proteinas de secre¢do, as quais sdo exportadas para outras organelas e para o
espaco extracelular via RE. Portanto, ocorrem em maior niumero que os ribossomos livres e em células que
expressam grande numero de proteinas para secrecao (por exemplo, nas células pancreaticas produtoras

de enzimas digestivas) (Figura 28).

Encontramos ribossomos, também, dentro das mitocondrias e nos cloroplastos de células eucaridticas. Eles
sdo sempre menores que os ribossomos citoplasmaticos e sdo comparaveis aos ribossomos procaridticos
em tamanho e sensibilidade a antibidticos. Entretanto, os valores de sedimentagdo “S” variam entre as
espécies. As células aplicam consideravel esforgo para a produgdo destas organelas essenciais. Por exemplo,
uma célula de €. coli contém, mais ou menos, 15000 ribossomos cada uma com um peso molecular de,

aproximadamente, 3 x 10° Dalton constituindo 25% da massa total dessas células.

Figura 28. Micrografia eletronica de transmissdo (MET) mostrando o RE rugoso com as particulas ribossomais
aderidas na membrana.

Extraido de Leningher, 2007.

Existem RNAs que tém atividade catalitica e, por isso, sao chamados de ribozimas.

Seria adequado denominar os ribossomos da mesma maneira?

0 processo de sintese proteica

A reagdo fundamental da sintese de proteinas ¢ a formagao de uma ligagdo peptidica entre o grupo
carboxila (C-COOH) de um aminodcido (aa) e o grupo amino (C-NH,) livre de outro aminoacido

(aa _ ) (Figura 29). Consequentemente, uma cadeia polipeptidica (proteina) ¢ sintetizada com uma
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orienta¢do definida, isto é, no sentido N-terminal até o C-terminal da cadeia polipeptidica. Como visto

anteriormente, a informacéo que determina a sequéncia de aminodacidos esté codificada no mRNA.
A sintese proteica pode ser dividida em 5 estagios:

» ativagdo dos aminoacidos;

» inicio da sintese proteica;

» alongamento da cadeia polipeptidica;

» terminagao da sintese protéica;

» enovelamento tridimensional da cadeia polipeptidica.

Terminal aminico

f

0
N—I H
H— IIL:— B
0= ¢
il
N—I H
o | | |
| i— =% | aa,
D= 0 C
| [
OH lil— H
H H— C— Ry
| | aay
llﬂ— H 0= g
[
H— .|:_ E O +
Qmm Zl:ﬁ;ﬂ]
| Terminal carboxilico
OH

Figura 29: Esquema da formacéo da ligacdo peptidica entre dois aminoacidos, durante a sintese proteica.
Imagem extraida de http://www.biorede.pt/zoom_image.asp?imagelD=2159, em 24/06/11.

Estagio I: ativacao dos aminoacidos

Ativar um aminodacido é deixa-lo num estado com energia necessaria para realizar uma ligagdo peptidica
para a polimerizagao de uma proteina. Em outras palavras, consiste em ligar cada um dos 20 aminoacidos
livres existentes no citoplasma celular a seus respectivo tRNAs. Esta reacdo é realizada por enzimas

especificas — a aminoacil tRNA sintase — e sem a participa¢ao do ribossomo (Figura 30).
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Aminoacido adenilado IRNA

R O A
13
—_—C—C—0—P—0
M o - :
OH
% ,GJ\

J

J OH

R O
m,—-:ll:—lzl—o'—GA

H tRNA camregado AMP

Figura 30. Ativagdo de aminoacidos. Os aminoacidos livres na célula séo carregados nas respectivas moléculas
de RNA transportador (tRNA) antes de serem utilizados na sintese de proteinas. Esta ativacio envolve a ligagado
covalente do amino&cido com a extremidade 3" livre do tRNA.

Retirado e modificado a partir de Alberts, 2006.

Estagio II: a iniciacdo da sintese protéica.

Nesta etapa, 0 mRNA codificante para uma cadeia polipeptidica se liga a subunidade (livre) menor do
ribossomo através de uma sequéncia sinalizadora (em bactérias chamada de Shine-Delgarno) e, também,
a um tRNA carregado com o primeiro aminoacido da cadeia polipeptidica. Em todos os mRNA
bacterianos e eucariotos, o primeiro cddon de iniciagdo codifica para uma metionina. Portanto, neste
estagio, a molécula que estara presente sera o M*'-tRNA. Uma vez presente o *"tRNA ligado ao cédon
respectivo de iniciagdo - AUG - do mRNA, a subunidade maior do Ribossomo liga-se ao complexo

ativando, assim, a sintese protéica.

No ribossomo existem trés sitios especificos de ligagdo: os sitios A, P e E. O sitio A é onde o tRNA
carregado entra e se liga a0 mRNA. No sitio P, ocorre a formagdo da ligagao peptidica e é pelo sitio E
que o tRNA sem o aminodcido sai do ribossomo. Estes passos requerem energia e proteinas auxiliares

associadas ao complexo (Figura 31).

Estagio lll: alongamento da cadeia polipeptidica.

Neste estagio, a cadeia polipeptidica ¢ sintetizada pela ligacdo covalente de cada aminoacido que,
sucessivamente, é transportado pelo respectivo **-tRNA (o qual se liga ao c6don respectivo do mRNA).
A medida que uma ligagio peptidica é formada, o ribossomo se desloca para que um *-tRNA possa

reconhecer o proximo cédon no mRNA (Figura 31)
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Figura 31: Esquema simplificado da sintese proteica mostrando as etapas de iniciacao, alongamento da cadeia
polipeptidica e de terminacdo da sintese proteica.

Retirado e modificado a partir de Alberts, 2006.

Estagio IV: terminacao e reciclagem do ribossomo

A terminagdo da sintese proteica é determinada uma vez que o ribossomo reconhece um cédon de
terminagao (STOP) no mRNA. Com o auxilio de fatores proteicos de terminagao, a cadeia polipeptidica
recém-sintetizada ¢ liberada do ribossomo. O ribossomo se desmonta e suas subunidades ficam

disponiveis para outro ciclo de sintese.

Estagio V: enovelamento protéico e modificacoes pos-
traducionais

Nesta etapa, ja na auséncia do ribossomo, a cadeia polipeptidica adota a estrutura tridimensional
caracteristica da proteina. Este passo é fundamental para que a proteina seja funcional. Caso ocorra
algum erro durante esse passo, a proteina incorretamente enovelada é direcionada para a degradagdo
proteolitica. O processo de enovelamento pode acontecer tanto no citoplasma celular como no limen do
RE e ocorre com a presenca de proteinas auxiliares chamadas de chaperonas moleculares que catalisam o
enovelamento proteico. No entanto, o enovelamento correto nao garante completamente que a proteina
seja funcional. Sdo necessarios algumas modificagdes, conhecidas como modificagdes pos-traducionais,
para garantir sua funcionalidade. Uma modificagdo comum ¢é a elimina¢ao de alguns residuos da cadeia
polipeptidica (como exemplo, a metionina inicial, a sequéncia peptidica de direcionamento para diferentes
compartimentos celulares e clivagem proteolitica de sequéncias internas). Além disso, hd a adi¢ao de
residuos de agucares (glicosilagdo) e alteragdes quimicas que permitem a proteina se ligar a membrana

plasmatica (por exemplo, a miristilacdo), dentre outras modificagdes importantes.
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; Visualizagao do processo de sintese proteica.
—

Disponivel em:

<http://www.youtube.com/watch?v=ZmkEPuYQE8k>

<http://www.youtube.com/watch?v=DcCnmPeutP4&NR= | &feature="fv
wp>
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Perante a caréncia de livros de textos basicos e em portugués sobre esta importante area da ciéncia,
apresentamos nesta unidade nogoes gerais sobre Bioinformatica e um breve tutorial sobre como acessar
as fontes de informacao sobre bancos de dados bioldgicos em geral. Para tal, tomamos como referéncia
o sitio do Centro Nacional de Informagéao de Biotecnologia - NCBI (National Center of Biotechnology
Information). Esta unidade tem como propdsito apresentar os conhecimentos atualizados da area
e, a0 mesmo tempo, auxiliar o acesso do(a) aluno(a) a este tipo de sitio, ajudando na compreensao e
interpretagdo das informagdes encontradas, de forma a servir como guia e roteiro para consulta durante

e apds o curso.
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CAPITULO 5

Definicao de Bioinformatica e sua relagao com
as areas Genomicas e derivados “Omicos”
(Transcriptomica, Proteomica, Metabolomica)

Em poucas palavras, podemos definir a Bioinformatica como a area da ciéncia que envolve a Biologia,
a Ciéncia da Computagao e a Tecnologia da Informagao. A Bioinformatica tem como principal objetivo
organizar, armazenar e analisar a informac¢ao bioldgica contida nas principais biomoléculas da vida,
que sdo o DNA, o RNA e as Proteinas. Apds a criagao de bancos de dados, a Bioinformatica se volta a
interpretacao destas informagdes, gerando conhecimentos que podem ajudar na identificagao de novos
fenomenos bioldgicos e de novos genes, por meio de andlises comparativas de genomas de diversas

espécies, dentre inimeras outras abordagens cientificas.

Andaloga a uma biblioteca que armazena o conhecimento da humanidade em formato de livros, a
Bioinformatica teve que criar bancos de dados para armazenar a informag¢ao na forma de letras originadas
do “deciframento” do cddigo genético. Os projetos de genomas de diversas espécies, dentre eles o do

genoma humano, constituem a principal fonte desses bancos de dados.

Antes de a Bioinformatica ser consolidada, havia nas Ciéncias Bioldgicas, duas maneiras de realizar os

experimentos bioldgicos.

» Invivo: com organismos vivos e condigdes experimentais que sejam o mais proximas
da realidade.

» In vitro: com ou sem organismos vivos sob condi¢des ambientais restringidas.

Hoje em dia, gragas ao desenvolvimento da Bioinformatica, contamos com uma terceira forma de realizar
pesquisa. Esta é chamada de pesquisa bioldgica in silico ou pesquisa bioldgica computacional, utilizando
apenas um computador. A Bioinformadtica comegou como uma tendéncia e, hoje em dia, ¢ uma area da
ciéncia completamente consolidada, de fato, grande parte das descobertas feitas nos ultimos anos dentro
da grande area da Biologia Molecular envolveu procedimentos bioinformaticos. Como exemplo, temos o

projeto de sequenciamento do genoma humano.

A Bioinformitica foi se desenvolvendo a medida que outras espécies de interesse tiveram seus genomas
decodificados. Sem a Bioinformatica ndo haveria genomas estudados, os quais geraram uma enorme
quantidade de informagdo bioldgica. No comeco, a Bioinformadtica funcionava apenas como uma
ferramenta para organizar, armazenar e analisar as milhdes de sequéncias de DNA obtidas de cada
organismo, tecido ou célula. Hoje em dia, esta se tornou uma drea de pesquisa dentro da grande area das

Ciéncias Biologicas e continua se expandindo cada dia mais.
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Era da Gendomica e seus derivados “omicos”

Quando falamos em Bioinformatica, rapidamente associamos com a Gendmica. A Gendmica, como o
nome indica, é a area dedicada a decifrar o codigo genético de uma espécie, ou seja, caracterizar o seu
genoma. Apesar da Bioinformatica existir desde 1960, ela s6 se tornou protagonista décadas depois com
a GenoOmica. Isso ocorreu, principalmente, apos ter iniciado o projeto de sequenciamento do genoma
humano, o qual visaria compreender a constituicdo génica do ser humano, assim como relaciona-la com

diversas doengas.

Desde 1980 até 2009, mais de 900 organismos tiveram seus genomas sequenciados (Figura 32 e
Quadro 3).

Genomas completamente sequenciados
(Janeiro 2009)

1000 1

800

600

400

200

e

O Genbank

Figura 32: Grafico mostrando o nimero de espécies que tiveram seus genomas completamente sequenciados e
depositados nas ultimas duas décadas (1995-2009).

Extraido de http://www.genomesonline.org/images/gold_s1.gif, retirado em 20/07/2011.

De forma geral, um projeto genoma consiste, basicamente, em 3 grandes fases.

» Sequenciamento: andlise do contetido de sequéncias nucleotidicas através da técnica de

sequenciamento automatico (método de Sanger) ou sequenciamento de nova geragao.
» Anotagao: depdsito das sequéncias nucleotidicas, in silico, nos bancos de dados.

» Processamento e analise: organizacdo das sequéncias de DNA e montagem do

mapa gendmico.

Uma vez anotadas e processadas, as informagoes derivadas dos genomas ficam disponiveis para serem

acessadas para varias analises in silico, como, por exemplo, para:

» determinar similaridades e diferencas entre genomas completos de espécies
relacionadas (desta forma, estabeleceu-se que o genoma humano é muito mais

parecido com o genoma do camundongo);
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» determinar o numero de genes por genoma, classificar estes genes em familias

génicas etc;
» identificar genes nao descritos;

» estabelecer relagoes filogenéticas através de sequéncias nucleotidicas, dentre outras

possiveis analises.

Quadro 3: Lista de alguns organismos que tiveram seus genomas sequénciados mostrando o tamanho (em pares
de bases) e o niimero estimado de genes em cada um.

ORGANISMO TAMANHO DE GENOMA (PARES DE BASES) | N2 ESTIMADO DE GENES
Homem (Homo sapiens) 3 bilhdes 30.000
Rato (M. musculus) 2,6 bilhoes 30.000
Mostarda (A. thaliana) 100 milhoes 25.000
Roundworm (C. elegans) 97 milhoes 19.000
Mosca das frutas (0. melanogaster) 137 milhGes 13.000
Levedura (S. cerevisiae) 12,1 milhdes 6.000
Bactéria (E. coli) 4,6 milhdes 3.200
Virus da AIDS (HIV) 9700 9

Tabela de Binneck, Eliseu. As dmicas: integrando a bioinformagéo. Biotec Ci & Des 32: 28-37.
http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio32/6micas_32.pdf.

A Genodmica decifra e organiza o codigo genético de uma ou mais espécies, mas tem limitagdes quanto aos
tipos de informagdes que podem ser inferidas com seus dados. Nao permite, por exemplo, analisar quais
genes e em que intensidade sdo expressos numa célula ou organismo em um dado momento do ciclo de
vida ou sob condigdes especificas. Podemos saber se uma célula ou organismo possui determinado gene
se este tem variagdo em relagio a genes similares, mas ndo poderemos saber se este gene é ativo, o quanto

ele é expresso e quando é expresso na célula.

Como visto na primeira unidade, o RNA e as proteinas sdo os produtos de expressao génica. Portanto, para
analisarmos a expressdo génica de um ou mais genes de uma célula, temos que analisar estas moléculas

especificamente. Assim, a Genomica originou trés dreas importantes.

» Transcriptomica: area que estuda o conjunto de transcritos de RNA produzidos por

uma célula ou organismo em um determinado momento do ciclo de vida.

» Protedmica: area que estuda de forma quantitativa e qualitativa o conjunto de

proteinas presente na célula em determinado momento.

» Metabolomica: a area mais recente das trés que estuda moléculas orgéanicas

importantes para a célula.

o4
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Essas trés areas sao muito mais dindmicas e apresentam mais informagdes sobre a expressido de genes
e proteinas do que a Gendmica. A maioria das células de um organismo contém o genoma idéntico
independente do tipo celular, estagio celular ou condigdes ambientais. Células sanguineas normais terdo
um conjunto de transcritos de RNA (e proteinas) tipico para cada tipo celular, por exemplo, hemacias e
leucdcitos. No entanto, poderao variar em fungao das variagdes ambientais, como em resposta a presenca
de algum agente patogénico. Ao analisarmos os niveis de expressdo global de genes e proteinas para
cada tipo celular, podemos observar significativas diferencas se comparamos os niveis de expressao
(transcriptoma e proteoma) entre células ou mesmo de um tipo celular sob condi¢des ambientais
diferentes. Seria possivel observar, em principio, quais sdo os genes que estdo sendo expressos em cada
situacao.

Assim, a Biologia Molecular tem expandido suas formas de analises, passando dos estudos de um tnico gene,
RNA, e da proteina, para uma visdo mais global destas moléculas (tanto qualitativa quanto quantitativamente).
Atualmente, espera-se que esta nova era “Omica’ permita analisar doengas, como o cancer, de um ponto de
vista mais real e holistico, o que ajudard a achar as causas, a nivel molecular, de como uma célula se transforma

em cancerosa e, assim, atacar o problema de maneira especifica e o0 mais eficaz possivel.

Em 26 de junho de 2000, Francis Collins e J. Craig Venter anunciaram, em cerimonia
na Casa Branca com a presenca do presidente Bill Clinton, que haviam completado

o primeiro rascunho do genoma humano. O detalhe é que ambos obtiveram de

maneira independente. Collins e Venter nao eram colegas. Eram rivais que travaram
uma corrida contra o tempo para ver quem publicaria os primeiro resultados.
Por que haveria tanto interesse envolvido em saber quantos DNAs contém o ser
humano?

A Genodmica tem evoluido tanto que, hoje, o genoma de uma pessoa pode ser
sequenciado em questdo de dias. Seria possivel, no futuro préximo, incluir a

Gendmica entre os estudos clinicos de rotina de uma pessoa?

Informacdes adicionais interessantes sobre o tépico.

Disponiveis em:

<http://www.youtube.com/watch?v=xPtOmviT7zs&feature=related >
<http://www.youtube.com/watch?v=taENQMitua8&feature=related >
<http://genome.wellcome.ac.uk/doc_ WTX056439.html|>
<http://genome.wellcome.ac.uk/doc_WTD020758.html>
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=888&bd = | &pg= | &Ig= >
<http://www.youtube.com/watch?v=Bixu2gQVvuA&feature=related >

<http://cienciahoje.uol.com.br/colunas/deriva-genetica/dez-anos-de-genoma-

humano>
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0 Brasil no contexto das “omicas”

A participagao do Brasil nas “6micas” da Biologia Molecular tem sido significativa. Através dos distintos
projetos de pesquisas (envolvendo sequenciamento gendmico) financiados, principalmente, pela agéncia
de fomento Fapesp (Fundag¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), tem sido possivel gerar
muita informagéo sobre o patrimoénio genética de espécies de interesse comercial ou mesmo do préprio
homem. Nesse sentido, a Bioinformatica tem sido altamente importante na hora de analisar os resultados
obtidos. Para citar alguns exemplos, o Brasil tem participado do sequenciamento do genoma da xylella
fastidiosa, da Cana-de-agucar, do genoma humano e clinico do cincer, do genoma da xanthomonas, do

eucalipto, do schistossoma mansoni, da bactéria leifsonia xyli, dentre outros.

O uso da Bioinformatica é imprescindivel para atender aos desafios cientificos oriundos do gigantesco
volume de dados produzidos pelos atuais projetos na area bioldgica. Uma vez que diversas espécies tém
tido seus genomas decifrados, resta saber agora a fungao e o papel bioldgico de cada uma das sequéncias
de proteinas que foram determinadas, mostrando o valor inestimavel que a Bioinformatica tem para as
Ciéncias Bioldgicas. A sua importancia se viu refletida logos apds a publicacdo dos resultados do projeto
genoma humano, onde milhares de sequéncias de DNA foram decifradas, permitindo a descoberta de

mais de 30.000 genes e seus respectivos produtos proteicos.

Para trabalharmos com Bioinformatica, basta apenas termos um computador conectado a internet e boas
perguntas para comegarmos a pesquisar nas diversas bases ou bancos de dados que contém todas as
informagoes bioldgicas relevantes dos seres humanos e de muitas outras espécies. O mais importante
é que todas essas informagdes sdo, na maioria dos casos, disponibilizadas de maneira gratuita para o
publico em geral, seja ele um simples pesquisador, um ganhador do prémio Nobel, um estudante ou

apenas uma pessoa curiosa.

Reportagens e leituras interessantes sobre o assunto:

Disponiveis em:

<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=4156&bd= | &pg= | &lg= >
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=4142&bd= | &pg= | &lg= >
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=4028&bd = | &pg= | &lg= >
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=4004&bd = | &pg= | &lg= >
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=392 1 &bd= | &pg= | &lg= >
<http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=237&bd =2&pg= | &lg=>

<http://www.comciencia.br/reportagens/genoma/genomal.htm>

<http://www.comciencia.br/reportagens/genoma/genoma3.htm>
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Projetos genomas desenvolvidos no Brasil.

Projeto genoma xylella fastidiosa.
Disponivel em: <http://www.lbi.ic.unicamp.br/xf/>
Projeto genoma da cana-de-acucar.

Disponivel em: <http://revistapesquisa.fapesp.br/?art=540&bd = | &pg= | &Ig=>

or
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CAPITULO 6

Os bancos de dados bioldgicos

O sequenciamento de qualquer molécula de DNA/RNA gera, inevitavelmente, informagéo e esta tem que
ser armazenada de alguma maneira. Quando se trata de genomas inteiros, com bilhoes de pares de bases,
o volume de informagdo gerado é enorme. Por esse motivo, precisa-se criar um banco de sequéncias

biologicas.

Por defini¢do, um banco de dados bioldgico constitui um grande conjunto de sequéncias de DNA/
RNA/proteinas armazenados e processados com softwares especificos. As informagdes mais relevantes

geralmente organizam-se em forma de tabelas.

Classificacao: bancos primarios e secundarios

Os bancos de dados primadrios sdo criados a partir de resultados de dados do sequenciamento génico
publicados com alguma interpretacao adicional, mas sem uma andlise exaustiva desses dados. Como

exemplo deste tipo de banco, temos o GenBank/NCBI, o EMBL, dentre outros.

» GenBank/NCBI (disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez>).

C.
<3 NCBI

» EMBL-EBI (disponivel em: <http://www.ebi.ac.uk>).

EMBL-EBI :: i ¢ European Bioinformatics Institute

Os bancos primarios geralmente estdo interconectados de maneira que a informagdo genética contida
neles seja a mesma. Cada sequéncia de nucleotideos é depositada e identificada com um numero
de acesso (Accesion Number, AN) e pode variar dependendo do tipo de sequéncia depositada. Para
melhorar a identificagao de sequéncias antigas e evitar sobreposi¢ao de sequéncias ou redundéncia, o AN

vem acrescentado do nimero da sua versido. Dessa forma, pode-se ver o nimero de acesso, um ponto
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e o numero de atualizagdes feitas em uma determinada sequéncia Por exemplo, o nimero de acesso
A21645.3 é a terceira atualizacdo da sequéncia A21645 e as versdes anteriores permanecem armazenas e
acessiveis através dos niimeros de submissdo A21645.1 e A21645.2.

Um cédigo similar ao AN.version é dado, também, para sequéncias de proteinas. Para criar um indice
mais robusto para suas entradas, o NCBI, em 1992, criou um novo identificador, o GenInfo Identifier
(gi), um namero inteiro simples. Esse é um identificador unico para cada sequéncia. Se houver duas

sequéncias com 99% de identidade, mesmo assim, elas terao um gi diferente.

Como mencionado anteriormente, estes bancos de dados sao publicos e qualquer pessoa pode ter acesso
a eles de qualquer computador que esteja conectado a internet. Além disto, muitas outras informagoes
podem ser obtidas através destas organizagdes publicas nos respectivos sitios na web. Por exemplo, através
do NCBI (National Center of Biotechnological Information) podemos ter acesso a diversas bases de dados
derivadas do Genbank. Ao acessar pela primeira vez um banco de dados de sequéncias, seja de DNA
ou proteinas, nos deparamos com uma grande quantidade de nomes, siglas e numeros de identificagdo
que podem nos confundir e atrapalhar durante a busca de informagdes relevantes. Para entendermos a
terminologia da Bioinformatica, primeiramente, come¢aremos por definir e compreender o que é um

banco de dados primério e um banco de dados secundario e os numeros de acesso atribuidos a cada um.

O ENTREZ é a plataforma (NCBI) que nos permite ter acesso as sequéncias de DNA e proteinas de diversos
organismos. Cada caso nos oferece informagoes sobre a localizagdo do gene dentro do cromossomo
(mapeamento génico), assim como a homologia com genes de outras espécies. Além disso, os dados
da literatura cientifica que sustentam essas informacoes estio disponiveis. Cada uma das sequéncias
depositadas, assim como as informagdes relevantes, sdo constantemente atualizadas. Novas ferramentas

sempre sdo incorporadas para melhor compreendermos as informacoes fornecidas.

Os bancos de dados secundarios, por defini¢do, sio derivados dos bancos primarios. Neles ha uma
compilagdo e interpretag¢ao dos dados de entrada (sequéncias) por um ou mais grupos de pesquisadores.
Desta forma, ele ¢ atualizado & medida que novas descobertas surgem. Portanto, os bancos de dados

secundarios sao mais acurados que os primarios.

» COGs - Clusters of Orthologous Groups of proteins (disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/COG/>).

L3} aleweg cprenpenon of by cocequn p combpus rsma
cocz?

»  Uniprot/SWISS-PROT (disponivel em: <http://www.uniprot.org/>)

e
*Te
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» PDB - Protein Databank (disponivel em: <http://www.pdb.org/pdb/home/home.do>)

O valor e/a importancia dos bancos de dados secundarios sio resultado de algumas caracterisitcas

relevantes:

» As informagdes sdo mais acuradas, evitando a redundéncia e a sobreposi¢do de
dados.

» Os dados relativos a uma espécie sdo, sempre que possivel, correlacionados com os

dados de outras espécies.
» Disposicdo dos dados em tabelas e/ou graficos interativos.
» Disponibilidade de acesso a um vasto nimero de dados pré-processados.

» Ampla interconectividade com outros bancos de dados e links com informagoes

relevantes e adicionais para cada sequéncia.

» Todos os dados contidos nesses bancos sao suportados e identificados pelos autores

responsaveis, assim como apurados por outros grupos.
No entanto, os bancos de dados secundarios tém alguns inconvenientes que devem ser considerados:

» Essesbancos de dados demoram para ser atualizados, principalmente quando se trata

de um volume grande de informagao (genomas) proveniente dos bancos primarios.

» Cadaum possui uma interface de trabalho prépria. O usuario deve estar familiarizado

com cada uma e estar atento as mudangas e as atualiza¢des.

» Muitas vezes, os links para outros sitios podem ser um problema devido ao excesso

de informacgoes.

» Alguns bancos de dados, como o SwissProt, mantém um tnico nimero identificador
para cada sequéncia depositada. Ja outros bancos de dados como o UniGene, o EST

clusters ou o Ensembl podem mudar este identificador causando confusio.
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Como acessar um banco de dados primario: o
NCBI

Como ja dito, existem varias formas de acessar e obter as informagdes contidas em um banco de dados
bioldgico. Para entendermos melhor a maneira de entrar nesses bancos, utilizaremos o sitio do NCBI
(http://www.ncbinlm.nih.gov/Entrez), o qual é um dos principais bancos de informagoes bioldgicas
do mundo (sendo o melhor). Veremos, de uma forma geral, e por meio de exemplos praticos, quais

informagdes que podemos encontrar num banco de dados bioldgicos e como utiliza-las.

Neste momento, é importante salientar alguns pontos importantes que o estudante tem que levar em

consideragdo a partir de agora.

» Para realizar pesquisas relacionadas a Bioinformadtica, precisamos ter, obviamente,
um computador conectado a internet. Nao é necessario ter uma conexao muito

rapida, mas, quanto mais rapida, melhor.

» Nao é necessario instalar nenhum programa para acessar e utilizar os bancos de
dados. A configuragio basica de qualquer computador permite, em principio,

trabalhar com estes bancos.

As informagdes presentes nos bancos de dados que veremos a frente estdo em inglés, por ser esta a lingua

universal da ciéncia.

A pagina principal do sitio da NCBI utilizada para a busca nos distintos bancos de dados chama-se
ENTREZ (Figura 33). Nela, podemos acessar os varios bancos de dados disponibilizados pelo sitio. Os
mesmos estdo organizados em forma de lista e indicados com links e icones respectivos. Também, existe
uma caixa de busca para uma pesquisa global em todos os bancos de dados. A interface desta pagina é

simples e de facil compreensao.

o1
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@ — Entrez, The Life Sciences Search Engine,
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http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez

Figura 33. Pagina do Entrez Global (NCBI) mostrando os varios bancos de dados disponiveis. As pesquisas podem
ser realizadas diretamente em cada um dos /inks ou utilizando um buscador geral (search across databases).
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Como buscar por literatura cientifica: PubMed

O PubMed é uma fonte de informacdo cientifica publica e gratuita que pertence e é mantido pelo
National Center for Biotechnology Information — NCBI -, da biblioteca nacional americana de medicina
que entegra o National Institute of Health (NIH). Ele contém mais de 20 milhoes de citagdes de literatura
sobre Biologia Médica (MEDLINE), jornais sobre as ciéncias da vida, assim como livros de texto online.
Portanto, € o site ideal para pesquisas bibliograficas sobre qualquer assunto referente a Biologia Molecular

e areas afins (por exemplo, os topicos abordados nesta apostila).

Também, ¢ possivel acessar, através do PubMed, resumos de artigos cientificos (papers) de diversas areas.
Em alguns poucos casos, é possivel acessar gratuitamente o artigo completo online ou em formato pdf.
Na maioria dos casos, 0 acesso a esse tipo de informagao é pago. Abaixo, apresentamos duas maneiras de
buscar na base de dados do PubMed (http://www.nlm.nih.gov/bsd/disted/pubmed.html).

» Busca por termos gerais: Quando queremos saber sobre um assunto sem conhecer

de antemao o que ha publicado.

» Busca avangada: Quando precisamos encontrar um ou mais artigos especificos e
contamos com informagdes mais detalhadas do assunto, como titulo do artigo,

nome do autor, ano de publicagio, jornal onde foi publicado etc.

Busca por termos gerais:

Primeiramente, acessamos o sitios do PubMed. Uma vez 14, clicamos o link PubMed e digitamos no
buscar o termo bioinformatics, por exemplo. Por fim, clicamos search e obtemos os resultados da busca.

Na tela do computador veremos algo semelhante & imagem apresentada na Figura 34.
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Numero total de
registros

Artigos que contem o
termo |
“Bioinformatics”
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Search PubMed
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’ﬁ_ Resveralrol and prostate cancer; Promising role for microRHAS, ™ Reiew (14186
1. Dhar 5, Hicks C, Levenson AS

Manggs Fitan
Mol Kulr Food Res. 2011 Jun 29_dol: 10.1002mnfr 201100141, [Epub ahaad ol prini]
PIID: 21714127 [Pulled- 25 suppied by pubishel]
Save Results In Collections ]
[ DIPOS: dafahase of interatting proteins in Oryza sativa > Tutorial
2 Sapkola A, Lin X, Zhao XM, Cao Y, Liv J, Liu 2P, Chen L.

Mol Biosyst 2011 Jun 29. [Epub ehead of pen] ) et e
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Figura 34. Imagem mostrando os resultados gerados pela pesquisa inicial do PubMed.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Clicando no primeiro resultado mostrado na Figura 34, visualizaremos mais detalhes do artigo escolhido
(Figura 35).

MyNCBI SignIn
Pu bmed gov Search:| PubMed ] Limits  Advanced search Help
US, Hatiens! Library of Medisine. 3
L [ [seac JERN
Display Seftings: (v) Abstract Sendto: RlTe
© ® el
Mol Hutr Food Res. 2011 Jun 29, dot 10.1002/mnr 201100141, [Epub ahead of print] 0
- . Recent activi
R and prostate cancer: P\ g role for microRNAs. y
Tumonf gl [
MM‘ Levenson A5 Resveratrol and prostate cancer. Promising
Cancer nstiute, University of Mississinni Medical Center, Jackson, NS, USA. role for microRNAs. Fubhled
Abstract Q bioinformatics (87334)
$Scope: Resveratrol (Res) has anticancer activity in prostate cancer (PCa), which can be of ) are small that o
negatively regulat expression. We hav ifferential MIRNA inPCa cells frealed with Res. Methads : Using microarays we 3miRnas QL Cancer (2522440 eutties
were sigri 4 laled 2 i ignificanty up-regulaled after Res reaiment. The d i 17-92 and MR- with well e i
recognized oncogenic prapertes wile the up-tequlated mRs included i fied by qRT-PCR, i 17, mR-203, MiR-200, miR-106a  Q, Pain sleep disorders (3638) -~
and miR106b. Since these miRNAs target PTEN (phosphatase and lensin homolog deleted on chromosome 10), we performed Weslem blotto confirm up-regulation of PTEN in PCa cells. In
addiion, using TargetScan database, we have idenified putative mRNA fargels for Res-induced down- and up-regulated miRs. Using a big i we [ PubMed Help - Publded Help o
netwarks spedfically altered by Res-regulzted miRNAs. Conclusion: Our indicale that the dietary play an important role ir tate i i gh - e L
modulalion of miRNA ion: de gl i and up-reg fumor suppressor miRs in PCa cells. Further in-depth studies are necessaryin order fo fully See more...
recognize the beneficial miRNA-mediated effects of Res in PCa.
Copyright® 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
L_2ID: 21714127 [Pubkled- 35 supplied by publigher]

Figura 35. Imagem mostrando os detalhes do artigo selecionado. Vemos, entre outras informacoes, o titulo do
artigo e os autores, além do resumo do trabalho (abstract), onde podemos ler as principais descobertas realizadas
sem ter que acessar o texto completo.

Nttp://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed.

No resumo ou abstract podemos obter as principais informagoes oferecidas pelo artigo. Se este for de
nosso interesse e quisermos ter acesso ao texto publicado na integra (full text), basta clicar no link que
aparece, geralmente, na parte superior a direita (Figura 35) como um icone da revista ou editora que o

distribui. No nosso exemplo, trata-se de um artigo publicado pela editorial Wiley".
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Esse tipo de busca pode ser trabalhosa dependendo da maneira e dos termos usados para a pesquisa.
Termos gerais como CANCER, DNA, RNA, DOWN, ou VIRUS, por exemplo, sempre terdo como resposta
uma quantidade enorme de informagdes (muitas vezes desnecessarias) que ndo se ajusta ao nosso foco
de pesquisa. O mesmo acontece se usamos apenas os sobrenomes de autores, como Watson, Crick ou Da
Silva. Por isso, recomenda-se utilizar uma combinacio de termos especificos para, que, assim, possamos
restringir o volume de informagdo adquirida em cada procura. Como exemplo, podemos acrescentar a
palavra Bioinformatics os termos genomics e ‘Brazil (bioinformatics genomics brazil, sem virgulas) e assim,
reduziremos o nimero de 87 mil para 212 registros. Por isso, ¢ importante nos perguntarmos qual o
objetivo da nossa pesquisa bibliografica e determinamos (o que requer pratica) as palavras-chave que nos

permitam reduzir o tempo necessario para a obtencdo das informagdes que esperamos encontrar.

Busca avancada

A outra forma de procurar referéncias bibliograficas é entrando diretamente no link PubMed Single
Citation Matcher (http://www.ncbinlm.nih.gov/pubmed/citmatch), o qual permite realizar uma busca

mais avangada, especificando o nome do autor, o jornal, ano de publicagao etc. (Figura 36).

« C @ www.ncbinimnihgov/pubmed/citmatch T8
Ed Facebook  (§ CNPq LR Pigina/ll = Ultiemas .. == National Centerfor. 01 BBC Radio - Theho.. Bl Continentsl 590 AM ) welcome - ibrargnu | Clarincom & IFSC - Instituto de FL 3 Outres favorites
3 NCBI  Resources (7) HowTo @ MyNCBI Signin [

PubMed Single Citation Matcher
© Use this tool to find PubMed dtations. You may omit any field.

e Journal may be the full title or the title abbreviation.
o For first and last author searching, use smith jc format.

Journal: |

Date: wyyylmmidd | (month and day are optional)

Volume: Issue: | First page: L
Author name (see help) | ]

[ only as first author £ Only as last author

Title words:

Figura 36. Pubmed Single Citation Matcher. Interface do PubMed que permite realizar uma busca por artigos
cientificos mais especifica. Essa ferramenta € (til quando conhecemos algumas das informacdes especificas de
um artigo, como nome do autor, nome da revista, ano de publicagéo etc.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed.

: Mais informacées sobre o PubMed Disponivel em: <http://www.nlm.nih.gov/bsd/
Z—= disted/pubmed.htm|>

Buscando na hase de dados de livros

Os conceitos tedricos tratados aqui e no resto do curso podem ser consultados no acervo de livros
digitalizados e disponibilizados no NCBI através do link bookshelf (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/).
Esta base de dados contém 700 textos sobre ciéncias da vida e saide humana. Todos estdo escritos na

lingua inglesa.
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Buscando na base de dados de sequéncias
nucleotidicas

Dentro do NCBI podemos acessar trés tipos de bancos de dados de sequéncias nucleotidicas.
»  Nucleotide: contém sequéncias nucleotidicas de varias fontes, incluindo Genbank.

» ESTs (Expressed sequence tags): contém um conjunto de transcritos curtos
provenientes de sequéncias de RNAm obtidos do Genbank. Neste banco podem ser
analisados os niveis de expressdo de um gene em particular, em um organismo ou

tecido especifico.
» GSS: contém um conjunto de sequéncias curtas de DNA gendmico.

Os trés estao interconectados através de links. Se o objetivo é encontrar a sequéncia de nucleotideos que
codifica uma proteina, tomemos, como exemplo, a enzima quinase. Devemos escrever o termo kinase na
caixa de busca e, assim, teremos como resposta todas as sequéncias de nucleotideos depositadas no banco

que correspondem ao respectivo termo (Figura 37).

Save search

Nucleotide Search:| Nucleotide B
Alphabet of Life kinase

Display Settings: [~] Summary, 20 per page, Sorted by None

@ Found 1095423 nucleotide sequences. Nuclectide (298044) EST (108461) GSS (688918)

Figura 37: Banco de dados de nucleotideos do NCBI. Resultado da procura pela palavra chave Kinase.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide.

Como resultado, teremos o nimero de sequéncias nucleotidicas ESTs e GSS que respondem a palavra
Kinase. Além do mais, podemos saber a distribuigao destas sequéncias em distintos organismos no link

top organism (Figura 38).
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¥ Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (830715715)
Mus musculus (4852147)
Zea mays (2018857)
Sus scrofa (1627083)
Bos taurus (7559485)
All other taxa (47479836)
Mare...

Figura 38. Lista de espécies que respondem ao termo KINASE

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide.

Selecionando uma das 8301515 sequéncias depositadas de humanos - por exemplo, Homo sapiens ROR2
(ROR2) gene, partial cds (Figura 39) -, teremos uma série de informagoes referentes a sequéncia. Assim,

encontraremos uma lista de palavras-chave tipicas, como locus, definition, accession, version, keywords,

source, dentre outras que serdo definidas a frente.

£ MBI Fovssmms 3. Hom 13 ]

Mucleatide |
Apnabai ol Lie |

Lrsfl Adafint bhirl® il

| s O

Ennnliten, 5 Geles let

Homo saplens ROR2 [ROR2) gene, partial cds
GerBurin A10000 }

[T

s

ocm 55 AFTTINIIS 00 by DML Disesr PRI IN-JDB-JRI1
DEFINITION Eomd sapless NOKI (MONI) geax, partial cda.

AEERIION  ARALaGdG AFTTIONR AFrivi AFTTOIET SFITITRD AfTiviid EFTRRYR

BEFRRTL AFITIRD
VERESE heiiaasd g ENTLERY
B ]

SOTRCY Ema paplens (Sraas
CRSESI® Ems pagiecd
Dutarpstar Fetaces: ChesSata: Crastata; Vertsbratss Detelesstsmiy
Fasmaliar Tafberin: Cearchsstoglitmar Frimaled; Baplacebiais
Catarrkisis Bomknideer Hoas.
BEFERERCE ) geases § ue A3
MITSCRS  Scowsbe, 0., Tinschars,d., Buschow,l., Melsschs, V., Malff, 5.,
Eillussan-Eaneback, 5., Olfvisge, X, Wiliie,h.0,, Ezsec, R ssd
Ramdlew, 3.

TITLE Diriiset mtaticss i3 e rrocptes fyTexise Eease grae BORI causs
btbspseetrly 17pe A
SERAL ME, X M. Bemes, €7 (40, ANRMD CBEm

PRl LZERARAS
BEFEBENCY 1 gnasws b osw 43390
AOTECRS  Schwabe,G.0., Tiaschart, 5., Seschow, ., Wrisechs, ., Nciff G,
Filkie Ak, Beier M.l Eoaes 0. add Motulles 8.
T barest Sulmienles
SEASAL  Febmihied (39-SENeI0000 Mehas Semeiles, Mas Flasdk ssiided 1.

Figura 39. Descri¢éo do gene ROR2.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide.
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» locus: atribui um nome ao loco do gene (SEG_AF), o comprimento da sequéncia em

pares de bases (pb), a natureza da molécula (DNA ou RNA), a topologia (linear ou

circular) e a data de deposito da sequéncia.

» definition: define de forma breve o gene.

» accession: mostra todos os nimeros de acessos atribuidos a sequéncia.

» keywords: mostra as palavras-chave ou termos que caracterizam a sequéncia génica/

protéica depositada.

» source: divulga o nome do organismo ao qual pertence a sequéncia.
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» organism: divulga a identificagdo taxondmica do organismo, isto ¢, o reino, filo,
género e espécie.

» reference: apresenta todas as referéncias dos autores que descreveram a sequéncia
(diferentes partes de uma mesma sequéncia pode ser atribuida a diferentes autores).
Cada referencia tem um link que direciona para o PubMed.

Para obter apenas as informacdes basicas, como a sequéncia de interesse, clicamos no icone FASTA

(formato muito comum em bases de dados) e obtemos algo semelhante ao mostrado na Figura 40.

4 & O wewncbisim s gowneccone I8 185 reports faita o A
I lecsbock ) CHPg LR Pigewlls U B Bl Contor e 0 BOC Mo - Thaa . [ Comtensrtad W0.AM 1) wobtnoms - Mvayras [ Clainaves, 5 L - It d 1L ™ | (] Dutroa bevorten
Muclectide Seanrh] butbestde - LR AMAAOM BRINE HER
Aphaterd of Ly - I
(e SERaay () FASTA e = < Ghange regeen shawn j
Homo saplens ROR2 (ROR2) gene, partial cds < view olf
Ganflask: AHIN0NT F
Geligrk  Grmfeny
NI TIERI AR o AROL O3S 7 FEG_AFTINTIAS Homo sapiens BORD GRORZ] gene. partial Analyy S SegEnCY =
pen Fn BLAST
AT T BT T I T TTCTACAAAATACT BOSTASTTTTEC T NGAATCCTGT TR CTTTSEAT
B T AT T LA T T TE AT AT KT ECTSoETTOTETTECECASATS I ey
BTG AT T T A OO TAAAC AT T AGEACTOCT PEA TRCGCARGACCROTDRATTCCAACTCT Findin fn St
CACTEOCATTRO ano
T TGCAGET T AT T TS T T T T T GGG CCACTAMACALTATCADCAT TETOCAMGGCCAGACEG Racand actvity ‘
St . He B Caw
T A A G DT T CATODGEAA BACAAAT AT BOT T CACGACT ST DEASEATIT S (), Howchestitn Seguiee (104 et
Bt
TS T OO TEAGT TRGACAFTGANAT SAALTTTOOCAGOD
R e O A A AL LB I e s RORRCH (RGAT pese. pamal
7 LTATTATATE o ety
...... TS e Ty ————
TISTGTT RGP UCAGOCT T GCTGACTTARTICAL PEAGGOCDGAGEACNGCT HO0CACT (= L.
TETATTECARNEEAR AN
B s s T e
ETATT AT AT TR CTTIT TG T IO TCT T TR AGGTOCAACECACAGTOCANATCAT AACTTTCAGTA pamers sl
AT T T T T A e AT ST T AT S T A TTET T AT AT ST LT (S ST ET A 1 s puntel e L
AT ROCAOCTCATSTCT TGO CGAAT T TR T AGAATT TOoC TRO T TCACACARIGGTRO0CATITE Q nans (MAITH
Frees. ACATITEIERIZTIECEILE e
BTG TAAATITCTTTCTET AT TG GACC T TACACAG GO TACTGAGAGGAGT AT AMATATACAGETCA [
PRATOGCANGATGCTEGATCATAN
ATTROCA T R CA oI TACC S S oA T SOCT ST HA ST TEATT BorAACEoaAs
TTCTCCTASIATEATAN S AT BT TA SO AT LTS TERCATS CACTETETTICATCAGTT -

Figura 40. Obtencéo da sequéncia de DNA de um gene qualquer.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuclectide.
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Buscando em bancos de dados génicos

Recentemente, além do Genbank, o NCBI tem desenvolvido outras bases de dados (ou interfaces de
bases de dados) especificas para genes bem identificados. Sdo caracterizados, pela forma resumida, sem a
presenca de todas as informagdes que normalmente obtemos do Gen‘Bank. Em outras palavras, podemos
obter a histéria completa de um gene em uma unica busca. Além disso, oferecem informagdes quanto a
localizagdo do gene (locus) no genoma da espécie de origem e, também, permitem analisar as regides do

genoma que o circunda.

Esta ferramenta pode ser acessada no seguinte endereco eletronico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene.
Colocamos o nome do gene ou a sigla que o identifica - por exemplo, DUT - e teremos como resposta
algo semelhante ao que visualizamos na Figura 41. Nesta interface, aparece uma breve resenha funcional
do gene, isto ¢, a fungdo do seu produto proteico. Podemos ver o mapeamento do mesmo no genoma e
toda a bibliografia que suporta estas informagoes, assim como o mapeamento do mesmo no genoma da

espécie e toda a bibliografia correspondente.

23 NCBI  Resources () HowTo @

Gene Search: Gene |:| j’ Limlis Advanced search Help
pnenoypes |l Cear| |
Display Seflings: () Full Report Sendte: @

DUT deoxyuridine triphosphatase [ Homo sapiens]
Gene ID; 1854, updated on 5-Jun-2011

[+ Summary B

Official Symbol  DUT provided by HGNE
Official Full Name  deoxyuridine triphosphalasa provided by HGHC
Primary source HGNC:3078
Seerelated Ensembl ENSG00000128951; HPRD:0I65; MIN 601266
Genetype protein coding
RefSeqstatus  REVIEWED
Organism Homp sapiens

Lineage ¥ C ; Craniata; Vv ) ia: Eutheria; Euarche glires: F Haplorhini; Catarrhini; H idae; Homo
Alsoknown as  oUTPase; FLI20622
Summary This gena encodas an essential anryme of nucleotide metabolism. The er d proteln forms a ublquitous, homotetramarc enzyme that hydrolyzes dUTP to dUMP

and pyrophogphate. This reaction serves twa cellular purpoges: providing a pracursar (dUMP) far the synthesis of thymine nuclectides needed for DNA replication,
and limiting intracellular pools of JUTP. Elevaled levels of dUTP lead to Increased inconporation of uracll into DNA, which induces extensive excision repalr
mediated by uracil glycosylase. This repair process, resulting in the remeval and reincorparation of JUTP, is self-defeating and leads to DNA fragmentation and cell
death, Aternative splicing of this gene leads to different isoforms that localize to either the milochondrion or nucleus. A related pseudogens is located on

chromosome 19, [provided by RefSeq]
[*] Genomic context =
[=] Genomic regions, transcripts, and products @E
[+ Bislloaranhy a1

Figura 41. Descricao geral do gene DUT.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene.
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Os bancos de dados gendmicos

Os bancos de dados gendmicos contém sequéncias e mapas genéticos dos genomas de mais de 1000
espécies. Neles, encontramos tanto genomas completamente sequenciados, quanto aqueles que ainda
estdo em processo de sequenciamento. Todos os tipos de organismos estdo representados nesse banco
de dados. Encontramos desde bactérias e arqueobactérias, até plantas, fungos, animais, o ser humano e,

também, virus, bacteriofagos e plasmideos.

Como mencionado anteriormente, o banco genoémico é constituido, de forma organizada, por todas as
informagdes referentes ao patrimonio genético de uma espécie. Dessa maneira, pode ser feita uma analise
global dos genes de uma tnica espécie sem que aparecam dados provenientes de espécies relacionadas.
No entanto, existem ferramentas para realizar analises comparativas entre genomas, como, por exemplo,
entre o do ser humano e o do rato (esse tipo de analise é muito comum hoje em dia e recebe o nome de

gendmica comparativa).

Sitio contendo mais de 180 espécies que tiveram seus genomas sequenciados
desde 1995.

Disponivel em: <http://www.genomenewsnetwork.org/resources/sequenced

genomes/genome_guide_p|.shtml>

Buscando em bancos de dados secundarios

A Uniprot (disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/uniprot/index.html) ¢ a principal pagina consultada
na web pela comunidade cientifica quando informagdes de sequéncias proteicas (acuradas e de alta
qualidade) sao o objeto da pesquisa. Existem varias formas de se acessar as informagdes contidas nela.
Por exemplo, através da base de dados UniProt Knowledgebase (UniProtKB). Esta contém informacoes
acuradas sobre as proteinas, incluindo a fungao, classificagdo e as referéncias que suportam as informagoes
(Figura 42). Também, contém ferramentas Bioinformaticas para analise das sequéncias protéicas, como,
por exemplo, a comparagdo de sequéncias proteicas por similaridade através da plataforma BLAST (‘Basic
Local Alignment Search Tool, Clustal W (Mulitple sequence alignment). O aluno podera notar que estas

ferramentas também estao disponiveis na pagina do NCBI.

A busca nos bancos de dados secundarios, em geral, costuma ser menos trabalhosa e mais compreensivel

por varias razdes.

» as sequéncias proteicas sdo mais curtas (~350 aminodcidos) que as sequéncias

nucleotidicas;

» possuem inicio e fim bem definidos, diferente do observado em varias sequéncias

génicas;

» as proteinas sdo constituidas por uma sequéncia unica.
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‘ Ferramentas para a procura e analise de sequéncias protéicas

D Mappng

| [Sasrch] [Advanced Search » | [Ciear]

WELCOME
Tha mession of UndProt is 10 provide the scientils communty with 8

comprehensve, high quaity and heely sccessitle resowce of potein sequince
and hanctional information.

What we provide

UnroekB consists of

W SwissProt, which is manually annctated snd
revawed

W TEMBL. which is stomaticaly snnotatbed snd is
Lrpre—)
Inchodas Compiste Proteeme Sets

UniRet Sequence chisters, used 10 speed up sequence simiarty
searchas

UnPar Saquence archive, uied b keap track of saguences and
e denier
Supperting dats | LAerature cstions, Lansaomy. keywords and more

Getting started

* Tood sasrch
* Samisnes semdarity asseken (Bl ASTY

NEWS B

UniProt release 2011_07 - Jun 28, 2011
Killing eoysell sotly: Bacterial and Archasal Type B Texin-
Antitein modules (TA)
+ Statistics for
Swits-Prot - TEMBL
» Forthcoming changes
+ Haws woheas

SITE TOUR

Loam how to make best use of the locls and data om thes site.

Figura 42. Ferramentas para a busca e analise de sequéncias proteicas. Para uma maior compreenséo das
ferramentas oferecidas pelo site, recomendamos realizar um tour virtual clicando no respectivo sitio web (site tour
disponivel em: http://www.uniprot.org/demos/diabetes).

As informagoes fornecidas pela ferramenta serao listadas abaixo.

»

»

»

»

»

»

»

Name and origin: informagdes essenciais da sequéncia depositada indicando o nome

comum da mesma, o0s sindnimos, os nimero de identificagio etc.

Protein attributes: informagdes basicas dos atributos da proteina, como o numero de

aminoacidos, processamento da cadeia polipeptidica etc.

General annotation: descreve, resumidamente, a fungao proposta e/ou demonstrada

para a proteina. No caso das enzimas, descreve a atividade catalitica. Também,

apresenta algumas informagoes estruturais como a localizagdo dentro da célula/

tecido. Por fim, podemos encontrar informagdes sobre modificagdes pos-

traducionais da proteina.

Ontologies: apresentam palavras-chave (keywords), entre outras informagdes, que

nos permite associar a fun¢ao e localizagdo da proteina no contexto biolégico celular.

Sequence annotation: contém todas as anotagdes feitas sobre a sequéncia,

modificag¢bes, atualizagdes etc.

Sequence: mostra a sequéncia proteica propriamente dita, contendo as informagoes

basicas da mesma, como massa molecular e nimero de aminodcidos. Se a proteina

tiver mais de uma forma (isoforma), ela é indicada e caracterizada junto com a

sequéncia encontrada.

References: contém as citagdes de todos os trabalhos que levaram a identificagao da

proteina (nem sempre bem atualizada).
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CAPITULO 11

0 banco de dados estrutural: Protein Data Bank
(RCSB PDB)

A fungdo de uma proteina esta associada a sua estrutura e vice-versa. Portanto, a analise da sequéncia de
aminodcidos (estrutura primaria), por si sd, ndo é suficiente para compreendermos completamente o que

ela faz dentro das células.

Os dados de sequéncia, caracteristicas fisico-quimicas, estrutura e fun¢do das proteinas, entre outros,
fornecem uma multiplicidade de informagoes cruciais para entender os processos bioldgicos. A associagao
das areas da Biologia Molecular (descobrindo genes e proteinas) junto com a bioquimica das proteinas
(caracterizando a funcédo e atividade enzimatica) e com a fisica aplicada as biomoléculas (estudos de
estruturas 3D por Raios X e RMN, por exemplo) deram origem a grande area da Biologia Molecular
Estrutural. Esta associagdo rendeu uma grande quantidade de informagdes referentes a estrutura 3D das
proteinas e acidos nucleicos, tornando necesséria a criagdo de um banco de dados para tais informacdes.
Surgiu, assim, o PDB ou, em inglés, Protein Data Bank (acesso disponivel em: http://www.pdb.org)
(Figura 43).

& & | wewwpdtong pdbtomeome do i B A
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53] » wEusEA o v e D ER
PDE I ——— . . ]
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T |
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Figura 43. Pagina do PDB. Utilizada como fonte de estudo de macromoléculas bioldgicas.
http:// www.pdb.org.

Como os outros bancos de dados, o PDB é de acesso livre e gratuito. Todas as informagdes podem ser
acessadas de qualquer computador. Na atualidade, ha mais de 68.000 estruturas de proteinas disponiveis

(de um total de 74.000 macromoléculas depositadas) no PDB e este nimero aumenta a cada semana.
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Também, é possivel encontrar as estruturas tridimensionais de acidos nucléicos, como tRNAs, e até

subunidades constituintes dos ribossomos de varias espécies.

O constante crescimento do PDB é um reflexo da pesquisa que estd acontecendo nos laboratdrios de
todo o mundo. Isso pode torni-lo emocionante e desafiador tanto para quem o utiliza com fins de
pesquisa, como para quem o utiliza como material educativo. Devido, ao grande volume de informagoes
nele contidas, pode ser desafiante selecionar as mais relevantes para um estudo em particular. Para uma
determinada proteina é comum identificar estruturas completas e parciais, estruturas obtidas a partir da
proteina com mutagdes geradas in vitro ou naturais, estruturas de proteinas associadas a ligantes naturais

ou artificiais, entre outras.

E importante destacar que, neste banco de dados, o niimero de sequéncias depositados nio corresponde
ao numero total de proteinas existentes nos bancos de dados primérios ou secundarios (NCBI e
Uniprot, respectivamente). Encontramos apenas aquelas cuja estrutura tridimensional foi determinada

experimentalmente com algumas das técnicas mencionadas anteriormente.

A estrutura 3D de uma proteina pode ser visualizada de duas maneiras diferentes. A mais conveniente
para quem ndo esta familiarizado com esse banco de dados é através do proprio site com a utilizagdo
das ferramentas disponibilizadas. Também, podem ser obtidas e visualizadas (no formato de imagem)
no editor de texto (como mostrado na Figura 41). Alternativamente, podem ser baixadas e visualizadas
através de softwares especificos (como Rasmol - disponivel em: http://www.rasmol.org/, por exemplo)

que permitem manipular a estrutura protéica de diversas formas.

Figura 44. Trés enzimas DNA polimerases obtidas do PDB e manipuladas com programa Rasmol.
http://www.pdb.org, codigo de acesso 1kin e 1zqga.
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Cada vez mais, tem sido intensa a necessidade da utilizagdao da informatica para a analise de dados
gerados na pesquisa biomédica. Em alguns setores de pesquisa na Bioquimica e na Biologia Molecular,
o uso da informatica é imprescindivel para que se possa chegar a resultados definitivos a partir dos
dados experimentais. A andlise de genomas e proteomas, bem como os estudos relativos a relagdo entre
estrutura e fun¢ao de proteinas e de outras macromoléculas de interesse bioldgico, sdo os setores no quais
a importancia da informatica fica mais evidente. Com a explosao de informagdes relativas as sequéncias e
estruturas disponiveis aos pesquisadores, o campo da Bioinformatica ou Biologia Computacional esta se
destacando na elucidagao de aspectos desconhecidos da estrutura e fungdo de genes e proteinas (Figura
45). Assim, por exemplo, podemos determinar a sequéncia de um gene humano, determinar a sua posicao
dentro de um cromossomo, obter a sequéncia proteica da possivel proteina codificada por ele e comparar
esta sequéncia com os produtos de genes homologos descobertos em outras espécies para, finalmente,
determinar a estrutura e fungdo da proteina. Ainda, se for o caso de uma proteina envolvida em algum
processo patoldgico, podemos desenhar uma droga que inative sua funcéo.

Sequeciamento Cromossomo 3 (Humano)
Genoma

Humano - IJIIH..I.IIIIDII_IUJ,.ILIID
4

Gene MLH1 . GAGAACTGTTTAGATGCAAAATCCACAAGT ...

Tradugdo do d
Gene (in slico) ==
ENGCLDAKSTS ... proeina
Encontrar semelhangas (alinhamenta) Desenho de droga
com outras sequencias depositadas nu:l inibitoria baseado no
Humane bancos de dados proteicos Maodelagem 3D modelo da proteina

o K & § ... daproteina
humana usanda

Mosca gl & o w . assemlhantes
e come madelo ’
Verma 5 L G A E ... #
P, dlpgna)
Levedura © &2 5 | H A " -
18 carninpi
i ‘:-'&' s L G afln
{E col )

Figura 45. Esquema mostrando como a Bioinformética e a Biologia Molecular atuam em conjunto. Por exemplo,
determinam e caracterizam um gene humano e seu produto proteico, resolvem a estrutura proteica e finalizam
com o desenho de uma droga que inative a acdo desta proteina na célula.

Retirado e modificado de http://www.webartigos.com/articles/17028/1/Tecnologia-microarray-biochips-de-DNA/paginal.html, em 10/08/2011.
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Sem a Bioinformatica esse tipo de analise seria altamente complexa e somente realizada por um grupo
pequeno de pesquisadores no mundo. Hoje, praticamente qualquer pessoa que tiver acesso a esses bancos
de dados tem a possibilidade e as ferramentas para realizar todo tipo de pesquisa relacionada com area
da Biologia Molecular que possa envolver complexos processos celulares e as inumeras patologias que
acometem os organismos e até a evolu¢do molecular. Para nao finalizar, a Bioinformatica e Biologia
Molecular convivem em uma espécie de simbiose virtual, onde uma se beneficia da outra e a ciéncia,
como um todo, tira proveito dessa unido. As informacdes estdo agora disponiveis para todos nds. Resta
apenas irmos atras das respostas para as inimeras perguntas que a Biologia Molecular ainda tem que

responder.
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