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Descrição do Produto


REPLICAÇÃO DO DNA CAPÍTULO 5 Alterações genéticas ocasionais aumentam a sobrevivência a longo prazo de uma espécie; entretanto, a sobrevivência de um organismos requer alta estabilidade genética. Existem vários processos genéticos para a correção de erros, mas, quando algum desses mecanismos falha, resultam em uma alteração permanente no DNA, chamada genericamente de mutação. A taxa de mutação é a proporção na qual alterações visíveis acontecem no DNA. Como a maioria das mutações é prejudicial, espécies não conseguem viver com taxas acumuladas. As células de um organismo podem ser de duas formas: germinativas, que irão transferir informações genéticas do progenitor para os seus descendentes, e as somáticas, que irão formar o organismo. Ambas precisam ser protegidas contra mutações, para promover a manutenção da espécie e evitar proliferação de células variantes no organismo. MECANISMOS DE REPLICAÇÃO DO DNA A replicação da dupla-hélice de DNA é um processo semiconservativo, uma vez que a nova molécula formada herda uma fita da molécula base e a outra fita é polimerizada pela DNA polimerase a partir de nucleotídeos livres. No processo, forma-se a forquilha de replicação, que é a região onde a nova fita está sendo formada; duas forquilhas movem-se em direções opostas em um cromossomo circular. O sentido antiparalelo das duas fitas provoca um problema: nesse caso, o mecanismo necessitaria que uma fita fosse polimerizada no sentido 5’-3’ e a outra no sentido 3’-5’, o que não é possível, pois a DNA polimerase só possui atividade polimerase no sentido 5’-3’. Isso explica a existência de dois tipos de fita em uma forquilha: (1) Líder: Sintetizada continuamente, na mesma direção do crescimento da cadeia de DNA; (2) Retardada: Fita de crescimento descontínuo, na direção oposta ao crescimento da cadeia de DNA; ocorre a formação dos fragmentos de Okasaki. A polimerase por si só sintetiza apenas um pequeno segmento de nucleotídeos e logo se dissociam do DNA-molde. Essa característica é vantajosa na síntese da fita retardada, mas, no caso da fita líder, torna-se um problema, já que ocorre a síntese de longas fitas. Para ajudar esse problema, a polimerase possui proteínas acessórias que atuam como cintas reguladoras, as quais mantêm a polimerase firmemente associada ao DNA enquanto está em movimento, mas a libera quando chega em uma fita dupla, além de permitir o deslizamento da fita pela proteína. Um lado do anel da cinta liga-se atrás da polimerase, e toda a cinta desliza ao longo da molécula juntamente com essa enzima. A montagem da cinta ao redor da fita de DNA acontece da seguinte forma: Um complexo protéico denominado montador de cinta interagem com a cinta deslizante e, juntamente com ATP, irá interagir com os sulcos de DNA apertando em tordo da junção com o iniciador até que seu progresso é bloqueado pela extremidade 3’ do iniciador, ponto em que o montador hidrolisa ATP e se desliga da cinta e a polimerase se liga à cinta. Em uma fita de síntese descontínua, o montador fica sempre perto da polimerase, para que possa montar um nova cinta no início de cada fragmento de Okasaki. Na fita de síntese contínua, é necessário apenas um sítio de início, enquanto que, na fita retardada vários são necessários, uma vez que, quando a polimerase sintetiza um fragmento de Okasaki, ela deve iniciar a síntese em um outro sítio completamente novo mais adiante na fita. A DNA polimerase, no entanto, só é capaz de captar nucleotídeos livres e adicioná-los a uma estrutura já existente. A DNA primase irá sintetizar pequenos iniciadores de RNA (ribonucleotídeos) que servirão de base para o início da ação da polimerase. A medida que a nova fita vai sendo sintetizada, a dupla-hélice deve ser aberta logo à frente da forquilha de replicação, para que os trifosfatos possam ser pareados com a fita molde. As DNA helicases, utilizando sua capacidade de hidrolisar o ATP quando ligada a cadeias simples de DNA, vão se impulsionar pela fita simples, uma vez que essa hidrólise altera a conformação da molécula protéica, permitindo o seu trabalho mecânico. Ao encontrarem uma região de dupla hélice, serão capazes de separar essas fitas. Existem as helicases que movem na direção 5’3’ e 3’5’, devido ao antiparalelismo das fitas.



As proteínas ligadoras de fita simples ou proteínas desestabilizadoras de hélices (SSB) ligam-se à uma fita de DNA, de modo que as bases continuem expostas para o pareamento, mas estabilizando a conformação distorcida e de fita simples, além de cobrir e evitar a formação de pequenos grampos de hélices que seriam formados e impediriam a síntese. Durante o processo, agem também as topoisomerases. Durante o empacotamento do DNA, eram elas as enzimas responsáveis por provocar um superenrolamento da estrutura para armazenar energia, proteger o DNA e prende-lo na região periférica do núcleo. Durante a duplicação, a sua função é oposta: ela vai aliviar a tensão da fita, através de uma ligação que ela faz com o fosfato para clivar a ligação fosfodiéster, para que a helicase consiga quebrar as ligações de hidrogênio. - Topoisomerase I – Possui uma tirosina no sítio ativo. Quando essa enzima faz uma ligação fosfotirosina com algum fósforo de uma simples fita, ela acaba clivando a ligação fosfodiéster dessa fita e, consequentemente, provoca uma ruptura da fita, fato que permite a rotação da uma das partes, aliviando a tensão. Como a ligação covalente entre a topoisomerase e o fosfato mantém a energia da clivagem da ligação fosfodiéster, o processo torna-se reversível. - Topoisomerase II – São ativadas por sítios no cromossomo que possuem duplas-hélices entrelaçadas. Essa enzima forma ligação covalente e reversível às duas fitas de DNA opostas; através da hidrólise da ATP, a topoisomerase consegue clivar a dupla hélice de uma dessas moléculas, formando uma fenda protéica; através dessa fenda, a segunda molécula de fita dupla passa, e depois a fenda fecha; com a utilização de ATP, as ligações entre as duplas-hélices são refeitas, resultando em duas moléculas que não possuem suas duplas-hélices entrelaçadas. A síntese da fita ou do fragmento termina quando a polimerase encontra a primase da forquilha seguinte ou o fragmento de okasaki seguinte. Nesse momento, a polimerase realiza a sua função exonuclease 5´3’, na qual ela retira os ribonucleotídeos e os substitui por desoxirribonucleotídeos. O espaço que fica entre os dois pedaços de fita é insuficiente para a adição de outro nucleotídeo, e a polimerase não consegue fazer a ligação entre eles. A ligação fosfodiéster entre todos os espaços é feita pela DNA ligase, que liga a extremidade 3’ de um fragmento com a 5’ do outro. INÍCIO E TÉRMINO DA REPLICAÇÃO DE DNA NOS CROMOSSOMOS Existem proteínas iniciadoras especiais que se ligam à molécula de DNA e separam as ligações entre as duas fitas. O local onde a hélice é inicialmente aberta é chamado de origem de replicação. Seres procariotos possuem somente uma origem de replicação, fazendo com que o início desse processo seja uma fase altamente controlada. A duplicação começa quando um complexo de proteínas iniciadoras liga-se a sítios específicos na origem da replicação, envolvendo o DNA em volta dessas proteínas. Esse complexo atrai a DNA-helicase, inicialmente acoplada a um inibidor de helicase; a helicase é colocada adjacente a uma fita simples de DNA. Esse inibidor de helicase é análogo ao montador de cinta, mas tem a função adicional de manter a helicase na forma inativa até que ela esteja corretamente ligada na forquilha. A helicase começa a abrir o DNA até que tenha espaço pra formação do primer. Os eucariontes possuem várias origens de replicação, sendo que elas não são ativadas todas simultaneamente; regiões diferentes no mesmo cromossomo são replicados em tempos distintos na fase S; a replicação da heterocromatina é realizada num período mais tardio da fase S, enquanto que a eucromatina é replicada mais precocemente, pois essa região está mais acessível á maquinaria de replicação. - INÍCIO – Cada sequência de DNA que atua como origem da replicação deve conter: (1) sítio para ligação de uma proteína iniciadora com múltiplas unidades chamadas de ORC (complexo de reconhecimento de origem), (2) TATA Box (3) sítio de ligação para proteínas que auxiliam a atrair a ORC à origem de replicação. - REGULAÇÃO DAS ORIGENS – Com tantas origens de replicação, é necessário um instrumento que controle a replicação única da região. Durante a fase G1, é formado um complexo pré-replicativo, o qual inclui a helicase e suas inibidoras, além de outras proteínas. A passagem da célula da fase G1 para a fase S é controlada pela ciclina (Cdks), que irão fosforilar várias dessas proteínas, provocando a dissociação do complexo pré-replicativo e o início da replicação. Um novo complexo pré-replicativo não pode ser formado na origem até que a célula tenha progredido à próxima fase G1. - DUPLICAÇÃO DOS NUCLEOSSOMOS – A replicação inclui também a síntese de novas proteínas cromossomais e a sua associação ao DNA atrás de cada forquilha. As histonas são sintetizadas principalmente na fase S, quando o nível de mRNA aumenta; conseguem sobreviver por toda a vida da



célula. À medida que as forquilhas passam pelos nucleossomos sem retirá-los do DNA, a maior parte das histonas originais permanecem ligadas à molécula, sendo distribuídas às hélices-filhas atrás da forquilha. O tetrâmero H3-H4 original permanece no DNA, e novos vão sendo adicionados (chaperonas de histona CAF1) para preencher os vazios; os dímeros H2AB – metade novos e metade originais – vão sendo adicionados (chaperonas de histona NAP1) aleatoriamente para preencher o vazio. Essa ordenação do octâmero requer a atuação das chaperonas de histonas. Esses complexos possuem várias unidades que se ligam às histonas, liberando-as somente onde necessário; elas são conduzidas ao novo DNA pela interação específica com a cinta deslizando eucariótica, que são deixadas atrás das forquilhas, permanecendo ai até que as chaperonas completem seu trabalho. - REPLICAÇÃO DO TELÔMERO – Quando a replicação chega à fase final, ocorre um problema na fita descontínua: sobra, no final do cromossomo, uma região que não tem sequências nucleotídicas suficientes para a produção de um primer e a formação de um novo fragmento de Okasaki; e essa região não pode ser excluída, pois corresponde a parte do telômero, estrutura da qual a célula não pode viver sem. A sequência telomérica da fita original é reconhecida por varias proteínas ligadoras de DNA que irão atrair a telomerase. Essa enzima irá reconhecer a extremidade 3’ da fita original e, a partir de molde de RNA que a compõe, ela irá estender essa região, para que tenha tamanho suficiente para a produção de outro fragmento de Okasaki. Esse mecanismo faz com que a extremidade 3’ de cada telômero seja sempre maior do que a 5’ a qual está pareada, fazendo com que uma extremidade de fita simples fique exposta; essa extremidade forma uma alça t, as quais geram uma estrutura que protege a molécula das enzimas de degradação e diferencia as extremidade normais daquelas das moléculas quebradas. REPARO DO DNA O DNA é uma molécula suscetível a alterações espontâneas, provocadas por perda de bases púricas: (a) depurinação: hidrólise das ligações n-glicosil á desoxirribose; (b) desaminação: na citosina e uracila: a amina da base é trocada por um oxigênio. Danificação das bases também podem ocorrer: (a) metabólicos reativos produzido pela célula ou exposição a produtos químicos; (b) radiação pode promover uma ligação covalente entre duas pirimidinas adjacentes no DNA, formando dímeros de pirimidinas. - REPARO POR EXCISÃO DE BASE – Envolve as enzimas DNA-glicosilases, cada uma capaz de reconhecer um tipo específico de base alterada e catalizar a sua remoção. Existem pelo menos 6 tipos dessa enzima, como aquelas que removem C desaminado, A desaminado, bases alquiladas ou oxidadas, bases com anéis rompidos e bases nas quais a ligação dupla Carbono – Carbono foi convertida em ligação simples. Como o erro é reconhecido: mediado por enzimas, o nucleotídeo alterado é projetado para fora da hélice, permitindo a procura da lesão pela DNA-glicosilase, que irá remover a base do açúcar. A porção do açúcar fosfato do resíduo que sofreu perda da base é clivada do DNA pela ação seqüencial da endonuclease AP (apurínica/porque cliva internamente à cadeia polinucleotídica) e de uma fosfodiesterase. O intervalo desse nucleotídeo é preenchido pela polimerase e ligado pela ligase. - REPARO POR EXCISÃO DE NUCLEOTÍDEOS – Pode corrigir erros produzidos pela reação covalente de bases do DNA com grandes hidrocarbonetos, bem como os vários dímeros pirimidinas causados pela radiação. Complexo multienzimático verifica a presença dessas distorções na dupla-hélice. Quando encontrada, a ligação fosfodiéster da fita anormal é clivada nos dois lados da distorção, e a DNA-helicase remove o oligonucleotídeo de fita simples contendo a lesão. O intervalo produzido na hélice (30 nucleotídeos) nos humanos é corrigido pela polimerase e ligase. As DNA polimerases são enzimas altamente específicas que param quando detectam algum erro na fita molde. Quando isso acontece e os outros mecanismos não funcionam, entram em ação as polimerases de apoio versáteis, que, em emergências, replicam o DNA pela lesão, mas não são tão específicas, são menos seletivas e não possuem atividade exonuclease, por isso não são muito confiáveis. Elas reconhecem um tipo de lesão e especificamente adicionam nucleotídeo necessário para restaurar a sequência inicial; outras “adivinham”, principalmente quando a base está muito danificada. Algumas vezes, ocorre das duas fitas da dupla hélice quebrarem, causada por radiação ionizante, erros na replicação, agente oxidantes e outros metabólicos produzidos pela célula. Se não forem corrigidas, levarão à degradação do cromossomo em fragmentos menores e na perda dos genes na divisão. Formas de correção:



- LIGAÇÃO DE EXTREMIDADES NÃO-HOMÓLOGAS – As extremidades da quebra são simplesmente justapostas e religadas, geralmente com a perda de um ou de mais nucleotídeos no sítio de junção. - RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA – Ocorre no DNA recém sintetizado, no qual o DNA é reparado usando a cromátide irmão como molde. Pode acontecer a quebra da fita simples ou um espaço na hélice original de DNA logo à frente da forquilha de replicação. Quando a forquilha encontra essa lesão, ela se quebra, resultando em um cromossomo-filho intacto e um quebrado.A exonuclease degrada a extremidade 5’ da fita quebrada, gerando um extremidade 3’ livre. Ocorre a transposição das fitas novas. Ocorre a quebra da fita nova no lado em que ela estava originalmente ligada, seguida por uma síntese adicional em ambos os lados para recompor a forquilha, que agora será capaz de passar pelo sítio que foi clivado no molde original, usando uma cópia não danificada do sítio como molde.



PORQUE A REPLICAÇÃO OCORRE SOMENTE NO SENTIDO 5’-3’  Se a replicação ocorresse no sentido 3’-5’, não haveria disponibilidade de energia para a correção de possíveis erros. Nesse tipo de síntese, a extremidade 5’ é que seria portadora do trifosfato ativado, ao invés do mononucleotídeo a ser ativado. Dessa forma, quando um nucleotídeo errado fosse retirado, o correto não teria energia para se ligar à fita de DNA, pois não haveria ligações trifosfato para quebrar, não havendo, dessa forma, disponibilidade de energia para a correção. Por isso a necessidade da existência da fita de síntese descontínua: para que a direção 5´-3’ seja obedecida e possíveis erros possam ser corrigidos.



ERROS: (I) Com pequenas alterações na geometria da hélice, duas ligações de hidrogênio podem ser formadas entre G e T; (II) formas tautoméricas raras das quatro bases do DNA podem parear erroneamente sem alteração na geometria da hélice. Nesse caso, a alternância tautomérica rápida entre a forma anormal e a normal destrói o pareamento com o nucleotídeo da fita base, impedindo o alongamento da fita. Se esses erros não forem corrigidos, o nucleotídeo errado seria incorporado à cadeia nascente de DNA, produzindo mutações freqüentes. - Polimerase exonuclease 3’-5’ – Ocorre assim que o nucleotídeo errado é incorporado à fita nova. O processo de verificação ocorre das seguintes formas: (a) O nucleotídeo correto tem maior afinidade pela polimerase em movimento em comparação ao incorreto, porque o correto é mais favorável energicamente; (b) Após a formação das pontes de hidrogênio mas antes da formação da ligação fosfodiéster, a polimerase deve sofrer uma alteração na qual os dedos da enzima apertam a região do sítio ativo, alteração que ocorre mais prontamente quando o pareamento é feito de forma correta. Quando, mesmo assim, ocorre a efetivação da ligação covalente entre os nucleotídeos, a polimerase não consegue provocar o alongamento da fita. Dessa forma, essa enzima, através de um sítio catalítico separado, cliva, no sentido 3´-5’, os nucleotídeos pareados incorretamente até que fique uma ponta 3’OH pela qual a polimerase possa continuar a sua atividade normal. SISTEMA DE REPARO DE PAREAMENTO INCORRETO – Algumas alterações nos genes mutadores aumentam consideravelmente a taxa de mutação espontânea. Um desses tipos de mutação produz uma forma defeituosa de exonuclease 3’5’, fazendo com que o seu sistema de reparo não mais seja eficiente, resultando no acúmulo de erros que teriam sido removidos se a enzima atuasse corretamente. Outro sistema de correção, chamado de sistema de reparo de pareamento, é capaz de remover erros de replicação produzidos pela polimerase que escaparam à exonuclease, através da detecção de distorções da hélice de DNA resultante da interação incorreta entre bases não-complementares. Mas esse sistema não pode simplesmente retirar qualquer um dos nucleotídeos do pareamento errado; deve retirar da fita que foi recém sintetizada. No caso das bactérias, para que esse processo ocorra corretamente, dependerá da metilação de determinados resíduos A no DNA. O grupo metil é adicionado a todos os resíduos A nas sequências GATC, mas somente após algum tempo após a incorporação desse A na sequência. Dessa forma, as únicas que não foram metiladas são aquelas recém sintetizadas atrás da forquilha de replicação. Essa identificação permite a diferenciação temporária entre a fita molde a nova fita.



No caso dos eucariotos, as fitas recém sintetizadas sofrem clivagens transitórias (antes de serem ligadas pela DNA ligase), e esses sítios de clivagem fornecem o sinal que direciona o sistema de correção de pareamento incorreto para a fita apropriada. Depois disso, o processo de correção acontecerá em três etapas: reconhecimento do erro, remoção do DNA contendo o pareamento incorreto na fita recém-sintetizada e a ressíntese do segmento removido. Indivíduos da espécie humana que herdam células humanas defeituosas de um gene de reparo de pareamento incorreto possuem uma predisposição para o desenvolvimento do câncer, visto que, ao ocorrer alguma mutação na célula, o sistema não será capaz de corrigir, originando gerações de variações celulares incompatíveis com o organismo.
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