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Bioquimica Genética
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Biologia Molecular

Bioquimica — estudo de um Gnico componente em um organismo
Genética — estudo de um organismo sem esse componente

Genética Bioguimica

Veja aviabiossintética da arginina:

A B C
N S > Arginina
Intermedidrios: , , Enzimas: A,B,C

A viaenvolveaconversdo de viadoisintermediarios, e , paraarginina. Astrés etapas na conversdo de
para arginina sdo catalisados pelastrés enzimas, A, B e C (genes A, B e C). (Frase incompl eta)

E possivel haver defeitos em qualquer uma das etapas na sintese da arginina. Com arginina no meio, todos os
mutantes arg podem crescer em meio minimo.

Dado um conjunto de mutantes arg, vocé pode determinar quais mutantes possuem mutagdes e em quais
genes (etapas) da via, paraisso testando o crescimento dos mutantes e analisando o acimulo de
intermediarios navia.

Via e etapas que sdo defectivas em cada mutante:

A B C
> - > Arginina

Mutante

Argl X Argl possui uma mutagao no gene A
Arg3 X Arg3 possui uma mutacdo no gene B
Argb X Arg5 possui uma mutacdo no gene C
Argl/Arg3 X X

(mutante duplo: bloqueado em duas etapas)



Testesde Epistase

Epistase é quando o fen6tipo associado com um alelo mascara a expressdo do fendtipo associado com outro
aelo.

Usando cepas mutantes, vocé pode fornecer intermediario e testar os mutantes quanto ao crescimento sob
certas condicbes. Usando esse tipo de informacdo, vocé pode ordenar os genes ha via (se a ordem néo for
conhecida).

Crescimento de cepas sob as seguintes condicoes;
Meio minimo com:

tipo selvagem arginina
Argl + |+ |+ |+
Arg3 SR I i I
Arg5 e
Argl/Arg3 - |- + |+
“+” = crescimento, “-* = sem crescimento Argl/Arg3 é hapl6ide com duas mutacdes
[nterpretacoes:
Por exemplo, dado o meio minimo mais“ ", 0 mutante Argl ndo consegue crescer porque tem um defeito

naetapaque converte >  (mutagcdo no gene A).
O mutante Argl so consegue crescer se = ou  ou arginina for adicionado ao meio.
O mutante Argl ird se acumular, por que ndo € possivel converté-lo para

O mutante duplo possui defeitos em duas etapas da via. Esse mutante possui mutagdes nos genes A e B. Ele
esta bloqueado na etapa anterior da via.

O mutante duplo Arl/Arg3 possui 0S mesmos requerimentos de crescimento as que 0 mutante nas Ultima das
duas etapas (por exemplo, neste caso, 0 mutante Arg3).

O mutante duplo Argl/Arg3 acumula o intermediério como o mutante na primeira das duas etapas (por
exemplo, neste caso, 0 mutante Argl).

Este € um exemplo de epistase. O fendtipo do mutante Arg3 mascara o fenétipo do mutante Argl ao testar o
crescimento em diferentes intermediarios.

As informagtes deste tipo de ensaio (teste de crescimento) permitem que se determine a ordem das etapas
(ou sgja, 0s genes) em uma via biossintética.

Biologia M olecular

V&rios experimentos-chave foram realizados do inicio até a metade do século XX para se deduzir a natureza
do material genético.




81. A descoberta do “Principio de Transferéncia’

1928: Experimentos feitos por F. Griffith com bactérias.
Griffith estava estudando a bactéria pneumococo — infectava camundongo e os matava.

Duas cepas:

1) Cepalisa—infecciosa (virulenta); cresce como col6nias listas em placa de Petri (cepa S - do
inglés Smooth) (ela é encapsulada por uma capa de polissacarideos que a torna resistente ao
sistema imune do camundongo).

2) Ceparugosa— ndo-infecciosa (ndo-virulenta); cresce como coldnias rugosas em placa de Petri
(cepa R - do inglés Rough) (ela ndo tem a capa de polissacarideos, portanto esta vulneravel ao
sistema imune do camundongo).

Griffith estudou o efeito das cepas SE das bactérias em camundongos.

Ele infectou camundongos com a bactéria pneumococo.

Experimentos:

1) Injetou acepa S no camundongo - o camundongo morreu

2) Injetou acepa R no camundongo = ndo houve efeito prejudicia

3) Injetou cepa S morta pelo calor em camundongos - ndo houve efeito prejudicial

4) Injetou nos camundongos uma mistura de cepa R viva e cepa S morta pelo calor - 0s camundongos
morreram

Os resultados do experimento 4 foram surpreendentes, pois nem a cepa R nem a cepa S morta pelo calor
eram virulentas quando administradas independentemente. Griffith isolou o sangue do camundongo morto e
fez uma cultura. Ele descobriu bactérias lisas presentes no sangue do camundongo morto!

Eleisolou acepa S viva do sangue desses camundongos. A cepa S morta pelo calor deve ter transformado a
cepa R vivanacepa S

Deve ter havido algum material ha cepa S morta pelo calor que foi capaz de converter uma cepa R ndo-
virulenta em uma cepa S virulenta.

In 1944: O. Avery, C. Macleod e M. McCarty: plangjou para descobrir a natureza do principio de
transformacéo.

- Repetiu os experimentos de transformagdo em uma proveta.

- Descobriu que eles poderiam converter a cepa R em uma cepa S bastando paraisso adicionar um
extrato livre de células da cepa S na cepa R.

Mas o que havia no extrato livre de células que poderia converter acepa R em cepa S?

Era uma proteina?
Eraum &cido nucléco?
Eraum lipidio?



Para deduzir isso, eles pegaram o extrato livre de células e o trataram com vérias enzimas para verificar se o
extrato ainda era efetivo natransformacéo deR > S.

1) Tratou o extrato livre de células com proteases (corta as proteinas) = ainda estava ativo
portanto ndo era uma proteina

2) Tratou o extrato livre de células com ribonuclease (cortao RNA) - ainda estava ativo
portanto ndo era RNA

3) Tratou o extrato livre de células com desoxirribonuclease (cortao DNA) > NAO estava ativo
DEVE SER DNA

A natureza do material que transformou a cepa R nacepa S era DNA (&cido desoxirribonucléico).

Apesar desses experimentos, as pessoas ndo estavam convencidas de que DNA era o material genético.

Por qué? Porque o DNA era considerado uma molécula desinteressante. As proteinas eram consideradas
mais interessantes; tantos tipos diferentes de proteinas!

82. Estrutura do DNA

O DNA é composto de 3 componentes:

a) Acucar: (pentose)

2 desoxirribose

b) Base 4 tipos no DNA
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acUcar + base = nucleosideo
abase esté ligada ao carbono C1' do aglcar.

Bases no DNA: Purinas: Adenina (A) e Guanina (G)



duas estruturas anelares feitas de &tomos de
N,C,HeO

Pirimidinas: Citosina (C) e Timina (T)
uma estrutura anelar feitade &omosde C, H, O e
N

¢) trifosfato: 3 grupos de fosfato

acucar + base + grupo fosfato = nucleotideo
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O mondmero é um trifosfato

desoxirribose em DNA
ribose (possui 2' OH) em RNA



Os Nucleosideos do DNA
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Polimerizac@o de Nucleotideos:
O DNA é composto de monémeros chamados de desoxirribonucl eotideos (ANTPs)
Os dNTPs sdo ligados por meio de uma ligagcdo de acucar-fosfato que forma a estrutura do DNA:

Pu;‘ina Pirimidina
? 1 .
@ —Acuc ar—@ —;“L‘;ﬁ::ﬂrA.@

O aglcar (desoxirribose) € ligado de modo covalente a um grupo de fosfato via uma ligacdo fosfodiéster:

Estrutura de aclicar-fosfato do DNA:




O DNA possui polaridade. Uma extremidade
possui um grupo de 5' fosfato (P). A outra
extremidade possui um grupo 3' OH

novos nucleotideos
(desoxirribonucl ectideos) sempre
base adicionam ao grupo 3' OH do nucleotideo
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(de http://esg-www.mit.edu:8001/esghbio/lm/nucl ei cacids/dna.html)

DNA: Acido Desoxirribonucléico

O DNA é um &cido nucléico porque o pKa do grupo fosfato € ~1,0
O DNA tem uma carga negativa de pH 7,0 em razéo de seus grupos de fosfato

83. Virus Bacterianos e 0 Experimento de Her shey-Chase

1952: O maior suporte do papel genético do DNA vem de estudos feitos por A. Hershey e M. Chase com um
virus que infecta as bactérias E.coli.

Esses virus sdo chamados de bacteriéfagos (virus ou patdgenos que infecta a bactéria)
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- O materia genético de um virus é armazenado dentro de um capsideo protéico.




- Quando o fago infecta a bactéria, ele injeta seu DNA viral dentro da célula. O DNA é replicado; novos
virions de progénie (particulas virais) sdo feitos. A lise da célula é feita a medida que progénie do virus é
liberada, causando a morte celular.

Como ocorre 0 processo de infecgdo?

O bacteriofago injeta seu DNA, seu capsideo protéico ou ambos?

Pararastrear qual material entrana célula, € necessario fazer uma distingdo entre DNA e Proteina.

Pararastrear onde a proteinae o DNA entram na célula, €les usaram radiois6topos

- foi usado o isdtopo *P paramarcar o DNA viral (marca apenas o DNA — porque o fésforo ndo
esta presente em proteinas)

- foi usado o isdtopo *S paramarcar proteina virais (marca apenas proteinas, porque o enxofre ndo
esta presente no DNA)

O Experimento do Misturador
de Hershey-Chase

nucleo de DNA
mar cado por fésforo

capsula protéica
mar cada por enxofre

1y
if le"l "

‘) 1
¢ . 7 os virusinfectam

2
os virus sdo removidos das
células no misturador

= 3
(Ce= — as cdlulas e os fagos sdo

separados por centrifugacéo

ndo foi detectado enxofrenas fésforo detectado nas células
cdlulas

enxofre detectado néo foi detectado fosforo
%no sobrenadante no sobrenadante

(de http://esg-www.mit.edu:8001/esghio/dogma/history2.html)




As particulas virais s80 menores que as bactérias que restaram no sobrenadante — parte liquida da mistura na
proveta depois da centrifugacéo. As bactérias fizeram uma pelota no fundo da proveta por serem mais
pesadas.

Resultado do Experimento:

1) A maior parte da marcacio P (DNA do fago) foi encontrada dentro das células bacterianas
2) A maior parte da marcacgo *S (proteina do fago) foi encontrada no sobrenadante

Conclusdo:

Como foi encontrado principalmente DNA dentro das células, eles concluiram que DNA era o material
genético.

Houve uma marcacgo *S encontrada que estava associada com as células bacterianas — assim,
algumas pessoas acreditavam que o material genético governava a proteina que estava presa a célula.

MAS, em geral, a maioria das pessoas acreditava que o DNA era o material genético.

Esses experimentos reforcaram as nogdes propostas anteriormente por Avery, MacLeod e McCarty.

84. Estrutura do DNA

A partir de estudos feitos por E Chargaff (1950) e M. Wilkins (no inicio da década de 1950), foram
determinadas algumas informagfes sobre a natureza do DNA.
A partir desses resultados, J. Watson e F. Crick deduziram a estrutura do DNA em 1953.

Model of the structure of DNA: 1953 J. Watson e F. Crick

1) O DNA éformado por dois polinucleotideos que sdo antiparal€l os, complementares e enrolados um ao
redor do outro em uma hélice dupla para adireita.

2) As bases de purina e pirimidina estdo na parte interna com agucar-fosfato
a estrutura esté na parte externa da hélice

3) As duas cadeias sdo presas juntas por ligacdes de hidrogénio especificamente formadas entre as
bases:

A seligacom T 2 ligagOes de hidrogénio (A=T)
C seligacom 3 ligacOes de hidrogénio (C=G)
4) Existem 10 pares de bases (pb) por cada volta da hélice = 34 angstrons
- A distancia entre os pares de base é de 0,34 nm e alargura da hélice é de 2nm (20 angstrons)

** (O agpecto mais importante do modelo de DNA de Watson-Crick era a formac8o de pares de base
encontrada no DNA.

As purinas sempre formavam par com as pirimidinas, mas o A poderiafazer par gpenascomo T
e somente 0 G poderia fazer com o C em decorréncia dos requerimentos de ligac&o do hidrogénio.
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Pares de Base Encontrados no DNA:
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- Antigamente (em 1950, antes dos achados de Watson e Crick), E. Chargaff analisou o contelido de purina e pirimidinas de vérios
DNAs de diferentes fontes: leveduras, bactérias, seres humanos, etc.

- Chargaff descobriu que a porcentagem de A era sempre igual a porcentagem de T e que a porcentagem de
G erasempre igua a de porcentagem de C.
Regras de Chargaff
%A=%T
%G=%C
Mas Chargaff ndo conseguia dar explicacOes para seus achados. N&o até que Watson e Crick propuseram seu
modelo da estrutura de DNA no qual as regras de Chargaff “faziam sentido”.

Assim, agora que o modelo do DNA estava deduzido, o que tinha de t&o fascinante sobre o DNA?

Qual é o segredo da vida? Como vocé passa a "hereditariedade” para sua prole?

A estrutura do DNA possibilitou que as pessoas tivessem resposta a algumas dessas perguntas.

Cada filamento da hélice de filamentos duplos do DNA é uma"copia’ complementar do outro filamento.

V gja esta pequena seqiiéncia de DNA:



(de http://esg-www.mit.edu:8001/esghio/dogma/history2.html)

O modelo de hélice dupla do DNA sugeriu um mecanismo para areplicacéo do DNA (cépiado DNA)

== filamento criginal

N filamenta recém-sintetizadn

Osfilamentos se separam; cada
filamento serve como um modelo
parafazer um novo filamento.

Cada nova hélice de DNA com
filamento duplo é composta de um
filamento principal e um filamento
derivado



A estrutura do DNA (dois filamentos complementares de DNA) explica:

1) Processo de Replicacdo do DNA
Cada filamento serve como modelo para cépia— satisfaz 0 modelo de hereditariedade

2) Ocorréncia de Mutactes
Os erros nareplicacdo do DNA (insercéo de uma base ndo complementar durante uma copia de
DNA) levaria a mutagBes (ateracbes na sequiéncia do DNA).

85. Provando o Modelo de Crick- Watson

Durante areplicacdo do DNA, cada filamento age como modelo para a sintese do outro filamento. Cada nova
molécula de DNA consistira de um filamento principal (antigo) e um filamento de progénie (derivado, novo).

Se cada filamento servir como modelo para a replicacdo de DNA, entéo ela deveria ocorrer em um
mecanismo semi-conservador, ou sgja, cada nova molécula de DNA é feita de um novo filamento e um
filamento antigo.

= filamento criginal

BN filomento recém-sinictizado

Osfilamentos se separam; cada
filamento serve como um modelo
parafazer um novo filamento.

Cada nova hélice de DNA com
filamento duplo é composta de um
filamento principal e um filamento
derivado

O mecanismo semi-conservador dareplicagdo do DNA foi proposto por Watson e Crick.




Outro modelo: A Replicagdo Conservadora do DNA foi sugerida como:

/]  filamento original

I filamento recém-sintetizado

A hélice duplaoriginal serve de dguma
maneira como modelo para replicacao;
entretanto, depois de a replicacdo ocorrer,
os filamentos original voltam juntos.

1957 M. Meselson e F. Stahl queriam confirmar se areplicacdo do DNA ocorria de modo semi-conservador.

Eles fizeram isso usando um isdtopo pesado (*°N) de N (nitrogénio).

Experimentos:

1

2)

3)

Eles cultivaram bactérias E.Coli em um meio que continha *NH,Cl como fonte Gnica de
nitrogénio.

O N éincorporado nas bases de purina e pirimidinano DNA, portanto o DNA serd mais pesado
gue o normal.

Eles cultivaram bactérias por muitas geragdes em >N de modo que os filamentos de DNA
contivessem *N. Eles isolaram um pouco desse DNA pesado.

Eles pegaram as bactérias cultivadas em N e as transferiram para um meio contendo **NH,Cl. O
DNA entdo foi isolado em vérios momentos depois de a bactéria estar no meio *N. Eles cultivaram
bactérias por duas outras geracdes e isolou 0 DNA.

Eles usaram a técnica de centrifugacdo em gradiente de densidade (também chamada de
centrifugacdo isopicnica) que permite que as moléculas de DNA sgjam separadas umas das outras

com base na densidade.

Centrifugacdo em Gradiente de Densidade:

O DNA é misturado com uma solucao de cloreto de césio (CsCl). A misturade CsCI-DNA é

centrifugada com uma alta forca G em um tubo de centrifuga. O DNA ird“agrupar” no gradiente do CsCl
(formado pela centrifugacdo) em sua densidade correspondente.

Uma pequena quantidade do DNA °N/*N original e as diferentes amostras de DNA tiradas depois de 1
geracdo e 2 geragdes foi centrifugada no gradiente do CsCl. Depois, a centrifugacéo das diferentes amostras:



Todoo Todo 0 DNA & ¥2do DNA € pesado
DNA é intermediario (camadainferior) e %2
pesado do DNA éleve (camada
superior)
.
Wl
Aumento do
gradiente de
CsCl o
Amostra original 1 geracio (umarodada Depois de 2 geragdes
dereplicagéo)
== Pesndo
E— leove
Amostra original 1 geracdo 2 geragOes
(TODA PESADA) (TODA INTERM EDIARIA) (2 INTERMEDIARIAS €2 LEVES)

Por que 0 DNA formauma “banda’ em determinada posi¢ao do gradiente de CsCl?

O DNA se“estabelece” em uma camada ha posi¢do do tubo na qual a densidade da solucéo de CsCl for igua
ado DNA.

Os experimentos de Meselson e Stahl provaram que o DNA foi replicado por um método semi-conservador.

** A auséncia de uma banda na posicéo pesada no gradiente depois de uma geracado contradisse 0 método
conservador; assim, areplicacdo era semi-conservadora.

**(O Modelo de Crick e Watson estava correto — a replicacéo do DNA por um método semi-conservador: um
filamento de cada molécula de DNA de filamento duplo é conservado na nova molécula derivada de DNA de
filamento duplo.




