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1. INTRODUCAO

A propria estrutura da molécula de DNA sustenta uma das fungdes esséncias do
gene, que € a de ter diversidade de estrutura para regular os processos vitais, isto é,
ser capaz de existir ou possuir informaciao para o desenvolvimento de todos os
tipos de orgaos, tecidos, células e processos bioquimicos que caracterizam as
espécies. No entanto, esta molécula que é o material genético, necessita ter a habilidade
de replicar a si mesma, realizando a sua autoduplicacio exata, ou seja, sintetizar a
si mesma [ver Viégas, J. (2008) Biologia Molecular — Parte I]

E importante lembrar que o DNA dos procariotos é circular, portanto nio tem
extremidades livres. O DNA dos eucariotos € linear, sendo que cada molécula possui
trés seqii€ncias especiais, conforme Figura 1: (1) uma regiao em cada extremidade livre,
chamada de telomero, (2) uma regido especializada denominada centrémero e (3)
varios locais de inicio da sintese do DNA, chamados de pontos de origem da
replicacdo ou replicons. Os teldomeros sdo constituidos de muitas repeticdes de
pequenas seqiiéncias nucleotidicas (TTCGGG em Tetrahymena, TTAGGG em
humanos), que protegem as extremidades do DNA de digestdo enzimdtica e as
diferenciam de partes quebradas da cadeia de DNA. As partes quebradas da cadeia de
DNA tendem a reunir-se com outras partes quebradas, pois ndo tém telomeros; diz-se
que ficam coesivas. Alem dos telomeros, o0 DNA de eucariotos possui outra regiao
especial denominada de centréomero, que ¢ constituida por um DNA especial, também
repetido vdrias vezes, denominado de DNA a satélite.

Como colocado acima, a replicagdo correta do DNA (também chamada de
autoduplicagdo, duplicagdo ou sintese de DNA) € essencial para transmitir a informagao
genética as células filhas, originadas pela divisdo celular. A replicacdo ocorre antes da

divisdo celular, seja uma divisao mitdtica ou meiotica.
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Para a replicagdo do DNA, hé necessidade dos quatro desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ATP, GTP, CTP e TTP), de uma série de enzimas, entre as quais as DNA
polimerases e do proprio DNA, o qual ird servir de modelo para sua prépria sintese,

direcionando a adi¢do dos nucleotideos apropriados.
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Figura 1: Esquema das trés seqiiéncias de DNA necessdrias para produzir um cromossomo eucarioto que
possa replicar e entdo segregar em mitose. Cada cromossomo deve ter vérias origens de replicacdo, um
centrdomero e dois teldmeros (modificado de Alberts et al, 2008).

2. REPLICACAO

A molécula de DNA replica-se por rompimento das pontes H entre as bases,
cada filamento servindo como modelo para a sintese de um filamento complementar. A
duplicacdo do DNA ¢é denominada de semiconservativa, pois cada dupla hélice nova
(dupla hélice filha) conserva metade da dupla hélice antiga (dupla hélice mae), ou seja,
um filamento da dupla hélice antiga (Figura 2).

O processo de duplicacao inicia por um desenrolamento parcial da dupla hélice,
seguido pelo rompimento das pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, o que
propicia o afastamento dos filamentos do DNA (abertura da molécula do DNA), dando
origem a chamada forquilha de replicacao, local de sintese das novas moléculas de
DNA (Figura 3).

Este processo de separacdo dos filamentos inicia em pontos especificos, 0s
chamados pontos de origem da replicacdo ou replicons, a partir dos quais comega a
sintese do DNA. Esta origem de replicacdo € unica em procariotes e multipla em
eucariotes (uma célula de mamifero possui de 50.000 a 100.000 replicons). Ao ocorrer a

abertura do DNA nos pontos de origem, forma-se uma bolha de replica¢iao. Esta bolha
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serd tnica em procariotes, ocorrendo a abertura da cadeia até que o processo finalize e
sejam formadas duas moléculas filhas circulares de DNA. Nos eucariotes, ocorre a
formacdo de varias bolhas de replicacdo sobre a cadeia de DNA, as quais vao

aumentando de tamanho até coalescerem, ou seja, até se unirem em uma s6 (Figura 4).
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Fita de DNA nova

Figura 3.8

Replicagio semiconservativa do DNA As duas fitas do DNA parental
separam-sc ¢ cada uma serve como molde para a sintese de uma nova fia
filha pelo p de bases complementares,

Figura 2: Replicacdo semiconservativa do DNA (filamento cinza=filamento antigo; filamento
lilas=filamento novo), de acordo com Cooper (2001)
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Figure 5-7 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Figura 3: Estrutura da forquilha de replicacdo: observar os novos filamentos, o continuo (leading) e o
descontinuo (lagging), e a direcdo de crescimento destes filamentos de DNA, sempre na dire¢do 5° — 3’
(Alberts et al, 2008)
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Figura 4: Origens de replicacdo em cromossomos eucaridticos: as diversas bolhas de replicacdo vao
aumentando até se encontrarem e formarem uma s6. Em cada bolha existem duas forquilhas de
replicacdo, segundo Cooper (2001).

2.1. Os elementos do processo de replicacao

O processo de replicagdo do DNA ocorre em ambas as dire¢des na bolha de
replicagdo é, portanto, bidirecional. Assim, em cada extremidade da bolha de replicagao,
forma-se uma forquilha de replicacdo, que sdo os locais onde estdo ocorrendo a sintese e

onde se encontram as enzimas e proteinas essenciais para este processo, entre as quais:
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Figure 5-6 Molecular Blology of the Cell 5/ (© Garland Science 2008)

Figura 5: Duas forquilhas de replicagdio movendo para pélos opostos em um cromossomo circular:
acima, fotografia de microscopia eletronica e abaixo, desenho representativo da foto — em marrom, as
fitas do DNA parental e em marrom avermelhado as fitas do DNA novo, que estd sendo sintetizado
(Figura de Alberts et al, 2008)

e Helicases: ligam-se ao redor do filamento de DNA, como uma rosca (donut)
e rompem as pontes H entre as bases nitrogenadas complementares,
separando os filamentos da dupla hélice de DNA (Figura 6);
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Figura 6: Acfo das helicases e proteinas de ligacio ao DNA de filamento simples (SSB). As
helicases desenrolam as duas fitas parentais do DNA e rompem as pontes H. Os filamentos
desenrolados sdo estabilizados pelas SSB, mantendo os filamentos da dupla hélice mae
afastados.

¢ Proteinas de ligacao a DNA de filamento simples ou proteinas de ligacdo a
um s6 filamento: chamadas de SSB (Single Strand Binding), em procariotes,
ou de RP-A (proteina de replicacdo A), em eucariotos. Mantém afastados os
dois filamentos da molécula de DNA, ap6s ter ocorrido ruptura das pontes H
que as mantinham unidas, estabilizando a separacdo e evitando, também a
quebra dos filamentos (Figura 6);

e Topoisomerases: realizam o relaxamento do enrolamento da molécula de
DNA, que pode fazer um super-enrolamento por acio das helicases, durante
o progresso continuo das forquilhas de replicacdo. A DNA girase ¢ uma
topoisomerase; realiza corte e posterior reunido de um dos filamentos do
DNA, apds o desenrolamento deste.

¢ Primossomo ¢ o conjunto de proteinas, cujo componente central é a enzima
DNA primase (um tipo de RNA polimerase). A DNA primase sintetiza um
curto filamento de RNA, chamado primer, que ¢ complementar a uma
regido especifica do DNA, formando uma regiao hibrida DNA/RNA. Depois
disto, a DNA primase sai fora da molécula de DNA. Este primer de RNA,

que foi sintetizado, possui cerca de 8 a 12 nucleotideos e permite 3 DNA
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polimerase iniciar a sintese do DNA. Isto € necessdrio porque a DNA
polimerase III ndo atua sobre cadeias simples, somente sobre cadeia dupla,

que no caso serd a por¢ao hibrida DNA/RNA.
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Figure 5-11 Molecular Biology of the Cell 5/e {0 Garland Science 2008)
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Figura 6: Sintese do primer: a DNA primase alinha os

nucleotideos trifosfatados ao longo do DNA de fita

i simples, formando um curto primer, para que a DNA

? polimerase tenha uma molécula dupla (por¢do hibrida

LINRRARXNRNRANRNN DNA/RNA) onde iniciar a sintese de DNA. (Figura de
3 Alberts et al, 2008)

DNA polimerase III (DNA pol III): é um dimero, que ird coordenar o
crescimento dos novos filamentos de DNA, ou seja, ird fazer o alongamento
daqueles primers de RNA, alinhando os desoxirribonucleotideos
complementares aos dois filamentos da molécula de DNA. A DNA
polimerase III tem uma a¢do unidirecional (5’— 3’). Como os filamentos do
DNA sdo antiparalelos, os nucleotideos das cadeias, que estdo sendo
sintetizadas, vao sendo alinhados em dire¢cdes opostas. Devido a esta
caracteristica, uma parte do dimero de DNA polimerase I1I atuard de maneira
continua sobre o filamento 3’—= 5’ do DNA, sempre adicionando
nucleotideos na extremidade de crescimento 3’°, indo em direcdo a forquilha
de replicacdo. O filamento novo, que estd sendo sintetizado sobre este
filamento 3’— 5 do DNA, é chamado de filamento de sintese continua
(leading strand). Sobre o filamento 5’— 3’ do DNA, a DNA polimerase 111

sintetiza pequenas por¢des de filamentos, sempre no sentido (5°— 3’) e
6
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sempre adicionando nucleotideos na extremidade de crescimento 3’°, indo
portanto em direcdo contrdria a abertura da cadeia de DNA. Desta maneira
sao formados pequenos fragmentos de DNA, sempre iniciados por um
primer, os fragmentos de Okazaki. Esta cadeia é chamada de filamento ou
fita de sintese descontinua ou retardataria (lagging strand). Em
procariotos, os fragmentos de Okazaki possuem cerca de 1.000 a 2.000
nucleotideos de comprimento, € em eucariotos, eles ttm de 100 a 200

nucleotideos.

Sintese de um novo
fragmento de Okazaki

Unido do fragmento de
Okazaki a fita descontinua

Sintese de fragmento
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Figura 7: Sintese dos filamentos continuo e descontinuo de DNA. O filamento continuo € sintetizado de

maneira ininterrupta na dire¢do do movimento da forquilha de replicacdo. O filamento descontinuo é
sintetizado em pequenos pedacos (fragmentos de Okazaki) em dire¢@o contraria a forquilha de replicacéo.
Os fragmentos de Okazaki sdo, depois, unidos pela DNA ligase (Cooper, 2001).

Grampo B (f clamp) ou grampo de deslizamento (sliding clamp): é uma
proteina auxiliar que rodeia o filamento simples de DNA, como uma rosca.
Situa-se logo abaixo da subunidade da DNApol III e a mantém aderida ao
DNA, impedindo que a mesma se dissocie facilmente do filamento de DNA.
Este grampo, por sua vez, € levado para o DNA pelo grampo de
carregamento (clamp loader), que o instala no filamento e depois separa-se
rapidamente.

DNA polimerase I (DNApol I): retira os primers de RNA e preenche com
nucleotideos de DNA, as falhas que ficaram, nas cadeias novas, devido a
insercdo dos primers.

DNA ligase: liga o esqueleto de desoxirribose e fosfato do DNA, unindo a
extremidade 3’ do espagco preenchido com DNA (pela DNApol 1) a

extremidade 5° do fragmento de Okazaki.
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Todas estas enzimas e proteinas sdo encontradas nas forquilhas de replicacdo,

como ¢ o caso da representada na Figura 8.
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Figura 5.11

Modelo da forquilha de replicagao da E.
coli A helicase, a primase e duas moléculas
de DNA polimerase I1I fazem a sintese
coordenada e conjunta das firas continua e
desconrinua do DNA. O molde da fita
descontinua ¢ dobrado de maneira que a
polimerase responsdvel por sua sintese se
mova na mesma dire¢io que aquela da
forquilha de replicacio. As ropoisomerases
atuam como clos méveis i frente da
forquilha, sendo que a DNA polimerase |
remove os primers e a ligase une os
fragmentos de Okazaki atrds da forquilha.

Figura 8: Algumas enzimas e proteinas encontradas na forquilha de replicagdo do DNA de E.coli

(Cooper,2001)

2.2. A maquinaria de replicacdo: o Replissomo = rapidez + exatidao

A replicagdo em Eschiricha coli, leva 40 minutos e seu genoma (= seu DNA)

tem 5 milhdes de pares de bases. Isto levaria a uma taxa de cépia estimada em cerca de

2.000 nucleotideos por segundo. Em E. coli, forma-se apenas uma bolha de transcricao,

o que € igual a duas forquilhas de replicagdo, assim, cada forquilha tem de mover-se a

uma taxa de aproximadamente 1.000 nucleotideos por segundo. Extraordinariamente,

observa-se que o processo ocorre rapidamente e com precisdo, isto €, hd grande exatidao

de copia.

Esta rapidez e exatiddo sdo possiveis porque a DNA polimerase e demais

proteinas, enzimaticas ou nao, que atuam na forquilha de replica¢do, ndao o fazem de

modo individual, mas sim como parte de uma extraordindria miquina molecular de

replicacdo, denominada de replissomo. O replissomo é um grande complexo
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nucleoprotéico que coordena as numerosas reacdes necessdrias para a rdpida e exata
replicacdo do DNA. Esta maquina molecular inclui o dimero de DNA polimerase III,
que comanda a sintese em cada filamento e coordena a atividade das proteinas
acessorias necessdrias para iniciar, separar a dupla hélice e estabilizar os filamentos
simples (Figura 9).

newly synthesized
Ieac‘ling strand

newly parental
synthesized DNA
strand

Figura 9: Replissomo: grande complexo nucleoprotéico coordenador das numerosas reagdes necessarias
para a ripida e exata replicacdo do DNA. Mdaquina molecular, que inclui o dimero de DNA polimerase
III, comanda a sintese em cada fita e coordena a atividade das proteinas acessOrias necessdrias para
iniciar a replicagdo, separar a dupla hélice e estabilizar as fitas simples (modificado de Alberts et al.,
2008).

2.3. Sintese das extremidades das cadeias do DNA

Uma enzima especifica da replicacdo, a telomerase (Figura 10) s6 ocorre em
eucariotos e faz a replicacdo das extremidades do DNA, adicionando um molde de
RNA, que é componente da prépria telomerase. Posteriormente, este molde de RNA ¢
retirado e a DNA polimerase III pode aderir e sintetizar a cadeia complementar (lembrar

que a DNApol ndo atua sobre filamento simples).

remainder of

telomerase protein
telomerase RNA P

“fingers”

region of
telomerase RNA
used as template

“palm” - active site
of telomerase
protein
rest of synthesized (S0 - “thumb”
chromosome  telomere

DNA

Figrare 583 Maderuias Bipbaagy of the Coll 30 1 Garland Sosace 20081
Figura 10: Telomerase: ¢ um grande complexo proteina-RNA. O RNA (azul) contém uma seqiiéncia
modelo para sintetizar as novas seqiiéncias repetitivas dos telomeros. A sintese € feita por uma
transcriptase reversa que estd na parte protéica (verde). Além destes, este complexo possui outros
dominios necessdrios para que possa se ligar as extremidades cromossdmicas propriamente ditas. (Alberts
et al, 2008)
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3. DNA DE VIRUS

Alguns virus possuem DNA de cadeia simples. Neste caso, para sua replicacio,
eles produzem uma cadeia de DNA complementar, ficando entdo num estado de dupla
cadeia chamada de forma replicativa (RF=replicative form). Esta cadeia complementar
ird servir de modelo para a sintese de varias cadeias unifilamentares que sdo sintetizadas
a partir da cadeia modelo da RF.

Outros virus, como os retrovirus, possuem RNA de cadeia dupla. Estes
retrovirus infectam células eucariotas integrando-se nos cromossomos do hospedeiro,
somente ndo podem integrar-se na forma de RNA. Estes virus contém a enzima
transcriptase reversa, que ¢ utilizada para sintetizar um DNA de cadeia dupla tendo
como molde o RNA viral. Esta molécula de DNA cépia (cDNA) é que se integrard no

genoma da célula hospedeira.

BIBLIOGRAFIA

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. Molecular Biology

of the Cell, Garland Science, New York, 2008, 1.268 p.

Borges-Oso6rio, M.R., Robinson, W.M. Genética Médica, Editora Artes Médicas, Porto Alegre,
2001, 459 p.

Chaves, A.L.S. Biologia Molecular para Iniciantes, Editora e Grafica Universitaria, Pelotas,
2006, 160 p.

Cooper, G.M. A Célula: uma abordagem molecular, Editora ARTMED, Porto
Alegre, 2001, 712 p.
Cooper, G.M.; Hausmann, R.E. The Cell: A Molecular Approach, ASM Press, Washington,

2004, 713 p.

Griffiths, A.J.F., Wessler, S.R., Lewontin, R.C., Carroll, S.B. Introduction to Genetic
Analysis, W. H. Freeman and Company, New York, 2008, 838 p.

Turner, P.C., McLennan, A.G., Bates, A.D., White, M.R.H. Biologia Molecular, Editora
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2004, 287 p.

10
Viégas, Judith. Biologia Molecular: Parte II - Replicacdo do DNA (texto). Textos Diddticos, Departamento
de Zoologia e Genética, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, 2008. 10 p.



