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BIOLOGIA MOLECULAR

SOMOS TODOS/AS MOLECULAS!

E ai, galera do MeSalva! Prontos para entrar no mundo da Biologia Molecular? Essa
area da Bio estuda os organismos do ponto de vista molecular, focando na base de todos os
seres vivos: os acidos nucleicos. Essas moléculas sdao responsaveis por formar o RNA e o DNA,
que ddo origem as proteinas, aquele alglomerado de moléculas que mantém os seres vivos
vivos, lembram? Vocés ja ouviram falar do dogma central da Biologia? Ele explica como ocorre
o fluxo de informacgdes genéticas e tudo que envolve esse processo. Podemos resumi-lo da
seguinte maneira: um DNA dd origem a um RNA, que da origem a uma proteina, representado
na figura abaixo:

‘\'fM\sC\
DNA 35 o RNA -&—oPpo‘rE\NAS
4

FIGURA 1: DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA.

Atualmente se sabe que um RNA também é capaz de originar um DNA, através da
transcricdo reversa, o que desconstroi esse dogma.

Na Biologia Molecular também estudamos como utilizar sistemas bioldgicos e/ou
organismos vivos para a produc¢do de produtos de interesse para o ser humano, que faz parte
do ramo da Biotecnologia. Essa drea reune técnicas que sdo muito utilizadas na agricultura de
grande escala, nos alimentos e na medicina. A Biotecnologia faz uso da informacdo genética
dos organismos. Através da manipulagdo de moléculas de DNA é possivel gerar clones,
organismos transgénicos, mapear genes nos cromossomos, determinar sua sequéncia de bases
nitrogenadas (sequenciamento génico), realizar o aconselhamento genético, o diagndstico pré-
natal, identificar pessoas (DNA fingerprint), produzir horménios, realizar terapia génica, entre
outras coisas.

Nessa apostila iremos estudar o fluxo de informag¢des genéticas nas células, o DNA, o
RNA, as proteinas, as moléculas e os processos envolvidos na Biologia Molecular, abrangendo
todas as técnicas utilizadas na Biotecnologia. Prontas/os? Entdo, vamos I3!

i
Um novo jeito de aprender. O seu Jeito. | Todos os direitos reservados © 2018. mesalva.com W}y &



BIOLOGIA

me. ! ENEM E Genética Il: Biologia Molecular
VESTIBULARES

Glaucia Marques, Ronaldo Paesi e Sabrina Roncato

A GENETICA E OS GENES: A NATUREZA QUIMICA DO MATERIAL
GENETICO

Entdo, pessoal do MeSalval, no material genético estd armazenada a informacao
necessaria para organizar, produzir e conduzir muitos dos elementos e processos dos seres
vivos (incluindo nds, os humanos). Organismos constituidos por estruturas celulares tém seu
material genético formado por acido desoxirribonucleico (DNA). O DNA apresenta-se
condensado por proteinas histonas na célula eucaridtica em interfase, formando a cromatina.

Obs.! Caso vocé precise lembrar o que significa interfase, cromatina e histonas, procure
as aulas e o material sobre Citologia (ntcleo e divisdo celular).

FIGURA 2: FORMAGAO DA CROMATINA E POSTERIORMENTE DO CROMOSSOMO, MOSTRANDO O DNA ASSOCIADO
A PROTEINAS HISTONAS. PERCEBA QUE A CROMATINA E FORMADA POR FITAS DE DNA CONDENSADAS E O
CROMOSSOMO E AINDA MAIS CONDENSADO.

-
Um novo jeito de aprender. O seu Jeito. | Todos os direitos reservados © 2018. mesalva.com W}y &



BIOLOGIA

me _’ ENEM E Genética Il: Biologia Molecular
VESTIBULARES

Glaucia Marques, Ronaldo Paesi e Sabrina Roncato

O DNA é um 4cido nucleico, assim como o RNA. Os acidos nucleicos sdao formados por
sequéncias de nucleotideos. Cada nucleotideo é formado por trés elementos: um fosfato, uma
pentose e uma base nitrogenada.

FoskEato

NITROGEVADA
PENtOSE
FIGURA 3: NUCLEOTIDEO.

Existem diferengas entre os nucleotideos de DNA e RNA. No caso do DNA, a pentose é
chamada de desoxirribose, devido a auséncia de um oxigénio ligado ao carbono 2' da pentose.
No caso do RNA, a pentose é a ribose, que possui o oxigénio.

LN
DESXIRRIOST:

FIGURA 4: DIFERENGA ENTRE OS ACUCARES QUE COMPOEM O DNA E O RNA. A RIBOSE APRESENTA UM GRUPO
CARBOXILA (OH) LIGADO AO CARBONO 2, ENQUANTO A DESOXIRRIBOSE NAO.

Por causa dessas diferencas, os nucleotideos de DNA podem ser chamados de
desoxirribonucleotideos e os de RNA de ribonucleotideos. Outra diferenca entre o DNA e o
RNA estd em suas bases nitrogenadas. Temos adenina no DNA, timina, citosina e guanina.
Temos as mesmas no RNA, com uma diferenca. Entra a uracila no lugar da timina. Outra
diferenca importante é que usualmente o DNA é formado por uma dupla fita, enquanto o RNA
€ normalmente encontrado como uma fita simples.

e
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As sequéncias de nucleotideos do DNA podem servir de informag¢do (como veremos
adiante) para a formagdo de proteinas. Essas sequéncias codificantes podem ser chamadas de
genes. OS genes, entdo, possuem informagao que pode ser passada de pais para filhos através
da heranca genética. Além disso, como codificam para proteinas, os genes influenciam o
desenvolvimento das caracteristicas de um organismo, desde elementos como a cor dos olhos
até o comportamento. Perceba que ndo usamos a palavra "determinam", porque uma
caracteristica sempre surgird de uma interacdo entre genes e ambiente (lembre-se, o fenétipo
é resultado do gendtipo interagindo com o ambiente).

Os genes possuem regides ndao codificantes em eucariotos, chamadas de introns, e
regioes codificantes, chamadas de éxons.

FIGURA 5: GENE FORMADO POR EXONS E INTRONS.

-
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Durante o processo de transcricdo de um gene, quando ele sera utilizado para a
producao de uma molécula de RNA, os introns precisam ser removidos através de um processo
chamado de splicing.
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FIGURA 6: PROCESSO DE MATURAGAO OU PROCESSAMENTO DO RNA, EM QUE HA REMOGAO DOS INTRONS.

SINTESE DE PROTEINAS

Para manter um organismo vivo, é necessario que ele esteja sempre produzindo
proteinas, pois elas sdo responsaveis por executar as mais diversas fun¢des nesse organismo.
Como vimos antes, o DNA armazena a informacdo genética e sdo essas informacgdes que dardo
origem a todas as proteinas em todas as células. J4 deu para perceber que ndo estamos
falando de pouca informacgdo, né? E como ha muita informagdo, o DNA fica enroladinho dentro
do nucleo, bem compactado, como um novelo de |3 que, para ser acessado — isto €, ler o
codigo genético presente nas células — precisa se desenrolar. Ao se desenrolar, podemos

e
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transcrevé-lo em RNA e, em seguida, traduzi-lo em uma proteina. Esse processo se inicia,
entdo, com o desempacotamento desse DNA que ira se replicar para poder ser transcrito

REPLICACAO

As duas fitas da molécula de DNA se separam na replicacdo, cada uma servindo de
molde para a fabricacdo de uma nova metade complementar, gerando duas moléculas
idénticas a original. E por isso que a replicacdo do DNA é chamada de semiconservativa: a
molécula que estd sendo formada apresenta uma fita do DNA original e uma fita nova. A
duplicacdo do DNA ocorrerd em um local especifico da molécula, a bolha de replicagdo,
delimitada pelas forquilhas de replicagdo.

Algumas enzimas sdo necessarias para que o processo possa acontecer, tendo inicio
com a helicase, responsdvel por separar as fitas duplas do DNA que permanecem separadas e
estabilizadas pela proteina SSB (single stranded binding protein). Enquanto isso, a enzima
topoisomerase se certifica de que a fita dupla fora da forquilha de replicacdo nao se torca
demais devido a tensdo de abrir o espiral do DNA.

Cada nucleotideo que forma o DNA apresenta 5 carbonos nas extremidades da sua
pentose, dois desses ligados a uma base nitrogenada e a um fosfato, como podemos ver na
imagem abaixo.

FIGURA 7: NUCLEOTIDEO COM SEUS CARBONOS NUMERADOS.

Mas qual a importancia disso? E que a préxima enzima a entrar em acdo é a DNA
polimerase, que “anda” pela fita de DNA aderindo os novos nucleotideos no sentido 5’ para 3’.
S6 que ela ndo consegue comecar a colocar os nucleotideos na fita sem um primer, que é um
fragmento de RNA formado por uma primase que possibilita o inicio da formagdo da nova
cadeia de DNA. A replicagdo das duas fitas ocorre ao mesmo tempo, uma com sintese
continua, pois ocorre com apenas um primer de DNA, sem interrupc¢des, e outra chamada de
descontinua, pois sua sintese demanda mais de um primer de RNA, sendo também

e
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sintetizados fragmentos de DNA entre um primer e outro, chamados de fragmentos de
okazaki. Para que essa fita se torne continua, os primers de RNA devem ser removidos e
substituidos por sequéncias de nucleotideos de DNA que sdo, entao, ligadas aos fragmentos de

okazaki pela DNA ligase. Esse processo se repete ao longo da fita dupla de DNA até que toda
ela tenha sido duplicada.

Finalizada a replicagcdo, damos inicio ao préoximo passo para formar uma proteina: a
transcricdo do DNA.

Ce
REPLIAGAD

DA POLMEPASE

ToRSI SO MERASE

F RAGHENTOS

o PrRivER oE ORABAKL .
Fita
) Descantimin
DNA
QRIGANAL

o \ ' VA LIGnsE
(PR HAsk: VA pg\:\V\EVJWE »

FIGURA 8: REPLICAGAO DO DNA E AS ENZIMAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO.

TRANSCRICAO

A transcricdo consiste na formacdo de uma fita de RNA habilitada a deixar o nucleo,
em eucariotos (como procariotos ndo possuem nucleo, a transcricdo ocorre no citoplasma).
Para que isso seja possivel, um complexo enzimdatico chamado RNA polimerase é recrutado:
ele é responsavel por desenrolar, abrir e copiar a molécula de DNA no seguimento apropriado
(o gene). E vélido lembrar que “copiar” significa produzir uma fita de RNA a partir da

-
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incorporacdo dos nucleotideos complementares aos que compdem o gene a ser transcrito. A
base nitrogenada uracila esta presente apenas no RNA.

R tRanscrivo

FIGURA 9: TRANSCRICAO DO DNA.

O gene a ser transcrito tem inicio e final definidos por certas sequéncias de bases
nitrogenadas: a regido promotora e a sequéncia de término da transcri¢cdo. Depois de “lido”, o
DNA volta a se enrolar e a formar suas pontes de hidrogénio.

0 CODIGO GENETICO

O RNA resultante do processo de transcricdo usualmente é um RNA mensageiro
(RNAm). Ele possui esse nome porque "leva" a mensagem para a producdo de uma proteina.
Cada trinca de nucleotideos do RNAm corresponde a um aminoacido especifico a ser
incorporado pelo ribossomo ao polipeptideo que estd em formacdo. Estas trincas sdo
chamadas de cédons.

Existem 20 tipos diferentes de aminoacidos e cada RNAm maduro é formado por uma
sequéncia de quatro tipos de bases nitrogenadas (A, U, G, C). A combinagdo de quatro bases
nitrogenadas em grupos de trés dd 64 cddons, ou seja, um mesmo aminodcido pode ser
codificado por mais de uma trinca. Por isso o cédigo genético é dito degenerado ou
redundante. Apesar de degenerado, ou seja, de um aminoacido poder ser codificado por mais
de um cddon, um céddon nunca codificara mais de uma aminodcido. E o que isso quer dizer?
Que o cddigo é degenerado, mas ndo é ambiguo. AUG determina o aminoacido metionina e é
a regido promotora. UAA, UAG e UGA sdo cddons finalizadores, que indicam a sequéncia de
término.

e
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FIGURA 10: TABELA COM 0S CODIGOS GENETICOS. OS MESMOS CODONS SAO UTILIZADOS PARA OS MESMOS
AMINOACIDOS NOS MAIS VARIADOS ORGANISMOS, POR 1SSO O CODIGO TAMBEM E CONSIDERADO UNIVERSAL.

TRADUCAO

Além do RNAm, outros dois tipos de RNA participam da traducdo. O RNA
transportador (RNAt), que transporta os aminoacidos, e o RNA ribossémico (RNAr), que, com
proteinas, formam os ribossomos.Todos os RNAm possuem um cédon de iniciagdo (AUG), que
corresponde ao aminodcido metionina, varios cédons que determinam a sequéncia de
aminodcidos do polipeptideo e um cddon de terminagdo, que marca o final daquela cadeia
polipeptidica. O RNAt possui uma extremidade com a sequéncia ACC, onde o aminodcido se
liga, e outra extremidade com uma sequéncia de trés bases nitrogenadas, chamada anticédon,
responsavel por reconhecer o cddon no RNAm e transporta-lo a proteina que sera formada.

Um novo jeito de aprender. O seu jeito. | Todos os direitos reservados © 2018.
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FIGURA 11: RIBOSSOMO, RNA MENSAGEIRO E RNA TRANSPORTADOR: AS MOLECULAS DE RNA ENVOLVIDAS NA
TRADUCAO.

Existem trés etapas na traducdo: iniciacao, alongamento e terminacdo. Na iniciacdo, a
menor porcdao do ribossomo se une ao RNAt da metionina e juntos passam a percorrer a
molécula de RNAm até encontrarem o cddon de iniciacdo. Quando o encontram, ocorre a
unido da subunidade maior do ribossomo. Durante a etapa de alongamento, um RNAt do
aminodcido correspondente ao préximo cédon na sequéncia de iniciacdo AUG (metionina) do
RNAmM e se encaixa no ribossomo. Uma ligacdo peptidica é estabelecida entre os dois
aminodcidos e o RNAt da metionina é liberado. O ribossomo desloca-se no RNAm e outro
RNAt, com um terceiro aminodcido correspondente ao terceiro cddon do RNAm, se liga ao
ribossomo. Ocorre uma nova ligacdao peptidica entre o segundo e o terceiro aminoacido. O
RNAt do segundo aminoacido é liberado e o ribossomo se desloca para o préximo cédon,
formando a cadeia de aminoacidos até que a proteina esteja completa.

-
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RiBOSSOMO

FIGURA 12: ETAPA DE ALONGAMENTO.

Na etapa final, de terminagdo, a sintese do polipeptideo é encerrada e o RNAm é
liberado no citoplasma, dissociado do ribossomo. Apds a traducdo, as proteinas podem sofrer
modifica¢des (modificagbes pds-traducionais) que irdo compor suas estruturas tercidrias e
quaterndrias. As proteinas que efetuam esses dobramentos sdo chamadas chaperonas.
Importante: varios ribossomos podem ler uma mesma molécula de RNAm ao mesmo tempo
(polissomos) e esse processo dura de 20 a 60 segundos. Quando o processo de tradugdo
ocorre em ribossomos aderidos ao reticulo endoplasmatico rugoso, ele é iniciado no citosol,
mas termina no reticulo rugoso. O polipeptideo formado é liberado no interior do reticulo, ndo
no citosol.

MUTACOES GENICAS

E assim formamos as proteinas! Ufa. Mas nem tudo é “certinho” como explicamos
aqui. Muitas vezes, durante a sintese de proteinas importantes para o funcionamento das
nossas células, surgem alteragdes nos genes que podem resultar em diversas doengas. Pode

e
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ocorrer, por exemplo, a substituicdo incorreta da base nitrogenada durante a duplicacdo de
uma molécula de DNA. Nesse caso, o cddon produzido serd outro, o que pode causar alteracao
na proteina em virtude da substituicdo de um aminoacido. Essas modificacGes acidentais sdo
chamadas mutagOes genéticas e podem provocar alteragdes nas caracteristicas dos individuos.

FIGURA 13: MUTAGAO DO DNA. NOTE QUE, AO MUDAR A BASE NITROGENADA, A PROTEINA QUE SERA FORMADA
TAMBEM MUDA, RESULTANDO EM UMA ALTERAGAO NAS CARACTERISTICAS DO INDIVIDUO.

BIOETICA

Antes de comegarmos a falar sobre as técninas utilizadas na Biotecnologia, é
necessario entendermos que nem tudo nessa drea de estudo é lindo e maravilhoso.
Precisamos pensar que estamos lidando com seres vivos, com pessoas, com um mundo inteiro
a nossa disposi¢cao e ndao podemos brincar de Deus e manipular tudo isso sem pensar nas
consequéncias. E é ai que entra a Bioética, estudo que envolve as implicagdes morais das
pesquisas cientificas nas areas da Biologia e da Medicina. A Bioética, por abranger as questdes
éticas e morais com as quais os cientistas lidam ao realizar suas pesquisas com seres vivos, é
um campo de estudo fortemente ligado a Filosofia. A manipulacdo de animais e plantas, a
alteracdo de material genético e o desenvolvimento de medicamentos e procedimentos
aplicados as populagdes envolvem discussdes e desconstrucdes de pensamentos
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culturalmente enraizados pela légica de producdo e pela moral religiosa. E necessario pensar e
refletir sobre o efeito que essas tecnologias tém em nossa vida e na vida dos outros seres que
habitam esse planeta, as questdes morais que envolvem técnicas como a clonagem, a
transgenia e o uso de células-tronco na ciéncia. E tudo isso é dificultado pelos efeitos que a
midia tém em discussées polémicas como essa, tendendo sempre para um moralismo
demasiado e uma glorificacdo das tecnologias “desenvolvimentistas”. Por isso é muito
importante que pensemos sobre o modo de producdo e manipulagdo que construimos com o
planeta e o efeito que isso causa em nés mesmos e no restante dos seres vivos.

DNA RECOMBINANTE

Como a linguagem do cédigo genético é universal e compreendida da mesma maneira
por todos os organismos, a biologia molecular se aproveitou dessa propriedade para produzir
substadncias de interesse. Mas como isso funciona? Ha organismos (como as bactérias) que sdo
facilmente cultivados em laboratdrio. Ao conseguirmos implantar fragmentos de DNA
exdgeno, ou seja, de outro organismo, no material genético das bactérias, elas passardo a
sintetizar ndo apenas os produtos/proteinas para as quais tem a informacdo adquirida do seu
proprio DNA, mas também os produtos resultantes dos genes de interesse inseridos no
organismo.

Desde 1973, quando foram pela primeira vez realizadas com sucesso, as aplicacdes da
manipulagdo génica tém-se estendido para diversas areas, como a pecudria, medicina e
agricultura. O procedimento de DNA recombinante baseia-se na obtencdo de moléculas
hibridas de DNA, resultantes da fusdo de trechos de DNA de diferentes espécies.

A técnica do DNA recombinante consiste no isolamento de um trecho de DNA em que
se tem interesse e na sua inser¢cao no DNA de outro organismo. Assim, o DNA recombinante é
a molécula de DNA que recebeu um trecho de DNA (ou gene) que pertence a outro organismo.
Esse procedimento geralmente envolve o isolamento de um gene humano com potencial
terapéutico, como a insulina, por exemplo, e a introducdo desse gene em uma célula animal,
bacteriana ou de leveduras.

Selecionar e isolar o fragmento de interesse é um processo que envolve o corte dos
cromossomos da interfase, procedimento realizado por enzimas de restricio ou
endonucleases de restrigdo, naturalmente encontradas em bactérias. Cada enzima de restri¢dao
é especifica para uma determinada sequéncia de bases nitrogenadas. Desta forma, o corte ndo
é feito ao acaso. Para ‘fixar’ estes fragmentos em outros organismos (geralmente bactérias), os
cientistas utilizam enzimas chamadas DNA ligases, também especificas para determinadas
sequéncias de bases nitrogenadas. O DNA destes organismos, agora com um trecho de DNA
humano, é chamado recombinante.

O evento central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular, em
que ocorre a transferéncia de um gene de interesse de um organismo para outro. Vamos
estudar outras técnicas no decorrer da apostila.

-
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FIGURA 1: TECNICA DE DNA RECOMBINANTE.
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CLONAGEM DE DNA

Este processo consiste na producdo de inUmeras cépias idénticas de um mesmo
fragmento da molécula de DNA. O inicio do procedimento é semelhante ao do DNA
recombinante:

Isolamento do gene humano por enzimas de restricdo;
Insercdo do gene no DNA de outros organismos (chamados de vetores);

Depois de isolados, os trechos sdo inseridos em organismos, como virus e bactérias
(vetores), pois, além de aceitarem esta manipulagdo, eles multiplicam as moléculas
recombinantes ao se reproduzirem, dando origem a um grande numero de cépias idénticas
(clones).

Bactérias possuem, além do seu cromossomo circular, moléculas menores — e também
circulares — de DNA conhecidas como plasmideos. Essas moléculas sdo utilizadas como
vetores, pois ndo contém genes essenciais a vida das bactérias (geralmente sdo genes de
resisténcia a antibioticos).
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FIGURA 2: TECNICA DE CLONAGEM DE DNA COM O USO DE BACTERIAS.

Quando o vetor utilizado para clonagem é um virus, existem algumas etapas a mais no
processo: apods o isolamento do DNA viral e sua recombinacdo com o gene de interesse, 0 meio
em que DNA recombinante se encontra recebe proteinas virais e enzimas para que o virus se
constitua. Feito isso, os virus sdo introduzidos em culturas de bactérias ou de células de outros
organismos, onde ocorre grande replicacdo do DNA recombinante, formando varios virus
geneticamente idénticos.
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Estas técnicas tém sido cada vez mais desenvolvidas e sdo usadas com muitas
finalidades. Algumas delas sao:

v Producdo de insulina ou somatotropina (hormdnio do crescimento): quando clonamos o gene
humano em bactérias (e o estimulamos para entrar em atividade), os micro-organismos
passam a produzir grandes quantidades de insulina, que é posteriormente isolada e purificada
para a utilizacdo humana;

v" Producdo de algumas proteinas do sangue: a albumina e o fator VIII;

v" Produc¢do de alguns tipos de ativadores das defesas orgénicas para o tratamento do cancer,
como o fator necrosante de tumores;

v Criagdo de vacinas sintéticas contra maldria e hepatite B;

v Cria¢do e desenvolvimento de biotecnologias para pesquisa segura de substancias cuja
manipulacdo envolve alto risco biolégico, como na preparagdo de vacinas com virus
infecciosos, de modo a controlar o risco de vazamento descontrolado;

v Transgenia;

v Teste de paternidade.

Estudaremos as técnicas mais importantes em seguida.

IDENTIFICAGAO DE PESSOAS

A técnica de identificacdo de pessoas, também conhecida como DNA fingerprint, é tao
segura para identificar individuos quanto as impressdes digitais. Devemos fazer uma ressalva
aos gémeos monozigdticos, que possuem o mesmo patrimonio genético e ndo se distinguem
pela andlise de DNA. No entanto, suas impressdes digitais podem ser ligeiramente diferentes,
pois estas caracteristicas surgem durante o desenvolvimento embrionario e sdo mantidas apos
do nascimento.
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FIGURA 3: TECNICA DE IDENTIFICAGAO DE PESSOAS OU FINGERPRINT. SEQUENCIAS GENICAS
CONSEGUEM DETERMINAR A PATERNIDADE DE UMA CRIANCA. NA IMAGEM SABEMOS QUE, NEM O HOMEM 1 E
NEM O 2 E O RESPECTIVO PAI DA CRIANGA.

Essa técnica tem sido util para identificar suspeitos de crimes e determinar
paternidade, entre outros objetivos, com 99,9% de precisdo. Para realizd-la sdo utilizadas
sequéncias de DNA ndo codificantes, formadas por repetices de unidades compostas por
poucos nucleotideos (sequéncias VNTRs: numero varidvel de repeticGes em sequéncia). Cada
individuo herda dos pais um padrao especifico de repeti¢cdes desses nucleotideos.
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FIGURA 4: EXEMPLOS DE SEQUENCIAS VNTRS.
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Obtendo-se células nucleadas de um individuo, pode-se obter este padrdo ao isolar o
DNA nuclear e corta-lo utilizando enzimas especificas de restricdo para VNTRs. Com o DNA
fragmentado, segue-se o procedimento:

Aplica-se a metodologia de eletroforese em gel (figura 5), entdo as moléculas de DNA
migram no gel do polo negativo para positivo, uma vez que o DNA apresenta carga negativa.
Quando a corrente elétrica é desligada, formam-se faixas no gel que indicam o peso das
moléculas de DNA: as moléculas grandes migram menos na placa de gel, as menores migram
mais. Desta forma, separam-se as cadeias de DNA (desnaturacdo) com o auxilio de uma
membrana de nitrocelulose e as cadeias de DNA serdo acrescidas de sondas (trechos de DNA ja
conhecidos e marcados radioativamente) que se ligam (hibridizam) aos trechos especificos de
VNTRs. Entdo, um filme de raios X é colocado sobre a membrana de nitrocelulose e a
radioatividade impressiona esse filme, de forma que nele se obtém as bandas indicando os
locais onde ocorreram as hibrida¢Ges (onde estdo as VNTRs, unidas as sondas). Desta forma, o
padrdo de VNTRs do individuo investigado se revela e esta pronto para comparagdes com o
DNA de outros individuos.
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FIGURA 5: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE. AMOSTRAS CONTENDO FRAGMENTOS DE DNA DE DIFERENTES
TAMANHOS SAO DEPOSITADAS EM PEQUENAS DEPRESSOES DO GEL, QUE FICAM SUSTENTADAS POR PLACAS DE
VIDRO E IMERSAS EM SOLUGAO AQUOSA. ELETRODOS LIGADOS NAS DUAS EXTREMIDADES ESTABELECEM UM

POLO NEGATIVO E OUTRO POSITIVO. DESTA FORMA, 0S FRAGMENTOS MIGRAM NO GEL (OS MAIORES SE

DESLOCAM MENOS E OS MENORES, MAIS). QUANDO A CORRENTE ELETRICA E DESLIGADA, OS FRAGMENTOS FICAM
SEPARADOS POR TAMANHO, FORMANDO FAIXAS NO GEL. CADA COLUNA CORRESPONDE AS DIFERENTES
AMOSTRAS DE DNA (NA FIGURA ACIMA, HA APENAS UMA).

PCR
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Sabemos que a andlise de material genético (DNA) obtido a partir de materiais
bioldgicos é util em inUmeras situagbes, entre elas a importancia no teste de paternidade,
diagndstico de doencas genéticas, etc. Entretanto, a ‘pequena’ quantidade de DNA disponivel
na amostra dificulta muito o campo da pesquisa e do estudo desta area da ciéncia. Em 1983, o
bioquimico norte-americano Kary Mullis, estudando bactérias termofilicas, resistentes a altas
temperaturas, desenvolveu a reacdo em cadeia da polimerase, técnica que acelera a
multiplicacdo de fragmentos de DNA.

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite o aumento da eficiéncia da
analise de pouco material genético através da duplicacdo de trechos de moléculas de DNA in
vitro. As enzimas utilizadas na polimerizacdo (formacdo de moléculas de cadeias longas,
resultante da unido de inUmeros monoémeros, ou seja, os nucleotideos) sdo conhecidas como
polimerases. A DNA polimerase participa da duplicacdo da molécula de DNA.

O processo se inicia quando a solucao contendo o DNA a ser replicado é inicialmente
aquecida, o que provoca a desnaturacao da molécula, cujas cadeias duplas se separam. Em
seguida, os nucleotideos livres, adicionados a reacdo, emparelham-se com as fitas de DNA
recém-separadas, formando cadeias complementares. Entdo, em baixas temperaturas, a
enzima DNA-polimerase ou a Tag-polimerase une os nucleotideos, formando moléculas de fita
dupla contendo uma fita antiga e uma complementar. Assim, de cada molécula de DNA
formam-se duas. E dessa forma que surgem duas moléculas de DNA idénticas.

TERAPIAS GENICAS

Na terapia génica realiza-se a transferéncia de material genético com o propésito de
prevenir ou curar uma enfermidade qualquer. No caso de enfermidades genéticas, nas quais
um gene estd defeituoso ou ausente, a terapia génica consiste em transferir a versdo funcional
do gene para o organismo portador da doenca, de modo a reparar o defeito. Por enquanto,
por apresentarem alguns efeitos indesejados no organismo receptor, a terapia génica sé é
feita em células somaticas e em doengas causadas por apenas um gene.

O procedimento consiste em inserir in vitro ou in vivo um fragmento de DNA, um gene,
na célula/tecido em questdo, com a finalidade de que esse gene inserido passe a expressar a
proteina em quantidades suficientes para o organismo receptor. O gene pode ser clonado em
laboratério e injetado intramuscularmente ou na veia do individuo (técnica in vivo). Também é
possivel, em laboratério, usar um virus modificado (conhecido como vetor) que contenha o
alelo de interesse para infectar células do paciente que apresentam a deficiéncia. Essas células
incorporam o DNA recombinante e permanecem no individuo pela a¢do da multiplicacdo
celular.
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VACINAS GENICAS

As vacinas convencionais atuam por meio de um agente patogénico inativado ou com
capacidade de infec¢do atenuada, o que pode causar problemas em producdo de vacinas em
grande escala, nos quais podem ocorrer lotes com o agente patogénico ativo. A vacina génica
se constitui por um processo em que os genes causadores de doencas que codificam proteinas
responsaveis por estimular o sistema imunoldgico humano sdo isolados, inseridos em bactérias
e clonados. As técnicas mais estudadas de terapia génica sdo a partir de plasmideos, que sao
pequenas moléculas circulares de DNA encontradas no citoplasma bacteriano, mas sao
incapazes de produzir uma infec¢cdo. Entdo, o produto da ativacdao dos genes especificos (as
proteinas geradas destes genes constituem os antigenos) é purificado e pode atuar como
vacina que, aplicada em humanos, estimula a producdo de anticorpos especificos. Por ser
utilizado apenas o produto do gene (proteina), e ndo o agente patogénico, a vacina génica é
considerada mais segura.
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FIGURA 6: TERAPIA GENICA EM CELULAS DA M.O.V. (MEDULA OSSEA VERMELHA).
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PROTEOMA

O genoma é o conjunto de todos os genes apresentados por uma espécie, ja o
proteoma, como o préprio nome revela, é o conjunto de proteinas expressas pelo genoma.
Diferentemente de qualquer genoma que é fixo ou muito dificilmente se modifica, o proteoma
é varidvel. Ou seja, a expressdo proteica, a regulacdo pds-traducional, a quantidade gerada,
etc, varia de célula para célula dependendo da especializacao do tecido celular em questao.

As proteinas sdao essenciais para a vida, pois realizam iniumeras fung¢des, como
regulacdo, catdlise, sustentacdo, transporte, movimentacdo, defesa, entre outras. Em
inimeras doengas, como os varios tipos de canceres, os pesquisadores procuram detectar os
chamados biomarcadores, que sdo proteinas especificas que indicam o estado fisiolégico em
qgue a célula afetada se encontra e também as alteracdes sofridas durante o processo
neopldsico.

CLONAGEM DE ORGANISMOS MULTICELULARES

Existem trés técnicas para se obter um clone:

Reproducdo vegetativa (natural): plantas ou gémeos monozigdticos — podem ser estimulados
em laboratoério;

A partir de células somaticas: a ovelha Dolly, por exemplo. Uma célula receptora (ovdcito) de
uma ovelha da espécie A com material genético retirado recebe uma célula somatica atenuada
de uma ovelha B; elas se fundem. Ha um estimulo para desencadear desenvolvimento
embriondrio — descarga elétrica. O zigoto é implantado em uma “mae de aluguel”. 277
embrides morreram até que Dolly nascesse. Ela sofreu envelhecimento precoce e artrite e
morreu com apenas 7 anos de idade. O maior feito dos cientistas foi fazer com que uma célula
adulta se tornasse totipotente (célula-tronco) de novo. As células-tronco (ou totipotentes)
possuem a capacidade de se diferenciarem em diversos tipos de células, em um processo
antes considerado irreversivel. Os animais utilizados apresentavam caracteristicas fenotipicas
bem diferentes para os pesquisadores perceberem com clareza o andamento do evento de
clonagem.

-
Um novo jeito de aprender. O seu Jeito. | Todos os direitos reservados © 2018. mesalva.com W}y &



BIOLOGIA

me ! ENEM E Genética Il: Biologia Molecular
VESTIBULARES

Glaucia Marques, Ronaldo Paesi e Sabrina Roncato

¢ A partir de células embrionarias: é o caso da bezerra Vitéria, primeiro animal clonado no Brasil.
Na experiéncia brasileira, houve transferéncia do nicleo de uma célula de embrido de cinco
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dias, da espécie Simental, para um ovécito enucleado tirado de uma vaca de raga diferente. O
embrido foi implantado em uma “vaca de aluguel” de espécie diferente. O filhote é a vaquinha
Vitdria, da Simental. Os animais utilizados eram bem diferentes fenotipicamente entre si.

FIGURA 7: COMO NASCEU DOLLY.
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DNA MITOCONDRIAL (DNAM)

A organela mitocondria é herdada da mae. O pai contribui com o material genético
para a formacdo do zigoto. O DNAm pode conter algumas doengas (como a atrofia dptica de
Leber, um tipo de cegueira) e influenciar em algumas caracteristicas especificas do organismo.
Dessa forma, o processo de clonagem pode ndo ser 100% fidedigno, ou seja, totalmente
idéntico ao organismo que se quer clonar: quando é estimulada a fusdo, em laboratdrio, de um
ovocito desprovido de material nuclear e de um nucleo somatico, o clone serd imperfeito, pois
contera material genético das mitocondrias do évulo. Da mesma maneira, se a fusdo ocorrer
entre a célula 2n atenuada e o ovécito desprovido de nucleo, o clone tera mitocondrias tanto
do ovécito quanto da célula que se fundiu a ele.

TRANSGENICOS

Sdo aqueles organismos que recebem genes de outras espécies. A transgenia permite
a obtencdo de individuos com caracteristicas vantajosas e que produzam substancias de
interesse ao ser humano.

Existem diferentes técnicas de insercao de genes, como as seguintes:

Transformacdo pela bactéria Agrobacterium tumefaciens: ocorre através da introducdo de
plasmideos no interior de células de plantas, um vetor natural. Método eficiente para grande
parte de dicotiled6neas e até mesmo para alguns fungos;

Biobalistica: ocorre com microprojéteis de ouro ou tungsténio cobertos com o material de
interesse, acelerados a velocidades superiores a 1.500km/h que sdo introduzidos nas células.
Método universal (células vegetais, animais e procarioticas);

Eletroporac¢do de protoplastos: método para inser¢dao de macromoléculas em células vegetais.
Os protoplastos (células vegetais desprovidas de parede celular) sdo mantidos em selecdo
junto com plasmideos que contém os genes de interesse. A entrada dos genes no protoplasto
ocorre por eletroporacdo, através da descarga de alta voltagem que promove abertura
tempordria de poros na membrana plasmatica. Método preferencial para monocotiledéneas.

-
Um novo jeito de aprender. O seu Jeito. | Todos os direitos reservados © 2018. mesalva.com W}y &



BIOLOGIA

me ,’ ENEM E Genética Il: Biologia Molecular
VESTIBULARES _ _ _
Glaucia Marques, Ronaldo Paesi e Sabrina Roncato

po =

@

() Baceia 2 lsoramenw DO
: DA RACTHUANO

@l.\:%p_us(g DO T2AIS &S NE
NO TEUDO DA RLANTA

@'Puw—m TRANS GE N CA, |

FIGURA 8: TRANSFORMAGAO PELA BACTERIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS.
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CELULAS-TRONCO

As células-tronco sao células que apresentam caracteristicas diferenciadas como o fato
de se autorreplicar, gerando mais células-tronco, capazes de se diferenciar em varios tipos
celulares e apresentar a especificidade ou funcdo do tecido de interesse. Atualmente, existem
trés tipos de células-tronco: as embrionarias, encontradas no embrido em formacao; as
adultas, encontradas principalmente na medula déssea e no corddo umbilical; e as
pluripotentes induzidas, obtidas em laboratério. Aqui, trataremos somente das células-tronco
induzidas; os detalhes dos outros dois tipos encontraremos na apostila de Embriologia.

As células-tronco de pluripoténcia induzidas, também conhecidas pela sigla iPS, foram
descobertas em 2006, pelo pesquisador Shinya Yamanaka e colaboradores, no Japdo. Eles
testaram e comprovaram a veracidade de fibroblastos da pele poderem aumentar a sua
capacidade de renovacdo e, também, de serem capazes de se transformar em qualquer tipo
celular. Isso se deu através da introducdo de alguns poucos genes que induziram a realizacao
da reprogramacao da célula.

Com essa descoberta, as dreas afins da Biotecnologia poderdo isolar células de
interesse de determinado tecido, manté-las em meio de cultura e, apds, com o auxilio de
vetores virais (por exemplo), introduzir os genes responsaveis pela reprogramacdo celular,
gerando uma resposta da célula receptora frente a insercdo génica. Desta forma, pode-se
obter células indiferenciadas que poderdo se transformar em células de varios tecidos, como
conjuntivo e nervoso, por exemplo, a partir de uma célula madura/diferenciada. Com o
incremento desta técnica de células-tronco é possivel o avanco nas dareas do estudo de
inimeras doencgas, uma vez que nao é necessario utilizar-se de células-tronco embrionarias ou
de células-tronco adultas de dificil acesso, como as encontradas na medula dssea.

IMPACTOS NA INDUSTRIA FARMACEUTICA E AGRICOLA

Ocorre uma certa aflicdo por parte de alguns grupos de pesquisadores/cidaddos com o
avanco das técnicas empregadas no ramo de Biotecnologia. O principal motivo de
preocupacdo publica é pela aplicagdo da engenharia genética, na qual existiria a chance de
comercializar uma grande variedade de organismos modificados geneticamente. Com isso,
haveria a possibilidade de permitir a liberacdo de tais organismos no meio externo, o que
aumenta os riscos numa escala micro e macroscdpica, sobretudo quando comparada a
investigacdo confinada em laboratério.

As novas biotecnologias tém participacdo na agricultura, na pecuaria e em diferentes
areas da saude humana. Os trabalhos de bioprospeccdo (aqueles que tem por finalidade um
retorno econémico) em areas de alta diversidade bioldgica tém aumentado em nimero e em
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intensidade em d&reas com interesses diversificados, como: empresas do setor agricola e
farmacéutico; instituicdes de ensino, pesquisa e desenvolvimento; etc.

Inimeras aplicacdes da Biotecnologia podem ser vantajosas para a sociedade, mas,
ainda assim, geram controvérsias a respeito das consequéncias sobre humanos e animais,
impactos sobre o ambiente e a sociedade como um todo. Infelizmente, ndo temos as respostas
definitivas quanto aos efeitos a longo prazo e também em escala global. Embora possamos
obter vantagens, como o aumento da producdo de alimentos e a obtencdo de alimentos mais
nutritivos e com propriedades medicinais; técnicas terapéuticas para doengas que ainda ndo
possuem cura; producdo de medicamentos, hormodnios, anticorpos, etc.; producdo de
produtos biodegradaveis para reduzir a poluicdo ambiental, entre outros, veremos alguns
impactos negativos que podem ocorrer a partir do uso da Biotecnologia.

Num contexto abrangente, poderiamos comecar citando o efeito negativo sobre as
discussOes geradas a partir de questdes éticas relacionadas a clonagem de seres vivos, terapias
génicas, transgénicos, etc.; células-tronco geradoras de um estresse celular que pode ter como
consequéncia o envelhecimento precoce, entre outros efeitos. Analisando o caso da industria
farmacéutica e agricola, podemos ter como efeitos negativos a utilizacdo intensiva de
agrotoxicos e fertilizantes; sementes geneticamente modificadas inférteis; contaminacdo do
lote “normal” com o lote transgénico; transgénicos causadores de complicacdes na saude,
como reacdes alérgicas; além de impactos mais globais envolvendo a “poluicdo genética”, ou
seja, ndo ser possivel controlar os efeitos da disseminacdo desses organismos no ambiente;
interferéncia no equilibrio da natureza como um todo, entre outros efeitos que poderiam ser
citados. Por isso cada caso deve ser cuidadosamente verificado, pois as consequéncias podem
ser irreparaveis.

CRISPR-CASS

Recentemente, estudando bactérias, descobriu-se sequéncias repetitivas de DNA, no
meio das quais existiriam fragmentos de genes estranhos ao genoma bacteriano. O mecanismo
recebeu o nome de CRISPR. No ano de 2012, pesquisadoras demonstraram que CRISPR é capaz
de localizar e delimitar o corte de alvos especificos de qualquer gene.

Outra descoberta importante foi que as bactérias conseguem “lembrar” dos virus que
as infectaram no passado, devido a permanéncia no seu genoma de restos de DNA viral
incorporados no meio das sequéncias CRISPR do genoma bacteriano. Em caso de ataque do
mesmo agente patdgeno, a bactéria sintetiza rapidamente moléculas-guia de RNA, que
localizam com precisdo sequéncias especificas do DNA invasor, para que uma enzima,
geralmente a nuclease Cas9, corte e inative os genes do patdgeno, por exemplo de um virus,
inativando-o. CRISPR com Cas9, ativa ou inativada, é agora o método mais empregado para
“desligar” ou “ativar” a expressdo de qualquer gene de interesse cientifico ou comercial, como
0s genes que causam o cancer, por exemplo.
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