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2) TRANSMISSAO DO MATERIAL
HEREDITARIO

a) DUPLICACAO DO DNA

Num organismo superior, o DNA esta.
localizado nos cromossomas das células
(a disposicdo néles ainda constitui assun-
to Dbastante controverso, parecendo, no
entanto, ue estd disposto aos pedacos frag-
mentados), associado a histcnas e prota-
minas e dando a reacao citolégica (Feul-
gen) caracteristica.

Antes de ocorrer a divisio celular, a
célula trata de duplicar, durante os pe-
riodos pré-mitéticos ou pré-meioticos, os
seus cromossomas, e fol observado que

justamente nésses perfiodos ocorre uma
duplicacdo da quantidade de DNA; foi
notado igualmente que a quantidade de

-DNA nas células dipléides (2n cromosso-

mas) é exatamente igual ao dobro da
quantidade de DNA das células hapléides
(n cromossomas), ou gametos, de um
mesmo organismo. Todos ésses fatos, por
sua vez, vém comprovar ser realmente o
DNA o material responsavel pelo apare_.
cimento e pela transmissio dos caracte-
res biolégicos.

Assim, o ciclo vital dos organismos
pluricelulares que se reproduzem sexua-
damente poderia ser representado pelo
esquema da figura 7, onde representa uma
quantidade qualquer de DNA (fixa e ca-
racteristica para cada espécie).
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Fig. 7
(*) — Trabalho do Servi¢o de Pesquisas e Experimentario do Instituto Nacional do Célncer — Secdo de
Imunologia e Selecio de Animais de Laboratério (Chefe: Dr. Sylvio Thales Torres).
(**) — Professor Conferencista de Genética da Faculdade de Ciéncias Médicags da U.E.G. — Médico do

Servico de Pediatria do Hospital de Aeronautica do Galedo.
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Desde ja fica estabelecido que a trans-
missido do material hereditario de célu-
. la a célula é conseguida de uma maneira
eficaz pela duplicacio da quantidade de
DNA pré-existente na célula-mo e pela
distribuicao dessa quantidade em duas
partes iguais nas células-filhas.

O modélo de Watson & Crick explica,
pela complementariedade existente entre
as bases purinicas e pirimidinicas dos
dois filamentos da molécula, a duplica-
cao do DNA. Diga-se alids de passagem,
que Friedrick-Freksa, em 1940, sem ter
um conhecimento da estrutura intima do
DNA mas ja desconfiando de que fésse
essa substancia a responsavel pela trans-
missao exata dos caracteres bioldgicos,
sugeriu, vislumbrando a evidente necessi_
dade da autoduplicacdo, um modélo que
essencialmente em nada difere do de
Watson & Crick: o DNA seria formado
por duas matrizes, uma molécula positi-
va e uma molécula negativa, a molécula
positiva sendo capaz de servir como mol-
de para a formacio de uma molécula ne-
gativa, e a molécula negativa capaz de
moldar uma positiva.

Numa fase imediatamente preliminar
a duplicacdo do DNA, 5-nucleotidios exis-
tentes no nucleo da célula e sintetizados
préviamente por esta a partir de nutri-
entes sio ativados mediante conversao
em 5-trifosfonucleosidios na presenca de
ATP (trifosfato de adenosina) e de en-
zimas especificas (quinase do acido 5’-
desoxiadenilico, quinase do acido 5’-deso-
xicitidilico, quinase do acido 5’-desoxigua-
nilico e quinase do acido 5’-desoxitimidi-
lico).

Segundo os estudos in vitro de Korn-
berg com uma enzima isolada de bacté-
rias Escherichia coli, na fase de duplica-
ciao propriamente dita do DN7, os 5-nu-
cleotidios ativados sob a forma de 5'-tri-
fosfonucleosidios sio polimerizados pela
DNA-polimerase, servindo ccmo moldes
para tal polimerizacio as duas hemimo-
léculas de um DNA préviamente existen-
te; cada hemimolécula origina uma que
lhe é complementar em seqiiéncia de ba-
ses e que corresponde exatamente a sua
hemimolécula complementar primitiva.
Tisse comportamento justifica muito bem
a denominacdo que Watson & Crick de-
ram ao DNA: “a pair of templates”.

Para exemplificar e ficar bem visua-
lizada a maneira de duplicacao do DNA,
tome-se o seguinte esquema (fig. 8):

Na parte superior do desenho esta re-
presentado um trecho qualquer estirado
da molécula do DNA, com as hemimolé_
culas 1 e 2 pareadas pelas ligacdes de
ressonancia que se estabelecem entre as
bases complementares dos dois filamen-
tos. No momento da duplicacao (parte
média do desenho) a molécula se abre,
desfazendo-se as ligacbes de hidrogénio
entre as bases complementares da molé-
cula, o que resulta numa exposicao des-
tas.

Os 5’-trifosfodesoxirribonucleosidios
existentes na vizinhanca da molécula do
DNA pareciam espontineamente (através
de suas bases) com as bases complemen-
tares expostas de cada hemimolécula do
DNA-“primer” & medida que se processa
a “abertura” e concomitantemente a en-
zima DNA-polimerase promove a sua in-
corporacao sob a forma de 5’-nucleotidios
(um apds o outro, numa ordem que é di-
tada pela seqiiéncia de bases complemen-
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tares em cada hemimolécula do “templa-
te”), liberando os dois nltimos grupamen-
tos fosfatc de cada trifosfonucleosidio
(sob a forma de pirofosfato. que, a se_
guir, sob a ag¢do da enzima pirofosfata-
se, serd transformado em fosfato inorgi-
nico e utilizado pela célula).

Como pode ser visto na parte média
do desenho, numa das hemimoléculas a
DNA-polimerase condensa o primeiro gru-
pamento fosfato de cada trifosfonucleo-
<idio com a oxidrila do carbono 3’ da
pentose do trifosfcnucleosidio anterior,
ja incorporado sob a forma de nucleoti-
dio, e na outra hemimolécula promove 2
condensacao da oxidrila do carbono 3’ da
pentose de cada trifosfonucleosidio com
0 primeiro grupamento fosfato do trifos-
fonucleosidio anterior ja incorporado.
Por ai se vé que em cada molécula de
DNA, num dos filamentos as moléculas
de cada residuo de pentose estio orien-
tadas na dire¢cdo 5->3’, enquanto que no
outro filamento os mesmos residuos es-
tdo orientados na direcdo 3'—5’.

Na parte mais inferior do desenho
tem-se a representacido esquematica das
duas porcbes de DNA, absolutamente
iguais e geradas pelo processo de auto-
duplicacdo do segmento representado na
parte mais superior. Em cada uma das
moléculas-filhas, uma das hemimoléculas
(1 e 2) fazia parte da molécula-mae: dai
essa duplicagio receber o nome de semi-
conservativa, processo de duplicacao éste
previsto pelo mcdélo de Watson & Crick.

A igualdade das seqiiéncias de nucleo-
tidios na molécula-mae e nas moléculas-
filhas constitui uma prova da semicon-
servacdo no processo de autoduplicacio
do DNA e pode ser demonstrada por meio
de um engenhoso método idealizado por
Kornberg. A DNA-polimerase promove,
como foi visto, a polimerizacdo de 5-tri-
fosfonucleosidios e o DNA resultante ¢é
um copolimero formado pelo encadea-
mento de residuos de 5’-nucleotidios; a
digestdao do DNA pela desoxirribonuclea-
se fornece nao ésses 5'-nucleotidios, mas
2*-nucleotidios (fig. 9):

Fig. 9
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Essa hidrélise nao deixa de constituir,
de certa maneira, um processo de trans-
feréncia do grupamento fosfato de cada
nucleotidio para o nucleotidio que lhe é
imediatamente subseqiiente na molécula
do DNA. Ao se marcar com P32 um dos
quatro tipos de 5’-trifosfonucleosidios
(AR’PPP, CR’PPP, GR'PPP ou TR’PPP)
a serem polimerizados pela DNA-polime_
rase, ésse fosforo radioativo podera ser
detectado nos 3’-nucleotidios obtidos pe-
la hidrélise do DNA resultante com a de-
soxirribonuclease, e os 3’-nucleotidios que
contiverem P32 equivalerdo aos 5’-nucleo-
tidios imediatamente subseqiientes aos
residuos do tipo de 5’-nucleotidio marca-
do na molécula do DNA digerido. Repe-
tindo-se a experiéncia quatro vézes, usan-
do de cada vez um tipo diferente de
5’-trifosfonucleosidio marcado com P32
(por exemplo: da primeira vez, AR'’PPP
com P32 e os demais 5’trifosfonucleosidios
— CR’PPP, GR’PPP, TR’PPP — com £6s-
foro normal nao_radioativo; da segunda
vez, CR’PPP com P32 e os demais 5-tri-
fosfonucleosidios — AR'PPP, GR’PPP,
‘TR'PPP — com fésforo normal nao-radio-

mifose em presenga

ativo; etc.), ter-se-4 a composicao com-
pleta do DNA, em térmos de fregiiéncia
de nucleotidios vizinhos de cada um dos
quatro tipos de nucleotidios, e essa fre-
quéncia é a mesma tanto na molécula-
-mae como nas moléculas-filhas de cada
tipo de DNA.

A primeira evidéncia experimental da
semiconservacao no processo de autodu-
plicacao do DNA surgiu de uma experi-
éncia realizada em 1957 por Taylor: a
uma cultura de células vegetais interfasi-
cas foi administrada timidina (TR’) tri-
tiada, nucleosidio .radioativo precursor de
DNA; quando as células entraram em di-
visdo, as duas cromatides de cada cro-
mossoma duplicado, observadas na meta-
fase, por meio da técnica da auto-radio-
grafia, estavam radioativas; uma segun-
da mitose, na presenc¢a de colchicina (al_
caldide que paralisa as figuras mitoéticas
na metafase, por impedir a formagio com-
pleta do fuso acromatico) em meio ndo-
-radioativo, revelou radioatividade so0-
mente em uma das cromatides de cada
cromossoma, duplicado (fig. 10).
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Fig. 10
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Nesse desenho estd representado es-
quematicamente sempre o mesmo par de
cromossomas homolegos.

Esta experiéncia, além de demonstrar
citolégicamente a duplicacdo semiconser-
vativa do DNA, prova também que, qual-
quer que seja a disposicao do DNA nos
cromossomas, éle se comporta como uma
anica molécula estirada longitudinalmen_
te a ésses (exceto, como ressalta Taylor,
para casuais e raras trocas de segmentos
de cromatides que foram observadas).

Em 1958, Meselson & Stahl consegui-
ram provar, a nivel molecular, ser real-
mente semiconservativo o processo de au-
toduplicacdo do DNA: cultivaram bacté-
rias Escherichia coli num meio de cultu-
ra cuja Unica fonte de nitrogénio era clo.
reto de amdnio contendo o is6topo pesa-
do do nitrogénio (N15), Apds varias ge-
ragoes (quando entdo todos os compostos
nitrogenados sintetizados pelas bactérias,
inclusive o seu DNA, deveriam conter so-
mente N!5), a fonte de nitrogénio foi
substituida por cloreto de amoénio conten-
do nitrogénio nao-radioative (N14)., Apos
essa substituicdo, o DNA de cada geracio
de bactérias foi analisado, em lisados des.
tas, usando-se o método do equilibrio de
gradientes de densidade de centrifugacao;
foram identificadas, nas diversas gera-
coes (fig. 11):

DNA

N

N

NI4N15

Fig. 11

a) moléculas “pesadas” de DNA con-
tendo somente N5 (geracido P);

b) moléculas “hibridas” de DNA con-
tendo N1¢ e N5 em partes iguais
(geracdo F,);

¢) moléculas “leves” de DNA contendo
somente N1+ e moléculas “hibridas”
de DNA contendo N4 ¢ N'% em par-
tes iguais (geracdo ¥,).

b) MUTACOES A NIVEL
MOLECULAR

Enquanto a duplicacao exata do DNA
explicaria a transmissibilidade fixa dos
caracteres biolégicos, a duplicacao “erra.
da” dessa substancia explicaria a ocor-
réncia das mutacoes.

Foi difo que os caracteres bioldgicos es-
tao condicionados a seqiiéncia linear das
bases nitrogenadas présas aos residuos de
nucleotidios na molécula do DNA; obvia-
mente, uma alteracdio num par de bases
qualquer provocaria uma alteracdo em
toda a seqiiéncia, e essa alteracdo teria
sua génese num pareamento andémalo de
nucleotidios durante o processo de auto-
duplicacido do DNA.

A ocorréncia natural ou artificialmen-
te induzida de mutac¢des tem sido satis-
fatoriamente explicada pelo modélo de
Watson & Crick.

A primeira das explicacdes para a
ocorréncia natural das mutagdes seria
dada pelo fato de que as quatro bases
comumente encontradas no DNA podem
existir como tautémeros (isébmeros apre-
sentando estruturas que coexistem em
estado dinamico) raros.

fisses tautOmeros de ocorréncia muito
rara pareciam de modo andémalo, ccmo
se pode ver na metade direita da figura
12,

Nésse mesmo quadro, na metade es-
querda estdo registrados os pareamentos
normalmente possiveis dentro de uma
mesma molécula de DNA; na metade di-
reita, as bases em sua forma tautomera
rara estdo pareadas com as formas co-
muns.

As bases tautdmeras raras podem es-
tar presentes na molécula do DNA que
vai servir como template para o forma.
cdo de duas moléculas-filhas, ou entdo
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base taufdmera rara no DNA template

XR'PPP contendo base tautdmera rara
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Fig. 13
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Fig. 12

nos trifosfonucleosidios gque vao ser incor-
porados para a formacdo das novas he-
mimoléculas de DNA. Levando em conta
ésse fato, ter-se-4o as seguintes possibi-
lidades de mutacao (fig. 13).

As purinas podem também parear-se,
anomalamente, com outras purinas, e as

pirimidinas com outras pirimidinas, dan-
do origem as mutacgdes esquematizadas na
fig. 14a. A icnizacdo do atono de nitrogeé-
nio 1 da timina ou da guanina leva essas
duas bases a um pareamento também
anomalo, o que originaria as mutacdes se-
guintes (fig. 14b):

Fig. l4a

Fig. 14b
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As mutacgdoes podem ainda ser induzi-
das artificialmente pela 5-bromo-uracila
analogo-estrutural da timina que com-
pete com esta durante o processo de au-
toduplicacdo do DNA; esta substancia

P Fy Fa Fg

ocorre com freqiiéncia relativamente alta
numa forma tautdémera capaz de parear
com a guanina, o que explicaria o seu
elevado poder mutagénico (fig. 15):

Admite-se que a mutacdo A-T—>G-C se
da preferencialmente quando a 5-bromo-
uracila faz parte do template (érro na
duplicagdo), e que a mutacio G-C—A_T
se da preferencialmente quando a 5-bro-
mo_uracila faz parte do trifosfonucleosi-
dio precursor de DNA (érro na incorpo-
racao).

As mutacdes podem ser induzidas ain-
da pela reacdao do acido nitroso com o
DNA; essa substdncia transforma alguns
dos residuos de citosina em uracila (ana-
logo-estrutural da timina) e residuos de
adenina em hipoxantina (base andélogo-
-estrutural da guanina).

Sao possiveis ainda outros tipos de
mutacdes a nivel molecular, como substi-
tuicdo, deficiéncia e insercdo de nucleo-
tidios por mecanismos nao ligados de
maneira direta a problemas de pareamen-
to, e que nao serao discutidos aqui.
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