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Trabalhando com o KIT Construindo as Moléculas da Vida: DNA-RNAm-Proteina

1) Construindo as moléculas da vida: DNA e RNA

Distribuir as pecas (| conjunto para cada grupo) e deixar que todos se familiarizarem com o
material. Deixe montar o que quiserem (cerca de 5 minutos). Oriente para que observem as pegas e tentem
diferencid<las (cor, amanho, quantidade de orificios, formato). Apresente as pegas do kit: uma Unica peca
denominada complexo fosfato-agucar (CFA), representa o fosfato e a pentose ligados, e cinco pegas
simbolizam as diferentes bases nitrogenadas: pirimidicas (T, € @ U) e piricas (A @ G), com letras indicati-
vas em auto-relevo. A ribose do RNA ¢ representada pela peca CFA de cor roxa. As ligagdes de H sio
representadas duplas e triplas, figura |.

Bases puricas Bases pirimidinicas Agucar-fosfato Ligagoes H
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Figura | - Pegas do Kit "Construindo as moléculas da via: DNA e RNA"

Montar os nucleotideos e a estrutura do DNA

O primeiro passo € construir os nucleotideos, a estrutura bisica dos dcidos nucléicos. Instrua
para que montem tanto nucleotideos com bases puricas como pirimidicas, figura 2.

Figura 2 - Modelo de nudeotideo

De acordo com a numeragio aplicada aos carbonos da pentose, o fosfato esti ligado na posigio
do carbono 5' e as bases na posicio do carbono |'. Portanto, para montar um nucleotideo deve-se encaixar
uma das bases nitrogenadas ao pino da posigio |’ da pentose, figura 2.

Como sugestdo cada grupo poderd montar uma ou todas as sequéncias abaixo sugeridas:

Grupo 1 -ATT TAAATG TAATTC GAATAC

Grupo 2 - ATG GAT CCAGAACTT CGG TAC  Grupo 3 —AAT TCG AAT TCC ATT TAATAC
Grupo 4 -ATT TTT TGG GGAATT CGG TAC Grupo 5 -AAG CTT TTC GAACGATAATAC
Grupo 6 — TTT AAA TAAAAT CGATAATAC Grupo 7-TTG CTT TTC GAA TGG AAT TAC

Ou outras,

As representagdes dos nucleotideos de DNA, montadas como proposto na figura 2, possuem um
orificio na posigio 3' e um pino ligado ao fosfato, que esta na posicio 5' da pentose. Os pinos representam
ligacoes covalentes do tipo fosfodiéster, que se formam quando estes se encaixam nos orificios da posigio
3" de outro nucleotideo. Desta forma, através de subsequentes ligagoes fosfodiéster, os grupos fosfatos
unem-se is pentoses de outros nuclectideos, gerando longas fitas chamadas de polinucleotideos, figura 4.
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Figura 3 - Um polinucleotideo.

Apos montar a sequéncia da fita simples, montar a complementar obedecendo o antiparalelismo,
através do pareamento das bases A-T e C-G (regra de Chargaff), unindo-as com as pegas que correspon-
dem as ligagoes de H, figura 4.
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Figura 5 - A dupla fita é estruturalmente organizada como
dupla hélice, como um giro de mdo direita ou sentido
anti-hordrio. A seguir amasse e segure por um minuto,
solte e a hélice ficaré formada (a) e (b).

(b)
Duplicando DNA

Uma das propriedades da molécula de DNA & sua autoduplicagio, que ocorre antes do inicio do
processo de divisao celular. A dupla hélice se separa através do rompimento das ligagdes de hidrogénio e
novos nucleotideos sio adicionados ao longo de cada uma das fitas. Como a seqiiéncia de uma cadeia é
determinada pela sequéncia da outra, conforme a regra de complementaridade das bases. os nucleotideos
incorporados as fitas recém formadas sao complementares aos das “fitas-mae". Este processo é chamado
de duplicagiao semiconservativa, uma vez que sao formadas duas moléculas de DNA idénticas a inicial, sendo
cada uma constituida por uma das “fitas-mae” e uma fita nova (figuras 6).
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Figura 6 - ilustrando a duplicagdo do DNA

Seguir a regra de Chargaff, lembrando que a fita vai se alongando no sentido antiparalelo
(contrario) a fita molde e sempre 3' para 5'.

Fita continga
Fita descontinua (fragmentos de Okaszaki)
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Figura 7: Duplicagdo, crescimento continuo e descontinuo.
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Todos os passos da duplicagio do DNA, desde a abertura das fitas até a ligagdo dos fragmentos
produzidos na fita descontinua, sdo conduzidos por diferentes enzimas especializadas. A principal delas a
DNA polimerase é a enzima responsavel pela sintese do DNA.

Enzimas de Restrigdo: por que precisamos saber o que sio e o que fazem?

Os organismos muitas vezes sio confrontados com o problema de terem que lidar com DNA
estranho, normalmente provenientes de virus ou bactérias (DNA exogeno) que podem perturbar o
metabolismo normal da célula e desencadear processos que levam a morte celular. A bactéria Escherichia
coli, um organismo procarioto, resolveu este problema através de um mecanismo que destréi o DNA
invasor, produzindo enzimas especificas para esta finalidade, chamadas de endonucleases de restrigdo ou
enzimas de restrigdo. Essas enzimas atuam como tesouras, cortando o DNA invasor em diversos
fragmentos. Estes locais, onde o DNA é cortado, contém uma sequéncia de bases especifica e sio chamados
de palindromes ou sequéncias palindromicas, isto € - sequéncias em que a leitura de ambas as fitas é a
mesma na diregdo 5" para 3" possuindo uma dupla simetria rotacional. Essas seqiiéncias sio normalmente
curtas contendo 4, 6 ou 8 pares de bases. As enzimas de restricio sio de grande importincia no estudo do
DNA, pois permitem cortar grandes moléculas de DNA em fragmentos menores. Antes da descoberta das
enzimas de restricao nao era possivel cortar com precisio um gene de um trecho da cadeia de DNA, dificul-
tando a manipulagio desta molécula. As enzimas de restrigio podem ser classificadas considerando:
a) Composicao de sequéncia nucleotidica, b) Posicio de clivagem, ¢) Seqiéncia de reconhecimento,
d) Co-fatores envolvidos, e) Estrutura da enzima. De acordo com suas estruturas e especificidade elas sio
classificadas em tipo I, 1l e I11. A nomenclatura das enzimas de restrigio indica o organismo do qual ela
foi purificada. Exemplos no quadro abaixo. Algumas enzimas clivam (cortam) a molécula de DNA em sitios
que nao estdo perfeitamente alinhados, deixando “caudas” de fitas simples nos novos terminais. Esse tipo de
terminagao € chamado de “extremidades coesivas”, pois se liga facilmente a sua coesiva complementar.
Nem todas as enzimas de restricio possuem finais coesivos, pois algumas enzimas cortam a fita de DNA
sobre o mesmo eixo, de forma alinhada, produzindo uma extremidade™ cega”. A enzima do tipo Il é a mais
empregada na tecnologia do DNA recombinante.

Tabela |: Enzimas de restrigdo e seus respectivos
sitios de clivagem

Nome da enzima Bactéria de ongem Sitio de restrigso

Aha il Aphanothece Vi sit INA que, em
holophtytica 3 - AN s, localizam-se no plas a
Bam HI Bacillus CATCC -3 outros, contém genes que confere as bactérias
amyloquefaciens H  EEGGTAEEEE resisténcia a um dado antibiotico. Eles entio
constroem um mapa de restricio mostrando a
EcoRI  Esthefichia ** localzagio dos itos de clivagem para s diforen-
: tes enzimas. Este mapa também pode ser obtido
Hind i Haemophius  IENGoE® | | do ido de DNA das células de um
influenzae Rd — indi . m d
Tag| Thermus ECGA -3 :
aquaticus YTI —

Atualmente é possivel construir mapas de restrigio com DNAs da maioria das espécies vivas.
Conhecendo a localizagao dos sitios de clivagem, por exemplo nos plasmideos da E. coli, pode ser inseridos
genes de outra espécie de ser vivo, os chamados genes de interesse ou exogenos. Assim, a bactéria E. coli
pode ser usada para expressar genes de outra espécie. Por exemplo, o horménio de crescimento e a
insulina humana sao produzidos por este processo e utilizados como medicamentos. Esses horménios ou
outra proteina qualquer, cujo gene foi inserido em outro organismo, sio chamados de proteina recom-
binante. Com esta tecnologia, € possivel produzir plantas resistentes a pragas, adaptar plantas para cultivo
em terras inospitas, adapta-las a condiges climaticas adversas, enriquecer plantas alimenticias com nutrien-
tes especiais, usar as plantas como produtoras de substancias para fins terapéuticos, produzir enzimas em
grandes quantidades para serem utilizadas industrialmente. Além E coli, leveduras, células de insetos e de
mamiferos podem produzir proteinas recombinantes. Esta informagio é fundamental para que o professor
possa trabalhar as atividades sugeridas nos cadernos (roteiros para estas atividades sio encontradas nos
sites indicados no final deste manual).



O processo da Expressao Génica

O DNA contém a informagao necessaria para a produgio de proteinas e esta localizado, quase
que totalmente no nicleo das células, no entanto a sintese protéica ocorre no citoplasma. Por isso a
informagao genética, como é conhecida, precisa ser copiada do DNA e levada ao citoplasma através de
moléculas que atuam como “mensageiras”, os RNA mensageiros (RNAm). Os genes sio as sequéncias de
nucleotideos do DNA a partir das quais os RNA sio produzidos. Dizemos que um determinado gene se
expressa quando ele confere um certo fenotipo resultante da acio de uma dada proteina, a qual foi
sintetizada a partir do RNAm produzido pelo proprio gene em questio. A expressdo génica tem,
portanto, duas etapas bem distintas: a produgio do RNAmM (chamado de transcrigdo) e a sintese da
proteina (chamado de tradugdo).

Transcrigio é o nome que se aplica ao processo de sintese de moléculas de RNA a partir do
DNA. Isto engloba todos os tipos de RNA, e niao s6 o RNAm. Neste ponto uma importante diferenga
estrutural entre as moléculas de DNA e RNA precisa ficar clara: RNA se apresenta constituido por apenas
uma cadeia de nucleotideos, além de ser constituido de uma base pirimidica, chamada uracila (U), e um
agucar denominado ribose. A peca agucar-fosfato (CFA) utilizada para a construgio dos ribonucleotideos
foi padronizada na cor roxa diferenciando daquelas utilizadas para a formagio de moléculas de DNA.

. C Figura 8 - Pecas que representam o nucleotidio uracila

A transcricio: DNA — RNAmM

A transcrigao se inicia pelo rompimento temporirio das ligagdes de hidrogénio numa determi-
nada regidio do DNA correspondente a um gene, onde ocorre uma sequéncia inicial TAC (local que a
enzima RNA polimerase ira se ligar). O processo transcorre com o pareamento de ribonucleotideos, a fita
molde, através da formacgao de novas pontes de hidrogénio. A relagio de complementaridade entre as bases
deve ser mantida, com a ressalva de que quando houver um nucleotideo com a base A no DNA, encaixa-se
um nucleotideo com a base U no RNA. Quando encontrar uma sequéncia ATT (finalizadora) a RNA
polimerase se desliga do DNA e a sintese é interrompida, figura 9. O RNAm é liberado e migra para o
citoplasma.

Figura 9 - Os novos nucleotideos sdo encaixados
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Sugerimos a0 professor orientar s sequéncias génicas a serem montadas (seguimentos de uma das ficas |

[
| de DNA ue a0 final seja traduzida da sequiéncia de um gene que corresponda a uma proteina
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1 de dados (PDB, protein data bank) estio abaixo. O Professor também podera procurar seqiiéncias ,
t no “Protein Data Bank” PDB (http://www.rcsb.org/pdb), digitar o nome da proteina em inglés em ,
| “search", e seguir o tutorial. 1
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Exemplos de algumas sequéncias de RNAm para serem traduzidas.

I Jacalina - parte da sequéncia em folha beta ]




[ Hemoglobina - parte da sequéncia em hélice alfa

Insulina - parte da sequéncia em hélice alfa ]

DNA
CcDNA
MRNA | AUG | UUC | GUA | AAC | CAA | CAC | cuc | wou | Gou | uce | cac Jcuc | Gua | Gaa | Gou | couc | wau | coc | cua | veu | ocu | usa
Proteina

Deve ser utilizada a tabela do codigo genético que se encontra no verso do poligono de nucleo-
tideos e no disco de aminodcidos. Observe que a partir do RNAm pode ser construida a sequencia da fita
de DNA transcrita, chamada de DNA complemenmr (cDNA), como também a fita complementar a este,
ou seja, a fita dupla do DNA, cuja sequéncia génica foi transcrita.

A tradugdo: RNAm =p Proteina (o processo da sintese protéica)

Apos o final da transcrigio, a fita simples de RNAm sintetizada migra para o citoplasma,
associando-se aos ribossomos, estruturas formadas por proteinas e um outro tipo de RNA, o ribossémico
(RNAr). O RNAm contém uma sequéncia que ira orientar a sintese de uma certa proteina (processo de
decodificagio ou tradugio). Os ribossomos, livres no citoplasma ou aderidos a superficie da membrana do
reticulo endoplasmitico rugoso, tém a capacidade de decifrar o cédigo genético, e a proteina especifi-
cada sera sintetizada. A sequéncia dos nucleotideos do RNAm indica quais aminoacidos, quantos e em qual
sequéncia devem ser ligados. Cada trés nucleotideos do RNAm corresponde a o que se chama de cédon e
determina a incorporagao de um determinado aminoacido. Entretanto, os ribossomos, por si 5o, nio
conseguem obter os aminoacidos livres no citoplasma, por isso sao auxiliados pelas moléculas de RNA
transportador (RNALt). Existem pelo menos vinte tipos diferentes de RNAt, um para cada aminodcido.
Nas moleéculas de cada RNAt ha uma sequéncia de trés bases, denominada de anticédon, e um local onde
se liga o aminoacido especifico. O RNAt carrega este aminoacido até o ribossomo e o anticodon ira ser
pareado com as bases do codon da molécula de RNAm (conforme a regra da complementaridade), dando
inicio a sintese proteica. Em seguida, o proximo codon passa a ser lido e outro RNAt entregara o proximo
aminoacido. Desta forma, o ribossomo vai processando a tradugio do codigo do RNAm i medida que a
sequéncia dos codons se complementa com os anticodons apresentados pelos RNAt, até que aparece a
sequéncia UAA (codon finalizador).

Os estudantes fario o papel dos ribossomos e RNAt e a seqiiéncia de aminoacidos da proteina a
ser sintetizada podera ser montada utilizando as pegas especificas para esta finalidade: o kit: Construindo
moléculas de aminoacidos e proteinas.

2) Construindo Moléculas de Aminoacidos e Proteinas

' © professor deve discutir com os alunos que as proteinas, apés serem sintetizadas |
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O processo da tradugio também podera ser trabalhado ludicamente. Apresentar aos alunos as
pegas que compdem o kit: o carbono alfa (Ca), com os angulos de um tetraedro definido pelos pinos de
conexio e que representam as ligagoes permitidas neste atomo. Os grupos funcionais a serem a ele ligados
sdo: grupo amino (NH2), representado pela peca N-H, com um orificio cilindrico que permite esta
conexio, o outro orificio (quadrado) permitira a formagio da ligagio peptidica: grupo carboxil (COOH),
representado pela peca €=0, com o orificio que permite a conexao e uma haste que representara a ligagao
peptidica ao ser conectado ao grupo amino de um aminoicido subseqiiente; esfera branca representando o
Hidrogénio (H); cadeias laterais, diferentes pegas que representam cada aminoacido, em suas formas
geometricas: ligacdo de H e ligagdo dissulfeto (S-S), que ocorre entre residuos de cisteinas. A ligagio H e
ligagio $-S permitem a construgio de estruturas secundirias de proteinas tais como, folhas betas e hélices
alfa, figura 10.
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Ligagio S-S |jgacio H Figura 10 - Pegas que representam as cadeias laterais

Montando os aminoacidos

Na natureza a maioria dos aminodcidos sio sintetizados como L-aminoicidos. Com as pecas do
kit & possivel montar L e D aminodcidos, porém recomendamos que sejam montados SEMPRE na forma L,
pois facilitara a formagao das estruturas secundarias, ou seja hélices alfa e folhas beta. Assim, posicione a
cadeia lateral para cima, figura |1 (a), no caso a peca que representa o aminoacido Alanina (ALA ou A),
conecte a direita a peca que representa o amino grupo (N-H), siga no sentido horario e conecte a pega que
representa o H (esfera branca), a esquerda conecte a peca da carboxila (C=0). A figura || (b) mostra o
aminoacido Prolina (Pro ou P), cuja estrutura é diferente das outras cadeias laterais, pois é ligada a um grupo
imina, assim as pecas foram confeccionadas para representar o grupo imina ligado diretamente na pega que
representa a cadeia lateral.

’ ) ‘ ‘ (b) Prolina
Figura || - Representagdo de um L-aminodcido
< mostrando a posicdo dos diferentes grupos (a);
(a) representa¢do do aminodcido Prolina (b).

Iniciar a estrutura primaria montando as ligagGes peptidicas, que ocorrem através da conexio da
haste do grupo carboxil com o “orificio quadrado™ do grupo amino, conforme demonstrado na figura 12 (a).

Deve-se sempre atentar para a correta posi¢io do grupos, seguindo a orientag¢io das
setas amarelas. Um exemplo de estrutura primaria de proteina & apresentado na figura 12 (b).

[




a) ligagao peptidica

Figura |2 - a) posicdo correta dos grupos amino e b) estrutura primdria de proteina.
carboxil na ligagdo peptidica.

Montando a estrutura espacial das proteinas
1) Hélices-a: a partir da estrutura primaria, deve-se seguir as instrugdes das figuras 13, |4 e I5:

I. Imaginar um eixo central e iniciar a montagem no sentido amino-terminal, carboxil terminal;

2. Girar os residuos de forma que as faces dos grupamentos amina e carboxila fiquem paralelas a esse eixo;

3. As cadeias laterais devem ser posicionadas para o lado externo da hélice;

4. Grupos amino sio direcionados para o terminal amino da hélice;

5. Grupos carboxil sio direcionados para o terminal carboxil da hélice;

6. Colocar uma ligagio de hidrogénio entre a amina do residuo 1 (R1) e a carboxila do residuo 5 (R5).

7. Seguindo com a montagem, acrescenta-se ligagdes de hidrogénio a cada pareamento carboxila-amina. Em
geral, a cada volta da hélice sio encontradas duas ligagoes de hidrogeénio.

8. O resultado sera uma hélice com perfil triangular e ligagdes peptidicas em cada face do triangulo.

£ faces paralelas

| cadeias laterais
no lado externo

Figura |3 - Esquema inicial para

inicio da montagem

de uma hélice alfa orientagio dos grupos

carboxil

terminal amino

[ Orientagao dos grupos amino

Figura |4 - Esquema da
sequéncia de montagem
de uma hélice alfa

terminal carboxil
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terminal carboxil

/ ‘direc;éo das carboxilas

Figura 15 - hélice com perfil triangular e

ligagdes peptidicas em cada face do triangulo terminal amino
o . _—
(a); hélice vista de perfil (b). diregao das aminas

2) Fitas e folhas beta

Para montar fitas e folhas-B, apos construir uma estrutura primaria, deve-se seguir as instrugoes e os esque-
mas mostrados nas figuras 16, 17 e 18.

forma que os eixos de ligagio com o Ca
estejam a [80° entre os residuos vizinhos
(uma cadeia lateral para cima e outra
para baixo, alternadamente). Isso faz
com ¢ a seque [ [ p

Figura 16 - Fita beta

3) Folha beta antiparalela

Em seguida a fita-B é dobrada (volta-B) pareando e fazendo as ligagdes de H entre os grupos carboxil e
amino, figuras 18 (a e b). Observar que as ligagoes de H estio a 90" em relagio ao alinhamento dos residuos
na cadeia.

ligagao H

f—
diregio amino-carboxil

.

e \ diregio amino-carboxil
(a)

volta-B

Figura 18 - Esquema da montagem de uma folha beta antiparalela.




Folha beta paralela

Nas folhas-B paralelas a diregio amino-carboxil € a mesma para as fitas-B que estio
lado a lado e nao ocorrem as volta-B. As ligagdes de hidrogénio siao inclinada em relagio
ao alinhamento dos residuos na cadeia. A montagem deve ser realizada conforme apresentado na
figura 19.

-

-
diregao amino-carboxil

Figura 19 - Folha beta paralela

Eret;io amino-carboxil

As proteinas, além das estruturas secundarias (hélices, fitas, folhas beta, voltas) se arranjam
em outros niveis chamados de estrutura tercidria e estrutura quaternarias, para que possam exercer suas
fungoes fisiologicas.

A estrutura terciaria pode ser definida como a forma tridimensional da molécula, tomando
por base o posicionamento de todos os seus atomos espacialmente, & determinada e estabilizada por uma
série ligagoes: ligagoes dissulfeto, interagdes hidrofobicas, ligages ionicas, e ligagoes de hidrogénio que nao
fazem parte dos elementos de estrutura secundaria.

A estrutura quaternaria sao representadas pelas proteinas constituidas por mais de uma cadeia
polipeptidica: dimeros (duas cadeias), trimeros (trés cadeias), tetrameros (quatro cadeias) ou mais cadeias.
O numero destas cadeias pode variar de duas até mais de 100, as quais podem ser idénticas ou distintas.
Estas proteinas também sido conhecidas como proteinas oligomeéricas e cada cadeia € uma subunidade.
As subunidades podem ser unidas por ligagdes covalentes, como ligagdes dissulfeto, porém sio mais
comumente unidas por ligagoes nio covalentes, como ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas
e ionicas.

L i encontrara roteiros e protocolos para
portal do Es Interativo de Ciéncias (http://eic.ifsc.usp.br) 0 professor
:;oramu situag:z: de aprendizagem, isto é, aplicagbes destes conhecimentos que podem ser executados em

sala de aula.

Extragdo de DNA com reagentes domesticos.

Utilizando enzimas de restrigao para quebrar a molécula de DNA.

Quem é o pai do bebé?

Identificagdo de suspeitos de um crime a partir de um fio de cabelo ou mancha de sangue.
Troca de bebés na maternidade.
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