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Uma lei da natureza

e (s seres vivos nao sao imortais
e Avida tem um final, gue chamamos de morte

* Entao, para que “a vida continue”, seres vivos
tem que se reproduzir



Vida significa basicamente duas
COISas

1. Uma entidade que “vive”
Esta por ai fazendo alguma coisa,
e Nao é inerte como uma pedra

2. Uma entidade que se reproduz

E capaz de, sozinha ou com parceiros, produzir
copias de si mesma



Problema resolvido pela mae
natureza

e Dotou os seres vivos de uma substancia que
permite que eles

— Vivam

— Se reproduzam

* A mesma substancia desempenha os dois
papéeis!

e Que substancia é essa?
e DNA



Como DNA permite...

e A atividade da vida?
A reproducao da vida?
* Hoje vamos ver a parte da reproducao



Reproducao pode ser estudada em
3 nlvels

e Macroscopico —

e Celular
e Molecular
|
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Replicacao do DNA



Como o DNA consegue se
reproduzir?

Gracas a duplicidade da hélice e a
complementaridade das bases

Dada uma fita, consigo saber a
outra



Replicacao de DNA

e Informacionalmente é simples!

— De uma molécula resultam duas

e Mas mecanicamente (ou molecularmente) é
um processo complicado

— Ha diversas enzimas participantes



Suprimento “infinito” de
nucleotideos dentro da célula
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Replicacao
do DNA

O mecanismo
de replicacao
esta baseado no
pareamento das
bases da dupla
hélice do DNA.

A estrutura do
DNA contém a
informacao
necessaria para
perpetuar sua
seguéncia de
bases

Cadeia parental

....... 3 Cadeia parental

. ¢ Cadeias filhas




A replicacao é bidirecional

. Forquilha

de

Origem

(ori)



Forquilha de replicacao: Regiao do DNA onde ocorre a transicao
do DNA parental fita dupla para as novas fitas duplas filhas




Quem é o agente principal?

DNA polimerase Il



http://cbc.arizona.edu/classes/bioc461/Chapter27Notes.htm



Polimerases de DNA: As enzimas que sintetizam DNA

@ A sintese de DNA ocorre Slawmaw OH 3'

pela adicado de nucleotideos %

a extremidade 3'OH da m
cadeia em crescimento. < 5'

@ A DNA polimerase requer

um primer (iniciador) e um 5' PP OH 3
molde
&
) ) R - OH 3","’
@ O precursor da sintese é m(;
desoxirribonucleosideo

@ Sentido da sintese
sempre e 5 -5 3’

@ A replicacao € um
processo extremamente
fiel. As DNA-polimerases
tem atividade revisora




Desoxiribonucleosideo 0

o |
5’trifosfato 0—=P—0"
(precursor) |
i
0=P—0" (|)‘
0 O=P=0n
e |
0=P—0 O

— . 5 ' /ﬁ(|)5F O_1|) o
Fita sendo g OH OH |
polimerizada 0

A G
e N
T hd
Fita molde
3 5’

Desoxirribose

5f
' OH

H 1] >
adlLe




As DNA-polimerases sempre reguerem um iniciador ou
primer (segmento de DNA ou RNA) previamente pareado
ao molde que sera copiado
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incorreto

Pareamento de bases

=) %
_ T
o G//ﬁ - ﬂ
Z = )
/\N/o S
\o
) Z
Z
e
Z
H/ /A\\ﬁ
O
5 = H
o -
o



Atividade revisora do sitio de exonuclease 3’ > 5’ presente
nas DNA polimerases garante a fidelidade da replicacao
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A replicacao numa das fitas
apresenta um “problema”




Okazaki

Fita continua (lider)

fragments
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Fita descontinua
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A sintese do DNA é semi-descontinua e requer varios iniciadores
(primers) de RNA para sintese da fita descontinua




@ Fragmentos
de Okasaki
ocorrem na fita
descontinua

@ A DNA
polimerase 111 é
responsavel
pela sintese da
maior parte do
DNA

@ A DNA
polimerase |
remove o primer
de RNA e
preenche as
lacunas

@ A DNA ligase
sela as quebras



Primer de ) . )
RNA Sintese da Fita descontinua

3 \ 5’
7

rNMPs

DNA polymerase I
dNTPs
Remocao do Primer de RNA
Preenchimento da lacuna
>
ATP (or NAD")

DNA ligase
AMP +PP, (or NMN) Une os dois fragmentos de DNA




A DNA ligase sela as quebras

o)
Adenine - Ribose - O-P=0

Enzyme + ATP
or
Enzyme + NAD

Enzyme-AMP




Sintese das fitas continua e descontinua € independente

Fita descontinua «
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Fita continua (lider)

A enzima tem que se translocar para

_—- recomecar a sintese de um novo

fragmento de Okasaki
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O complexo de
replicacao

@ A proteina DNA B
(helicase) é
responsavel pelo
movimento para frente
da forquilha

@ Cada cerne catalitico
da DNA Pol 111
sintetiza uma das
fitas-filhas

@ Uma das fitas molde
é afastada do
primossomo

@ Proteinas SSB
mantéem as fitas
parentais separadas

DNA is pulled
through primosome

primase
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Prepara a
dupla

hélice

para ser 5'
desenrola g
da

DNA topoisomerase I1
(DNA gyrase)
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Sintese da Fita continua
(DNA pol I11)
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Proteinas presentes na forquilha de Replicacao de E.coli

SSB

Se liga a fita simples de DNA,
mantendo a fita descontinua separada

DnaB (helicase)

Abre o DNA

Primase (DnaG)

Sintetiza os primers de RNA

DNA Polimerase
111

Sintese da fita nova

DNA Polimerase |

Preenche as lacunas e excisa os
primers

DNA Ligase

Liga os fragmentos

DNA girase

Prepara a hélice para a helicase
(desenrola o DNA)




Filme



A replicacao é vista como um “olho” flanqueado por DNA
nao replicado




O genoma bacteriano circular constitui um unico replicon



A replicacao do cromossomo circular
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Velocidade de replicacao

* A velocidade da forquillha de replicacao em
bactérias é de aprox. 1000 nucleotideos/s



Pol lll is processive :
—Adds thousands of bases

50 A

* Pol lll is 100 times as fast as Pol |

Question: How many minutes to replicate E. coli DNAY




Velocidade de replicacao

A velocidade da forquillha de replicacao em
bactérias é de aprox. 1000 nucleotideos/s

Genoma: 4 x 10° pb

(4 x 10°) / 1000 = 4000 s = 66 min
Tempo de duplicacao de um célula de E. coli

— No laboratorio, o tempo é de aprox. 20 min



Replicon: Unidade do DNA onde esta ocorrendo um evento de
replicacao

Replicon:

1. Origem + Término

2. Ativados apenas uma unica vez em cada ciclo celular

3. O genoma de uma célula procaridtica em geral constitui
um unico replicon

4. Cada cromossomo eucariotico constitui varios replicons e

todos sao ativados uma unica vez no ciclo celular ainda
gue nao simultaneamente



O genoma eucariotico constitui-se de varios replicons
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@ A velocidade da forquillha de replicacao eucariotica é

2.000pb/MINn (=33 nt/s)
@ Os replicons eucarioticos sao iniciados em tempos

diferentes
@ Fase S demora — 6hrs em uma célula somatica




Reparo para correcao de erro apos a replicacao
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Reparo para correcédo de
erro

@ Correcao de erros
gue escapam da
atividade revisora da
DNA polimerase
durante a replicacao

@ Metilacao garante
gue a fita a ser
reparada seja a fita
filha
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Reparo para correcédo de
erro

@ Complexo de
enzimas para
correcao de erros:

@MutS reconhece o
pareamento
incorreto

@MutH cliva a fita
nao metilada e
exonucleases
degradam um
trecho desta fita

Reparo por
excisao de
nucleotideos

Pareamento
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Quantos erros ocorrem?>

Genomas bacterianos

— Aprox. 1 em cada 10.000 nt se liga erradamente

Com reparo, a taxa de erro passa para

— Aprox. 1 em cada 10° nt

Num genoma de 5 milhdes de nt
— Aprox. 1 erro a cada 1000 replicacoes
— A cada 2 semanas pode aparecer um erro

Erros de duplicacao e cancer



“Dogma Central”’da
Replicacdo DNA Biologia Molecular

' Transcricao

Usa Uracila

RNA mensageiro RNA <€ ao inves de
Timina

RAE \ Ocorre no

ribosomo

Proteina
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