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Ficha de Apoio Tedrico: Replicacdo do DNA

Introducao

Uma das caracteristicas mais pertinentes de todos os organismos vivos é a sua capacidade de
reproducdo, através da qual transmitem a descendéncia as suas caracteristicas proprias. A capacidade de se
reproduzir é a chave da sobrevivéncia e evolugdo das espécies. O conjunto de caracteristicas transmitidas
pelos progenitores aos seus descendentes constitui a sua heranca genética . Assim, todas as células vivas
provém de outras preexistentes que, em cada divisdo celular, transmitem o material genético as células-filhas,
assegurando que as fungdes que executam serdo perpetuadas na sua descendéncia. No final da divisédo
celular, as células-filhas herdam as mesmas informacfes genéticas contidas na célula progenitora. Como
essas informacfes se encontram no DNA, cada uma das suas moléculas deve produzir previamente duas
moléculas de DNA idénticas a do DNA original para serem repartidas de forma equitativa entre as duas
células-filhas. Esta duplicacdo, gracas a qual o DNA se propaga has
células de geracdo em geragdo, denomina-se replicagao .

Para que se possam formar duas moléculas de DNA a partir de uma
molécula, primeiro devem ser separadas as cadeias da dupla hélice do
DNA preexistente, as quais servem de molde para a construcdo de
cadeias complementares. Atendendo a que as cadeias recentemente
construidas permanecem com as cadeias-moldes, formam-se duas

novas hélices de DNA (figura 1).

Figura 1: Replicacdo de uma molécula de DNA. Note-se que a sintese das

novas cadeias se realiza unicamente na direccdo 5’ > 3'.

A vida das células passa por duas etapas que se alternam ciclicamente, conhecidas pelos nomes de

interfase e mitose. A interfase subdivide-se em trés periodos, chamados G1, S e G2 (figura 2). Na fase G1

ocorrem as diferentes actividades da célula (secrecdo, conducao, contrac¢do, endocitose, etc.). Em seguida
ocorre a fase S, em cujo transcurso se produz a replicacdo do

M DNA. Depois € a vez da fase G2, que se estende até o comeco
(mitose)

gy N

G2 & X Gl as moléculas de DNA duplicadas sdo segregadas entre as

da fase M (chamada mitose ou divisdo celular), ao final da qual
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L . células-filhas.
2. Ciclo celular
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i Ll Células
. // “= terminam  Figura 2: Ciclo vital de uma célula, que compreende a interfase e a
(sintese A a divisdo
de = mitose. A primeira inclui as fases G1, S e G2. A replicacdo do DNA
DNA)

ocorre durante a fase S.
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Mecanismo da replicacdo do DNA

O DNA é sintetizado na direccdo 5 > 3’ e utiliza como molde uma cadeia de DNA preexistente. Neste
processo intervém enzimas. A enzima helicase separa as duas cadeias de DNA. Estas enzimas desenrolam
as duas cadeias que compdem a dupla hélice, quebrando as liga¢cdes hidrogénio estabelecidas entre as
bases azotadas complementares de cada cadeia. De modo a aliviar a tensdo de tor¢éo das cadeias durante o
seu desenrolar pela helicase, enzimas do tipo topoisomerase vao igualmente actuar neste processo. Estas
enzimas associam-se com a cadeia dupla parental a montante de cada uma das helicases e removem a
tensdo provocada pela tor¢do da cadeia dupla, através de uma série de cortes pontuais nas ligacdes
fosfodiester, reformadas de seguida pela mesma enzima.

As DNA polimerases agregam os sucessivos nucleotideos na extremidade 3’ da cadeia em crescimento.
As DNA polimerases catalizam as ligag6es fosfodiéster entre o grupo OH no C3" da desoxirribose de um
nucleotideo e o grupo fosfato no C5°do nucleotideo recém-adicionado. As DNA polimerases possuem duas
caracteristicas fundamentais:

e Todas sintetizam DNA apenas no sentido 5’ 2> 3’;

« Nenhuma é capaz de uiniciar a sintese de novo de uma

Molécula _ o _

original cadeia de DNA, o que implica a necessidade de
F. formacdo de sequéncias iniciadoras da cadeia-filha
> (RNA iniciador).

Na replicacdo as duas cadeias do DNA separam-se totalmente,

, , ambas sdo usadas como molde e, ja que as cadeias-filhas ficam
Moléculas-filhas

(12 geracéo) junto das progenitoras, estas obviamente ndo se tornam a juntar.

Consequentemente, a partir da dupla hélice de uma molécula de

DNA originam-se duas moléculas de DNA — duas duplas hélices —
ambas compostas por uma cadeia herdada do DNA progenitor e
; uma cadeia recém-sintetizada. Como no final da mitose, cada
] _ célula-filha recebe moléculas de DNA cujas duplas hélices estdo
Moléculas-filhas
(22 geracdo)  integradas por uma cadeia original (preexistente) e uma cadeia

nova (recém-sintetizada), diz-se que o mecanismo da replicacéo

= e
it

do DNA é semiconservador (figura 3).

Figura 3: Replicagdo semiconservadora do DNA.

A duplicacdo do DNA é produzida a partir de varias origens da replicagcéo

Se o0 DNA comecasse a sua replicacdo por uma das extremidades da molécula e avancasse
uniformemente ao longo desta, 0 processo de sintese demoraria, até estar concluido, pelo menos 30 dias. No
entanto, a duracdo da fase S, isto €, o tempo que o DNA demora para se duplicar é de aproximadamente 7

horas. A rapidez com que o faz, deve-se ao aparecimento, ao longo do DNA, de varias origens da replicacdo.

Cada origem de replicacdo é formada quando se separam localmente as duas cadeias do DNA, evento que

ocorre em varios pontos da molécula ao mesmo tempo. Todavia, nem todas as origens surgem
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simultaneamente, jA que o0 momento da sua aparicdo depende das caracteristicas da cromatina nos diversos
sectores do cromossoma.
Uma origem de replicagdo apresenta trés caracteristicas basicas:
* S&o constituidas por multiplas sequéncias repetitivas;
+ Estas unidades repetitivas s&o reconhecidas por complexos multiproteicos, envolvidos no
recrutamento da maquinaria de replicag@o da célula para a zona da origem de replicagéo;
* A origem de replicacdo é em geral flaqueada por sequéncias ricas em adeninas e timinas, o que
devera facilitar o desenrolar e a separacédo das duas cadeias, dado 0 menor numero de ligacbes de

hidrogénio envolvidas na estabilizacdo da hélice.
A replicacdo do DNA é um processo bidireccional
Quando a dupla hélice se abre, forma-se uma estrutura chamada bolha de replicacdo (figura 4), cujo

tamanho aumenta a medida que avanca a separacdo das duas cadeias de DNA, fendmeno que se produz

simultaneamente nos dois extremos da bolha.

Figura 4: Bolhas de replicacéo distribuidas ao longo do DNA.

Estabelece-se, desta forma, em cada um destes extremos, uma estrutura em forma de Y — chamada
forquilha de replicacdo — cujos dois bracos representam as cadeias do DNA ja separadas e o tronco
representa a dupla hélice em vias de separacao (figura 5). Deste modo, cada bolha tem duas forquilhas de
replicacdo que, a partir de um ponto de origem comum, avancam em direc¢des opostas. As forquilhas
desaparecem quando se integram com as suas similares nas bolhas contiguas, ao colidirem, apos
aproximacao progressiva. Relativamente as forquilhas que percorrem o ultimo segmento dos teldmeros (em
ambos 0s extremos do cromossoma), estas extinguem-se quando se produz a separagdo do ultimo par de

nucleotideos.

a

cadela leading

i i
farquitha de replicagio ——
. A

cadeis lagging

Fragmentos de Okazaki

Figura 5: Forquilha de replicacéo.
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O segmento do DNA que ¢ sintetizado a partir de uma origem da replicacdo (com as suas duas forquilhas)
chama-se replicdo . A replicacdo esta concluida quando se conectam entre si 0s replicbes sucessivos. A
accao cooperativa de milhares de replicdes permite que o DNA se sintetize num tempo relativamente curto

para o ciclo de vida da célula.

Existem diferencas no modo como sao sintetizadas as duas novas cadeias de DNA

As cadeias de DNA sédo antiparalelas , o que cria uma primeira dificuldade durante a sintese de novas
moléculas de DNA.

Ao nivel de cada forquilha de replicagédo, conforme a separacao das duas cadeias progride, uma apresenta
0s seus nucleétidos na direccdo 5 > 3’ e a outra na diracgdo 3' - 5, de modo que a primeira, ao ser
copiada, deveria gerar uma cadeia-filha que crescesse na direccdo 3' - 5, algo que nenhuma DNA

polimerase pode fazer.

A célula resolve esta situacdo usando estratégias distintas na construcdo das duas novas cadeias. A
cadeia-filha que adopta como molde a cadeia progenitora que corre na direccdo 3' > 5’ é construida, ao
crescer na direccdo 5 > 3’, de forma continua , por intermédio da agregacdo de nucleotideos na sua
extremidade 3’, a medida que avanca a forquilha de replicacdo. Por outro lado, a outra cadeia-filha cujo molde
€ a cadeia progenitora que corre na direc¢do 5’ - 3’, € sintetizada de um modo singular, j& que, para crescer
nesta direccdo, a sua sintese deve ocorrer na direccdo oposta ao avanco da forquilha de replicacdo. O
problema supera-se fazendo com que a sintese seja descontinua , 0 que implica que a nova cadeia seja

construida em pequenos segmentos — fragmentos de Okazaki — que se ligam entre si, & medida que séo

produzidos (figura 6).
A cadeia sintetizada de forma continua é conhecida pelo nome de adiantada e a descontinua é
denominada atrasada.

sintetizam ADN comple-

As ADN polimerases
mentar da cadeia original
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hélice de ADN
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Figura 6: Replicacdo do DNA.
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A replicacdo do DNA é um processo bidireccional ndo s6 porque se produz em duas direccdes
divergentes, a partir de uma mesma bolha de replicacdo, mas também, porque as cadeias da dupla hélice sdo
sintetizadas em direc¢des opostas. Além disso, é assimétrica , ja que, tomando como referéncia uma das
duas cadeias do DNA, de um lado da bolha a replicacdo € continua, enquanto, no outro lado, € descontinua.
A sintese continua avanca na mesma direccdo em que o faz a forquilha de replicacdo, enquanto a

descontinua avanca na direc¢ado contraria.

A cadeia de DNA sintetizada de forma continua come¢  a a replicar-se a partir de um primer

Para iniciar a sintese de uma cadeia complementar de DNA, além da cadeia-molde, a DNA polimerase
necessita de um primer ( RNA iniciador). O RNA iniciador é produzido pela enzima DNA primase e fica
associado ao segmento de DNA que copia. Tem como fung&o permitir a ligacdo a cadeia nascente, da DNA

polimerase, para que esta continue a sintese da cadeia-filha na direc¢cdo 5’ > 3.

A cadeia de DNA sintetizada de forma descontinua ex  ige muitos primers

A cadeia descontinua necessita de varios primers, um para cada fragmento de Okazaki.
O processo de juncdo de dois fragmentos de Okazaki implica a remocdo do RNA iniciador por uma

nuclease reparadora. Os dois fragmentos de DNA séo finalmente ligados um ao outro pela DNA ligase .

Replicacdo das extremidades dos cromossomas: funcéo da telomerase

As extremidades 3’ dos cromossomas sdo mais compridos do que as extremidades 5’ e sdo mais ricas em
residuos de guanina, contendo entre 12 a 16 nucleotideos a mais. Esta estrutura particular estd associada a
proteinas que reconhecem as guaninas e se ligam de modo a estabilizar as extremidades dos cromossomas
e impedir a sua degradacéao.

As extremidades dos cromossomas lineares tém um sistema proprio de replicagdo no qual uma enzima

especifica — a telomerase — adiciona a extremidade 3' de cada cromossoma sequéncias repetitivas

(sequéncias teloméricas), iguais para todos os cromossomas de uma mesma espécie.

Deteccéo e correccao de erros

A manutencédo da hereditariedade implica que a passagem da informacgéo genética a descendéncia se faca
sem erros, 0 que exige uma capacidade de deteccado e correccdo da quase totalidade dos erros que possam
ocorrer durante este processo por parte das enzimas envolvidas.

Este processo é complementado por mecanismos complexos de reparacdo que ocorrem apos a replicacdo

e ao longo da vida da célula.
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