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Nota: A medicina é uma ciência em constante evolução. À medida que novas pesquisas e experiências ampliam os nossos conhecimentos, são necessárias mudanças no tratamento clínico e medicamentoso. Os autores e o editor fizeram verificações junto a fontes que se acredita sejam confiáveis, em seus esforços para proporcionar informações acuradas e, em geral, de acordo com os padrões aceitos no momento da publicação. No entanto, em vista da possibilidade de erro humano ou mudanças nas ciências médicas, nem os autores e o editor nem qualquer outra parte envolvida na preparação ou publicação deste livro garantem que as instruções aqui contidas são, em todos os aspectos, precisas ou completas, e rejeitam toda a responsabilidade por qualquer erro ou omissão ou pelos resultados obtidos com o uso das prescrições aqui expressas. Incentivamos os leitores a confirmar as nossas indicações com outras fontes. Por exemplo e em particular, recomendamos que verifiquem as bulas em cada medicamento que planejam administrar para terem a certeza de que as informações contidas nesta obra são precisas e de que não tenham sido feitas mudanças na dose recomendada ou nas contraindicações à administração. Esta recomendação é de particular importância em conjunto com medicações novas ou usadas com pouca frequência.
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Prefácio

Trinta e oito anos atrás, eu vinha andando por um corredor da Universidade de Yale e encontrei Bob Glass vindo na minha direção. Ele parou e disse: “Nate (Nathan Kase) e eu estamos escrevendo um livro. Você está interessado em se juntar a nós?” “Pode apostar!”, eu disse, e um ano depois surgiu a primeira edição do nosso livro, datilografada por mim em máquina de escrever portátil Royal, com 273 páginas, custando $17. Não faz muito tempo, eu estava caminhando com um dos meus colegas e mencionei que tinha acabado de dar uma olhada na primeira edição do nosso livro, e ele me pareceu uma cartilha da escola primária. Meu colega me olhou nos olhos e disse: “É por isso que eu gostei dele!”.

Muitos anos e várias edições depois, eu estava em uma esquina de Nova Iorque esperando para atravessar a rua. Sem aviso prévio, um pensamento surgiu como um relâmpago. Ele me congelou naquela esquina e, quando o semáforo mudou, todos atravessaram a rua sem mim. O pensamento foi: que enorme responsabilidade é não deixar nada escrito em nosso livro que possa levar ao manejo inadequado de um paciente. Eu tinha que acertar!

Como cheguei até aqui? Meus avós, meu pai e meu tio eram camponeses nas montanhas da Macedônia, na fronteira norte da Grécia. Um dia, em 1911, meu avô simplesmente foi embora e desapareceu. Durante os dez anos seguintes, a vila ajudou minha avó a cuidar dos seus dois meninos. Então, certo dia, em 1921, um telegrama entregue em mãos enviado pelo meu avô chegou até a minha avó, dizendo: “Eu estou em Sofia, Bulgária. Venha encontrar comigo”. Ele tinha passado dez anos nos Estados Unidos, trabalhando na construção de ferrovias.

Ele se esqueceu de mandar dinheiro. Minha avó e seus dois filhos andaram 320 km até a Bulgária. Não foi tão difícil como parece porque eles andaram por dois meses de vila em vila, e os moradores lhes davam comida e um lugar para dormir. Eles encontraram meu avô em um hotel, com milhares de dólares economizados com o seu trabalho na América. O plano era comprar uma fazenda, mas de alguma forma eles foram fraudados em metade do seu dinheiro, ficando de mãos vazias. Meu pai, então com 18 anos, disse: “Se você pode ganhar tanto dinheiro assim na América, vamos para lá”.

Eles vieram de Ellis Island até Ohio, onde um amigo da família tinha conseguido um emprego para o meu avô na fábrica de aço em Lorain. Com o dinheiro que lhes restava, eles compraram uma fazenda de 24 acres. Meus primeiros anos foram passados naquela fazenda, falando macedônio e um pouco de inglês.

Mas, agora, você deve estar se perguntando: “Para que contar essa estória?” A questão é que se você me tivesse dito, quando eu era menino, no que a minha vida se transformaria, eu nunca teria acreditado. Se você me tivesse dito que algum dia eu estaria escrevendo o prefácio da Oitava Edição de um grande livro médico, eu ficaria incrédulo. Devido ao começo da minha vida, eu nunca tomo nada como garantido. Sou profundamente grato por tudo o que aconteceu durante a minha carreira, especialmente este livro.

Durante muitos anos e nas múltiplas edições em 11 línguas, este livro abriu portas e fez amigos para mim e minha família em inúmeros países. Sou grato por uma experiência que sempre foi animadora e estimulante.

Agora é a vez de passar o bastão. Marc Fritz veio para o Oregon em 1981 com uma bolsa em Endocrinologia Reprodutiva. Logo no início, eu lhe pedi que escrevesse uma revisão sobre a regulação do ciclo menstrual. Terminada a tarefa, ele teve o cuidado de colocar o manuscrito na caixa de correio do meu escritório em uma tarde de sexta-feira, enquanto eu estava ausente, prevendo uma crítica destrutiva ao seu trabalho. Ele não teve que esperar por muito tempo. Liguei para ele na tarde daquele domingo, mas com uma mensagem que ele não estava esperando. Eu o cumprimentei pelo seu trabalho, dizendo o quanto estava impressionado com sua habilidade de articular a ciência de maneira clara e conceitual. Algumas destas frases ainda estão no Capítulo 6.

Este pode ser o único livro médico remanescente deste tamanho a ter um único autor, razão pela qual o estilo da escrita é coerente do início ao fim. O estilo literário desta obra sempre foi um fator importante no seu sucesso, um estilo que evitou o jargão médico e nunca temeu tirar conclusões clínicas relevantes e fazer recomendações com base em conhecimento médico atual. Marc Fritz e eu somos bons amigos desde 1981, e seus escritos me ensinaram que ele tinha em comum comigo uma compulsão para acertar e o emprego de esforços para ser clinicamente relevante. Por estas razões, Marc foi uma escolha óbvia e natural para se tornar o autor sênior deste livro.

Agora sou um professor emérito, dirigindo o meu trator, jogando softball, pescando e ainda escrevendo. A todos, os meus melhores votos de boa saúde e de uma vida feliz e gratificante.

Leon Speroff

Portland, Oregon

Vinte e nove anos atrás, iniciei meu treinamento como bolsista em Endocrinologia Reprodutiva com Leon Speroff. Eu era o primeiro bolsista de Leon chegando a Portland, Oregon, em 1981, ávido, ansioso e determinado. Os dois anos seguintes moldaram em muitos aspectos todos os que vieram a seguir.

A história de Leon a respeito do primeiro manuscrito que escrevi como bolsista é verdadeira. Inicialmente, quando recebi a tarefa, estava novamente ávido, excitado e determinado, mas também inseguro. Passei incontáveis horas pesquisando em pilhas de livros e copiando artigos na biblioteca médica, organizando e sintetizando a literatura em pequenas fichas de arquivo e datilografando o trabalho em máquina de escrever portátil Underwood na mesa da cozinha. Dei o melhor de mim naquela tarefa, mas não estava seguro se era o suficiente. Como resultado, aquela revisão do ciclo menstrual, publicada como um artigo, Modern Trends, em Fertility and Sterility, em 1982, transformou-se no alicerce para uma amizade-por toda a vida.

Durante minha residência, este livro (então na sua segunda edição, com 433 páginas ao todo) era um companheiro constante. Eu o li e reli de ponta a ponta e encontrei nas suas páginas a minha paixão, meu caminho na carreira e o meu professor. Se me tivessem dito que algum dia estaria escrevendo um prefácio para a Oitava Edição deste livro, ficaria incrédulo. Nos anos que se seguiram ao meu treinamento em Oregon, fiquei muito familiarizado com cada uma das edições subsequentes. Para mim, ler o livro era muito parecido com ter uma conversa com Leon ou como ouvir uma palestra sua; sempre claro, lógico e prático, com um toque pessoal.

Quando Leon me convidou para ser coautor da Sétima Edição deste livro, experimentei muitas das mesmas emoções que tive quando preparei aquele primeiro manuscrito como bolsista; foi apenas natural. Foi uma alegria trabalharmos tão próximos novamente na preparação da edição anterior e desta. Estou verdadeiramente honrado de me tornar autor sênior deste livro e que me tenha sido confiado o seu futuro. Estou ciente da responsabilidade e sou muito grato pela oportunidade. Compreensivelmente, Leon encara isto como passar o bastão. Compreensivelmente, encaro isto como o fechamento de um círculo perfeito.

Marc A. Fritz

Chapel Hill, Carolina do Norte

P.S. As cores da capa Oitava Edição são as da Universidade de Tulane. O símbolo na capa é a Estrela da Macedônia, dos dias de Felipe da Macedônia e Alexandre, o Grande.
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Seção I


FISIOLOGIA DA
REPRODUÇÃO
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1

Biologia Molecular para Clínicos
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Asequência de DNA acima é obviamente um mutante. Mas o fato de podermos reconhecer este criptograma como uma sequência de nucleotídeos e diagnosticar uma alteração mutante ilustra o incrível progresso atingido na área de conhecimento da biologia humana. Biologia molecular é a subespecialidade da ciência dedicada à compreensão da estrutura e função do genoma, o complemento pleno do DNA (ácido desoxirribonucleico), a macromolécula que contém toda a informação hereditária.

O monge austríaco, Gregor Mendel, estudou durante boa parte da sua vida ervilhas cultivadas no jardim do seu monastério e foi o primeiro a expressar os princípios da hereditariedade na década de 1860. Ele descreveu os traços dominantes e recessivos e as “leis” de transmissão que governam a herança de homozigoto e heterozigoto destes traços. As teorias de Mendel permaneceram desconhecidas até 1900, quando então foram descobertas. Infelizmente Mendel morreu 16 anos antes de o seu trabalho ser reconhecido. Mas, como avançamos em apenas 150 anos, especialmente nos últimos 50 anos!

O emparelhamento e a divisão dos cromossomos na divisão celular foram propostos em 1903, mas foi somente, em 1946, que Edward Tatum e Joshua Lederberg, na Yale University, demonstraram em bactérias que o DNA portava as informações hereditárias. James Watson e Francis Crick, trabalhando nos Laboratórios Cavendish, em Cambridge, propuseram, em 1953, a estrutura do DNA, criando um modelo com base nos parâmetros fornecidos por Maurice Wilkins e Rosalind Franklin, obtidos com cristalografia de raios X. Crick, Watson e Wilkins receberam o Prêmio Nobel, em 1962; Franklin morreu em 1958, e o Prêmio Nobel não é concedido postumamente.

A replicação do DNA envolve muitos sistemas enzimáticos. A DNA polimerase foi isolada em 1958, e a RNA polimerase (ácido desoxirribonucleico), em 1960. Em 1978, Werner Arber, Hamilton Smith e Daniel Nathans receberam o Prêmio Nobel pela sua descoberta, na década de 1960, das enzimas de junção ou corte de DNA. O uso de enzimas ligase e endonuclease de restrição permitiu a produção de moléculas de DNA recombinante, realizada pela primeira vez por Paul Berg na Universidade de Stanford, em 1972.

E.M. Southern, da Universidade de Edimburgo, desenvolveu, em 1975, a técnica para transferir (apagar) o DNA de géis de agarose para filtros de nitrocelulose, possibilitando que fragmentos de DNA sejam unidos a sondas de RNA marcadas radioativamente e dessa forma isoladas. A clonagem de genes ou fragmentos de DNA seguiu a descoberta revolucionária de que plasmídeos portadores de moléculas de DNA estranhas podiam ser inseridos nas bactérias, levando à replicação do DNA estranho.

Genoma é o conjunto de moléculas de DNA em um organismo. Um gene é uma região contígua de DNA que pode codificar o produto de uma proteína e contém no interior da sua área sequências reguladoras da sua expressão. O estudo das funções e interações de todos os genes no genoma precisava de uma nova designação, “genômica”, cunhada em 1987 com uma publicação com este nome.

Entramos na era da biologia molecular. Muito em breve problemas endócrinos serão explicados, diagnosticados e tratados em nível molecular. Em breve os tradicionais ensaios hormonais serão uma prática médica do passado. O poder da biologia molecular atingirá a todos nós, e as muitas contribuições da biologia molecular serão percebidas ao longo deste livro. Mas infelizmente a biologia molecular possui a sua linguagem própria, uma linguagem que é quase ininteligível para não iniciados. Oferecemos este capítulo como um guia para a medicina molecular.

Começar um livro clínico com um capítulo sobre biologia molecular e um capítulo sobre bioquímica tem o propósito de enfatizar que o julgamento clínico competente está fundamentado nos alicerces de um conhecimento básico. Por outro lado, a prática clínica não requer uma proficiência técnica e sofisticada em uma ciência básica. O objetivo destes dois primeiros capítulos, portanto, não é apresentar um curso intensivo em uma ciência básica, mas examinar os princípios mais importantes e as informações necessárias para o desenvolvimento dos conceitos fisiológicos e clínicos que se seguem. Pretende-se ainda que determinados detalhes que todos nós temos dificuldades para lembrar estejam disponíveis nestes capítulos para referência.

CROMOSSOMOS

Nós somos eucariontes, organismos com células que possuem um núcleo definido envolvido por uma membrana nuclear, com multiplicação por mitose. As bactérias são procariontes, organismos sem um núcleo verdadeiro, com reprodução por divisão celular. Com exceção do DNA no interior das mitocôndrias, todo o nosso DNA está embalado em um núcleo cercado por uma membrana nuclear. Acredita-se que as mitocôndrias sejam descendentes de bactérias primitivas assimiladas por nossos ancestrais, e eles ainda contêm alguns genes importantes. Como os óvulos são ricos em mitocôndrias, as doenças decorrentes dos genes mitocondriais (por exemplo, a neuropatia óptica de Leber) são transmitidas pela mãe. As mitocôndrias no esperma são eliminadas durante a fertilização.

Os cromossomos são pacotes de material genético que consistem em uma molécula de DNA (que contém muitos genes) à qual estão ligados grandes números de proteínas que mantêm a estrutura do cromossomo e desempenham um papel na expressão genética. As células somáticas humanas contêm 46 cromossomos, 22 pares de autossomos e um par de cromossomos sexuais. Todas as células somáticas são diploides – 23 pares de cromossomos. Apenas os gametas são haploides, com 22 cromossomos autossomos e um cromossomo sexual. Os cromossomos têm diferentes tamanhos, variando de 50 milhões a 250 milhões de pares de base. O cromossomo 1 contém a maioria dos genes (2.968), e o cromossomo Y tem o menor número (231). Todos contêm uma pequena porção chamada de centrômero, que divide o cromossomo em dois braços, o braço p mais curto e o braço q mais longo. Os dois membros de qualquer par de autossomos são homólogos, um homólogo derivado de cada um dos pais. O número de cromossomos não indica o nível de sofisticação e complexidade evolutiva; o cão possui 78 cromossomos, e a carpa tem 104!

Um gene é uma unidade de DNA dentro de um cromossomo que pode ser ativado para transcrever um RNA específico. A localização de um gene em um cromossomo específico é designada como o seu lócus. Como existem 22 pares de autossomos, a maioria dos genes existe em pares. Os pares são homozigotos quando semelhantes, e heterozigotos quando diferentes. Apenas 2% do genoma humano consiste em genes que codificam a síntese proteica. Em 1952, Alfred Hershey e Martha Chase confirmaram que o DNA é a fonte da transmissão genética. O seu relato é amplamente conhecido como o experimento da centrífuga, em que o DNA marcado em bacteriófagos infectava bactérias, e a agitação por centrifugação separava as partículas dos fagos, demonstrando que o indicador radioativo estava presente somente nas células bacterianas.

O cariótipo humano usual é uma combinação dos cromossomos em pares, geralmente após tratamento proteolítico e com mancha de Giemsa para produzir padrões de banda característicos, possibilitando um modelo útil para localização. As características das manchas dividem o braço em regiões, e cada região em bandas que são numeradas do centrômero para fora. Um determinado ponto em um cromossomo é designado na seguinte ordem: número do cromossomo, símbolo do braço (p para o braço curto, q para o braço longo), número da região e número da banda. Por exemplo, 7q31.1 é a localização do gene da fibrose cística.

MITOSE

Todos os eucariontes, desde as leveduras até os humanos, passam por divisão e multiplicação celular semelhante. O processo de divisão celular em todas as células somáticas é chamado de mitose, durante a qual cada cromossomo se divide em dois. Para o crescimento e desenvolvimento normal, toda a informação genômica deve ser fielmente reproduzida em cada célula.

A mitose consiste nos seguintes estágios:

Interfase

Durante esta fase ocorre toda a atividade celular normal, exceto a divisão ativa. É durante este estágio que o cromossomo X inativo (corpo de Barr ou cromatina sexual) pode ser visto nas células femininas.

Prófase

Quando começa a divisão, os cromossomos condensam-se e os dois cromatídeos tornam-se visíveis. A membrana nuclear desaparece. O centríolo é uma organela fora do núcleo que forma fusos para a divisão celular; o centríolo duplica-se, e os dois centríolos migram para polos opostos da célula.

Metáfase

Os cromossomos migram para o centro da célula, formando uma linha designada como placa equatorial. Os cromossomos estão agora maximamente condensados. É formado o fuso, microtúbulos de proteínas que se irradiam dos centríolos e se ligam aos centrômeros.

Anáfase

A divisão ocorre no plano longitudinal dos centrômeros. Os dois novos cromatídeos movem-se para lados opostos da célula atraídos pela contração dos fusos.

Telófase

A divisão do citoplasma começa no plano equatorial, terminando com a formação de duas membranas celulares completas. Os dois grupos de cromossomos são envolvidos por membranas nucleares, formando novos núcleos. Cada fita de DNA serve como um molde e duplica o conteúdo do DNA da célula.

MEIOSE

A meiose é a divisão celular que forma os gametas, cada um com um número haploide de cromossomos. A meiose tem dois objetivos: redução do número de cromossomos e recombinação para transmitir a informação genética. Na meiose I, os cromossomos homólogos emparelham-se e dividem-se. A meiose II é similar à mitose, quando os cromossomos já divididos se separam e formam novas células.

Primeira Divisão Meiótica (Meiose I)

Prófase

Leptóteno: Condensação dos cromossomos.

Zigóteno: Emparelhamento de cromossomos homólogos (sinapses).

Paquíteno: Cada par de cromossomos engrossa para formar quatro fitas. Este é o estágio em que pode ocorrer cruzamento ou recombinação (troca de DNA de segmentos homólogos entre duas das quatro fitas). Quiasmas são os pontos de contato onde ocorrem os cruzamentos (e podem ser visibilizados). Este movimento de blocos de DNA é um método para a criação da diversidade genética. Por outro lado, doenças genéticas podem resultar da inserção de sequências durante a gametogênese. A recombinação transposicional, utilizando enzimas que reconhecem sequências especificas de ácido nucleico, possibilita a inserção de um elemento genético numa região de um cromossomo. Este é um método usado pelos vírus (como o vírus da imunodeficiência humana) para transformar as células hospedeiras.

Diplóteno: Separação longitudinal de cada cromossomo.

Metáfase, Anáfase e Telófase da Meiose I

A membrana nuclear desaparece, e os cromossomos movem-se para o centro da célula. Um membro de cada par vai para cada polo, e as células dividem-se. A meiose I é frequentemente referida como divisão reducional, porque cada novo produto agora tem o número do cromossomo haploide. É durante a primeira divisão meiótica que ocorre a herança mendeliana. Os cruzamentos que ocorrem antes da metáfase resultam em novas combinações do material genético, favoráveis e desfavoráveis.

Segunda Divisão Meiótica (Meiose II)

A segunda divisão meiótica se segue à primeira sem replicação de DNA. No oócito, a meiose II ocorre após a fertilização. O resultado final é a produção de quatro células haploides.
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ESTRUTURA E FUNÇÃO DO DNA

O DNA é o material do gene responsável pela codificação da mensagem genética quando transmitida por proteínas específicas. Assim sendo, ele é a molécula mais importante da vida e o mecanismo fundamental para a evolução. Os genes são segmentos de DNA que codificam proteínas específicas, juntamente com sequências de apoio e intervenção que servem a funções de controle e regulação. Cada molécula de DNA possui uma espinha dorsal de desoxirribose, repetindo identicamente grupos de açúcar desoxirribose unidos por ligações fosfodiéster. Cada desoxirribose é ligada em ordem (conferindo individualidade e especificidade) a um dos quatro ácidos nucleicos, as bases nucleares:

Uma purina – adenina ou guanina.

Uma pirimidina – timina ou citosina.

Nucleotídeo é a estrutura básica do DNA. Ele consiste em três componentes principais: o açúcar desoxirribose, um grupo fosfato e uma base de ácido nucleico. As ligações fosfato-açúcar são assimétricas; o fósforo está ligado ao carbono-5 de um açúcar e ao carbono-3 do açúcar seguinte. Assim, uma das extremidades é a extremidade 5’ (primer 5), e a outra é a extremidade 3’ (primer 3). Por convenção, o DNA e suas sequências de ácido nuclear são escritos da esquerda para a direita, da extremidade 5’ para a extremidade 3’, a direção do processo de transcrição. A extremidade 5’ conduz à formação da extremidade amino da proteína; a extremidade 3’ forma a extremidade carboxi da proteína.
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O DNA consiste em duas fitas desoxirribose enroladas uma na outra no sentido horário em uma hélice dupla, com os ácidos nucleicos na parte interna e as bases nucleares emparelhadas por ligações de hidrogênio, adenina com timina e citosina com guanina. O RNA difere do DNA por ter uma única fita, a sua fração de açúcar é ribose e substitui uracil por timina. Phoebus Levene, um imigrante russo nos Estados Unidos, que trabalhou no Rockefeller Institute of Medical Research de 1905 até morrer em 1940, identificou os componentes do DNA (descobrindo e nomeando os açúcares ribose e desoxirribose) e foi o primeiro a sugerir a estrutura do nucleotídeo, pesquisa que deu à fundação a delineação mais recente da significância do DNA.

Como um DNA celular, com quase 2 m de extensão, pode-se inserir em uma célula? Watson e Crick desvendaram isto quando propuseram uma hélice de duas fitas firmemente enrolada, a dupla hélice. Como o centímetro é uma medida de comprimento, o par de bases (bp) é a unidade de medida para o DNA. O par de bases pode ser adenina-guanina ou citosina-timina, com o ácido nucleico de uma cadeia emparelhado com o ácido nucleico à sua frente pertencente à outra cadeia. Portanto, um fragmento de DNA é medido pelo número de pares de bases, p. ex., um fragmento de 4.800-bp (um fragmento de 4,8 kp). Estima-se que possuímos aproximadamente 3 bilhões de bp de DNA, apenas uma parte dos quais realmente codifica proteínas.

O DNA não existe no interior da célula como uma molécula despida. As cadeias de nucleotídeos enrolam-se em torno de um núcleo de proteínas (histonas) para formar um nucleossomo. Os nucleossomos são condensados em muitas bandas, estas são reconhecidas nas preparações do cariótipo. Esta condensação é outro mecanismo importante para embalar dentro de uma célula a estrutura do DNA longo. Muitas outras proteínas estão associadas ao DNA, importantes tanto para a estrutura, quanto para a função.

O processo de replicação do DNA começa com uma separação da dupla hélice de DNA, iniciada em múltiplos passos pela ação enzimática. Quando o DNA original se desenrola em moldes de fitas, a DNA polimerase catalisa a síntese das novas fitas duplicadas, que refazem a dupla hélice com cada uma das fitas originais (isto é chamado de replicação). Cada molécula-filha, portanto, contém uma das fitas parentais. Estima-se que a molécula de DNA original presente no zigoto fertilizado precisa ser copiada aproximadamente 1015 vezes durante o curso da vida humana. Rapidez e precisão são essenciais. Pela combinação da precisão com os sistemas de correção de erros, os erros que afetam a função da proteína do gene são surpreendentemente raros.



	20 Aminoácidos nas Proteínas



	Aminoácido
	Abreviação de Três Letras
	Código de Uma Letra



	Glicina
	Gly
	G



	Alanina
	Ala
	A



	Valina
	Val
	V



	Isoleucina
	Ile
	I



	Leucina
	Leu
	L



	Serina
	Ses
	S



	Treonina
	Thr
	T



	Prolina
	Pro
	P



	Ácido aspártico
	Asp
	D



	Ácido glutâmico
	Glu
	E



	Lisina
	Lys
	K



	Arginina
	Arg
	R



	Asparagina
	Asn
	N



	Glutamina
	Gln
	Q



	Cisteína
	Cys
	C



	Metionina
	Met
	M



	Triptofano
	Trp
	W



	Fenilalanina
	Phe
	F



	Tirosina
	Tyr
	Y



	Histidina
	His
	H





Homeobox é uma sequência de DNA, altamente preservada ao longo da evolução, que codifica uma série de 60 aminoácidos, chamada homeodomínio. Os produtos da proteína homeodomínio funcionam como fatores de transcrição ao se ligarem ao DNA. O homeobox influencia funções específicas dos tecidos que são essenciais para o crescimento e desenvolvimento do embrião.

GENOMA HUMANO

O genoma para cada espécie consiste no conjunto completo de sequências de DNA em todos os cromossomos. Existem aproximadamente 3 bilhões de bps em cada genoma humano haploide; no DNA em hélice de fita dupla, existem 6 bilhões de nucleotídeos e estima-se que existam 20.000 a 25.000 genes, a menor unidade funcional das informações herdadas. Os genes representam apenas 2% do DNA humano. Embora muito complexa à primeira vista, toda a linguagem genética é escrita com apenas quatro letras: A, C, G e T (U no RNA). Além do mais, a linguagem está limitada a palavras de apenas três letras, os códons. Por fim, toda a mensagem genética está fragmentada nos 23 pares de cromossomos. Com quatro nucleotídeos, lendo em grupos de três, há 64 combinações possíveis. Essencialmente, todos os organismos vivos usam este código. O genoma altera-se somente por novas combinações derivadas dos pais ou por mutação.
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ESTRUTURA E FUNÇÃO DOS GENES

O arranjo linear de muitos genes forma um cromossomo. Um gene é composto de um segmento de DNA que contém éxons separados por íntrons, os códons codificadores e não codificadores dos nucleotídeos, respectivamente. Os padrões de íntron-éxon tendem a ser conservados durante a evolução. Acredita-se que os genes, alfa e betaglobina surgiram há 500 milhões de anos, com os íntrons na mesma localização em que estão hoje.

Éxon

O segmento de um gene que produz um produto do RNA mensageiro que codifica uma proteína específica.

Íntron

O segmento de um gene não representado no RNA maduro e, por conseguinte, não codifica proteínas, mas é capaz de funções reguladoras.

Códon

Uma sequência de três bases no RNA ou DNA que codifica um aminoácido específico; o códon tripleto.

Com algumas exceções, acreditava-se que um gene produz somente uma proteína. O conceito de um gene para uma proteína foi proposto inicialmente, em 1909, por Archibald Garrod e apoiado experimentalmente na década de 1940 por George Beadle e Edward Tatum, geneticistas americanos, ao ligarem mutações de único gene a deficiências de única enzima. No entanto, por meio de um mecanismo conhecido como divisão alternativa, os 20.000 a 25.000 genes humanos podem produzir mais de 100.000 proteínas. Conforme observado anteriormente, os íntrons não são traduzidos em produtos das proteínas. Somente as sequências de DNA nos éxons (a parte que “sai” do núcleo) são transcritas em RNA mensageiro e depois traduzidas em proteínas. No entanto, variações (divisões alternativas) podem produzir proteínas relacionadas.

Os genes também incluem sequências de apoio importantes para a transcrição do gene. A área que irá iniciar a ação do DNA (p. ex., ligação do DNA ao complexo receptor de hormônio) é chamada de região enhancer. A área real em que se inicia a transcrição é a região promotora. Apenas umas poucas sequências relativamente curtas de nucleotídeos são promotoras, como a sequência T-A-T-A-A, ou TATA box, e a sequência C-C-A-A-T, ou CAT box. Os sítios promotores (os sítios de ligação para a RNA polimerase e inúmeros cofatores) estão usualmente próximos do começo da região codificadora do gene. Os sítios enhancers são maiores do que os sítios promotores e podem estar localizados em qualquer lugar, mesmo longe do gene, mas geralmente estão na extremidade 5’ do flanco. Na extremidade 3’, uma sequência codificadora geralmente está presente para a cauda de poliadenina (poli-A) comum à maioria das moléculas de RNA mensageiro.

Os sítios enhancers ligam proteínas (proteínas reguladoras) que funcionam como sinais para regular a expressão do gene por meio do aumento ou supressão da ligação da RNA polimerase na região promotora. Este é um método de criação de funções celulares únicas. Por exemplo, um tecido-alvo de hormônio pode responder ao hormônio porque ele contém uma proteína receptora específica que, ao se ligar ao hormônio, se ligará a um sítio enhancer do DNA. Proteínas específicas (chamadas fatores de transcrição) ligam-se aos sítios enhancers e ativam a transcrição. A regulação da transcrição do gene geralmente envolve sequências de DNA na região 5’ de um gene acima do flanco.
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Três códons (UAG, UAA, UGA) são chamados de códons de parada, porque eles especificam uma parada para a tradução do RNA em proteína (como um ponto no final de uma frase). Em contraste, uma estrutura aberta de leitura é uma série longa de pares de bases entre dois códons de parada; portanto, uma estrutura aberta de leitura codifica a sequência de aminoácidos do produto proteico. Encontrar e identificar uma estrutura aberta de leitura é um passo importante na análise de sequências de DNA, porque uma sequência longa como esta usualmente é encontrada somente em um gene ativo.

A expressão genética é composta pelos seguintes passos: transcrição do DNA para RNA, processamento do RNA para produzir RNA mensageiro funcional pela divisão dos íntrons, tradução do RNA mensageiro em um ribossomo para uma cadeia de peptídeos e processamento estrutural das proteínas para a forma funcional.

Transcrição

Transcrição é a síntese do RNA mensageiro de fita única de um gene (DNA de fita dupla). A sequência de aminoácidos da proteína é codificada no DNA pelos códons; é codificado um único aminoácido por cada códon, um tripleto de três bases de ácido nucleico. A RNA polimerase produz o RNA mensageiro lendo a fita de DNA (a fita “antissenso”) que é complementar ao RNA; assim sendo, o RNA é uma cópia exata da outra fita de DNA (a fita “senso”), que também é chamada de fita complementar da molécula de DNA (lembre-se, diferenças importantes são que a timina no DNA é substituída por uracil, e a ribose substitui a desoxirribose no RNA).

O conceito de complementaridade molecular é difícil e ao mesmo tempo simples de entender. O aspecto simples é o conceito de uma coisa ser como outra. A parte difícil é a necessidade de entender e visualizar que a molécula complementar não é idêntica ao seu molde, porém é mais como o lugar em que o molde entra, e a molécula complementar sai. Assim sendo, as fitas da dupla hélice não são idênticas. Cada fita de DNA possui uma estrutura complementar, em certo aspecto, um molde positivo e um molde negativo, cada uma especificando a outra. Cada fita, por conseguinte, serve como um molde para o seu DNA complementar (no processo de replicação) ou RNA complementar (no processo de transcrição). Por conseguinte, o RNA mensageiro é sintetizado a partir do molde negativo, a fita “antissenso”, de modo que ele terá a mesma estrutura que o molde positivo, a fita “senso”. Os biólogos moleculares precisam pensar em três dimensões!

A transcrição é iniciada no sítio inicial em direção ascendente, a região do flanco 5’ não traduzida onde as duas fitas da dupla hélice se separam. O processo continua no sentido descendente, copiando uma das fitas até ser alcançado um códon específico, que transmite uma mensagem de parada. A síntese do RNA continua com a adição de uma cadeia longa de adeninas, a cauda poli-A; esta é a região 3’ não traduzida que se acredita que estabiliza o RNA prevenindo a degradação. Após a transcrição de um gene, o RNA move-se para dentro do citoplasma onde as regiões de íntrons são removidas, e os éxons são reunidos (divisão do RNA) para produzir uma molécula de RNA completa e madura. O começo e o fim de cada éxon e íntron têm sequências que, quando copiadas no RNA, sinalizam uma enzima para remover as partes intervenientes. Quase todos os íntrons começam com GU e terminam com AG (GT e AG no íntron do DNA). Os íntrons são de comprimentos variados; um único íntron pode ser mais longo do que o produto final do RNA. A molécula madura de RNA tem uma adição na extremidade (“capeamento”, pela adição de um nucleotídeo modificado, 7-metil guanosina) como proteção contra ribonucleases (RNases) e na outra extremidade, uma cauda de poliadenina (a cauda poli-A) é adicionada (além de um fator estabilizante, talvez um sinal para direcionar a saída do núcleo). As duas extremidades não são traduzidas nos ribossomos.
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Fatores de Transcrição

Fatores de transcrição são proteínas que se ligam a elementos reguladores no DNA (enhancers e promotores) e assim influenciam a expressão do gene. Os receptores de hormônios esteroides são fatores de transcrição. A transcrição genética e a formação do RNA mensageiro podem ser estimuladas ou inibidas por interações diretas com o DNA. Os fatores de transcrição podem ainda interagir com outros fatores (coativadores e correpressores, também chamados de proteínas adaptadoras) para produzir efeitos cooperativos. A atividade destas proteínas também pode ser afetada pela fosforilação desencadeada por sinais dos receptores da superfície celular (geralmente fatores de crescimento). Os microRNAs são pequenos RNAs não codificadores de proteínas de 18 a 25 nucleotídeos que são transcritos dos genes e regulam a expressão do gene-alvo nos níveis de transcrição e de tradução; foram identificados mais de 1.500 mRNAs. Um conceito importante é encarar o resultado final da atividade hormonal e expressão genética como um reflexo do contexto celular, a natureza e atividade dos fatores de transcrição sendo influenciadas por proteínas intracelulares adaptadoras. Isto explica como agentes similares (e fatores de transcrição similares, p. ex., o receptor de estrogênio) podem ter diferentes ações em diferentes tecidos.

Tradução

O RNA mensageiro viaja do cromossomo em que ele foi sintetizado para um ribossomo no citoplasma, onde ele dirige a reunião dos aminoácidos dentro das proteínas (tradução). Cada célula possui um proteoma característico, porém dinâmico e sempre em mudança, uma coleção única para aquela célula. Os aminoácidos são trazidos para o processo por moléculas especificas do RNA de transferência. A sequência específica de três bases numa extremidade do RNA de transferência é complementar ao códon que codifica o aminoácido específico. A ligação desta área ao códon do RNA mensageiro coloca o aminoácido específico na outra extremidade na sequência apropriada para a proteína. Os aminoácidos são colocados um por vez à medida que as moléculas do RNA de transferência leem o molde de RNA, iniciando pela extremidade do aminoácido (a extremidade 5’) e terminando na extremidade carboxi (a extremidade 3’). O processo inicia-se no primeiro tripleto AUG e continua até que um códon de parada (UAA, UAG ou UGA) é atingido, onde o RNA mensageiro sai do ribossomo e degenera. A sequência linear específica de aminoácidos é especificada pela codificação genética; por sua vez, esta sequência determina a forma tridimensional da proteína, a estrutura dobrada necessária para a função. Existem apenas 20.000 a 25.000 genes humanos codificadores de proteínas, porém existem mais de 100.000 proteínas. Obviamente um gene único pode produzir mais de uma proteína.
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A expressão final de um gene pode não terminar com o processo de tradução. Ocorrem outros processamentos de proteínas (pós-tradução), como a glicosilação (as gonadotrofinas) ou clivagem proteolítica (conversão de pró-opiomelanocortina em ACTH). Estas são chamadas de modificações “epigenéticas”.

Os mecanismos que produzem proteínas dos genes são semelhantes em todo o mundo biológico. Isto significa que podem ser adquiridos importantes conhecimentos referentes à função humana através do estudo de organismos simples, e podem ser desenvolvidos micróbios para produzir proteínas humanas.

MUTAÇÕES

Existem muitos genes em formas variadas, chamados alelos. Uma alteração na sequência de DNA que resulta em uma alteração prejudicial na estrutura ou função da proteína constitui uma mutação. Substituição refere-se a uma alteração em uma única base de ácido nucleico. Uma substituição em um códon pode resultar na incorporação do aminoácido errado a uma proteína, levando a uma alteração ou perda na função. A inserção ou deleção de aminoácidos no produto final da proteína pode resultar da divisão imprópria do RNA. Em virtude da grande redundância no código genético (muitos códons tripletos codificam o mesmo aminoácido, e existem apenas 20 aminoácidos), nem todas as substituições produzem um efeito. Um exemplo clínico de uma única substituição de base (mutação pontual) é a mutação da anemia, em que a timina é substituída por adenina no gene betaglobina. Se regiões homólogas do DNA são mal alinhadas, pode ocorrer um cruzamento desigual, resultando em deleções e inserções (adições). Uma “mutação antissenso” refere-se a uma única substituição de base que produz um códon de parada, truncando o produto da proteína. As deleções e inserções podem envolver de uma única base até éxons inteiros, genes ou diversos genes. A recombinação ou troca de material genético ocorre geralmente na meiose. Mesmo uma alteração na junção de uma região codificadora e não codificadora pode resultar em um RNA mensageiro anormal.

ANORMALIDADES CROMOSSÔMICAS

Anormalidades Numéricas

As anormalidades numéricas são usualmente decorrentes da não disjunção, uma falha de separação na anáfase, seja durante a divisão mitótica ou durante a meiose. Aneuploidia é um número de cromossomos que não é um múltiplo exato do número haploide, p. ex., monossomia (síndrome de Turner do 45,X) ou trissomia (trissomia do 13 ou síndrome de Patau, trissomia do 18 ou síndrome de Edwards, trissomia do 21 ou síndrome de Down, 47,XXY ou síndrome de Klinefelter). Mosaicismo indica uma ou mais linhas celulares com um cariótipo diferente, geralmente originárias da não disjunção durante o começo da mitose (falha na separação de dois cromossomos emparelhados). A poliploidia, múltiplos do número de cromossomos haploides, é uma causa significativa de aborto espontâneo.

Anormalidades Estruturais

As anormalidades estruturais usualmente devem-se a paradas cromossômicas induzidas por radiação, drogas ou vírus. A anormalidade resultante depende do rearranjo das partes quebradas. Assim, em uma translocação existe o intercâmbio de material entre dois ou mais cromossomos não homólogos. Uma translocação equilibrada está associada ao não ganho e não perda de material genético, e este indivíduo será um portador da translocação.

Defeitos de Único Gene

Os defeitos de único gene são causados por mutações em genes específicos. Estas mutações são transmitidas de acordo com a herança mendeliana: autossômico dominante, autossômico recessivo, recessivo ligado ao X e raramente dominante ligado ao X. Além disso, os transtornos de único gene podem ser transmitidos por herança genética mitocondrial, imprinting materno ou paterno, dissomia (herança de ambos os pares de um cromossomo de um dos pais) e repetições excessivas (um fenômeno em que ocorrem mais do que as repetições usuais de 3 bps).

Dominância Autossômica

A transmissão não está ligada ao sexo de um indivíduo, sendo afetadas crianças homozigóticas e heterozigóticas (apenas um alelo precisa ser anormal). Com os dois pais heterozigóticos, cada filho tem um risco de 75% de ser afetado. Com um dos pais heterozigóticos, cada filho tem um risco de 50% de ser afetado. O efeito está sujeito à expressão variável. Exemplo de condições autossômicas dominantes incluem doença de Huntington, neurofibromatose e síndrome de Marfan. O efeito de um gene dominante anormal é influenciado pela penetrância, o grau em que o gene dominante é expresso. Penetrância completa, em contraste com a penetrância incompleta, significa que o gene é sempre expresso e que sempre produz um fenótipo reconhecível.

Autossômico Recessivo

Estas condições são expressas fenotipicamente somente em homozigotos (os dois alelos precisam ser anormais). Com pais heterozigóticos, cada filho tem 25% de risco de ser afetado e 50% de chance de ser um portador. Exemplos de condições autossômicas recessivas são a fibrose cística, anemia falciforme e hiperplasia suprarrenal em razão da deficiência na 21-hidroxilase.

Herança Recessiva Ligada ao X

Um pai afetado pode transmitir a condição apenas para as filhas. Apenas mulheres heterozigóticas são afetadas quando a condição é recessiva. Cada filho homem de uma portadora mulher tem uma chance de 50% de ser afetado, e cada filha mulher tem 50% de chance de ser portadora. Daltonismo e hemofilia A são exemplos.

IMPRINTING GENÔMICO

O imprinting genômico indica influências persistentes na função do genoma por contribuições do pai e da mãe. Por exemplo, o desenvolvimento placentário é controlado em sua maior parte por genes derivados do pai. Assim, uma mola hidatidiforme tem um cariótipo anormal, mas todos os seus cromossomos são derivados do pai. As estruturas placentárias estão ausentes em teratomas ovarianos, tumores que contêm cromossomos derivados unicamente da mãe. Experimentos na natureza e em animais indicam que a contribuição materna para o genoma é mais importante para o desenvolvimento embriônico. Em certas condições autossômicas recessivas, a expressão, severidade e época do seu início são influenciadas pelo gênero do genitor que fornece o gene ou cromossomo mutante. A síndrome de Angelman, a síndrome de Prader-Willi e a síndrome de Beckwith-Wiedemann são exemplos de transtornos humanos associados ao imprinting genômico.

Epigenética é o estudo de alterações na expressão do gene não causadas diretamente por alterações na sequência do DNA. Os mecanismos incluem modificações do DNA sem alterações na sequência do DNA, como a metilação do DNA para desligar a expressão do gene, alteração nas proteínas histonas que são responsáveis pela estrutura geral da cromatina (afetando a transmissão durante a replicação celular), a produção de novas formas de RNA e alterações nas proteínas celulares que influenciam a expressão genética. Cada um destes mecanismos pode ser transmitido para a prole e ser responsável pelo imprinting. Este é outro método pelo qual as espécies podem se adaptar, que é outro caminho evolucionário.

TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Uma enzima que quebra ligações fosfodiésteres e corta a molécula de DNA em fragmentos é uma endonuclease; uma enzima de restrição (endonuclease de restrição) faz o corte somente nos sítios com sequências específicas de ácido nucleico. As enzimas de restrição foram descobertas em bactérias, em que elas formam um mecanismo de defesa para cortar (e assim desativar) qualquer DNA estranho (de vírus invasores) introduzidos nas células bacterianas. Como parte deste mecanismo de proteção, as bactérias também contêm metilase que metilam os sítios de reconhecimento no DNA nativo, direcionando a ação da enzima de restrição para o DNA estranho não metilado. Diferentes bactérias possuem diferentes enzimas de restrição com sítios de ação específicos. As enzimas de restrição estão disponíveis para cortar o DNA em pedaços (fragmentos de restrição), variando de muitos fragmentos pequenos até poucos pedaços grandes, dependendo do número de nucleotídeos na sequência de reconhecimento. As enzimas são designadas para o organismo e estirpe dos quais são derivadas. A combinação dos fragmentos de restrição, fusão de dois pedaços de DNA cortados, produz o DNA recombinante.

DNA polimerase é uma enzima que traz nucleotídeos únicos para dentro de uma molécula de DNA. Uma DNA polimerase pode formar DNA somente em presença de um molde de DNA; o DNA sintetizado será complementar ao molde. A RNA polimerase também pode produzir RNA somente na presença de um molde de DNA.

Uma desoxirribonuclease (DNAse) pode remover nucleotídeos. Por meio da combinação do tratamento da DNAse com a ação da DNA polimerase, nucleotídeos radiologicamente marcados podem ser introduzidos em uma molécula de DNA, produzindo uma sonda de DNA. Uma sonda de DNA pode ser comparada ao anticorpo usado em imunoensaios. O anticorpo é específico e reconhece o hormônio contra o qual ele está sendo formado. A sonda de DNA detecta especificamente uma sequência de DNA.

Transcriptase reversa é a DNA polimerase que é RNA dependente. Ele é chamado de transcriptase reversa porque o fluxo de informações provém do RNA para o DNA, o inverso da direção usual do fluxo. Esta enzima permite essencialmente a cópia de uma molécula de RNA em um DNA de fita única. Este DNA é chamado de DNA complementar porque ele reflete a imagem do RNA mensageiro. As sondas de DNA complementar são limitadas pela sua leitura somente dos éxons (lembre-se de que os íntrons são retirados do RNA) e, assim sendo, estas sondas leem apenas grandes áreas.

O DNA e o RNA são moléculas que possuem uma carga e, portanto, irão migrar em um campo elétrico. Os fragmentos podem ser analisados por eletroforese em gel (agarose ou poliacrilamida), sendo que os fragmentos maiores migram mais lentamente. Por convenção, os géis são lidos de cima para baixo, com os menores fragmentos na parte inferior.

ANÁLISE SOUTHERN BLOT

O DNA é primeiramente desnaturado para separar as duas fitas, digeridas por enzimas de restrição para produzir fragmentos menores que recebem carga em eletroforese em gel. O método Southern blot, que recebeu o nome do seu inventor E.M. Southern, determina os tamanhos dos fragmentos. Os fragmentos são separados por eletroforese; quanto menor o fragmento, mais rápida a migração. A eletroforese em gel é colocada sobre um pedaço de filtro de papel grosso com suas extremidades submersas em uma solução salina de alta concentração. É colocada uma membrana especial (nitrocelulose ou náilon) sobre o gel e sobre esta é colocada uma pilha de toalhas de papel comprimidas por um peso. A solução salina sobe pela ação de absorção do filtro de papel; ela se locomove pela ação dos capilares através do gel, transportando DNA com ela. O DNA é transportado até a membrana à qual ele se liga. A solução salina continua se movendo e é absorvida pelas toalhas de papel. A membrana de nitrocelulose ou náilon cria, assim, uma réplica do padrão de eletroforese original. O DNA é fixado à membrana por cozimento a alta temperatura ou por luz ultravioleta. O DNA específico marcado ou sondas de RNA podem então ser introduzidos por hibridização. Hibridização significa que uma sonda específica é recozida na sua sequência complementar. Os fragmentos com esta sequência são, então, identificados por autorradiografia. Podem ser utilizadas sondas fluorescentes que podem ser detectadas após ativação por um raio laser, permitindo as avaliações qualitativa e quantitativa através de um computador. O Southern blotting ainda é um procedimento necessário, mas frequentemente é substituído pela técnica mais rápida e mais sensível da reação em cadeia da polimerase.

O Northern blotting detecta sequências de RNA. Chama-se Northern porque o RNA é a imagem oposta do DNA. O RNA extraído é separado por eletroforese e transferido para uma membrana como no Southern blotting para hibridização com sondas (DNA complementar). O Northern blotting seria usado, por exemplo, para determinar se a estimulação hormonal de uma proteína específica em um tecido é mediada pelo RNA mensageiro, isto é, expressão do gene. O Northern blotting também pode ser substituído pela reação em cadeia da polimerase usando uma enzima transcriptase reversa.

A eletroforese para separar e quantificar as proteínas é chamada de Western blotting e são usados anticorpos para o processo de identificação da hibridização. Assim como o Northern blotting, o Western blotting testa a expressão do gene, não apenas a presença de um gene. Os termos Northern e Western representam um trocadilho intencional (um evento raro na ciência) em resposta ao Southern blotting. A hibridização sem eletroforese, colocando uma gota do extrato celular diretamente no filtro de papel, é chamada de dot ou slot blotting.

HIBRIDIZAÇÃO

Quando duas fitas complementares de DNA se reassociam, o processo é chamado de hibridização. Esta possibilita que uma área específica do DNA seja estudada usando uma sonda de DNA específica radiologicamente marcada (uma sequência complementar). A membrana produzida após o Southern blotting é inicialmente tratada para bloquear sítios de ligação inespecíficos. A membrana é, então, tratada (hibridizada) com a sonda marcada. A localização da sonda ligada é, então, identificada por autorradiografia (sondas radiologicamente marcadas) ou por métodos colorimétricos. A sequência da sonda, portanto, determina a sequência no sítio de ligação. Sempre que dois produtos forem complementares, ocorre hibridização. Assim sendo, o DNA complementar pode ser hibridizado para o molde do seu RNA mensageiro.

Hibridização in situ é a técnica em que o DNA marcado ou sondas de RNA são colocados diretamente sobre uma porção de tecido ou células. Pode ser utilizado um pedaço de DNA clonado marcado com um marcador fluorescente; o método é referido como FISH (hibridização in situ por fluorescência). A região correspondente ao DNA clonado se acende sob a iluminação fluorescente, a menos que a região tenha sido deletada de um dos cromossomos. Foram descobertas várias síndromes de microdeleção com a técnica FISH, p. ex., a síndrome de Prader-Willi.

TECNOLOGIA DE CHIPS MICROARRAY

Este método detecta a expressão genética, testando milhares de genes simultaneamente. O DNA complementar clonado é hibridizado com DNA complementar marcado, preparado a partir do tecido a ser estudado. Se este tecido expressa um gene, o sinal marcado é facilmente observado. A produção de chips de genes específicos permite que esta técnica procure por mutações e polimorfismos. O chip de gene microarray é um arranjo de DNA que pode identificar simultaneamente milhares de produtos únicos do mRNA em amostras heterogêneas. Foram desenvolvidos chips que incluem o genoma humano inteiro e podem avaliar mais de 500.000 polimorfismos de nucleotídeo único (chips de SNP) em uma amostra. Assim, um chip de DNA pode conter todos os 20.000 a 25.000 genes humanos codificadores de proteínas. Este processo altamente automatizado pode indicar, embora não quantificar, a expressão diferencial dos genes em resposta a vários estímulos ou condições. Por exemplo, a expressão dos genes pode ser comparada antes e depois do tratamento hormonal. O método também pode detectar deleções, duplicações e alterações em uma técnica, chamada hibridização genômica comparativa, usando uma amostra de DNA como referência para hibridização em vez de DNA complementar.

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica para amplificar (relativamente rápido) pequenos fragmentos ou áreas de DNA em quantidades suficientemente grandes para serem analisadas com métodos de eletroforese e blotting. Esta técnica produz grandes números de cópias de uma sequência específica de DNA sem recorrer à clonagem. A sequência a ser amplificada precisa ser conhecida. São selecionados marcadores específicos (sequências curtas sintetizadas de DNA correspondendo a cada extremidade da sequência a ser estudada) que irão delinear a região de DNA a ser amplificada. Estas sequências de flanco são chamadas de primers. A amostra de DNA, os primers e um excesso de nucleotídeos únicos livres, é incubada com uma DNA polimerase.

O primeiro passo envolve a separação do DNA em suas fitas únicas por desnaturação com aquecimento (92°C); então a temperatura é diminuída (40°C), fazendo com que os primers se apeguem (recozimento) às suas regiões complementares no DNA. A temperatura é aumentada até 62°C e, então, a DNA polimerase sintetiza uma nova fita começando e terminando nos primers, formando um novo DNA de dupla hélice. A repetição do ciclo por muitas vezes (alternando a temperatura da reação) amplifica a quantidade de DNA disponível para estudo (mais de 1 milhão de vezes); o aumento ocorre exponencialmente. Assim sendo, o DNA pode ser analisado a partir de uma célula única, e os genes podem ser visualizados por blotting sem sondas marcadas, todos em um termociclador, a máquina que realiza todo o procedimento.

Como o processo requer aquecimento e esfriamento alternados, uma DNA polimerase resistente ao calor é uma vantagem, já que não será necessário o reabastecimento periódico. Este problema foi resolvido com a descoberta da DNA polimerase (Taq polimerase) em um microrganismo (Thermophilus aquaticus) que é um termófilo (um micróbio de águas quentes) encontrado em uma fonte termal no Parque Nacional de Yellowstone, chamada Mushroom Pool. Esta polimerase de altas temperaturas permite a automação do processo.

A PCR da transcriptase reversa é usada para amplificar pequenas quantidades de um RNA específico. O molde inicial é uma molécula de RNA, que é convertida para o seu complementar por meio da transcriptase reversa, uma enzima originalmente descoberta em retrovírus. O novo DNA é, então, processado pelo procedimento padrão da PCR.

A técnica da reação em cadeia da polimerase tornou inacreditavelmente possível o estudo de pequenas quantidades de DNA a partir de virtualmente qualquer tecido ou fluido corporal. A síndrome de Down pode ser diagnosticada a partir de poucas células fetais obtidas do sangue materno. Especialmente impressionante é a amplificação de pequenas quantidades de DNA degradado de espécies raras e extintas preservadas em museus. O DNA de fósseis foi amplificado e sequenciado (p. ex., de uma magnólia de 18 milhões de anos). O método também torna possível a identificação de um gene por meio da sua expressão do RNA mensageiro. O RNA é o molde para amplificação, convertendo-o inicialmente em DNA complementar. A reação em cadeia da polimerase é usada para detectar micróbios, fornecendo os resultados no espaço de horas, mesmo na presença de drogas antimicrobiais. Este método pode detectar bactérias que não podem ser isoladas por técnicas de cultura.

A PCR em tempo real é agora usada rotineiramente em laboratórios clínicos. O método é mais rápido do que a PCR convencional, uma hora ou menos, usando sondas fluorescentes. A luz emitida pelas sondas é imediatamente exibida em um gráfico, possibilitando uma quantificação quase instantânea do DNA mensurado.

IMUNOPRECIPITAÇÃO DA CROMATINA (CHIP)

A imunoprecipitação da cromatina localiza uma proteína no seu sítio de ligação no DNA. A técnica usa um anticorpo que é específico da proteína de interesse. O DNA que é isolado pelo complexo anticorpo-proteína-DNA pode, então, ser estudado por PCR. A região específica do genoma pode ser determinada pelo uso de um microarray de DNA, um método conhecido como ChIP-chip, ChIP-on-chip.

CLONAGEM DE DNA

Clonagem significa isolar um gene e fazer cópias dele. Uma biblioteca de DNA é uma coleção de moléculas de DNA derivadas de métodos de clonagem. Uma biblioteca de DNA complementar é a contraparte do DNA de todo o RNA mensageiro isolado de uma célula ou tecido particular. DNAs complementares foram produzidos para mais de 70% dos genes humanos e de camundongos. Ao começar com o RNA mensageiro, a busca pelo gene de interesse pode ser focada (em vez de procurar no genoma inteiro). Esta biblioteca é formada usando a transcriptase reversa. As moléculas de DNA podem, então, ser inseridas em um vetor apropriado (descrito a seguir), e podem ser produzidas réplicas das moléculas. Usando sondas, pode ser selecionado o DNA complementar que combina com o gene de interesse (tendo em mente que o DNA complementar inclui somente os éxons de um gene). Clonagem de DNA significa simplesmente a produção de muitas cópias idênticas de um fragmento específico de DNA. A clonagem também pode ser realizada pelo uso da reação em cadeia da polimerase. Conforme indicado anteriormente, a clonagem do DNA complementar tem seu foco na contraparte do DNA do RNA mensageiro; a clonagem genômica do DNA, usando uma endonuclease de restrição, copia o DNA nos genes. A clonagem também pode ser usada para fazer múltiplas cópias de sondas ou fragmentos de DNA desconhecido.

Se a sequência de aminoácidos não for conhecida, o trabalho pode retroceder. O conhecimento do produto da proteína específica possibilita que sejam produzidos anticorpos contra a proteína. Quando o DNA complementar é inserido em certos vetores, a produção da proteína pode ser identificada com os anticorpos; assim, o fragmento de DNA será isolado.

Um vetor é uma entidade em que o DNA estranho pode ser inserido. O vetor mais o DNA estranho são inseridos em uma célula hospedeira; a célula hospedeira produz o vetor e o DNA estranho. Os primeiros vetores eram plasmídeos bacterianos, moléculas circulares de DNA (minicromossomos) que coexistem no citoplasma com o DNA cromossômico bacteriano. O que é digno de nota, eles transportam genes que codificam a resistência aos antibióticos. Isto possibilita que as células bacterianas que contêm o plasmídeo sejam selecionadas pelo tratamento antibiótico apropriado. Também foram desenvolvidos vetores plasmídeos que permitem a seleção pela cor. Foi desenvolvida uma variedade de estirpes de bactérias, cada uma para um uso específico.

A alteração do DNA plasmídeo com enzimas de restrição, seguida pela incorporação de DNA estranho com DNA ligase, produz moléculas de DNA plasmídeo (DNA recombinante contendo o DNA
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Lendo a primeira linha da tabela, o c6don UUU especifica Fenilalanina, o c6don UCU especifica Serina, o
c6don UAU especifica Tirosina e o codon UGU especifica Cisteina. UA, UAG e UGA sao codons de

parada
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