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Prefacio

Biologia, estudo dos seres vivos e dos seus processos vitais. O
campo lida com todos os aspectos fisico-quimicos da vida. A
tendéncia moderna para a investigacdo interdisciplinar e a
unificagdo do conhecimento cientifico e investigagdo de diferentes
campos resultou numa sobreposi¢do significativa do campo da

biologia com outras disciplinas cientificas.

O conceito de homeostasia que os seres vivos mantém um
ambiente interno constante foi sugerido pela primeira vez no século
XIX pelo fisiologista francés Claude Bernard, que afirmou que
"todos 0s mecanismos vitais, por muito variados que sejam, t€ém
apenas um objectivo: o de preservar constantemente as condigdes

de vida".

RT-PCR pode ser usado para diagnosticar doengas genéticas
como a sindrome de Lesch-Nyhan. Esta doenga genética é causada
por um mau funcionamento do gene HPRTI1 que clinicamente
conduz a pedra urindria de acido urico fatal e a sintomas
semelhantes a gota. A andlise de uma mae gravida e de um feto
para os niveis de expressdo de mRNA do HPRTI revelaré se a mae
¢ portadora e se o feto ira provavelmente desenvolver a sindrome
de Lesch-Nyhan. Detec¢do do cancro Os cientistas estdo a
trabalhar em formas de utilizar RT-PCR na detec¢@o do cancro para

ajudar a melhorar o prognostico, € monitorizar a resposta a terapia.



As células tumorais circulantes produzem transcri¢des unicas de
mRNA, dependendo do tipo de cancro. O objectivo é determinar
que transcricdes de mRNA servem como os melhores
biomarcadores para um tipo particular de célula cancerigena e

depois analisar os seus niveis de expressdo com RT-PCR.



Bem-vindo a Biologia

1-Biologia

Biologia, estudo dos seres vivos e dos seus processos vitais. O
campo lida com todos os aspectos fisico-quimicos da vida. A
tendéncia moderna para a investigacdo interdisciplinar e a
unificagdo do conhecimento cientifico e investigagcdo de diferentes
campos resultou numa sobreposi¢do significativa do campo da
biologia com outras disciplinas cientificas. Os principios modernos
de outros campos - quimica, medicina e fisica, por exemplo - estdo
integrados com os da biologia em areas como a bioquimica,

biomedicina, e biofisica.

A biologia ¢ subdividida em ramos separados por conveniéncia
de estudo, embora todas as subdivisdes estejam inter-relacionadas
por principios basicos. Assim, embora seja costume separar o
estudo das plantas (botanica) do estudo dos animais (zoologia), € o
estudo da estrutura dos organismos (morfologia) do estudo da
fungdo (fisiologia), todos os seres vivos partilham em comum
certos fenomenos bioldgicos, por exemplo, varios meios de

reproducdo, divisao celular, e a transmissdo de material genético.

A biologia € o estudo cientifico da vida. E uma ciéncia natural com
um ambito vasto mas com varios temas unificadores que a ligam

como um campo Uunico e coerente. Por exemplo, todos os
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organismos sdo constituidos por células que processam informagao
hereditaria codificada em genes, a qual pode ser transmitida as
geragdes futuras. Outro tema importante ¢ a evolucdo, o que
explica a unidade e diversidade da vida. Finalmente, todos os
organismos necessitam de energia para se moverem, crescerem e
reproduzirem, bem como para regularem o seu proprio ambiente

interno.

Os bidlogos sdo capazes de estudar a vida a varios niveis de
organizagdo. Desde a biologia molecular de uma célula a anatomia
e fisiologia das plantas e animais, ¢ a evolugdo das populacdes.
Assim, existem multiplas subdisciplinas dentro da biologia, cada
uma definida pela natureza das suas questdes de investigacdo e
pelas ferramentas que utilizam. Tal como outros cientistas, os
bidlogos utilizam o método cientifico para fazer observacdes,
colocar questdes, gerar hipoteses, realizar experiéncias e formar

conclusdes sobre o mundo a sua volta.

A vida na Terra, que emergiu ha mais de 3,7 mil milhdes de anos,
¢ imensamente diversificada. Os bidlogos tém procurado estudar e
classificar as varias formas de vida, desde organismos
procarioticos, tais como arcaias e bactérias, até organismos
eucarioticos, tais como protists, fungos, plantas e animais. Estes
varios organismos contribuem para a biodiversidade de um
ecossistema, onde desempenham papéis especializados na

ciclagem de nutrientes e energia.



A biologia ¢ frequentemente abordada com base em niveis que
lidam com unidades fundamentais da vida. Ao nivel da biologia
molecular, por exemplo, a vida ¢ considerada como uma
manifestacdo de transformagdes quimicas e energéticas que
ocorrem entre 0s muitos constituintes quimicos que compdem um
organismo. Como resultado do desenvolvimento de instrumentos e
técnicas laboratoriais cada vez mais poderosos e precisos, €
possivel compreender e definir com grande preciséo e precisdo ndo
s0 a organizag¢ao fisico-quimica final (ultraestrutura) das moléculas
em matéria viva, mas também a forma como a matéria viva se
reproduz a nivel molecular. Especialmente crucial para esses
avancos foi a ascensdo da gendmica no final do século XX e inicio

do século XXI.

A Dbiologia celular ¢é o estudo das células, as unidades
fundamentais de estrutura e fun¢@o nos organismos vivos. As
células foram observadas pela primeira vez no século XVII,
quando o microscopio composto foi inventado. Antes dessa época,
o organismo individual era estudado como um todo num campo
conhecido como biologia do organismo; essa area de investigagdo
continua a ser uma componente importante das ciéncias bioldgicas.
A biologia populacional trata de grupos ou populacdes de
organismos que habitam uma determinada area ou regido. A esse
nivel estdo incluidos estudos sobre os papéis que tipos especificos

de plantas e animais desempenham nas complexas e auto-
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perpetuantes inter-relagdes que existem entre o mundo vivo € o ndo
vivo, bem como estudos do construido, em controlos que mantém
essas relacdes naturalmente. Aqueles niveis amplamente baseados
- moléculas, células, organismos inteiros e populagdes - podem ser
subdivididos para estudo, dando origem a especializagdes como
morfologia, taxonomia, biofisica, bioquimica, genética,
epigenética, e ecologia. Um campo da biologia pode estar
especialmente preocupado com a investigagdo de um tipo de ser
vivo, por exemplo, o estudo de aves em ornitologia, o estudo de
peixes em ictiologia, ou o estudo de microrganismos em

microbiologia.

Etimologia

A Dbiologia deriva das palavras gregas antigas de Piog bios
romanizado que significa 'vida' e -Aoyia; romanizado -logia que
significa 'ramo de estudo' ou 'falar'. Estas combinacdes fazem com
que a palavra grega Pioloyio romanized biologia signifique
'biologia'. Apesar disto, o termo froloyio. como um todo ndo existia
no grego antigo. O primeiro a toma-lo emprestado foi o inglés e o
francés (biologie). Historicamente havia outro termo para biologia

em inglés, lifelore; ¢ raramente utilizado hoje em dia.

A forma latina do termo apareceu pela primeira vez em 1736
quando o cientista sueco Carl Linnaeus (Carl von Linné) usou

biologos na sua Bibliotheca Botanica. Foi novamente utilizado em
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1766 numa obra intitulada Philosophiae naturalis sive physicae:
tomus III, gedlogo continuo, bidlogo, phytologian generalis, de
Michael Christoph Hanov, discipulo de Christian Wolff. O
primeiro uso alemao, Biologie, foi numa tradugéo de 1771 da obra
de Linnaeus. Em 1797, Theodor Georg August Roose utilizou o
termo no prefacio de um livro, Grundziige der Lehre van der
Lebenskraft. Karl Friedrich Burdach usou o termo em 1800 num
sentido mais restrito do estudo do ser humano numa perspectiva
morfologica, fisiologica e psicologica (Propadeutik zum Studien
der gesammten Heilkunst). O termo entrou na sua utilizacdo
moderna com o tratado de seis volumes Biologie, oder Philosophie
der lebenden Natur (1802-22) de Gottfried Reinhold Treviranus,

que anunciou.
Historia

As primeiras raizes da ciéncia, que incluiam a medicina, podem
ser tragadas até ao antigo Egipto e a Mesopotamia, por volta de
3000 a 1200 a.C. As suas contribui¢des mais tarde entraram e
moldaram a filosofia natural grega da antiguidade cléssica.
Filésofos gregos antigos, como Aristoteles (384-322 a.C.)
contribuiram extensivamente para o desenvolvimento do
conhecimento bioldgico. As suas obras como History of Animals
foram especialmente importantes porque revelaram as suas
inclina¢des naturalistas, e mais tarde obras mais empiricas que se
centraram na causacdo bioldgica e na diversidade da vida. O
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sucessor de Aristoteles no Liceu, Theophrastus, escreveu uma série
de livros sobre botanica que sobreviveram como a contribui¢ao
mais importante da antiguidade para as ciéncias vegetais, mesmo
na Idade Média. Estudiosos do mundo islamico medieval que
escreveram sobre biologia incluiram al-Jahiz (781-869), Al-
DinawarT (828-896), que escreveu sobre botanica ¢ Rhazes (865-
925), que escreveu sobre anatomia e fisiologia. A medicina foi
especialmente bem estudada por estudiosos islamicos que
trabalham nas tradigdes filosoficas gregas, enquanto que a historia
natural se baseou fortemente no pensamento aristotélico,

especialmente na manutencio de uma hierarquia fixa da vida.

A biologia comegou a desenvolver-se e a crescer rapidamente
com a dramética melhoria do microscopio de Anton van
Leeuwenhoek. Foi entdo que os estudiosos descobriram
espermatozodides, bactérias, infusorios e a diversidade da vida
microscopica. As investigagdes de Jan Swammerdam levaram a um
novo interesse pela entomologia e ajudaram a desenvolver as

técnicas basicas de dissecagdo e coloragdo microscopica.

Os avancos na microscopia também tiveram um profundo
impacto no pensamento bioldgico. No inicio do século XIX, um
certo numero de bidlogos apontou para a importancia central da
célula. Entdo, em 1838, Schleiden ¢ Schwann comecaram a

promover as ideias agora universais que incluem:

(1) A unidade basica dos organismos ¢ a célula.
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(2) Que as células individuais tém todas as caracteristicas da vida,

embora se oponham a ideia de que.

(3) Todas as células provém da divisdo de outras células. Gragas ao
trabalho de Robert Remak e Rudolf Virchow, porém, nos anos
1860, a maioria dos biologos aceitou os trés principios do que veio

a ser conhecido como teoria celular.

Entretanto, a taxonomia ¢ a classificag@o tornaram-se o foco dos
historiadores naturais. Carl Linnaeus publicou uma taxonomia
basica para o mundo natural em 1735 (cujas variacdes tém sido
utilizadas desde entdo), e na década de 1750 introduziu nomes
cientificos para todas as suas espécies. Georges-Louis Leclerc,
Comte de Buffon, tratou as espécies como categorias artificiais e
as formas vivas como maleaveis - sugerindo mesmo a possibilidade
de descendéncia comum.. Embora cle fosse contra a evolugio,
Buffon é uma figura chave na historia do pensamento evolutivo; o
seu trabalho influenciou as teorias evolutivas tanto de Lamarck

como de Darwin.
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Figura (1): Em 1842, Charles Darwin escreveu o seu primeiro
esboco de On the Origin of Species (Sobre a Origem das

Espécies).

O pensamento evolucionario sério‘teve origem nas obras de Jean-
Baptiste Lamarck, que foi o primeiro a apresentar uma teoria
coerente da evolucdo. Ele afirmou que a evolugéo era o resultado
do stress ambiental sobre as propriedades dos animais, o que
significa que quanto mais frequente e rigorosamente um orgao
fosse utilizado, mais complexo e eficiente se tornaria, adaptando
assim o animal ao seu ambiente. Lamarck acreditava que estas
caracteristicas adquiridas poderiam entfo ser transmitidas a prole
do animal, que as desenvolveria e aperfeicoaria ainda mais.
Contudo, foi o naturalista britdnico Charles Darwin, combinando a
abordagem biogeografica de Humboldt, a geologia uniformitaria
de Lyell, os escritos de Malthus sobre o crescimento populacional,

e 0s seus proprios conhecimentos morfoldgicos e observagdes
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naturais extensivas, que forjou uma teoria evolutiva mais bem
sucedida baseada na seleccdo natural; raciocinios e provas
semelhantes levaram Alfred Russel Wallace a chegar
independentemente as mesmas conclusdes. A teoria da evolugdo
por seleccdo natural de Darwin espalhou-se rapidamente pela
comunidade cientifica e rapidamente se tornou um axioma central

da ciéncia da biologia em rapido desenvolvimento.

A base da genética moderna comegou com o trabalho de Gregor
Mendel, que apresentou o seu trabalho, "Versuche {iiber
Pflanzenhybriden" ("Experiments on Plant Hybridization"), em
1865,13%1 que delineou os principios da heranca bioldgica, servindo
como base para a genética moderna. Contudo, o significado do seu
trabalho s6 se concretizou no-inicio do século XX, quando a
evolucdo se tornou uma teoria unificada, uma vez que a sintese
moderna reconciliou a‘evolu¢do darwiniana com a genética
classica. Nos anos 40 e inicio dos anos 50, uma série de
experiéncias de Alfred Hershey e Martha Chase apontaram o ADN
como o componente dos cromossomas que continham as unidades
portadoras de caracteristicas que se tinham tornado conhecidas
como genes. Um enfoque em novos tipos de organismos modelo,
tais como virus e bactérias, juntamente com a descoberta da
estrutura de dupla camada de ADN por James Watson e Francis
Crick em 1953, marcou a transi¢do para a era da genética

molecular. Desde a década de 1950 até aos nossos dias, a biologia
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tem sido vastamente alargada no dominio molecular. O cédigo
genético foi rachado por Har Gobind Khorana, Robert W. Holley e
Marshall Warren Nirenberg, depois de se ter entendido que o ADN
continha codones. Finalmente, o Projecto Genoma Humano foi
langado em 1990 com o objectivo de mapear o genoma humano
geral. Este projecto foi essencialmente concluido em 2003, estando
ainda a ser publicadas mais analises. O Projecto Genoma Humano
foi o primeiro passo num esforco globalizado para incorporar o
conhecimento acumulado da biologia numa defini¢do funcional e

molecular do corpo humano e dos corpos de outros organismos.

Conceitos basicos de biologia
Principios biolégicos
Homeostasia

O conceito de homeostasia que os seres vivos mantém um
ambiente interno constante foi sugerido pela primeira vez no século
XIX pelo fisiologista francés Claude Bernard, que afirmou que
"todos 0s mecanismos vitais, por muito variados que sejam, t€ém
apenas um objectivo: o de preservar constantemente as condigoes

de vida".

Tal como concebido originalmente por Bernard, a homeostase

aplicava-se a luta de um tUnico organismo para sobreviver. O
15



conceito foi posteriormente alargado para incluir qualquer sistema
bioldgico desde a célula até a biosfera inteira, todas as areas da

Terra habitadas por seres vivos.

Unidade

Todos os organismos vivos, independentemente da sua
singularidade, tém certas caracteristicas biologicas, quimicas e
fisicas em comum. Todos, por exemplo, sdo compostos de
unidades bésicas conhecidas como células e das mesmas
substdncias quimicas, que, quando analisadas, apresentam
semelhangas notaveis, mesmo em organismos tdo dispares como as
bactérias e os seres humanos. Além disso, uma vez que a ac¢do de
qualquer organismo ¢ determinada pela forma como as suas células
interagem e uma vez que todas as células interagem de forma muito
semelhante, o funcionamento basico de todos os organismos ¢

também semelhante.
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bacteria cell
{baciius type)

Figura (2): As células animais e as células vegetais contém organelas
ligadas & membrana, incluindo um nucleo distinto. Em contraste, as

células bacterianas niio contém organelas.

Nao ha apenas unidade de substdncia viva basica e de
funcionamento, mas também unidade de origem de todos os seres
vivos. De acordo com uma teoria proposta em 1855 pelo
patologista alemao Rudolf Virchow, "todas as células vivas surgem
de células vivas pré-existentes". Esta teoria parece ser verdadeira
para todos os seres vivos na actualidade, nas condi¢des ambientais
existentes. Se, no entanto, a vida teve origem na Terra mais de uma

vez no passado, o facto de todos os organismos terem a mesma
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estrutura basica, composi¢ao e fungdo parece indicar que apenas

um tipo original foi bem sucedido.

Uma origem comum da vida explicaria porque ¢ que no ser
humano ou nas bactérias e em todas as formas de vida intermédias,
a mesma substancia quimica, o acido desoxirribonucleico (ADN),
sob a forma de genes explica a capacidade de toda a matéria viva
se replicar exactamente e de transmitir informagdo genética dos
pais para os descendentes. Além disso, os mecanismos para essa
transmissdo seguem um padrdo que ¢ o mesmo em todos os

organismos.

Sempre que ocorre uma mudanga num gene (uma muta¢do), ha
uma mudanca de algum tipo no organismo que contém o gene. E
este fenomeno universal que da origem as diferencgas (variagdes)
nas populagdes de organismos a partir dos quais a natureza
selecciona para sobreviver aqueles que sdo mais capazes de lidar

com as condi¢des em mudanga no ambiente.

Evolucao

Um conceito organizador central em biologia € que a vida muda
e desenvolve-se através da evolugcdo, que ¢ a mudanca nas
caracteristicas hereditarias das populacdes ao longo de geragdes

sucessivas. A evolugdo ¢é agora utilizada para explicar as grandes
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varia¢des da vida na Terra. O termo evolugdo foi introduzido no
léxico cientifico por Jean-Baptiste de Lamarck em 1809 e
cinquenta anos mais tarde Charles Darwin e Alfred Russel Wallace
formularam a teoria da evolugdo por selec¢do natural. De acordo
com esta teoria, os individuos diferem uns dos outros no que diz
respeito as suas caracteristicas hereditarias, resultando em
diferentes taxas de sobrevivéncia e reproducdo. Como resultado, os
tracos que se adaptam melhor ao seu ambiente sdo mais
susceptiveis de serem transmitidos as geragdes seguintes. Darwin
ndo tinha conhecimento do trabalho de Mendel em matéria de
heranga e por isso o mecanismo exacto.da heranga subjacente a
selec¢do natural ndo foi bem compreendido até ao inicio do século
XX, quando a sintese moderna reconciliou a evolu¢do darwiniana
com a genética classica, que"estabeleceu uma perspectiva neo-
darwiniana de evolucdo por seleccdo natural. Esta perspectiva
sustenta que a evolugdo ocorre quando ha mudangas nas
frequéncias dos alelos dentro de uma populagdo de organismos
intercruzados. Na auséncia de qualquer processo evolutivo que
actue sobre uma grande populagdo de acasalamentos aleatorios, as
frequéncias alélicas permanecerdo constantes ao longo das

geragdes, tal como descrito pelo principio de Hardy-Weinberg.

Outro processo que impulsiona a evolugdo ¢ a deriva genética,
que sdo as flutuagdes aleatorias das frequéncias dos alelos dentro

de uma populagdo de uma geragdo para a seguinte. Quando as

19



forcas selectivas estdo ausentes ou relativamente fracas, as
frequéncias dos alelos sdo igualmente susceptiveis de derivar para
cima ou para baixo em cada geragdo sucessiva porque os alelos
estdo sujeitos a erro de amostragem. Esta deriva cessa quando um
alelo acaba por se fixar, quer desaparecendo da populagdo, quer
substituindo inteiramente os outros alelos. A deriva genética pode
portanto eliminar alguns alelos de uma populag¢do devido apenas

a0 acaso.

Na sua teoria da selec¢@o natural, que € discutida mais tarde em
maior detalhe, Charles Darwin sugeriu que a "sobrevivéncia do
mais apto" era a base da evoluc¢do organica (a mudanga dos seres
vivos com o tempo). A propria evolugdo € um fendomeno biologico
comum a todos os seres vivos,ainda que tenha levado as suas
diferencas. As provas para apoiar a teoria da evolucdo vieram
principalmente do registo fossil, de estudos comparativos de
estrutura e fun¢do, de estudos de desenvolvimento embrioldgico e

de estudos de ADN e RNA (acido ribonucleico).
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more likely to survive

... and reproduce

Figura (3): Variacdo das criaturas mutantes.

Diversidade

Apesar das semelhangas basicas biologicas, quimicas e fisicas
encontradas em todos os seres vivos, existe uma diversidade de
vida ndo s6 entre e entre espécies, mas também dentro de cada
populacdo natural. O fenémeno da diversidade tem tido uma longa
historia de estudo porque muitas das variagdes que existem na
natureza sdo visiveis a vista. O facto de os organismos terem
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mudado durante a pré-historia e de novas variagdes estarem em
constante  evolugdo pode ser verificado por registos
paleontologicos, bem como por experiéncias de reprodu¢do em
laboratorio. Muito depois de Darwin ter assumido que as variagdes
existiam, os bidlogos descobriram que elas sdo causadas por uma
mudanc¢a no material genético (ADN). Essa alteracdo pode ser uma
ligeira alteragdo na sequéncia dos constituintes do ADN
(nucledtidos), uma alteragdo maior tal como uma alteracdo
estrutural de um cromossoma, ou uma alteragdo completa do
nimero de cromossomas. Em qualquer caso, uma alteragdo no
material genético das células reprodutivas manifesta-se como
algum tipo de alteracdo estrutural ou quimica na descendéncia. A
consequéncia de tal mutacdo depende da interaccdo da

descendéncia mutante com o‘seu ambiente.

Tem sido sugerido que a reprodug@o sexual se tornou o tipo de
reprodu¢do dominante entre organismos devido a sua vantagem
inerente de variabilidade, que ¢ o mecanismo que permite a uma
espécie adaptar-se as condi¢cdes em mudanca. Novas variagdes
estdo potencialmente presentes nas diferengas genéticas, mas a
predominancia de uma variacdo num pool genético depende do
numero de descendentes que os mutantes ou variantes produzem
(reprodugio diferencial). E possivel que uma novidade genética
(nova variago) se propague no tempo a todos os membros de uma

populacdo, especialmente se a novidade aumentar as hipdteses de

22



sobrevivéncia da populacdo no ambiente em que ela existe. Assim,
quando uma espécie ¢ introduzida num novo habitat, ou se adapta
a mudanca por seleccdo natural ou por algum outro mecanismo
evolutivo, ou eventualmente morre. Porque cada novo habitat
significa novas adaptagdes, as mudangas de habitat t€ém sido
responsaveis pelos milhdes de diferentes tipos de espécies e pela

heterogeneidade dentro de cada espécie.

O numero total de espécies animais e vegetais existentes esta
estimado entre cerca de 5 milhdes e 10 milhdes; cerca de 1,5
milhodes dessas espécies foram descritas por cientistas. A utilizacdo
da classificagdo como meio de produzir algum tipo de ordem a
partir do nimero impressionante de diferentes tipos de organismos
apareceu ja no livro do Génesis - com referéncias a gado, animais,
aves, répteis, arvores, e assim por diante. A primeira tentativa
cientifica de classificagdo, porém, é atribuida ao filésofo grego
Aristoteles, que tentou estabelecer um sistema que indicasse a
relacdo de todas as coisas entre si. Ele organizou tudo ao longo de
uma escala, ou "escada da natureza", com coisas ndo vivas na base;
as plantas foram colocadas abaixo dos animais, € a humanidade
estava no topo. Outros esquemas que foram utilizados para agrupar
espécies incluem grandes semelhangas anatémicas tais como asas
ou barbatanas, que indicam uma relacdo natural e também

semelhangas nas estruturas reprodutivas.
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A taxonomia tem sido baseada em dois pressupostos principais:
um € que uma construgdo corporal semelhante pode ser usada como
critério para um agrupamento de classificagdo; o outro € que, para
além das semelhangas estruturais, as relagdes evolutivas e
moleculares entre organismos podem ser usadas como um meio

para determinar a classificag@o.

Comportamento e inter-relagoes

O estudo das relagdes dos seres vivos entre si € com 0 seu
ambiente ¢ conhecido como ecologia. Porque estas inter-relagdes
sdo tdo importantes para o bem-estarda Terra e porque podem ser
gravemente perturbadas pelas actividades humanas, a ecologia

tornou-se um ramo importante da biologia.

Continuidade

Quer um organismo seja humano ou uma bactéria, a sua
capacidade de reproducdo ¢ uma das caracteristicas mais
importantes da vida. Como a vida provém apenas da vida pré-
existente, s6 através da reprodugdo € que as sucessivas geragdes

podem continuar a ter as propriedades de uma espécie.

O estudo da estrutura



As coisas vivas sdo definidas em termos das actividades ou
fungdes que faltam nas coisas ndo vivas. Os processos de vida de
cada organismo sdo realizados por materiais especificos montados
em estruturas definidas. Assim, um ser vivo pode ser definido
como um sistema, ou estrutura, que se reproduz, muda com o seu
ambiente ao longo de um periodo de tempo, e mantém a sua

individualidade através de um metabolismo constante e continuo.

Células e seus constituintes

Os biodlogos dependiam em tempos do-microscopio de luz para
estudar a morfologia das células encontradas nas plantas e animais
superiores. O funcionamento-das células em organismos
unicelulares e multicelulares foi entdo postulado a partir da
observagdo da estrutura; a descoberta dos cloroplastideos na célula,
por exemplo, levou a investigagdo do processo de fotossintese.
Com a inven¢do do microscopio electronico, a organizacao fina dos

plastideos pode ser utilizada para estudos quantitativos adicionais

das diferentes partes desse processo.

As analises qualitativas e quantitativas em biologia utilizam uma
variedade de técnicas e abordagens para identificar e estimar os
niveis de acidos nucleicos, proteinas, hidratos de carbono, e outros
constituintes quimicos das células e tecidos. Muitas dessas técnicas

fazem uso de anticorpos ou sondas que se ligam a moléculas
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especificas dentro das células e que sdo marcadas com um corante
quimico, geralmente fluorescente, um is6topo radioactivo, ou uma
mancha bioldgica, permitindo assim ou melhorando a visualizag¢do

microscopica ou a deteccdo das moléculas de interesse.

Figura (4): Células e seus constituintes

Yersinia enterocolitica

Fotomicrografia da coloragdo de Gram de Yersinia

enterocolitica, o agente causador da yersiniosis.

Os rotulos quimicos sdo meios poderosos através dos quais os
bidlogos podem identificar, localizar, ou rastrear substancias em
matéria viva. Alguns exemplos de ensaios amplamente utilizados

que incorporam rotulos incluem a coloragdo de Gram, que ¢
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utilizada para a identificagdo e caracterizagdo de bactérias;
hibridagdo fluorescente in situ, que € utilizada para a detec¢do de
sequéncias genéticas especificas em cromossomas e ensaios de
luciferase que medem a bioluminescéncia produzida a partir de
reac¢des de luciferina-luciferase, permitindo a quantificagdo de

uma vasta gama de moléculas.

Tecidos e 6rgios

Os primeiros bidlogos viam o seu trabalho como um estudo do
organismo. O organismo, entdo considerado a unidade
fundamental da vida, é ainda a principal preocupagdo de alguns
bidlogos modernos, e compreender como 0s organismos mantém o
seu ambiente interno continua a ser uma parte importante da
investigagdo biologica. Para melhor compreender a fisiologia dos
organismos, os investigadores estudam os tecidos e orgdos dos
quais os organismos sdo compostos. A chave para esse trabalho ¢
a capacidade de manter e desenvolver células in vitro ("em vidro"),

também conhecida como cultura de tecidos.

Algumas das primeiras tentativas de cultura de tecidos foram
feitas no final do século XIX. Em 1885, o0 zo6logo alemao Wilhelm
Roux manteve tecido de um embrido de pinto numa solugao salina.
O primeiro grande avanco na cultura de tecidos, contudo, veio em

1907 com o crescimento de processos de células nervosas de ra
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pelo zoologo americano Ross G. Harrison. Vérios anos mais tarde,
os investigadores franceses Alexis Carrel e Montrose Burrows
refinaram os métodos de Harrison e introduziram o termo cultura
de tecidos. Utilizando técnicas laboratoriais rigorosas, os
trabalhadores conseguiram manter as células e tecidos vivos em
condicdes de cultura durante longos periodos de tempo. As técnicas
para manter os Orgdos vivos em preparagdo para transplantes

derivam de tais experiéncias.

Os avangos na cultura de tecidos tém permitido intimeras
descobertas em biologia. Por exemplo, muitas experiéncias tém
sido dirigidas para uma compreensdo mais profunda da
diferenciacdo biologica, particularmente dos factores que
controlam a diferenciacdo. Crucial a esses estudos foi o
desenvolvimento, no final do século XX, de métodos de cultura de
tecidos que permitiram o crescimento de células estaminais
embrionarias de mamiferos e, em Gltima analise, células estaminais

embrionarias humanas em placas de cultura.

A histéria da biologia

Ha momentos na historia de todas as ciéncias em que se fazem
progressos notaveis em periodos de tempo relativamente curtos.
Tais saltos de conhecimento resultam em grande parte de dois

factores: um ¢ a presenca de uma mente criativa, suficientemente
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perceptiva e original para descartar ideias até agora aceites e
formular novas hipoéteses, o segundo ¢ a capacidade tecnologica de
testar as hipodteses através de experiéncias apropriadas. A mente
mais original e inquiridora ¢ severamente limitada sem as
ferramentas adequadas para conduzir uma investigagdo;
inversamente, o equipamento tecnoldgico mais sofisticado ndo
pode, por si s0, produzir conhecimentos sobre qualquer processo

cientifico.

Saiba como o monge e botinico catélico austriaco Gregor

Mendel observou propriedades de hereditariedade

Uma introdugdo aos estudos de hereditariedade do botanico

austriaco, professor e prelado agostiniano Gregor Mendel.

Um exemplo da relagdo entre estes dois factores foi a descoberta
da célula. Ha centenas de anos que se especulava sobre a estrutura
basica tanto de plantas como de animais. Contudo, sé quando os
instrumentos Opticos foram suficientemente desenvolvidos para
revelar as células, foi possivel formular uma hipdtese geral, a teoria
celular, que explicava satisfatoriamente como as plantas e os
animais estdo organizados. Do mesmo modo, o significado dos
estudos de Gregor Mendel sobre o modo de herang¢a na ervilha de
jardim permaneceu negligenciado durante muitos anos até que os
avancos tecnologicos tornaram possivel a descoberta dos

cromossomas ¢ o papel que estes desempenham na divisdo celular
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e hereditariedade. Além disso, como resultado do desenvolvimento
relativamente recente de instrumentos extremamente sofisticados,
tais como o microscopio electronico, a ultracentrifugadora, e as
maquinas de sequenciamento automdtico de ADN, a biologia
passou de uma ciéncia largamente descritiva - uma ciéncia
preocupada com células e organismos inteiros - para uma disciplina
que enfatiza cada vez mais os aspectos subcelulares e moleculares
dos organismos e tenta equacionar a estrutura com a fungéo a todos
os niveis de organizagdo biologica.

A heranga inicial

Embora ndo se saiba quando teve origem o estudo da biologia, os
primeiros seres humanos devem ter tido algum conhecimento dos
animais e plantas que os rodeavam. A sobrevivéncia humana
dependia do reconhecimento preciso das plantas alimentares nao
venenosas ¢ da compreensao dos habitos dos predadores perigosos.
Os registos arqueoldgicos indicam que mesmo antes do
desenvolvimento da civilizagdo, os seres humanos tinham
domesticado praticamente todos os animais disponiveis e tinham
desenvolvido um sistema agricola suficientemente estavel e
eficiente para satisfazer as necessidades de um grande niimero de
pessoas que viviam juntas em comunidades. E evidente, portanto,
que grande parte da histdria da biologia € anterior a época em que

a humanidade comegou a escrever e a manter registos.
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Os primeiros registos bioldégicos
Praticas bioldgicas entre assirios e babilonios

Grande parte da histéria mais antiga registada da biologia deriva
de baixos-relevos assirios e babilonicos que mostram plantas
cultivadas e de esculturas que representam medicina veterinaria.
Ilustragdes em certas focas revelam que os babilonios tinham
aprendido que a palmeira tamara se reproduz sexualmente e que o
polen podia ser retirado da planta macho e utilizado para fertilizar
as plantas fémeas. Embora falte uma data precisa desses primeiros
registos, um contrato comercial babilénico do periodo Hamurabi
(c. 1800 A.C.) menciona a flor masculina da tamareira como um
artigo de comércio, e as descrigdes da colheita de tamaras

remontam a cerca de 3500 A.C.

Outra fonte de informacao relativa a extensdo do conhecimento
bioldgico destes povos primitivos foi a descoberta de varios papiros
que pertencem a sujeitos médicos; uma, acredita-se que até 1600
A.C., contém descri¢des anatomicas; outra (c. 1500 A.C.) indica
que a importancia do corag¢do tinha sido reconhecida. Porque esses
documentos antigos, que continham misturas de factos e
supersticdes, provavelmente resumiam conhecimentos entdo
actuais, pode assumir-se que alguns dos seus conteudos tinham

sido conhecidos pelas geracdes anteriores.
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Conhecimentos biolégicos de egipcios, chineses e indianos

Papiros e artefactos encontrados em timulos e pirdmides indicam
que os egipcios também possuiam conhecimentos médicos
consideraveis. As suas mimias bem conservadas demonstram que
tinham um conhecimento profundo das propriedades conservantes
das ervas necessarias para o embalsamamento; colares de plantas e
baixos-relevos de varias fontes também revelam que os antigos
egipcios estavam bem cientes do valor medicinal de certas plantas.
Uma compilag@o egipcia conhecida como Ebers papyrus (c. 1550

A.C.) ¢ um dos mais antigos textos médicos conhecidos.

Figura (5): Conhecimento bioldgico de egipcios, chineses e

indianos.

Ebers papiro

Receita Ebers papyrus para tratamento da asma.
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Na China antiga, trés imperadores miticos. Fu Xi, Shennong, ¢
Huangdi, cujos supostos periodos governantes se estenderam desde
o século 29 até ao século 27 A.C., foram considerados como
possuidores de conhecimentos médicos. Segundo a lenda,
Shennong descreveu os poderes terapéuticos de numerosas plantas
medicinais ¢ incluiu descri¢des de muitas plantas alimentares
importantes, tais como a soja. O mais antigo registo escrito de
medicina conhecido na China, contudo, ¢ o Huangdi neijing (O
Classico de Medicina Interna do Imperador Amarelo), que data do
século III A.C. Para além da medicina, os antigos chineses
possuiam conhecimentos de outras areas da biologia. Por exemplo,
ndo s utilizavam o bicho-da-seda Bombyx mori para produzir seda
para comércio, mas também compreendiam o principio do controlo
biologico, empregando um ' tipo de insecto, uma formiga
entomofaga (comedora de insectos), para destruir os insectos que

se aborreciam nas arvores.

Ja em 2500 A.C. o povo do noroeste da India tinha uma ciéncia
da agricultura bem desenvolvida. As ruinas de Mohenjo-daro
produziram sementes de trigo e cevada que eram cultivadas nessa
altura. O paingo, tamaras, meldes, e outras frutas e vegetais, assim
como o algoddo, eram conhecidos da civilizagdo. No entanto, as
plantas ndo eram apenas uma fonte de alimento. Um documento,

que se cré datar do século VI A.C., descreveu a utilizagdo de cerca
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de 960 plantas medicinais e incluiu informagao sobre temas como

anatomia, fisiologia, patologia, e obstetricia.

O mundo greco-romano

Embora os babildnios, assirios, egipcios, chineses e indianos
tivessem acumulado muita informagdo bioldgica, viviam num
mundo que se cré ser dominado por demonios e espiritos
imprevisiveis. Assim, individuos instruidos nessas primeiras
culturas orientaram os seus estudos para uma compreensdo do
mundo sobrenatural, ¢ ndo do natural. Os anatomistas, por
exemplo, dissecavam animais nao para obterem uma compreensao
da sua estrutura mas para estudarem os seus orgdos a fim de
preverem o futuro. Com a emergéncia da civilizagdo grega, no
entanto, essas atitudes misticas comegaram a mudar. Por volta de
600 A.C. surgiu uma escola de filosofos gregos que acreditavam
que cada acontecimento tinha uma causa e que uma causa
particular produzia um efeito particular. Esse conceito, conhecido
como causalidade, teve um efeito profundo na investigacdo
cientifica subsequente. Além disso, esses fildsofos assumiram a
existéncia de uma "lei natural" que rege o universo e pode ser
compreendida pelos seres humanos através do uso dos seus poderes
de observacao e deducdo. Embora tenham estabelecido a ciéncia da
biologia, a maior contribui¢do que os gregos deram a ciéncia foi a

ideia do pensamento racional.
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Teorias sobre a humanidade e a origem da vida

Um dos primeiros filosofos gregos, Thales de Miletus (c. Século
VII A.C.), sustentou que o universo continha uma forga criativa a
que chamou fisica, um dos primeiros progenitores do termo fisica,
também postulou que o mundo e todos os seres vivos nele
existentes eram feitos de dgua. Anaximander, um estudante de
Tales, ndo aceitava a 4gua como a unica substancia da qual os seres
vivos derivavam; acreditava que, além da agua, os seres vivos
consistiam em terra e numa substancia semelhante ao gas chamada
apeiron, que podia ser dividida em quente e frio. Vérias misturas
desses materiais deram origem aos quatro elementos: terra, ar,
fogo, e 4gua. Embora tenha sido um dos primeiros a descrever a
Terra como uma esfera e ndo como um plano plano plano,
Anaximandro propds que a vida surgiu espontaneamente na lama e
que os primeiros animais a emergir tinham sido peixes cobertos
com uma pele espinhosa. Os descendentes desses peixes acabaram
por deixar d4gua e mudaram-se para terra seca, onde deram origem
a outros animais por transmutac¢do (a conversao de uma forma em

outra). Assim, foi formulada uma teoria evolucionaria precoce.

Em Crotone, no sul de Itilia, onde uma importante escola de
filosofia natural foi estabelecida por Pitdgoras cerca de 500 A.C.,
um dos seus alunos, Alcmaeon, investigou a estrutura animal e
descreveu a diferenca entre artérias e veias, descobriu o nervo

optico, e reconheceu o cérebro como a sede do intelecto. Como
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resultado dos seus estudos sobre o desenvolvimento do embrido,

Alcmaeon pode ser considerado o fundador da embriologia.

Embora o médico grego Hipocrates, que criou uma escola de
medicina na ilha do Egeu de Cos cerca de 400 A.C., ndo fosse um
investigador no sentido de Alcmaeon, reconheceu através de
observagdes de pacientes as complexas inter-relagdes envolvidas
no corpo humano. Contemplava também a influéncia do ambiente
na natureza humana e acreditava que os climas fortemente
contrastantes tendiam a produzir um tipo de habitante poderoso,

enquanto que mesmo os climas temperados eram mais propicios a

indoléncia.

Hipocrates
Hipdcrates, busto sem data.
© Photos.com/Thinkstock

Hipocrates e os seus predecessores estavam preocupados com a

questdo filoséfica central de como o cosmos e os seus habitantes
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foram criados. Embora aceitassem a fisica como a for¢a criadora,
diferiam quanto a importancia dos papéis desempenhados pela
terra, ar, fogo, agua, e outros elementos. Embora Anaximenes, por
exemplo, que pode ter sido um estudante de Anaximandro, tenha
aderido ao preceito entdo popular de que a vida tinha origem numa
massa de lama, postulou que a for¢a criativa real se encontrava no
ar e que era influenciada pelo calor do Sol. Os membros da escola
hipocratica também acreditavam que todos os corpos vivos eram
compostos por sangue de quatro humores, bilis negra, catarro e
bilis amarela - que supostamente tinham origem no corag¢do, no
bago, no cérebro e no figado, respectivamente. Pensava-se que um
desequilibrio dos humores provocava um individuo a ser
sanguineo, melancolico, fleumatico, ou cdlico. Estas palavras
persistiram na literatura médica durante séculos, uma prova da
longa popularidade da ideia das influéncias humorais. Durante
séculos acreditou-se também que um desequilibrio nos humores era
a causa de doengas, uma crenga que resultou na pratica comum da

sangria para livrar o corpo de humores excessivos.

A descoberta de células

Dos cinco microscopistas, Robert Hooke foi talvez o mais
intelectualmente preeminente. Como curador de instrumentos na

Royal Society of London, esteve em contacto com todos os novos
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desenvolvimentos cientificos e demonstrou interesse em assuntos
tdo dispares como o voo e a constru¢do de reldgios. Em 1665
Hooke publicou a sua Micrographia, que era principalmente uma
revisdo de uma série de observagdes que tinha feito enquanto
seguia o desenvolvimento e aperfeicoamento do microscdpio.
Hooke descreveu em pormenor a estrutura das penas, o ferrdo de
uma abelha, a radula, ou "lingua", dos moluscos, e o pé da mosca.
Foi Hooke que cunhou a palavra célula; num desenho da estrutura
microscopica da cortica, mostrou paredes que rodeavam espagos
vazios e referiu-se as estruturas como células. Descreveu estruturas
semelhantes no tecido de outras arvores e plantas e discerniu que
em alguns tecidos as células estavam cheias de um liquido
enquanto noutros estavam vazias. Por conseguinte, sup0s que a

fun¢do das células era transportar substancias através da planta.

Embora o trabalho de qualquer um dos microscopistas classicos
pareca carecer de um objectivo definido, € preciso lembrar que
estes homens encarnaram o conceito de que a observagdo e a
experiéncia eram de primordial importdncia, que as meras
especulagdes hipotéticas e filosoficas ndo eram suficientes. E
notavel que tdo poucos homens, trabalhando como individuos
totalmente isolados uns dos outros, deveriam ter registado tantas
observagdes de tamanha importancia fundamental. O grande

significado do seu trabalho foi que revelou, pela primeira vez, um
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mundo em que os organismos vivos apresentam uma complexidade

quase incrivel.

O trabalho com o microscopio composto definhou durante quase
200 anos, principalmente porque as lentes iniciais tendiam a
quebrar a luz branca nas suas partes constituintes. Este problema
técnico ndo foi resolvido até a invengdo das lentes acromaticas, que
foram introduzidas por volta de 1830. Em 1878 foi produzido um
microscopio composto acromatico moderno a partir do desenho do
fisico alemd@o Ernst Abbe. Abbe concebeu subsequentemente um
sistema de iluminacdo de subestagio que, juntamente com a
introdu¢do de um novo condensador de subestigio, abriu o

caminho para as descobertas bioldgicas daquela época.

O desenvolvimento dos principios taxonémicos

Em 1687 o matematico, fisico e astronomo inglés Isaac Newton
publicou a sua grande obra Principia, na qual descreveu o universo
como fixo, com a Terra e outros corpos celestes a moverem-se
harmoniosamente de acordo com as leis matematicas. Essa
abordagem de sistematizagao e classificacdo foi dominar a biologia
nos séculos XVII e XVIII. Uma razao era que os "pais da botanica"
do século XVI se tinham contentado apenas em descrever e
desenhar plantas, reunindo um niimero enorme e diversificado que

continuava a aumentar a medida que as exploragcdes de paises
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estrangeiros tornavam evidente que cada pais tinha as suas proprias

plantas e animais nativos.

Aristoételes iniciou o processo de classificagcdo quando utilizou o
modo de reprodugdo e habitat para distinguir grupos de animais.
De facto, as palavras género e espécie sao tradugdes dos géneros e
eidos gregos utilizados por Aristdteles. O botanico suico Bauhin
tinha introduzido um sistema binomial de classifica¢do, utilizando
um nome genérico ¢ um nome especifico. Contudo, a maioria dos
sistemas de classificacdo propostos antes do século XVII eram

confusos e insatisfatorios.

A utilizacdo de estrutura para classificacido de organismos

Dois sistematicos dos séculos XVII e XVIII foram o naturalista
inglés John Ray e a naturalista e exploradora sueca Carolus
Linnaeus. Ray, que estudou em Cambridge, estava particularmente
interessado no trabalho dos antigos compiladores de ervas,
especialmente aqueles que tinham tentado formular alguns meios
de classifica¢do. Reconhecendo a necessidade de um sistema de
classificacdo que se aplicasse tanto a plantas como a animais, Ray
empregou nos seus esquemas de classificacdo descrigdes
extremamente precisas para géneros e espécies. Ao basear o seu
sistema em estruturas, tais como a disposi¢ao dos dedos dos pés e
dentes nos animais, em vez de cor ou habitat, Ray introduziu um

conceito novo e muito importante para a biologia taxonomica.
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Reorganizacio de grupos de organismos

Antes de Linnaeus, a maioria dos taxonomistas comegaram o0s
seus sistemas de classificagdo dividindo todos os organismos
conhecidos em grandes grupos e depois subdividindo-os em grupos
progressivamente mais pequenos. Ao contrario dos seus
predecessores, Linnaeus comegou com as espécies, organizando-as
em grupos ou géneros maiores, ¢ depois organizando géneros
analogos para formar familias e familias relacionadas para formar
ordens e classes. Provavelmente utilizando o trabalho anterior de
Grew e outros, Linnacus escolheu a estrutura dos orgaos
reprodutivos da flor como base para agrupar as plantas superiores.
Assim, ele distinguiu entre plantas com flores e sementes reais
(fanerogamas) e as que ndo tém flores e sementes reais
(criptogamicas), subdividindo as primeiras em formas
hermafroditas (bissexuais) e unissexuais. Para os animais,
seguindo o trabalho de Ray, Linnaeus baseou-se nos dentes e dedos
dos pés como caracteristicas basicas dos mamiferos; utilizou a
forma do bico como base para a classificagdo das aves. Tendo
demonstrado que um sistema de classifica¢do binomial baseado em
descri¢cdes concisas e precisas poderia ser utilizado para o
agrupamento de organismos, Linnaeus estabeleceu a biologia

taxondmica como uma disciplina.
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Desenvolvimentos posteriores na classificagdo foram iniciados
pelos biologos franceses Comte de Buffon, Jean-Baptiste Lamarck,
e Georges Cuvier, todos eles deram contribui¢des duradouras para
a ciéncia bioldgica, particularmente em estudos comparativos. Os
sistematicos posteriores interessaram-se principalmente pelas
relacdes entre os animais ¢ esforcaram-se por explicar ndo so as
suas semelhangas mas também as suas diferencas em termos gerais
que abrangem, além da estrutura, composi¢do, funcdo, genética,

evolugdo, e ecologia.

O desenvolvimento de estudos biologicos comparativos

Uma vez dissipado o opprobrium ligado a dissecag¢@o dos corpos
humanos no século XVI, ‘os anatomistas orientaram oS seus
esfor¢os para uma melhor compreensdo da estrutura humana. Ao
fazé-lo, ignoraram geralmente outros animais, pelo menos até a
ultima parte do século XVII, quando os bidlogos comecaram a
aperceber-se de que importantes conhecimentos podiam ser
obtidos através de estudos comparativos de todos os animais,
incluindo os humanos. Um dos primeiros destes anatomistas foi o
médico inglés Edward Tyson, que estudou a anatomia de um
chimpanzé imaturo em detalhe e a comparou com a de um humano.
Ao fazer mais comparagdes entre o chimpanzé e outros primatas,
Tyson reconheceu claramente pontos de semelhanga entre esses

animais e os humanos. Isto ndo sé foi uma grande contribui¢do para
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a antropologia fisica, como foi também uma indica¢ao, quase dois
séculos antes de Darwin, da existéncia de relagcdes entre os

humanos e outros primatas.

Entre aqueles que deram o seu maior impeto aos estudos
comparativos, encontrava-se Georges Cuvier, que utilizou grandes
coleccdes de espécimes biologicos que lhe foram enviados de todo
o mundo para elaborar uma organizagdo sistematica do reino
animal. Para além de estabelecer uma ligagdo entre anatomia
sistemdtica e comparativa, ele acreditava que existia uma
"correlagdo de partes" segundo a qual um determinado tipo de
estrutura, por exemplo, as penas estdo relacionadas com uma
determinada formagdo anatomica, por exemplo, uma asa, que por
sua vez estd relacionada com ‘outras formagdes especificas, por
exemplo, a clavicula e assim-por diante. Por outras palavras, sentiu
que uma grande quantidade de informagao anatomica poderia ser
deduzida sobre um organismo, mesmo que o espécime inteiro nao
estivesse disponivel. Essa percepcdo deveria ser de grande
importancia pratica no estudo dos fosseis, no qual Cuvier
desempenhou um papel preponderante. De facto, a publicacdo de
1812 de Cuvier's Recherches sur les ossemens fossiles de
quadrupedes (traduzida como Research on Fossil Bones em 1835)
langou as bases para a ciéncia da paleontologia. Mas a fim de
conciliar as suas descobertas cientificas com as suas crengas

religiosas pessoais, Cuvier postulou uma série de eventos
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catastroficos que poderiam explicar tanto a presenca de fosseis

como a imutabilidade das espécies existentes.

O estudo da origem da vida
Geracio espontinea

Se uma espécie s6 pode desenvolver-se a partir de uma espécie
pré-existente, entdo como ¢ que a vida se originou? Entre as muitas
ideias filosoficas e religiosas avangadas para responder a essa
pergunta, uma das mais populares foi a teoria da geragdo
espontdnea, segundo a qual, como ja foi mencionado, os
organismos vivos poderiam ter origem em matéria ndo viva. Com
o ritmo crescente das descobertas durante os séculos XVII e XVIII,
contudo, os investigadores comecaram a examinar mais
criticamente a crenga‘grega de que as moscas € outros pequenos
animais surgiram da lama no fundo dos riachos e lagoas por
geracdo espontanea. Depois, quando Harvey anunciou o seu ditado
bioldgico ex ovo omnia ("tudo vem do ovo"), parecia que tinha
resolvido o problema, pelo menos na medida em que dizia respeito
as plantas em flor e aos animais superiores, todos os quais se
desenvolvem a partir de um ovo. Mas a subsequente descoberta
inquietante de Leeuwenhoek de cépsulas animais demonstrou a
existéncia de um mundo densamente povoado mas anteriormente

invisivel de organismos que tinha de ser explicado.
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Louis Pasteur 1859 experiment
broth was boiled in various flasks for one hour !f‘@\"erilize it and allowed to cool, drawing in fresh air.

broth broth broth

bacteria were removed from
the air entering the flask by
settling in the long neck

open flask allowed air and any cotton plug filtered bacteria
bacteria present in the air to enter  from the air entering the flask

Figura (6):A hipdtese de geracdo espontinea postulava que os
organismos vivos se desenvolvem a partir de matéria ndo viva. Esta ideia
foi refutada apés experiéncias conduzidas em 1668 pelo médico italiano
Francesco Redi e em 1859 pelo quimico e microbiologista francés Louis

Pasteur.

O médico e poeta italiano Francesco Redi foi um dos primeiros
a questionar a origem espontanea dos seres vivos. Tendo observado
o desenvolvimento de larvas e moscas em carne em decomposicao,
Redi, em 1668, concebeu uma série de experiéncias, todas
apontando para a mesma conclusdo: se as moscas sdo excluidas da
carne em decomposi¢do, as larvas ndo se desenvolvem. Na carne
exposta ao ar, no entanto, os ovos postos pelas moscas
desenvolvem-se em larvas. No entanto, em 1745, o apoio a geragdo
espontanea foi renovado com a publicacdo de An Account of Some
New Microscopical Discoveries pelo naturalista inglés e divino
catdlico romano John Turberville Needham. Needham descobriu

que um grande nimero de organismos se desenvolveu
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subsequentemente em infusdes preparadas de muitas substancias
diferentes que tinham sido expostas a calor intenso em tubos
selados durante 30 minutos. Assumindo que tal tratamento térmico
deve ter matado quaisquer organismos anteriores, Needham
explicou a presenca da nova populacdo com base na geragdo
espontdnea. As experiéncias pareciam irrefutdveis até que o
fisiologista italiano Lazzaro Spallanzani as repetiu e obteve
resultados contraditdrios. Ele publicou as suas descobertas por
volta de 1775, afirmando que Needham néo tinha aquecido os seus
tubos o tempo suficiente, nem os tinha selado de uma forma
satisfatoria. Embora os resultados de Spallanzani devessem ter sido
convincentes, Needham teve o apoio do influente naturalista
francés Buffon; por conseguinte, a questdo da gera¢do espontanea
permaneceu por resolver.

A morte da geracio espontinea

Depois de varias outras investigagdes ndo terem conseguido
resolver o problema, a Academia Francesa de Ciéncias ofereceu
um prémio de investigacdo que "langaria uma nova luz sobre a
questdo da geracgdo espontanea". Em resposta a esse desafio, Louis
Pasteur, que na altura era quimico, submeteu frascos contendo uma
solucdo de levedura agucarada a uma variedade de condigdes.
Pasteur foi capaz de demonstrar conclusivamente que quaisquer
microrganismos que se desenvolvessem em meios adequados

provinham de microrganismos no ar, ndo do proprio ar, como
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Needham tinha sugerido. O apoio as descobertas de Pasteur veio
em 1876 do fisico inglés John Tyndall, que concebeu um aparelho
para demonstrar que o ar tinha a capacidade de transportar
particulas em suspensdo. Como tal matéria no ar reflecte a luz
quando o ar ¢ iluminado em condig¢des especiais, o aparelho de
Tyndall podia ser utilizado para indicar quando o ar era puro.
Tyndall descobriu que ndo eram produzidos organismos quando o
ar puro era introduzido em meios capazes de suportar o
crescimento de microrganismos. Foram esses resultados,
juntamente com as descobertas de Pasteur, que puseram um fim a
doutrina da geragdo espontdnea. Quando mais tarde Pasteur
mostrou que 0s microrganismos progenitores geram apenas a sua
propria espécie, ele estabeleceu assim o estudo da microbiologia.
Além disso, ele ndo s6 conseguiu convencer o0 mundo cientifico de
que os micrdbios sdo seres vivos que provém de formas pré-
existentes, mas também mostrou que s2o um componente imenso
e variado do mundo organico, um conceito que deveria ter
implicacdes importantes para a ciéncia da ecologia. Além disso, ao
isolar varias espécies de bactérias e leveduras em diferentes meios
quimicos, Pasteur foi capaz de demonstrar que elas provocaram
mudangas quimicas de uma forma caracteristica e previsivel, dando
assim uma contribuicdo Unica para o estudo da fermentacgdo e para

a bioquimica.
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O desenvolvimento da teoria celular

Embora os microscopistas do século XVII tivessem feito
descri¢des detalhadas da estrutura vegetal e animal e embora
Hooke tivesse cunhado o termo célula para descrever os
compartimentos que tinha observado no tecido de cortica, as suas
observacdes careciam de uma unidade teorica subjacente. S em
1838 ¢ que o botanico alemdo Matthias Jacob Schleiden,
interessado na anatomia das plantas, declarou que "as plantas
inferiores s@o todas constituidas por uma célula, enquanto as
superiores sd30 compostas por (muitas) células individuais".
Quando o fisiologista alemdo Theodor Schwann, amigo de
Schleiden, alargou a teoria celular-para incluir os animais, ele
trouxe assim uma aproximac¢ao entre a botdnica e a zoologia. A
formagdo da teoria celular, todas as plantas e animais sdo
constituidos por células-marcou um grande avango conceptual em
biologia, e resultou numa atencdo renovada aos processos vivos

que prosseguem nas células.

Em 1846, depois de varios investigadores terem descrito o
movimento de fluxo do citoplasma em células vegetais, o botanico
alemdo Hugo von Mohl cunhou a palavra protoplasma para
designar a substancia viva da célula. O conceito de protoplasma
como a base fisica da vida levou ao desenvolvimento da fisiologia

celular.
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Uma outra extensao da teoria celular foi o desenvolvimento da
patologia celular pelo cientista alemdo Rudolf Virchow, que
estabeleceu a relago entre eventos anormais no corpo ¢ actividades
celulares invulgares. O trabalho de Virchow deu uma nova

direccdo ao estudo da patologia e resultou em avangos na medicina.

A descricdo detalhada da divis@o celular foi feita pelo citdlogo
vegetal alemdo Eduard Strasburger, que observou o processo
mitdtico nas células vegetais e demonstrou ainda que os nucleos
surgem apenas de nucleos pré-existentes. O trabalho paralelo em
mamiferos foi realizado pelo anatomista alemdo Walther
Flemming, que publicou as suas descobertas mais importantes em
Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung (*'Cell Substance, Nucleus and
Cell Division") em 1882.
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Figura (7): O desenvolvimento da teoria celular.

A teoria da evolucao

50



A medida que o conhecimento das formas vegetais e animais
acumuladas durante os séculos XVI, XVII e XVIII, alguns bidlogos
comecaram a especular sobre a ancestralidade desses organismos,
embora a opinido predominante fosse a promulgada por Linnaeus,
nomeadamente, a imutabilidade da espécie. Entre as primeiras
especulagdes expressas durante o século XVIII, o médico britanico
Erasmus Darwin (av6 de Charles Darwin), concluiu que as espécies
descendem de antepassados comuns e que existe uma luta pela
existéncia entre os animais. O bidlogo francés Jean-Baptiste
Lamarck, entre os mais importantes evolucionistas do século
XVIII, reconheceu o papel do isolamento na formacdo das
espécies; ele também viu a unidade na natureza e concebeu a ideia

da arvore evolucionaria.

Uma teoria completa da evolucdo ndo foi, contudo, anunciada
até a publicagdo, em 1859, de On the Origin of Species by Means
of Natural Selection or the Preservation of Favoured Races in the
Struggle for Life (Sobre a Origem das Espécies por Meios de
Selec¢do Natural ou Preservacdo das Ragas Favorecidas na Luta
pela Vida) de Charles Darwin. No seu livro Darwin declarou que
todas as criaturas vivas se multiplicam tdo rapidamente que se néo
fossem controladas, em breve sobrepovoariam o mundo. De acordo
com Darwin, as verificagdes do tamanho da populagdo sdo
mantidas pela competi¢cdo pelos meios de vida. Assim, se algum

membro de uma espécie diferir de alguma forma que o torne mais
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apto a sobreviver, entdo tera a vantagem de ser provavel que a sua
descendéncia se perpetue. O trabalho de Darwin reflecte a
influéncia do economista britdnico Thomas Robert Malthus, que
em 1838 publicou um ensaio sobre a populagdo, no qual alertava
que se os seres humanos se multiplicarem mais rapidamente do que
o seu abastecimento alimentar, a competicdo pela existéncia
resultard na competicdo pela existéncia. Darwin foi também
influenciado pelo geodlogo britanico Charles Lyell, que percebeu
pelos seus estudos de formagdes geoldgicas que a idade relativa dos
depositos podia ser estimada através da propor¢do de moluscos
vivos e extintos. Mas foi s6 depois das suas viagens a bordo do
Beagle (1831-36), durante as quais observou uma grande riqueza e
diversidade da fauna insular, que Darwin comegou a desenvolver a
sua teoria da evolucdo. Alfred Russel Wallace tinha chegado a
conclusdes semelhantes as de Darwin na sequéncia dos seus
estudos sobre plantas e animais no Arquipélago Malaio. Um breve
artigo sobre este assunto enviado por Wallace a Darwin resultou

finalmente na publicacdo das proprias teorias de Darwin.

Conceptualmente, a teoria era da maior importancia,
contabilizando como o fez para a forma¢do de novas espécies.
Apos a descoberta subsequente da base cromossdmica da heranca
¢ das leis da hereditariedade, pode-se constatar que a selec¢do
natural ndo envolve as alternativas bruscas de vida ou morte, mas

resulta da sobrevivéncia diferencial das variantes. Actualmente, o
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principio universal da selec¢do natural, que é o conceito central da

teoria de Darwin, esta firmemente estabelecido.

Importantes desenvolvimentos conceptuais e tecnologicos

Utilizando métodos modernos de investigagdo, tais como
difrac¢@o de raios X e microscopia electronica, para explorar niveis
de organizagdo celular para além do visivel com um microscéopio
de luz, a ultraestrutura da célula, foram produzidos novos conceitos
de fungdo celular. Como resultado, (0 estudo da organizacdo
molecular da célula teve um tremendo impacto na biologia durante
os séculos XX e XXI. Também levou directamente a convergéncia
de muitas disciplinas cientificas diferentes, a fim de adquirir uma

melhor compreensdo dos processos da vida.

Tecnologias como a sequenciagdo do ADN e a reac¢do em
cadeia da polimerase também foram desenvolvidas, permitindo que
os bidlogos se aproximassem dos planos genéticos que dao origem
aos organismos. As tecnologias de sequenciacdo de primeira
geracdo surgiram na década de 1970 e foram seguidas varias
décadas mais tarde pelas chamadas tecnologias de sequenciacao de
proxima geragdo, que eram superiores em velocidade e eficiéncia
de custos. A sequenciacdo da proxima geracdo forneceu aos

investigadores enormes quantidades de dados genéticos,
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tipicamente gigabases em tamanho (1 gigabase = 1.000.000.000 de
pares de bases de ADN). A bioinformatica que associava dados
bioldgicos com ferramentas e técnicas de anélise, armazenamento
e distribuicdo de dados, tornou-se uma parte cada vez mais
importante dos estudos biologicos, particularmente aqueles que

envolviam conjuntos muito grandes de dados genéticos.

Figura (8): Importantes desenvolvimentos conceptuais e

tecnolégicos.

Esta imagem computadorizada do antrax mostra as varias
relagdes estruturais de sete unidades dentro da proteina e demonstra
a interac¢do de uma droga (mostrada em amarelo) ligada a proteina
para bloquear a chamada unidade de factor letal. A bioinformatica

desempenha um papel importante ao permitir aos cientistas prever
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onde uma molécula de droga se ira ligar dentro de uma proteina,

dadas as estruturas individuais das moléculas.
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Figura (9): Importante nos desenvolvimentos conceptuais e

tecnolégicos do nocaute de genes.
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No knockout genético, um gene funcional ¢ substituido por um
gene inactivado que ¢ criado usando tecnologia de ADN
recombinante. Quando um gene ¢ "knock-out", o fenotipo mutante
resultante (caracteristicas observaveis) revela frequentemente a

fung@o bioldgica do gene.

Nos anos 90 e principios dos anos 2000, os investigadores de
todo o mundo reuniram-se cada vez mais em consdrcios e outros
grupos de colaboragdo para realizar grandes feitos em biologia. O
primeiro grande sucesso desses esfor¢os-foi a sequenciacdo do
genoma humano, que foi realizada através do Projecto Genoma
Humano (HGP). O HGP teve inicio em 1990, apoiado pelo
Departamento de Energia dos EUA e pelos Institutos Nacionais de
Saude (NIH). Os investigadores do NIH associaram-se mais tarde
a Celera Genomics, uma empresa do sector privado, e o projecto
foi concluido em 2003. Outros projectos de colaboragdo seguiram-
se rapidamente, incluindo o Projecto Internacional HapMap, um
resultado do HGP, e o Projecto 1000 Genomes, que se baseou em

dados do esfor¢o HapMap.

Os séculos XX e XXI também assistiram a grandes avangos em
areas da biologia que lidam com os ecossistemas, o ambiente ¢ a
conservacdo. No século XX, os cientistas perceberam que os seres

humanos sio tdo dependentes dos recursos naturais da Terra como
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os outros animais. Contudo, os humanos estavam a contribuir para
a destruicdo progressiva do ambiente, em parte devido a um
aumento da pressdo populacional e a certos avangos tecnologicos.
Os avancos da medicina, por exemplo, permitiram as pessoas viver
mais tempo e resultaram numa queda dramatica nas taxas de
mortalidade  (principalmente nos paises desenvolvidos),
contribuindo para um aumento explosivo da populagdo humana. Os
contaminantes quimicos introduzidos no ambiente por processos
de fabrico, pesticidas, emissdoes de automoveis, € outros meios,
puseram seriamente em perigo todas as formas de vida. Assim, os
biologos comegaram a prestar muito mais atencao as relacdes dos
seres vivos entre si, bem como aos seus ambientes bioticos e

abidticos.

O crescente significado das alteragdes climaticas e o seu impacto
nos ecossistemas alimentaram os avangos na ecologia, bem como
o desenvolvimento de campos como a biologia da conservagio e a
genética da conservacdo. Como em quase todas as outras areas da
biologia, a biologia molecular veio a cumprir um papel importante
nesses campos, com técnicas como a sequenciacdo de todo o
genoma a serem utilizadas para recolher informagdes sobre a
diversidade genética das populagdes de espécies ameacadas e
técnicas como a clonagem e a edigdo do genoma, aumentando a
possibilidade de um dia ressuscitar espécies extintas (um processo

conhecido como de-extin¢do). A informacdo sobre as sequéncias
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de ADN de uma vasta gama de espécies também ajudou ao
progresso na compreensdo da evolucdo e da sistematica pelos
cientistas (o estudo das relagdes evolutivas e a diversificagdo da

vida).

Trabalho intradisciplinar e interdisciplinar

No século XXI, existiam muitas categorias importantes nas
ciéncias biologicas e, por conseguinte, numerosas especialidades
dentro dos campos. A boténica, zoologia e microbiologia tratavam
de tipos de organismos e das suas relagdes entre si. Tais disciplinas
tinham sido h4d muito subdivididas em categorias mais
especializadas, por exemplo, ictiologia, estudo de peixes, e
algologia, estudo de algas. Disciplinas como a embriologia e
fisiologia que tratavam do’ desenvolvimento e fungdo de um
organismo, foram ainda mais divididas de acordo com o tipo de
organismo estudado, por exemplo, a embriologia invertebrada e a
fisiologia dos mamiferos. Muitos desenvolvimentos em fisiologia
e embriologia resultaram de estudos em biologia celular, biofisica,
e bioquimica. Do mesmo modo, a investigagdo em fisiologia
celular e citoquimica, juntamente com estudos ultra-estruturais,
ajudou os cientistas a correlacionar a estrutura celular com a
fungdo. A ecologia, que se centrou nas relagdes entre os
organismos e o seu ambiente, incluiu tanto as caracteristicas fisicas

do ambiente como outros organismos que podem competir por
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alimento e abrigo. A énfase em diferentes ambientes e certas
caracteristicas dos organismos resultou na subdivisdo do campo em
varias especialidades, tais como a ecologia da 4gua doce, a ecologia

marinha e a ecologia populacional.

individual forest patch

cluster of forest patches

greater patch mosiac f z
e

Figura (10): Trabalho intradisciplinar e interdisciplinar.

Escala em estudos ecologicos

Uma mancha florestal aninhada dentro de um mosaico de

paisagem.

Muitas areas de estudo nas ciéncias bioldgicas atravessam as
fronteiras que tradicionalmente separavam os varios ramos das
ciéncias. Na biofisica, por exemplo, os investigadores aplicam os
principios e métodos da fisica para investigar e encontrar solugdes
para os problemas da biologia. Bidlogos evoluciondrios e
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paleontologistas estdo familiarizados com os principios da
geologia e podem mesmo trabalhar de perto com gedlogos
enquanto tentam determinar a idade dos restos bioldgicos. Da
mesma forma, antropdlogos e arquedlogos aplicam o
conhecimento da cultura humana e da sociedade as descobertas
bioldgicas, a fim de compreenderem melhor a humanidade. A
astrobiologia surgiu através das actividades dos cientistas e
engenheiros preocupados com a exploragdo do espago. Como
resultado, o campo da biologia tem recebido e contribuido para
muitas outras disciplinas, tanto no campo das ciéncias humanas

como no das ciéncias.

Ao longo dos séculos XX e XXI,'a medida que a biologia se foi
interligando cada vez mais com outras areas da ciéncia, passou
também a abranger uma série de disciplinas em si. Em algumas
dessas disciplinas, foram reconhecidos multiplos niveis de
organizag¢do - por exemplo, biologia populacional (o estudo das
populacdes de seres vivos) e biologia do organismo (o estudo de
todo o organismo) e biologia celular e biologia molecular. Na
segunda metade do século XX, a biologia molecular gerou ainda
mais disciplinas, e o advento da gendmica levou a emergéncia de
subdisciplinas  sofisticadas, tais como a gendmica do
desenvolvimento e a gendmica funcional. A genética continuou a
expandir-se, dando origem a novas areas, tais como a genética de

conservacdo. Apesar do seu ambito diversificado, contudo, no
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século XXI, muitas areas das ciéncias biologicas continuaram a
recorrer a principios e ideias unificadoras comuns, particularmente
as que eram centrais para a taxonomia, genética, e evolucdo.

Susan Heyner JoshiEdna R. GreenKara Rogers.

Mudanca de valores sociais e cientificos

Nos séculos XX e XXI, o papel dos bidlogos na sociedade, bem
como a sua responsabilidade moral e ética na descoberta e
desenvolvimento de novas ideias, levaram a uma reavaliacdo dos
sistemas de valores sociais e cientificos individuais. Os cientistas
ndo podem dar-se ao luxo de ignorar as consequéncias das suas
descobertas; estdo tdo preocupados com a possivel ma utilizagdo
das suas descobertas como com a investigagdo basica em que estdo
envolvidos. No século XX, o papel social e politico emergente do
bidlogo e de todos os outros cientistas exigia uma ponderacdo de
valores que ndo podia ser feita com a exactidao ou objectividade
de uma balanca laboratorial. Como membros da sociedade, tornou-
se necessario que os bidlogos redefinissem as suas obrigacdes e
fungdes sociais, particularmente no dominio do julgamento de
problemas éticos, tais como o controlo humano do ambiente ou a
manipulacdo de genes para orientar um maior desenvolvimento

evolutivo.

Lidar com os problemas do futuro
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De particular consequéncia nas ciéncias bioldgicas foi o
desenvolvimento da engenharia genética. Em casos de deficiéncias
genéticas e doengas, a engenharia genética abriu a possibilidade de
corrigir defeitos genéticos para restaurar a funcdo fisiologica,
melhorando potencialmente a qualidade de vida dos pacientes. A
terapia genética, na qual um gene normal seria introduzido no
genoma de um individuo a fim de reparar uma mutacdo causadora
de doencga, era um meio através do qual os investigadores podiam
potencialmente alcangar esse objectivo. No entanto, as
possibilidades de utilizagdo abusiva da engenharia genética eram
vastas. Havia uma preocupacio significativa, por exemplo, sobre
os organismos geneticamente modificados, particularmente as
culturas modificadas, e os seus impactos na saide humana e
ambiental. A emergéncia detecnologias de clonagem, incluindo a
transferéncia nuclear de células somaticas, também suscitou
preocupagdes. A Declaragdo sobre Clonagem Humana aprovada
em 2005 pelas Nagdes Unidas apelou aos Estados membros para
que proibissem a clonagem de seres humanos, embora deixasse em

aberto a prossecuc¢do da clonagem terapéutica.

Do mesmo modo, em 2015, os investigadores que tinham
desenvolvido tecnologias de edi¢do genética, que permitiram aos
cientistas personalizar a composi¢do genética de um organismo
alterando bases especificas na sua sequéncia de ADN, apelaram a

uma moratoria sobre a aplicacdo das tecnologias nos seres
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humanos. Os impactos da edigdo genética sobre a genética humana
eram desconhecidos, e ndo existiam regulamentos para orientar a
sua utilizag@o. De facto, na auséncia de regulamentacdo rigorosa,
um cientista chinés avancou com a edicdo de genes em humanos,
em finais de 2018 reivindicando o nascimento dos primeiros bebés
do mundo portadores dos genomas editados. O cientista alegou ter
editado embrides humanos para desactivar um gene que
normalmente facilita a entrada do VIH nas células; os embrides
foram entdo implantados numa mulher e levados a termo.
Entretanto, os investigadores nos Estados Unidos tentaram utilizar
a edicdo de genes para alterar genes no esperma humano, o que
permitiria que os genes editados fossem transmitidos as geracdes
seguintes. Em particular, os investigadores procuraram alterar
genes que aumentam o risco de certos tipos de cancro, com o
objectivo de reduzir o risco de cancro na descendéncia. O debate
sobre a edicdo de genes renovou discussdes anteriores sobre 0s
impactos ¢éticos e sociais da engenharia genética nos seres
humanos, especialmente o seu potencial para ser utilizado para

alterar tragos como a inteligéncia e a aparéncia.

Outros desafios enfrentados pelos bidlogos incluiram a procura
de formas de conter a polui¢do ambiental sem interferir nos
esforcos para melhorar a qualidade de vida da humanidade.
Contribuir para o problema da polui¢@o era o problema do excesso

de populagdo humana. Um aumento da populagdo humana global
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tinha colocado maiores exigéncias a terra, especialmente na area da
producdo alimentar, e tinha exigido aumentos nas operagdes da
industria moderna, cujos produtos residuais contribuiram para a
poluicdo do ar, agua e solo. Para encontrar solugdes para o
aquecimento global, polui¢do e outros problemas ambientais, os
bidlogos trabalharam com cientistas sociais € outros membros da
sociedade a fim de determinar os requisitos necessarios para a
manutencdo de um planeta saudavel e produtivo. Pois embora
muitos dos problemas presentes e futuros da humanidade possam
parecer ser essencialmente de natureza social, politica ou
econdmica, tém ramificagdes biologicas que podem afectar a

propria existéncia da propria vida.
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1-1 Tipos de células
Células

A teoria celular afirma que as células sdo as unidades
fundamentais da vida, que todos os seres vivos sdo compostos por
uma ou mais células, e que todas as células surgem de células
preexistentes através da divisdo celular. A maioria das células sdo
muito pequenas, com didmetros que variam entre 1 e 100
micrometros e, portanto, s6 sdo visiveis sob um microscopio de luz
ou de electrdes. Existem geralmente dois tipos de células: as células
eucaridticas, que contém um nucleo, e as células procaridticas, que
ndo o contém. As procariotas sdo organismos unicelulares, tais
como bactérias, enquanto que as eucariotas podem ser unicelulares
ou multicelulares. Em organismos multicelulares, cada célula do
corpo do organismo ¢ derivada em ultima analise de uma unica

célula de um ovulo fertilizado.

Estrutura celular

Cada célula esta fechada dentro de uma membrana celular que
separa o seu citoplasma do espago extracelular. Uma membrana
celular consiste num bocal lipidico, incluindo colesterois que se
encontram entre os fosfolipidos para manter a sua fluidez a varias
temperaturas. As membranas celulares sd3o semipermeaveis,

permitindo a passagem de pequenas moléculas tais como oxigénio,
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diéxido de carbono, e dgua, enquanto restringem o movimento de
moléculas maiores e particulas carregadas tais como ides. As
membranas celulares também contém proteinas de membrana,
incluindo proteinas de membrana integral que atravessam a
membrana servindo como transportadores de membrana, e
proteinas periféricas que se ligam frouxamente ao lado externo da
membrana celular, actuando como enzimas que moldam a célula.
As membranas celulares estdo envolvidas em varios processos
celulares tais como a adesdo celular, armazenamento de energia
eléctrica, e sinalizagdo celular e servem como superficie de ligagcao
para varias estruturas extracelulares tais como uma parede celular,

glicocalyx, e citoesqueleto.

Figura (11): Estrutura celular.
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Dentro do citoplasma de uma célula, existem muitas
biomoléculas, tais como proteinas e acidos nucleicos.[**! Além das
biomoléculas, as células eucarioticas t€m estruturas especializadas
chamadas organelas que tém as suas proprias camadas lipidicas ou
sdo unidades espaciais. Estas organelas incluem o nticleo celular,
que contém a informacdo genética de uma célula, ou mitocondria,
que gera trifosfato de adenosina (ATP) para alimentar os processos
celulares. Outras organelas como o reticulo endoplasmatico e o
aparelho de Golgi desempenham um papel na sintese e no
acondicionamento de proteinas, respectivamente. Biomoleculas
como as proteinas podem ser engolidas por lisossomas, outra
organela especializada. As células vegetais tém organelas
adicionais que as distinguem das: células animais, tais como uma

parede celular, cloroplastos, ¢ vacuole.

Metabolismo

Todas as células necessitam de energia para sustentar os
processos celulares. Energia ¢ a capacidade de fazer trabalho, que,
em termodinamica, pode ser calculada utilizando energia livre de
Gibbs. De acordo com a primeira lei da termodinamica, a energia
¢ conservada, ou seja, nao pode ser criada ou destruida. Por
conseguinte, as reac¢des quimicas numa célula ndo criam nova
energia, mas estdo envolvidas na transformagao e transferéncia de

energia. No entanto, todas as transferéncias de energia conduzem a

67



alguma perda de energia utilizavel, o que aumenta a entropia (ou
estado de desordem), tal como estabelecido pela segunda lei da
termodinamica. Como resultado, um organismo requer uma
entrada continua de energia para manter um baixo estado de
entropia. Nas células, a energia pode ser transferida como electrdes
durante reac¢des redox (redugdo-oxidagdo), armazenada em
ligacdes covalentes e gerada pelo movimento de ides (por exemplo,

hidrogénio, sddio, potassio) através de uma membrana.

Metabolismo € o conjunto de reac¢des quimicas que sustentam
a vida nos organismos. Os trés principais objectivos do
metabolismo s3o: a conversdo de alimentos em energia para
executar processos celulares; a conversao de
alimentos/combustiveis em blocos de constru¢do para proteinas,
lipidos, &cidos nucleicos,. e alguns hidratos de carbono; e a
eliminag@o de residuos metabolicos. Estas reac¢des catalisadas por
enzimas permitem aos organismos crescer e reproduzir-se, manter
as suas estruturas e responder aos seus ambientes. As reacc¢des
metabdlicas podem ser categorizadas como catabdlicas, a
decomposi¢ao de compostos (por exemplo, a decomposicdo da
glicose para piruvitar pela respiracdo celular); ou anabdlicas, a
acumulacdo (sintese) de compostos (tais como proteinas, hidratos
de carbono, lipidos e d4cidos nucleicos). Normalmente, o

catabolismo liberta energia, ¢ o anabolismo consome energia.
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As reac¢des quimicas do metabolismo estdo organizadas em vias
metabolicas, nas quais uma substincia quimica ¢ transformada
através de uma série de etapas em outra substancia quimica, sendo
cada etapa facilitada por uma enzima especifica. As enzimas sdo
cruciais para o metabolismo porque permitem que 0s organismos
conduzam reac¢des desejaveis que requerem energia que nao
ocorrerdo por si so, associando-as a reacgdes espontaneas que
libertam energia. As enzimas actuam como catalisadores,
permitem que uma reac¢do prossiga mais rapidamente sem ser
consumida por ela, reduzindo a quantidade de energia de activagdo
necessaria para converter os reagentes em produtos. As enzimas
também permitem a regulacdo da taxa de uma reaccido metabdlica,
por exemplo em resposta a mudancas no ambiente da célula ou a

sinais de outras células.
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Figura (12): Metabolismo.

Respiracio celular

Citric Arid Cycle ﬁnnmm\
/

Glycalysis in the Cytoplazm
inthe

CEED . Mimchondia

Figura (13): Respiracio numa célula eucaridtica

70



A respiragdo celular € um conjunto de reacgdes e processos
metabdlicos que ocorrem nas células dos organismos para
converter a energia quimica dos nutrientes em trifosfato de
adenosina (ATP), e depois libertar produtos residuais. As reacgdes
envolvidas na respiragdo sdo reacgdes catabolicas, que quebram
moléculas grandes em moléculas mais pequenas, libertando
energia porque ligagdes fracas de alta energia, em particular no
oxigénio molecular, sdo substituidas por ligagdes mais fortes nos
produtos. A respiragdo ¢ uma das principais formas de uma célula
libertar energia quimica para alimentar.a actividade celular. A
reaccdo global ocorre numa série de etapas bioquimicas, algumas
das quais s@o reacc¢des redox. Embora a respiragcdo celular seja
tecnicamente uma reac¢do~<de combustdo, ndo se assemelha
claramente a uma quando. ocorre numa célula devido a libertagcdo

lenta e controlada de energia da série de reacgoes.

O acgtcar sob a forma de glucose € o principal nutriente utilizado
pelas células animais e vegetais na respirag@o. A respiragdo celular
envolvendo oxigénio ¢ chamada respiragdo aerobica, que tem
quatro fases: glicdlise, ciclo do acido citrico (ou ciclo de Krebs),
cadeia de transporte de electrdes, e fosforilacdo oxidativa. A
glicdlise € um processo metabdlico que ocorre no citoplasma em
que a glucose ¢ convertida em dois pirtivatos, com duas moléculas

liquidas de ATP a serem produzidas ao mesmo tempo. Cada
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piruvato é depois oxidado em acetil-CoA pelo complexo de
piruvato desidrogenase, que também gera NADH e didxido de
carbono. A acetil-Coa entra no ciclo do acido citrico, que tem lugar
no interior da matriz mitocondrial. No final do ciclo, o rendimento
total de 1 glucose (ou 2 pirtivas) ¢ de 6 NADH, 2 FADHz , ¢ 2
moléculas de ATP. Finalmente, a fase seguinte ¢ a fosforilagdo
oxidativa, que em eucariotas, ocorre na crista mitocondrial. A
fosforilacdo oxidativa compreende a cadeia de transporte de
electroes, que ¢ uma série de quatro complexos proteicos que
transferem electrdes de um complexo para outro, libertando assim
energia de NADH e FADH: que € acoplada ao bombeamento de
protdes (ides de hidrogénio) através da membrana mitocondrial
interna (quimiossimose), que gera uma for¢a motriz de protdes.[>”
A energia da for¢a motriz do protdo impulsiona a enzima ATP
synthase para sintetizar:mais ATP através da fosforilizacdo dos
ADPs. A transferéncia de electrdes termina com o oxigénio

molecular a ser o ultimo aceitador de electrdes.

Se ndo houvesse oxigénio, o piruvato ndo seria metabolizado
pela respiragdo celular, mas sim submetido a um processo de
fermentacdo. O piruvato ndo ¢ transportado para a mitocondria,
mas permanece no citoplasma, onde ¢ convertido em produtos
residuais que podem ser removidos da célula. Isto serve o propdsito
de oxidar os portadores de electrdes para que possam realizar

novamente a glicolise e remover o excesso de piruvato. A
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fermentagdo oxida NADH a NAD™ para que possa ser reutilizada
na glicolise. Na auséncia de oxigénio, a fermentagcdo impede a
acumulagdo de NADH no citoplasma e fornece NAD™ para a
glicolise. Este produto residual varia em fun¢do do organismo. Nos
musculos esqueléticos, o produto residual é acido lactico. Este tipo
de fermentagdo ¢ chamado fermentagdo com &cido lactico. No
exercicio extenuante, quando as necessidades energéticas excedem
o fornecimento de energia, a cadeia respiratdria ndo pode processar
todos os atomos de hidrogénio unidos pelo NADH. Durante a
glicolise anaerdbica, o NAD" regenera quando os pares de
hidrogénio se combinam com o piruvio para formar o lactato. A
formacdo de lactato ¢ catalisada pela desidrogenase lactica numa
reacgdo reversivel. O lactato também pode ser utilizado como um
precursor indirecto do glicogénio hepatico. Durante a recuperacao,
quando o oxigénio se torna disponivel, o NAD" liga-se ao
hidrogénio do lactato para formar o ATP. Na levedura, os produtos
residuais sdo o etanol e o dioxido de carbono. Este tipo de
fermentacdo ¢ conhecido como fermentacdo alcoolica ou etanol. O
ATP gerado neste processo € feito por fosforilagdo ao nivel do

substrato, que ndo necessita de oxigénio.
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Glycolysis in the Cytoplasm
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Figura (14): Respiracdo numa célula eucaridtica.
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Sinalizacio celular

A comunicagdo celular (ou sinalizagdo) ¢ a capacidade das
células de receber, processar e transmitir sinais com o seu ambiente
e consigo proprias. Os sinais podem ser ndo quimicos, tais como
luz, impulsos eléctricos e calor, ou sinais quimicos (ou ligandos)
que interagem com os receptores, que podem ser encontrados
embutidos na membrana celular de outra célula ou localizados no
interior de uma célula. Existem geralmente quatro tipos de sinais
quimicos: autocrina, pardcrina, justacrina, e hormonas.’®! Na

sinalizagdo autdcrina, o ligando afecta a mesma célula que o
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liberta. As células tumorais, por exemplo, podem reproduzir-se de
forma incontroldvel porque libertam sinais que iniciam a sua
propria auto-divisdo. Na sinalizacdo paracrina, o ligando difunde-
se para as células proximas e afecta-as. Por exemplo, as células
cerebrais chamadas neurdnios libertam ligandos chamados
neurotransmissores que se difundem através de uma fenda
sinaptica para se ligarem com um receptor numa célula adjacente,
tal como outro neurdénio ou célula muscular. Na sinalizagcdo
justacrina, ha contacto directo entre as células de sinalizagdo e de
resposta. Finalmente, as hormonas s@o ligandos que viajam através
dos sistemas circulatorios de animais ou sistemas vasculares de
plantas para alcancar as suas células alvo. Uma vez que um ligando
se liga com um receptor, pode influenciar o comportamento de
outra célula, dependendo do. tipo de receptor. Por exemplo, os
neurotransmissores que se ligam com um receptor inotrdpico
podem alterar a excitabilidade de uma célula-alvo. Outros tipos de
receptores incluem receptores de proteina cinase, por exemplo,
receptor para a hormona insulina e receptores acoplados a proteina
G. A activagdo de receptores acoplados a proteina G pode iniciar
segundas cascatas de mensageiros. O processo pelo qual um sinal
quimico ou fisico ¢ transmitido através de uma célula, como uma

série de eventos moleculares, ¢ chamado de transdugao de sinal.
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Ciclo celular

O ciclo celular é uma série de eventos que tém lugar numa célula
que a divide em duas células filhas. Estes eventos incluem a
duplicagdo do seu ADN e algumas das suas organelas, ¢ a
subsequente divisao do seu citoplasma em duas células filhas, num
processo chamado divisdo celular. Em eucariotas (ou seja, células
animais, vegetais, fingicas e protistas), existem dois tipos distintos
de divisdo celular: mitose e meiose.[”) A mitose faz parte do ciclo
celular, no qual os cromossomas replicados sdo separados em dois
novos nucleos. A divisdo celular d4 origem a células geneticamente
idénticas, nas quais o numero total de cromossomas ¢ mantido. Em
geral, a mitose (divisao do nucleo) € precedida pela fase S da
interfase (durante a qual o ADN ¢ replicado) e ¢ frequentemente
seguida pela telophase e citoquinese; que divide o citoplasma,
organelas e membrana celular de uma célula em duas novas células
contendo partes aproximadamente iguais destes componentes
celulares. As diferentes fases da mitose, todas juntas, definem a
fase mitotica de um ciclo celular animal, a divisdo da célula mae

6110 ciclo celular é

em duas células filhas geneticamente idénticas.
um processo vital pelo qual um o6vulo fertilizado unicelular se
desenvolve num organismo maduro, bem como o processo pelo
qual o pélo, a pele, as células sanguineas, e alguns 6rgdos internos
sdo renovados. Apds a divisdo celular, cada uma das células filhas

inicia a interfase de um novo ciclo. Em contraste com a mitose, a

76



meiose resulta em quatro células filhas haploides, ao serem
submetidas a uma ronda de replicacdo de ADN seguida de duas
divisdes. Os cromossomas homologos sdo separados na primeira
divisdo (meiose I), e os cromatideos irmdos sdo separados na
segunda divisdo (meiose II). Ambos estes ciclos de divisao celular
sdo utilizados no processo de reproducdo sexual em algum
momento do seu ciclo de vida. Acredita-se que ambos estejam

presentes no ultimo ancestral comum eucariotico.

Os procariotas, p. ex. arcaicas e bactérias também podem ser
submetidos a divisdo celular (ou fiss@o binaria). Ao contrario dos
processos de mitose € meiose em eucariotas, a fissdo binaria ocorre
em procariotas sem a formagdo de um aparelho de fuso na célula.
Antes da fissdo binaria, o ADN na bactéria é bem enroscado.
Depois de desenrolado e duplicado, ¢ puxado para os polos
separados da bactéria a medida que aumenta o tamanho para se
preparar para a fissdo. O crescimento de uma nova parede celular
comeca a separar a bactéria (desencadeado pela polimerizacdo FtsZ
e formacdo do "anel Z"). A nova parede celular (septo) desenvolve-
se totalmente, resultando na separacdo completa da bactéria. As
novas células filhas tém hastes de ADN bem enroladas, ribossomas

e plasmideos.
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Figura (15): Ciclo celular.

Na meiose, os cromossomas  duplicados e os cromossomas
homologos trocam informagdo genética durante a meiose [. As
células filhas dividem-se novamente na meiose Il para formar

gametas haploides.

Phylogenies
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Figura (16): Arvore filogenética mostrando os dominios de

bactérias, arquebactérias e eucariotas.

Uma filogenia é uma histéria evolutiva de um grupo especifico
de organismos ou dos seus genes. Uma filogenia pode ser
representada usando uma arvore filogenética, que é um diagrama
mostrando linhas de descendéncia entre organismos ou 0s seus
genes. Cada linha tracada no eixo temporal de uma &rvore
representa uma linhagem de descendentes de uma determinada
espécie ou populagdo. Quando uma linhagem se divide em duas, ¢
representada como um né ou divisdo na arvore filogenética. Quanto
mais divisdes houver ao longo do tempo, mais ramos havera na
arvore, sendo o antepassado comum de todos os organismos dessa
arvore representado pela raiz dessa arvore. As arvores filogenéticas
podem retratar a historia evolutiva de todas as formas de vida, um
grande grupo evolutivo, por exemplo, insectos ou um grupo ainda
mais pequeno de espécies intimamente relacionadas. Dentro de
uma arvore, qualquer grupo de espécies designado por um nome ¢
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um taxon, por exemplo, humanos, primatas, mamiferos ou
vertebrados e um tdxon que consiste em todos os seus descendentes
evolutivos € um clade, também conhecido como um taxon
monofilético. As espécies estreitamente relacionadas sdo referidas
como espécies irmas e os clades estreitamente relacionados sdo
clades irmdos. Ao contrario de um grupo monofilético, um grupo
polifilético ndo inclui o seu antepassado comum, enquanto que um
grupo parafilético n3o inclui todos os descendentes de um

antepassado comum.

As arvores filogenéticas sdo a base para comparar e agrupar
diferentes espécies. Diferentes espécies que partilham uma
caracteristica herdada de um antepassado comum s3o descritas
como tendo caracteristicas ~homodlogas. As caracteristicas
homologas podem ser quaisquer caracteristicas hereditarias tais
como sequéncia de ADN, estruturas proteicas, caracteristicas
anatomicas, e padroes de comportamento. Uma coluna vertebral ¢
um exemplo de uma caracteristica homologa partilhada por todos
os animais vertebrados. Tragos que tém uma forma ou fungao
semelhante, mas que ndo foram derivados de um antepassado
comum, sdo descritos como tragos analogos. As filogenias podem
ser reconstruidas para um grupo de organismos de interesses
primarios, que sdo chamados de ingroup. Uma espécie ou grupo
que esta intimamente relacionado com o ingroup mas que estd

filogenéticamente fora dele ¢ chamado o outgroup, que serve de
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ponto de referéncia na arvore. A raiz da arvore situa-se entre o
ingroupo e o outgroup quando as arvores filogenéticas s@o
reconstruidas, podem ser geradas multiplas arvores com diferentes
histérias evolutivas. Com base no principio de Parsimony (ou
navalha de Occam), a arvore que ¢ favorecida é a que tem menos
mudancas evolutivas a serem assumidas sobre todos os tragos em
todos os grupos. Os algoritmos computacionais podem ser
utilizados para determinar como uma arvore pode ter evoluido dada

a evidéncia.

Phylogeny fornece a base da classificacdo biologica, que se
baseia na taxonomia Linnacan que foi desenvolvida por Carl

(171 Este sistema de classificacio ¢

Linnaeus no século XVIII.
baseado na classificagdo, sendo-a classificagdo mais elevada o
dominio seguido pelo reino,. filo, classe, ordem, familia, género e
espécie. Todos os organismos podem ser classificados como
pertencendo a um de trés dominios: Archaea (originalmente
Archaebacteria); bactérias (originalmente eubacteria), ou eukarya
(inclui os reinos protista, fungo, vegetal, e animal). Uma
nomenclatura binomial ¢ utilizada para classificar as diferentes
espécies. Com base neste sistema, a cada espécie sdo dados dois
nomes, um para o seu género e outro para a sua espécie. Por

exemplo, os seres humanos sdo Homo sapiens, sendo o Homo o

género e os sapiens a espécie. Por convencdo, os nomes cientificos
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dos organismos estdo em italico, com apenas a primeira letra do

género em maiusculas.

Bacteria Archaea Eukaryota
. . Slime !
Spirochetes Chloroflexi Entamoebas malds Animals
Gram- Methanosarcina Fungi
positives | Methanobacterium | Haloarchasa
Plants

Methanococous

Protecbacteria
Ciliates

Cyanobacteria
Flagellates

Prrodicticum
Trichomonads
Microsporidia

Thermotoga
Diplomonads

Figura (17): Arvore filogenética mostrando os dominios de

bactérias, arquebactérias e eucariotas
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Célula A-Eukaryotic

Uma célula eucaridtica contém organelas ligadas & membrana,
tais como um nucleo, mitocondrias e um reticulo endoplasmatico.
Os organismos baseados na célula eucaridtica incluem
protozodrios, fungos, plantas, e animais. Estes organismos estdo
agrupados no dominio bioldgico Eukaryota. As células eucarioticas
s@0 maiores e mais complexas do que as c€lulas procaridticas

encontradas nos dominios da Archaea e das Bactérias.

Uma célula eucariotica ¢ um de dois tipos diferentes de células.
Os organismos que s3o baseados na. célula eucaridtica sdo
chamados "eucariotas" e incluem plantas, animais, fungos, e
protistas. Os Unicos organismos: que ndo se baseiam na célula
eucaridtica sdo organismos. baseados numa estrutura celular
procariotica. Esses organismos encontram-se nos dominios da
Archaeca e das Bactérias. Existem varias diferengas entre uma
célula eucariotica e uma célula procariotica que podem ajuda-lo a

compreender plenamente o que torna uma célula eucariotica.

Célula eucariotica vs Célula procariotica

A diferenca entre uma célula eucaridtica ¢ uma célula
procariotica é simples: as células eucaridticas tém organelas
ligadas a membrana. Dentro de uma célula procariotica (tal como

uma bactéria) o ADN flutua simplesmente em torno do citoplasma

83



enquanto que as células procaridticas tém um tipo de organela

(ribossomas), estas organelas ndo sdo cobertas por uma membrana

plasmatica.
Eukaryotic cell Prokaryotic cell
Nucleus Capsule
Ribosomes \ /
,\ J——i ey Ribosomes
Soig) __DNA
complex ™~ |
! “[-—Cellwall
Endoplasmic |
reticulum / .J
Plasma — /" Plasma
membrane membrane
Mitochondria
Cytoplasm Cytoplasm

Lysosome

Eukaryotic Cell vs Prokaryotic Cell

Figura (18): Célula eucariotica vs Célula procariotica

Pelo contrario, as células eucaridticas estdo cheias de organelas
de membrana que dividem a célula em muitos compartimentos
diferentes. O nucleo aloja 0 ADN. O reticulo endoplasmatico cria
muitas cadmaras para realizar reac¢des bioquimicas especificas. O
aparelho Golgi dobra e acondiciona varias proteinas e produtos
celulares. Os lisossomas armazenam enzimas digestivas para

decompor os alimentos recebidos. Além disso, as células
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eucaridticas contém mitocondrias para criar moléculas de ATP a
partir da glucose e cloroplastos para criar glucose a partir da luz

solar (apenas em plantas e algas).

Caracteristicas de uma Célula Eukaryotic

As células eucaridticas contém uma variedade de organelas, que
desempenham varias func¢des dentro da célula (descritas em
detalhe, abaixo). Todas as organelas sdo estabilizadas e recebem
apoio fisico através do citoesqueleto, que também esta envolvido
no envio de sinais de uma parte da célula para a outra. Nas células
eucaridticas, o citoesqueleto ¢ composto principalmente de trés
tipos de filamentos: microtubos, microfilamentos, e filamentos
intermediarios. A solugdo aquosa que envolve todas as organelas

da célula é chamada citosol.
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ANATOMY OF A CELL

NUCLEUS
NUCLEAR ENVELOPE
NUCLEOWS
ROUGH ENDOPLASMIC CHROMATIN
RETICULUM Y NUCLEAR PORE

RIBOSOMES

SMOOTH ENDOPLASMIC
RETICULUM

PLASMA MEMBRANE
MITOCHONDRION

SECRETION FROM THE CELL

SECRETORY VESICLE

LYSOSOME

Figura (19): Caracteristicas de uma Célula Eukaryotic

O ciclo da célula ¢ o ciclo de vida de uma célula. Durante este
ciclo, ele cresce e divide-se. Existem pontos de controlo entre todas
as fases para que as proteinas possam determinar se a célula esta

pronta para iniciar a fase seguinte do ciclo.
Mitose (M)

A mitose, ou fase M, ¢é quando a célula comeca a organizar o seu
ADN duplicado para separagdo em duas células filhas. Os
cromossomas separam-se de modo a que um de cada cromossoma
va para cada célula filha. Isto faz com que as células filhas tenham
cromossomas idénticos aos da célula mae. A propria mitose ¢é

dividida em profase, metafase, anafase e telofase. Cada fase marca
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varios pontos no processo de separagdo do ADN. A mitose ¢ entdo
seguida por um processo chamado citocinese, durante o qual a
célula separa os seus nucleos e outras organelas em preparagao para

a divisdo e depois divide-se fisicamente em duas células.
Célula vegetal

As células vegetais sdo unicas entre as células eucarioticas por
varias razoes. Tém paredes celulares reforgadas, relativamente
espessas, feitas de celulose que ajudam a manter o suporte
estrutural na planta. Cada célula vegetal tem um grande vactiolo no
centro que lhe permite manter a pressdo turgor. A pressdo turgor
resulta da 4gua num vacuolo central empurrando para fora nas
paredes das células. As células vegetais contém também organelas
chamadas cloroplastos que’ contém a molécula clorofila. Esta
importante molécula ¢ utilizada no processo de fotossintese, que ¢
como as plantas produzem agucar utilizando a energia encontrada

na luz.
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%
Figura (20): As células vegetais sdo céﬁlas eucarioticas.

Células Fungicas <&
\2\0

Tal como as células ve éﬁs, as células fingicas também tém
uma parede celular, ndg@ a sua parede celular ¢ feita de quitina (a
mesma substancia encontrada nos exosqueletos de insectos).
Alguns fungos tém septos, que sdo buracos que permitem a
passagem de organelas e citoplasma entre eles. Isto torna os limites
entre as diferentes células menos claros. A maioria dos fungos vive
no subsolo ou em matéria organica em decomposi¢do, onde a rede

micelial pode conter milhdes de células interligadas.
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Fungal cells often share cytoplasm through septa

Figura (21): As células fungicas partilham frequentemente o

citoplasma através de septos.

Células animais

As células animais ndo tém paredes celulares. Em vez disso, t€ém
apenas uma membrana de plasma. A falta de uma parede celular
permite que as células animais formem muitas formas diferentes.
Isto permite que os processos de fagocitose ("comer células") e de
pinocitose ("beber células") ocorram. As células animais diferem
das células vegetais por ndo terem cloroplastos e terem muitos

pequenos vactolos em vez de um grande vactiolo central.
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Protozoa

Protozoarios sdo organismos eucaridticos que consistem numa
Unica célula. Podem mover-se, comer outros pequenos organismos,
e digerir alimentos dentro de vactiolos. Alguns protozoarios t€m
muitos cilios, que sao pélos pequenos e moveis que lhes permitem
nadar. Outros utilizam grandes estruturas flagelantes que se
assemelham a uma grande cauda - para nadar através da agua.
Alguns protozodrios tém também uma camada fina chamada

pelicular que fornece suporte a membrana celular.

¥y

Q2

Amoeba Euglena Paramecium caudatum

Several types of Protozoan

Figura (22): Varios tipos de protozoarios.
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Célula B-Prokaryotic

As células procaridticas sdo microrganismos unicelulares
conhecidos por serem os mais precoces da Terra. Os procariotas
incluem as Bactérias e a Archaea. Os procariotas fotossintéticos

incluem as cianobactérias que realizam a fotossintese.

Uma célula procariotica é constituida por uma tinica membrana
e, portanto, todas as reac¢des ocorrem dentro do citoplasma.
Podem ser de vida livre ou parasitas.

Caracteristicas da Célula Procariotica

As células procaridticas tém caracteristicas diferentes. As

caracteristicas das células procarioticas sdo mencionadas abaixo.
1. Falta-lhes uma membrana nuclear.

2. Mitocondria, corpos de Golgi, cloroplasto, e lisossomas estao

ausentes.
3. O material genético esta presente num tnico cromossoma.

4. Faltam-lhes as proteinas histonicas, os importantes

constituintes dos cromossomas eucarioticos.

5. A parede celular ¢ constituida por hidratos de carbono e

aminoacidos.

6. A membrana plasmatica actua como a membrana

mitocondrial portadora de enzimas respiratorias.
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7. Dividem-se assexualmente por fissdo binaria. O modo de

reproducdo sexual envolve a conjugacao.

Estrutura de células procariodticas

Uma célula procaridtica ndo tem uma membrana nuclear. No
entanto, o material genético esta presente numa regido do
citoplasma conhecida como o nucledide. Podem ser esféricos, em
forma de vara, ou em espiral. Uma estrutura celular prokariotica ¢

a seguinte:

1. Capsula: E um revestimento protector externo encontrado
nas células bacterianas, para além da parede celular. Ajuda na
reten¢do de humidade, protege @ célula quando engolfada, e

ajuda na fixacdo das células’aos nutrientes e superficies.

2. Parede celular: E a_camada mais exterior da célula que da

forma a célula.

3. Citoplasma: O citoplasma ¢ composto principalmente por
enzimas, sais, organelas celulares ¢ ¢ um componente

semelhante a um gel.

4. Membrana celular: Esta camada envolve o citoplasma e

regula a entrada e saida de substancias nas células.

5. Pili: Estes sao pélos em crescimento que se ligam a superficie

de outras células bacterianas.
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6. Flagela: Sao estruturas longas sob a forma de chicote, que

ajudam na locomog¢ao de uma célula.
7. Ribossomas: Estes estdo envolvidos na sintese de proteinas.

8. Plasmideos: Os plasmidas sdo estruturas de ADN ndo

cromossomicas. Estes ndo estdo envolvidos na reproducio.

9. Regido Nucleoidea: E a regido do citoplasma onde o material

genético esta presente.

A uma célula procariotica faltam certas organelas como a

mitocondria, o reticulo endoplasmatico e os corpos de Golgi.

PROKARYOTIC CELLS

Ribosomes

Cytoplasm

DNA

(Nucleoid) Bacterial

flagellum

Capsule
Plasma Cell wall P

membrane

Figura (23): Diagrama de células procaridticas ilustra a

auséncia de um verdadeiro nicleo.
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1-2 Componentes das células procarioticas

As células procarioticas tém quatro componentes principais:

Plasma Membrane- E uma cobertura protectora externa de
moléculas de fosfolipidos que separa a célula do ambiente

circundante.

Citoplasma- E uma substancia gelatinosa presente no interior da

célula. Todas as organelas da célula estdo suspensas nela.

ADN- E o material genético da célula. Todos os procariotas
possuem um ADN circular. Dirige as proteinas que a célula cria.

Também regula as acgoes da célula.
Ribossomas - A sintese de proteinas ocorre aqui.
Algumas células procarioticas possuem cilios e flagelos que
ajudam na locomogao.
Reproducio em Prokaryotes
Um prokaryote reproduz-se de duas maneiras:
. Asssexualmente por fissdo binaria
« Sexualmente por conjugacao
Fissdo binaria
1. O ADN de um organismo replica-se ¢ as novas copias

anexam-se a membrana celular.



2. A parede celular comega a aumentar em tamanho e comeca a

mover-se para dentro.
3. Forma-se entdo uma parede celular entre cada ADN,
dividindo a célula em duas células filhas.
Recombinacio

Neste processo, os genes de uma bactéria sio transferidos para o
genoma de outras bactérias. Ocorre de trés formas - conjugacao,

transformacao, transdugao.

. A conjugacio ¢ o processo em que os genes sdo transferidos
entre duas bactérias através de uma estrutura de tubo proteico

chamado pilus.

+ A transformacio ¢ o modo de reprodugao sexual em que o
ADN do meio ambiente ¢ retirado pela célula bacteriana e

incorporado no seu ADN.

. A transduciio ¢é o processo em que o material genético ¢
transferido para a célula bacteriana com a ajuda de virus. Os

bacteriofagos sdo o virus que inicia o processo.
Exemplos de células procarioticas

Os exemplos das células procarioticas sdo mencionados abaixo:
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Células Bacterianas

Estes sao organismos unicelulares encontrados em todo o lado na
terra, desde o solo até ao corpo humano. Tém formas e estruturas
diferentes. A parede celular ¢ composta de peptidoglicano que

fornece estrutura a parede celular.

As bactérias tém algumas estruturas unicas tais como pili, flagella
e capsula. Possuem também ADN extracromossémico conhecido
como plasmideos. Tém a capacidade de formar estruturas
resistentes e adormecidas conhecidas como endosporos que as
ajudam a sobreviver em condi¢des desfavoraveis. Os endosporos

tornam-se activos quando as condi¢des sao novamente favoraveis.

Células Arqueoldgicas

As archaebactérias sdo organismos unicelulares semelhantes a
bactérias em forma e tamanho. Encontram-se em ambientes
extremos, tais como fontes termais e outros locais como o solo,
pantanos, e mesmo no interior dos seres humanos. Tém uma parede
celular e flagelos. A parede celular do arquebactéria ndo contém
peptidoglicano. As membranas do arquebactérias tém diferentes
lipidos com uma estereoquimica completamente diferente. Tal
como as bactérias, os arquebactérias tém um cromossoma circular.
Possuem também plasmideos. Para mais informacdes sobre as

células procaridticas, a sua definigdo, estrutura, caracteristicas e
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exemplos, continue a visitar o website de Biologia da BYJU ou

descarregue a aplicagdo da BYJU'S para mais referéncias.

FLAGELLUM

FIMBRIA

DNA
IN NUCLEOID

CYTOPLASM

RIBOSOMES

PLASMID

www.visiblebody.com

Figura (24): Estruturas bacterianas.
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Parede A-Cell

A parede celular ¢ a parede de uma célula em plantas, bactérias,
fungos, algas, e algumas arcaias. As células animais nao tém
paredes celulares, nem os protozoarios. As paredes celulares
protegem as células de danos. Também existe para tornar a célula
forte, para manter a sua forma, e para controlar o crescimento da

célula e da planta.

A parede celular ¢ a camada resistente, geralmente flexivel mas
por vezes bastante rigida que envolve alguns tipos de células. Esta
fora da membrana celular e d4 a estas células suporte e protec¢ao,
além de actuar como um filtro. A parede celular também actua
como um recipiente de pressdo, impedindo a expansdo excessiva

quando a agua entra na célula por osmose.

O material na parede celular varia. Nas plantas e algas, a parede
celular ¢é feita de moléculas longas de celulose, pectina, e
hemicelulose. A parede celular tem canais que deixam entrar
algumas proteinas e mantém outras fora. Agua € pequenas

moléculas podem atravessar a parede celular e a membrana celular.

A parede celular tem resisténcia mecanica, e suporta a forma

celular. Esta resisténcia mecanica € a sua fung¢ao principal:

Pense na parede celular como um cesto de vime no qual um balao
foi insuflado de modo a exercer pressdo a partir do interior. Tal

cesto ¢ muito rigido e resistente a danos mecanicos. Assim, a célula

98



[organismos] que tém uma parede celular) ganha for¢a de uma
membrana de plasma flexivel que pressiona contra uma parede

celular rigida".

Embora a parede celular da planta seja forte, ndo ¢ rigida ou
rigida. A flexibilidade das paredes celulares ¢ observada quando as
plantas murcham, de modo que os caules e as folhas comegam a

cair.

Algumas plantas acrescentam material de endurecimento a
algumas das suas paredes celulares. Uma parede celular secunddria
¢ uma camada adicional de celulose que aumenta a rigidez da
parede. Mais camadas podem ser adicionadas contendo lignina em
paredes celulares de xilema, ou contendo suberina em paredes
celulares de corti¢a. Estes compostos sao rigidos e a prova de agua.
Eles tornam a parede secundaria rigida. Tanto a madeira como as
células de casca das arvores tém paredes secundarias. Outras partes
das plantas, como o caule da folha, podem ser refor¢cadas para

resistir a tensdo das forgas fisicas.

Permeabilidade

Pequenas moléculas, incluindo pequenas proteinas, podem
facilmente atravessar a parede celular da planta primaria. A dgua e
o dioxido de carbono sdo distribuidos por toda a planta. O pH é um
factor importante para o transporte de moléculas através das

paredes celulares.
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Parede celular bacteriana

Figura (25): Diagrama de uma bactéria Gram-positiva tipica.

O envelope celular tem uma membrana de plasma, verde, e um
espesso peptidoglicano contendo a parede celular (a camada
amarela). Nao existe. membrana lipidica exterior, tal como as
bactérias Gram-negativas. A camada vermelha, a capsula, é distinta

do envelope da célula

A volta do exterior da membrana celular encontra-se a parede
celular bacteriana. As paredes celulares bacterianas sdo feitas de
peptidoglicano, que ¢ feito de cadeias de polissacarideos
reticulados por peptideos invulgares contendo D-aminoacidos. As
paredes celulares bacterianas sdo diferentes das paredes celulares
de plantas e fungos que s3o feitos de celulose e quitina,

respectivamente.



A parede celular das bactérias ¢ também distinta da da Archaea,
que ndo contém peptidoglicano. A parede celular ¢ essencial para
a sobrevivéncia de muitas bactérias. A penicilina antibidtica ¢é
capaz de matar bactérias, impedindo a ligagdo cruzada do
peptidoglicano e isto faz com que a parede celular se enfraqueca e
se lise. A enzima lisozima também pode danificar as paredes

celulares das bactérias

Lamela Média

A lamela do meio da a célula forma, suporte e forca. E feita de
calcio e magnésio. Embora se chame lanela intermédia, é a parte
exterior da célula. A lamela média € a primeira parede da célula a

dar proteccao.

Membrana das células animais

As células animais ndo tém paredes celulares. Possuem

microfilamentos (os filamentos mais finos do citoesqueleto).
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B-Nucleus

Na biologia celular, o nticleo (ni#cleo pl.; do latim nucleus ou
nuculeus, que significa nucleo ou semente) é¢ uma organela ligada
a membrana encontrada em células eucarioticas. Os eucariotas tém
geralmente um unico nucleo, mas alguns tipos de células, como os
glébulos vermelhos de mamiferos, ndo tém nucleos, e alguns
outros, incluindo os osteoclastos, t€ém muitos. As estruturas
principais que compdem o nucleo s3o o envelope nuclear, uma
membrana dupla que envolve toda a organela e isola o seu conteudo
do citoplasma celular; e a matriz nuclear (que inclui a lamina
nuclear), uma rede dentro do nucleo que acrescenta suporte

mecanico, tal como o citoesqueleto suporta a célula como um todo.

O nucleo celular contém todo o genoma da célula, excepto a
pequena quantidade de ADN mitocondrial e, nas células vegetais,
o ADN plasticoide.-O ADN nuclear estd organizado como
multiplas moléculas lineares longas num complexo com uma
grande variedade de proteinas, tais como as histonas, para formar
cromossomas. Os genes dentro destes cromossomas estdo
estruturados de forma a promover a fungdo celular. O nucleo
mantém a integridade dos genes e controla as actividades da célula
através da regulacdo da expressdo genética, o nucleo é, portanto, o
centro de controlo da célula porque o envelope nuclear ¢
impermeavel a moléculas grandes, sdo necessarios poros nucleares

para regular o transporte nuclear das moléculas através do
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envelope. Os poros atravessam ambas as membranas nucleares,
fornecendo um canal através do qual moléculas maiores devem ser
activamente transportadas por proteinas transportadoras,
permitindo a0 mesmo tempo a livre circulagdo de pequenas
moléculas e ides. O movimento de moléculas grandes tais como

proteinas ¢ RNA através dos poros ¢ necessario tanto para a

expressdo genética como para a manutenc¢do dos cromossomas.

Embora o interior do nucleo n3o contenha quaisquer
subcompartimentos ligados a membrana, o seu conteudo ndo ¢
uniforme, e existem varios corpos nucleares, constituidos por
proteinas Unicas, moléculas de RNA, e partes particulares dos
cromossomas. O mais conhecido destes é o nucleolus, que esta
principalmente envolvido na montagem de ribossomas. ApoOs

serem produzidos no nucleolus, os ribossomas sdo exportados para

o citoplasma onde traduzem o RNA mensageiro.

Figura (26): Nucleo.
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O nucleo contém quase todo o ADN da célula, rodeado por uma
rede de filamentos intermediarios fibrosos e envolvido por uma
membrana dupla chamada "envelope nuclear". O envelope nuclear
separa o fluido dentro do nucleo, chamado nucleoplasma, do resto
da célula. O tamanho do nucleo depende do tamanho da célula em
que esta contido, com um nucleo que ocupa tipicamente cerca de
8% do volume total da célula. O nucleo é a maior organela das
células animais. Nas células de mamiferos, o didmetro médio do

nucleo ¢ de aproximadamente 6 micrdmetros (um).

Envelope e poros nucleares

Figura (27): Invélucro e poros nucleares.

Uma sec¢do transversal de um poro nuclear na superficie do
envelope nuclear (1). Outras etiquetas de diagrama mostram (2) o

anel exterior, (3) raios, (4) cesto, e (5) filamentos.
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O envelope nuclear é composto por duas membranas, uma
interior e uma exterior. Juntas, estas membranas servem para
separar o material genético da célula do resto do seu conteudo, ¢
permitem ao nucleo manter um ambiente distinto do resto da célula.
Apesar da sua estreita aposi¢do em torno de grande parte do nucleo,
as duas membranas diferem substancialmente em forma e
conteido. A membrana interna envolve o conteido nuclear,
fornecendo a sua borda definidora. Incorporadas na membrana
interna, varias proteinas ligam os filamentos intermediarios que
ddo ao nucleo a sua estrutura. A membrana externa envolve a
membrana interna, € € continua com .a membrana reticulum
endoplasmatica adjacente. Como parte da membrana do reticulo
endoplasmico, a membrana nuclear externa é cravejada com
ribossomas que traduzem activamente as proteinas através da
membrana. O espaco entre as duas membranas, chamado "espaco

perinuclear", € continuo com o limen do reticulo endoplédsmico.

Os poros nucleares, que fornecem canais aquosos através do
envelope, sdo compostos de multiplas proteinas, colectivamente
referidas como nucleoporinas. Os poros sdo cerca de 60-80 milhdes
de daltons em peso molecular e consistem em cerca de 50 (em
levedura) a varias centenas de proteinas (em vertebrados). Os poros
tém 100 nm de didmetro total; contudo, a fenda através da qual as
moléculas se difundem livremente tem apenas cerca de 9 nm de

largura, devido a presenca de sistemas reguladores dentro do centro
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do poro. Este tamanho permite selectivamente a passagem de
pequenas moléculas soluveis em agua, a0 mesmo tempo que evita
que moléculas maiores, tais como acidos nucleicos e proteinas
maiores, entrem ou saiam inadequadamente do nucleo. Estas
moléculas grandes devem, em vez disso, ser activamente
transportadas para o nucleo. O nucleo de uma célula tipica de
mamifero tera cerca de 3000 a 4000 poros em todo o seu envelope,
cada um dos quais contendo uma estrutura em forma de anel com
oito vezes a mesma forma, numa posi¢do em que as membranas
interna e externa se fundem. Anexado ao anel estd uma estrutura
chamada cesta nuclear que se estende até ao nucleoplasma, e uma
série de extensdes filamentosas que atingem o citoplasma. Ambas
as estruturas servem para mediar a ligacdo as proteinas de

transporte nuclear.

A maioria das proteinas, subunidades ribossémicas, e alguns
RNAs sd3o transportados através dos complexos de poros num
processo mediado por uma familia de factores de transporte
conhecidos como carioperinas. As carioferinas que medeiam o
movimento para dentro do nucleo também sdo chamadas de
importinas, enquanto que as que medeiam o movimento para fora
do nucleo sdo chamadas de exportinas. A maioria das carioferinas
interage directamente com a sua carga, embora algumas utilizem
proteinas adaptadoras. As hormonas esterdides como o cortisol e

aldosterona, bem como outras pequenas moléculas lipossoluveis
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envolvidas na sinalizagdo intercelular, podem difundir-se através
da membrana celular e para o citoplasma, onde ligam proteinas
receptoras nucleares que sdo traficadas para o nucleo. Ai servem
como factores de transcricdo quando ligadas ao seu ligando; na
auséncia de um ligando, muitos desses receptores funcionam como

diacetilases histonicas que reprimem a expressao genética

Outer membrane @ g @
Inner membrane =

Nucleolus

Nucleoplasm

Heterochromatin
Euchromatin

Nuclear pore 6y e ) °

Figura (28): Invélucro e poros nucleares.

Lamina nuclear

Nas células animais, duas redes de filamentos intermédios
fornecem ao nucleo o suporte mecanico: A lamina nuclear forma

uma malha organizada na face interna do envelope, enquanto que
1v/



um suporte menos organizado ¢ fornecido na face citosolica do
envelope. Ambos os sistemas fornecem apoio estrutural ao
envelope nuclear e locais de ancoragem para cromossomas € poros

nucleares.

A lamina nuclear é composta principalmente por proteinas de
lamina. Como todas as proteinas, as laminas sdo sintetizadas no
citoplasma e posteriormente transportadas para o interior do
nucleo, onde sdo montadas antes de serem incorporadas na rede
existente de laminas nucleares. As laminas encontradas na face
citosolica da membrana, como a emerina e a nesprina, ligam-se ao
citoesqueleto para fornecer suporte estrutural. As laminas sdo
também encontradas no interior do nucleoplasma onde formam
outra estrutura regular, conhecida como o véu nucleoplasmdtico
que ¢ visivel usando microscopia de fluorescéncia. A funcdo real
do véu ndo ¢ clara, embora seja excluida do nucleoplasma e esteja
presente durante a interfase. As estruturas de lamina que compdem
o véu, como o LEM3, ligam a cromatina e¢ perturbam a sua
estrutura, inibindo a transcricdo dos genes codificadores de

proteinas.

Tal como os componentes de outros filamentos intermediarios,
o mondmero da lamina contém um dominio alfa-helical utilizado
por dois mondmeros para se enrolarem um ao outro, formando uma
estrutura mais fraca chamada bobina enrolada. Duas destas

estruturas de dimeros unem-se entdo lado a lado, num arranjo
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antiparalelo, para formar um tetrdmero chamado protofilamento.
Oito destes protofilamentos formam um arranjo lateral que ¢
torcido para formar um filamento ropelike. Estes filamentos podem
ser montados ou desmontados de uma forma dindmica, o que
significa que as alteragdes no comprimento do filamento dependem

das taxas concorrentes de adi¢do e remocao do filamento.

As mutagdes nos genes das laminas que levam a defeitos na
montagem do filamento causam um grupo de doengas genéticas
raras conhecidas como /laminopatias. A laminopatia mais notavel ¢
a familia de doeng¢as conhecidas como progeria, que causa o
aparecimento de envelhecimento prematuro nos seus portadores. O
mecanismo exacto pelo qual as alteragdes bioquimicas associadas
dao origem ao fendtipo de  envelhecimento ndo ¢ bem

compreendido.

Cromossomas

Figura (28): Nucleo fibroblasto de um rato em que o0 ADN esta

manchado de azul. Os territorios distintos dos cromossomas do
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cromossoma 2 (vermelho) e do cromossoma 9 (verde) estio

corados com hibridizacio in situ fluorescente.

O nucleo celular contém a maioria do material genético da célula
sob a forma de multiplas moléculas lineares de ADN organizadas
em estruturas chamadas cromossomas. Cada célula humana
contém cerca de dois metros de ADN. Durante a maior parte do
ciclo celular, estes sdo organizados num complexo DNA-proteina
conhecido como cromatina, e durante a divisio celular a cromatina
pode ser vista a formar os cromossomas bem definidos, familiares
a partir de um cariotipo. Uma pequena fraccdo dos genes da célula

esta localizada nas mitocondrias.

Existem dois tipos de cromatina. A eucromatina ¢ a forma de
ADN menos compacta, e contém genes que sdo frequentemente
expressos pela célula. O outro tipo, a heterocromatina, é a forma
mais compacta, ¢ conttm ADN que é transcrito com pouca
frequéncia. Esta estrutura ¢ ainda categorizada em heterocromatina
facultativa, consistindo em genes que sdo organizados como
heterocromatina apenas em determinados tipos celulares ou em
determinadas fases de desenvolvimento, e heterocromatina
conmstitutiva que consiste em componentes estruturais dos
cromossomas, tais como telomeros e centromeros. Durante a
interfase, a cromatina organiza-se em manchas individuais
discretas chamadas territorios cromossomicos. Os genes activos,

que se encontram geralmente na regido eucromatica do
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cromossoma, tendem a localizar-se em direc¢do ao limite do

territorio cromossomico.

Os anticorpos para certos tipos de organizagdo da cromatina, em
particular os nucleossomas, tém sido associados a uma série de
doengas auto-imunes, tais como o lipus eritematoso sistémico.
Estes sdo conhecidos como anticorpos anti-nucleares (ANA) e
foram também observados em concertagdo com a esclerose

multipla como parte de uma disfungo geral do sistema imunitario.
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Membrana C-Cell

A membrana celular também conhecida como membrana
plasmatica (PM) ou membrana citoplasmatica e historicamente
referida como plasmalemma ¢ uma membrana bioldgica que separa
o interior de todas as células do ambiente exterior (o espago
extracelular) que protege a célula do seu ambiente. A membrana
celular consiste numa camada lipidica, incluindo os colesterois (um
componente lipidico) que se encontram entre os fosfolipidos para
manter a sua fluidez a varias temperaturas. A membrana também
contém proteinas de membrana, incluindo proteinas integrais que
atravessam a membrana servindo como transportadores de
membrana e proteinas periféricas que se ligam frouxamente ao lado
externo (periférico) da membrana da célula, actuando como
enzimas que moldam a célula. A membrana celular controla o
movimento das substdncias que entram e saem das células e
organelas. Desta forma, ¢ selectivamente permedvel a ides e
moléculas orgénicas.[¥l Além disso, as membranas celulares estdo
envolvidas numa variedade de processos celulares tais como a
adesdo celular, condutividade idnica e sinalizag¢do celular ¢ servem
como superficie de fixa¢do para varias estruturas extracelulares,
incluindo a parede celular, a camada de hidratos de carbono
chamada glicocalyx, e a rede intracelular de fibras proteicas
chamada citoesqueleto. No campo da biologia sintética, as

membranas celulares podem ser remontadas artificialmente.
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Figura (29): Célula eucariotica e célula procaridtica.
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Composicio

As membranas celulares contém uma variedade de moléculas
bioldgicas, nomeadamente lipidos e proteinas. A composi¢do nio
¢ definida, mas esta em constante mudanca para fluidez e mudancas
no ambiente, mesmo flutuando durante as diferentes fases de
desenvolvimento celular. Especificamente, a quantidade de
colesterol na membrana celular primaria do neurénio humano
muda, e esta mudanga na composi¢ao afecta a fluidez ao longo das

fases de desenvolvimento.

O material ¢ incorporado na membrana, ou eliminado da mesma,

por uma variedade de mecanismos:

. A fusdo de vesiculas intracelulares com a membrana (exocitose)
ndo so excreta o contetido da vesicula como também incorpora
os componentes da membrana da vesicula na membrana celular.
A membrana pode formar bolhas em torno de material
extracelular que se beliscam para se tornarem vesiculas
(endocitose).

« Se uma membrana ¢ continua com uma estrutura tubular feita
de material de membrana, entdo o material do tubo pode ser
arrastado para a membrana de forma continua.

. Embora a concentragdo dos componentes da membrana na fase

aquosa seja baixa (os componentes estaveis da membrana tém
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baixa solubilidade na dgua), ha uma troca de moléculas entre a

fase lipidica e a aquosa.
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Figura (30): Exemplos dos principais fosfolipidos e glicolipidos
de membrana: fosfatidilcolina (PtdCho), fosfatidilanolamina

(PtdEtn), fosfatidilinositol (PtdIns), fosfatidilserina (PtdSer).

A membrana celular - constituida por trés classes de lipidos
anfipidos: fosfolipidos, glicolipidos, e esterdis. A quantidade de
cada uma depende do tipo de c€lula, mas na maioria dos casos os
fosfolipidos sdo os mais abundantes, contribuindo frequentemente
para mais de 50% de todos os lipidos nas membranas plasmaticas.
Os glicolipidos representam apenas uma quantidade infima de
cerca de 2% e os esterois constituem o resto. Em estudos de
hemacias, 30% da membrana plasmatica € lipidica. No entanto,
para a maioria das células eucaridticas, a composicdo das
membranas plasmaticas ¢ cerca de metade de lipidos e metade de

proteinas por peso.



As cadeias adiposas em fosfolipidos e glicolipidos contém
geralmente um numero par de atomos de carbono, tipicamente
entre 16 e 20. Os acidos gordos de 16 e 18-carbono sd3o os mais
comuns. Os acidos gordos podem estar saturados ou insaturados,
com a configuragdo das ligacdes duplas quase sempre "cis". O
comprimento e o grau de insaturagdo das cadeias de acidos gordos
tém um efeito profundo na fluidez da membrana, uma vez que os
lipidos insaturados criam uma dobra, impedindo os acidos gordos
de se empacotarem tdo apertadamente, diminuindo assim a
temperatura de fusdo (aumentando a fluidez) da membrana. A
capacidade de alguns organismos de regular a fluidez das suas
membranas celulares alterando a composic¢do lipidica ¢ chamada

adaptag@o homeoviscosa.

Toda a membrana ¢ mantida unida através da interaccdo ndo
covalente de caudas hidrofobicas, no entanto a estrutura € bastante
fluida e nd3o fixada rigidamente no lugar. Em condigdes
fisioldgicas, as moléculas de fosfolipidos na membrana celular
encontram-se no estado liquido cristalino. Isto significa que as
moléculas lipidicas s@o livres de se difundirem e exibem rapida
difusdo lateral ao longo da camada em que estdo presentes. No
entanto, a troca de moléculas de fosfolipidos entre os folhetos
intracelulares e extracelulares do bico é um processo muito lento.
Balsas lipidicas e caveolae si3o exemplos de microdominios

enriquecidos com colesterol na membrana celular. Além disso,
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uma frac¢do do lipido em contacto directo com as proteinas da
membrana integral, que esta fortemente ligada a superficie
proteica, ¢ chamada casca lipidica anular; comporta-se como parte

do complexo proteico.

Nas células animais, o colesterol encontra-se normalmente
disperso em graus variaveis pelas membranas celulares, nos
espacos irregulares entre as caudas hidrofébicas dos lipidos das
membranas, onde confere um efeito endurecedor e fortalecedor a
membrana. Além disso, a quantidade de colesterol nas membranas
bioldgicas varia entre organismos, tipos de células, ¢ mesmo em
células individuais. O colesterol, um componente importante das
membranas plasmaticas animais, regula a fluidez da membrana
global, o que significa que o colesterol controla a quantidade de
movimento dos varios componentes da membrana celular com base
nas suas concentragdes. Em temperaturas elevadas, o colesterol
inibe o movimento das cadeias de acido gordo fosfolipido,
causando uma permeabilidade reduzida a pequenas moléculas e
uma fluidez reduzida da membrana. O oposto é verdadeiro para o
papel do colesterol em temperaturas mais frias. A produgao de
colesterol, e portanto a concentragdo, ¢ aumentada (aumentada) em
resposta a temperatura fria. A temperaturas frias, o colesterol
interfere com as interacgdes da cadeia de acidos gordos. Actuando
como anticongelante, o colesterol mantém a fluidez da membrana.

O colesterol ¢ mais abundante em animais de clima frio do que em
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animais de clima quente. Nas plantas, que nao tém colesterol, os
compostos relacionados chamados esterois desempenham a mesma

fung@o que o colesterol.

Fosfolipidos formando vesiculas lipidicas

As vesiculas lipidicas ou lipossomas s3o aproximadamente
bolsas esféricas que sdo encerradas por um bico lipidico. Estas
estruturas sdo utilizadas em laboratdrios para estudar os efeitos dos
quimicos nas células, entregando estes quimicos directamente a
célula, bem como para obter mais informacdes sobre a
permeabilidade da membrana celular. As vesiculas lipidicas e os
lipossomas sdo formados suspendendo primeiro um lipido numa
solucdo aquosa e depois agitando a mistura através da sonicacgao,
resultando numa vesicula. Ao medir a taxa de efluxo do interior da
vesicula até a solugcdo ambiente, permite ao investigador
compreender melhor a permeabilidade da membrana. As vesiculas
podem ser formadas com moléculas e ides no interior da vesicula,
formando a vesicula com a molécula ou i2o desejado presente na
solucdo. As proteinas também podem ser incorporadas na
membrana através da solubilizacdo das proteinas desejadas na
presenca de detergentes e da sua fixagdo aos fosfolipidos nos quais
o lipossoma ¢ formado. Estes proporcionam aos investigadores
uma ferramenta para examinar varias fungdes das proteinas da

membrana.
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Hidratos de carbono

As membranas plasmaticas também contém hidratos de carbono,
predominantemente glicoproteinas, mas com alguns glicolipidos
(cerebrosides e gangliosides). Os hidratos de carbono sao
importantes no papel do reconhecimento de células em eucariotas;
estdo localizados na superficie da célula onde reconhecem células
hospedeiras e partilham informacgao, virus que se ligam as células
utilizando estes receptores causam uma infec¢fo. Na sua maioria,
ndo ocorre glicosilagdo nas membranas dentro da célula; em geral,
a glicosilagdo ocorre na superficie extracelular da membrana
plasmatica. A glicocalyx ¢ uma caracteristica importante em todas
as células, especialmente os epitélios com microbilios. Dados
recentes sugerem que a glicocalyx participa na aderéncia celular,
na colocacdo de linfocitos e em muitas outras. O agucar penultimo
¢ galactose e o agtcar terminal ¢ acido sidlico, uma vez que a
espinha dorsal do agtcar ¢ modificada no aparelho Golgi. O acido
sialico transporta uma carga negativa, fornecendo uma barreira

externa as particulas carregadas.
Proteinas

A membrana celular tem um grande conteudo de proteinas,
normalmente cerca de 50% do volume da membrana. Estas
proteinas sdo importantes para a célula porque sdo responsaveis por
varias actividades bioldgicas. Aproximadamente um ter¢o dos
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genes em codigo de levedura especificamente para elas, e este
numero ¢ ainda mais elevado em organismos multicelulares.?* As
proteinas de membrana consistem em trés tipos principais:
proteinas integrais, proteinas periféricas, e proteinas ancoradas em
lipidos, as proteinas integrais s@o proteinas transmembranas
amphipaticas. Exemplos de proteinas integrais incluem canais
i6nicos, bombas de protons, e receptores acoplados a proteina g.
Os canais i6nicos permitem que ides inorganicos, tais como sddio,
potéassio, calcio ou cloro, se difundam pelo seu gradiente
electroquimico através da camada lipidica através dos poros
hidrofilicos através da membrana. O comportamento eléctrico das
células, ou seja, as células nervosas sdo controladas por canais de
ides.! As bombas de protons sdo bombas de proteinas
incorporadas no bocal lipidico que permitem aos protons viajar
através da membrana através da transferéncia de uma cadeia lateral
de aminoacidos para outra. Processos como o transporte de
electrdes e a geragdo de ATP utilizam bombas de protons. Um
receptor acoplado a proteina G ¢ uma tnica cadeia de polipéptidos
que atravessa o bocal lipidico sete vezes respondendo a moléculas
de sinal, ou seja, hormonas e neurotransmissores. Os receptores
acoplados a proteina G s@o utilizados em processos tais como a
sinaliza¢do célula a célula, a regulagdo da producdo de cAMP, ¢ a

regulagdo dos canais de i0es.
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A membrana celular, estando exposta ao ambiente exterior, ¢ um
importante local de comunicacdo entre células. Como tal, estd
presente na superficie da membrana uma grande variedade de
receptores de proteinas e proteinas de identificagdo, tais como
antigénios. As fung¢des das proteinas da membrana também podem
incluir contacto célula-célula, reconhecimento de superficie,
contacto citoesqueleto, sinalizagdo, actividade enzimatica, ou

transporte de substancias através da membrana.

A maioria das proteinas da membrana deve ser inserida de
alguma forma na membrana. Para que isto ocorra, uma "sequéncia
de sinal" de aminoacidos N-terminus direcciona as proteinas para
o reticulo endoplasmatico, que insere as proteinas num bocal
lipidico. Uma vez inseridas, as proteinas sdo entdo transportadas
para o seu destino final em vesiculas, onde a vesicula se funde com

a membrana alvo.

Extracellular Fluid

Protein channel Carbohydrate,
{transport protein)
Globular protein i

Hydrophilic heads

Integral protein molecule
{Globutar peotein) Surface protein

Peri al ol Filaments of Alpha-Helix protein il
ipherial protein SyiBtkalion / (etegral peocein) Hydrophobic tails
Cytoplasm

Figura (30): Membrana plasmatica.
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A membrana celular envolve o citoplasma das células vivas,
separando fisicamente os componentes intracelulares do ambiente
extracelular. A membrana celular também desempenha um papel
na ancoragem do citoesqueleto para dar forma a célula, e na fixagao
a matriz extracelular e a outras células para as manter unidas para
formar tecidos. Fungos, bactérias, a maioria das artérias e plantas
tém também uma parede celular, que fornece um suporte mecanico

a célula e impede a passagem de moléculas maiores.

A membrana celular é selectivamente permeavel e capaz de
regular o que entra e sai da célula, facilitando assim o transporte de
materiais necessarios para a sobrevivéncia. O movimento das
substancias através da membrana pode ser "passivo", ocorrendo
sem a entrada de energia celular;ou "activo", requerendo a célula
para gastar energia no seu transporte. A membrana também
mantém o potencial da célula. A membrana da célula funciona
assim como um filtro selectivo que permite que apenas certas
coisas entrem ou saiam da célula. A célula emprega uma série de

mecanismos de transporte que envolvem membranas bioldgicas:

1. Osmose passiva e difusdo: Algumas substancias (pequenas
moléculas, ides) como o dioxido de carbono (CO2 ) e o oxigénio
(O2 ), podem mover-se através da membrana plasmatica por
difusdo, que ¢ um processo de transporte passivo. Como a
membrana funciona como uma barreira para certas moléculas e

0es, estes podem ocorrer em diferentes concentragdes nos dois
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lados da membrana. A difusdo ocorre quando pequenas moléculas
e i0es se movem livremente de alta concentragdo para baixa
concentracio, a fim de equilibrar a membrana. E considerado um
processo de transporte passivo porque ndo requer energia e ¢
impulsionado pelo gradiente de concentragio criado por cada lado
da membrana. Tal gradiente de concentracdo através de uma
membrana semipermeavel estabelece um fluxo osmotico para a
agua. A osmose, nos sistemas bioldgicos envolve um solvente,
movendo-se através de uma membrana semipermedvel de forma
semelhante a difusdo passiva, uma vez que o solvente ainda se
move com o gradiente de concentragdo e ndo necessita de energia.
Embora a agua seja o solvente mais comum na célula, também

pode ser outros liquidos, bem como liquidos e gases supercriticos.

2. Canais e transportadores  de proteinas transmembranas: As
proteinas transmembranas estendem-se através da camada lipidica
das membranas; funcionam em ambos os lados da membrana para
transportar moléculas através dela. Nutrientes, tais como acucares
ou aminoacidos, devem entrar na célula, e certos produtos do
metabolismo devem sair da célula. Tais moléculas podem difundir-
se passivamente através de canais de proteinas, tais como
aquaporinas em difus@o facilitada ou sdo bombeadas através da
membrana por transportadores de transmembranas. As proteinas
dos canais proteicos, também chamadas permeases, sdo geralmente

bastante especificas, e apenas reconhecem e transportam uma
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variedade limitada de substancias quimicas, muitas vezes limitadas
a uma unica substincia. Outro exemplo de uma proteina
transmembrana é um receptor de superficie celular, que permite

que moléculas de sinalizacdo celular comuniquem entre células.

3. Endocitose: Endocitose € o processo em que as células absorvem
as moléculas, engolindo-as. A membrana plasmatica cria uma
pequena deformagdo para dentro, chamada invaginagao, na qual a
substancia a ser transportada ¢ capturada. Esta invaginagdo é
causada por proteinas no exterior da membrana celular, actuando
como receptores ¢ aglomerando-se em depressdes que
eventualmente promovem a acumulag@o de mais proteinas e lipidos
no lado citosdlico da membrana. A deformagio € entdo pingada da
membrana no interior da célula, criando uma vesicula contendo a
substancia capturada. A endocitose ¢ uma via de internalizacdo de
particulas soélidas "comendo células" ou fagocitose, pequenas
moléculas e ides '"bebendo células" ou pinocitose ¢
macromoléculas. A endocitose requer energia e €, portanto, uma

forma de transporte activa.

4. Exocitose: Tal como o material pode ser introduzido na célula
por invagina¢do e formacdo de uma vesicula, a membrana de uma
vesicula pode ser fundida com a membrana de plasma, extrudindo
o seu conteudo para o meio circundante. Este é o processo de
exocitose. A exocitose ocorre em varias células para remover

residuos ndo digeridos de substancias trazidas pela endocitose, para
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secretar substancias tais como hormonas e enzimas, e para
transportar uma substancia completamente através de uma barreira
celular. No processo de exocitose, o vacuolo alimentar ndo digerido
que contém residuos ou a vesicula secretora que brota do aparelho
de Golgi, é primeiro movido pelo citoesqueleto do interior da célula
para a superficie. A membrana da vesicula entra em contacto com
a membrana plasmatica. As moléculas lipidicas dos dois bilis
reorganizam-se e as duas membranas sdo, assim, fundidas. Forma-
se uma passagem na membrana fundida e as vesiculas descarregam

o seu conteudo fora da célula.

Water soluble
molecules

Plasma
membrane

Fat soluble
molecules Channel protein

Figura (31): Difusdo através da membrana plasmatica.
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Figura (32): Glicolipideo, proteina alfa-helix, colesterol,
segmento hidrofébico da proteina alfa-helix e cadeia lateral

Oligossacarideo da membrana plasmatica.

Estruturas

Modelo de mosaico fluido

De acordo com o modelo de mosaico fluido de S. J. Singer e G.
L. Nicolson (1972), que substituiu o modelo anterior de Davson e
Danielli, as membranas bioldgicas podem ser consideradas como
um liquido bidimensional em que as moléculas lipidicas e proteicas
se difundem mais ou menos facilmente. Embora as camadas
lipidicas que formam a base das membranas formem de facto por

si proprias liquidos bidimensionais, a membrana plasmatica
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também contém uma grande quantidade de proteinas, que fornecem
mais estrutura. Exemplos de tais estruturas sdo complexos
proteina-proteina, piquetes e vedagdes formadas pelo citoesqueleto

a base de actina e potencialmente jangadas lipidicas.

Bico lipidico

Figura (33): Diagrama da disposicio das moléculas lipidicas
amphipaticas para formar uma camada lipidica. Os grupos
polares amarelos da cabeca separam as caudas cinzentas
hidrofébicas dos ambientes aquosos citosdlicos e

extracelulares.

As camadas lipidicas formam-se através do processo de auto-
montagem. A membrana celular consiste principalmente numa fina
camada de fosfolipidos anfipidos que se dispdem espontaneamente
de modo a que as regides "caudas" hidrofobicas fiquem isoladas da
agua circundante enquanto as regides 'cabegas" hidrofilicas
interagem com as faces intracelulares (citosolicas) e extracelulares
do bico resultante. Isto forma um continuo bocal lipidico esférico.
As interac¢des hidrofobicas (também conhecidas como efeito

hidrofébico) s@o as principais for¢as motrizes na formacgdo de
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camadas de bilis lipidicos. Um aumento das interacg¢des entre
moléculas hidrofébicas (causando o agrupamento de regides
hidrofébicas) permite que as moléculas de agua se liguem mais
livremente umas as outras, aumentando a entropia do sistema. Esta
complexa interacgdo pode incluir interacgdes ndo-vigalentes como

van der Waals, ligacdes electrostaticas e de hidrogénio.

As camadas de lipidos sdo geralmente impermeaveis aos ides ¢
moléculas polares. A disposi¢do das cabegas hidrofilicas e caudas
hidrofobicas do bico lipidico impede que os solutos polares ex.
aminoacidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, proteinas ¢
i0es se difundam através da membrana, mas geralmente permite a
difusdo passiva das moléculas hidrofobicas. Isto confere a célula a
capacidade de controlar o movimento destas substancias através de
complexos proteicos transmembrana, tais como poros, canais e
portdes. Flippases e scramblases concentram serina fosfatidil, que
transporta uma carga negativa, na membrana interna. Juntamente
com o NANA, isto cria uma barreira extra para as moléculas

carregadas que se movimentam através da membrana.

As membranas servem diversas fun¢des em células eucaridticas
e procarioticas. Um papel importante ¢ regular o movimento de
materiais para dentro e para fora das células. A estrutura do bocal
fosfolipideo (modelo de mosaico fluido) com proteinas de
membrana especificas € responsavel pela permeabilidade selectiva

da membrana e pelos mecanismos de transporte passivos e activos.
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Além disso, as membranas em procariotas € nas mitocondrias e
cloroplastos de eucariotas facilitam a sintese de ATP através da

quimiossimose.

Polaridade das membranas
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Figura (33): Célula intercalada alfa.

A membrana apical de uma célula polarizada € a superficie da
membrana plasmatica que esta virada para o interior do limen. Isto
¢ particularmente evidente nas células epiteliais e endoteliais, mas
também descreve outras células polarizadas, tais como o0s
neuronios. A membrana basolateral de uma célula polarizada ¢ a
superficie da membrana plasmatica que forma a sua superficie
basal e lateral. Estd virada para o exterior, em direccdo ao
intersticio, ¢ afastada do limen. A membrana basolateral é uma
frase composta que se refere aos termos "membrana basal (base)"
e "membrana lateral (lateral)", que, especialmente em células
epiteliais, sdo idénticas em composi¢do e actividade. As proteinas
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(tais como canais i6nicos ¢ bombas) sdo livres de se moverem da
superficie basal para a superficie lateral da célula ou vice-versa, de
acordo com o modelo de mosaico fluidico. Jungdes estreitas unem
células epiteliais perto da sua superficie apical para evitar a
migracdo de proteinas da membrana basolateral para a membrana
apical. As superficies basal e lateral permanecem assim
aproximadamente equivalentes umas as outras, mas distintas da

superficie apical.

Estruturas de membranas

Alpha-hellx proteln Oligasaccharide
% sidechaln

Fhosphalipid ~ Hydmphehte ¥ C halesteral
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Figura (34): Diagrama das estruturas da Membrana Celular.

A membrana celular pode formar diferentes tipos de estruturas

" " : : 4 L4 :
supramembranas" tais como caveola, densidade pos-sinéptica,
podossoma, invadopddio, aderéncia focal, e diferentes tipos de
jungdes celulares. Estas estruturas sdo geralmente responsaveis
pela adesdo celular, comunica¢do, endocitose e exocitose. Podem

ser visualizadas por microscopia electronica ou por microscopia de
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fluorescéncia. Sao compostas por proteinas especificas, tais como

integrinas e caderinas.

Cytoskeleton

O citosqueletoesqueleto € encontrado subjacente a membrana
celular no citoplasma e fornece um andaime para as proteinas da
membrana ancorarem, bem como para formar organelas que se
estendem da célula. De facto, os elementos citoesqueléticos
interagem extensiva e intimamente com a membrana da célula. As
proteinas de ancoragem restringem-nas, a uma determinada
superficie celular - por exemplo, a superficie apical das células
epiteliais que revestem o intestino do vertebrado - e limitam a sua
difusdo no interior do bico. O citoesqueleto ¢ capaz de formar
apéndices, como organelas, tais como cilios, que sdo extensdes
baseadas em microtubos cobertos pela membrana celular e
filopddios, que sdo extensdes baseadas em actina. Estas extensoes
sdo ensaiadas em membrana e projectadas a partir da superficie da
célula, a fim de detectar o ambiente externo e/ou fazer contacto
com o substrato ou outras células. As superficies apicais das células
epiteliais sdo densas com projeccdes a base de actina em forma de
dedos, conhecidas como microvilli, que aumentam a superficie
celular e, assim, aumentam a taxa de absor¢do de nutrientes. O
desacoplamento localizado do citoesqueleto € da membrana celular

resulta na formagdo de uma bolha.
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Membranas intracelulares

O contetido da célula, dentro da membrana celular, é composto
por numerosas organelas ligadas a membrana, que contribuem para
a fun¢@o global da célula. A origem, estrutura e funcdo de cada
organela leva a uma grande variacdo na composi¢ao celular devido

a singularidade individual associada a cada organela.

« Considera-se que as mitocondrias e os cloroplastos evoluiram a
partir de bactérias, conhecidas como a teoria endosymbiotica.
Esta teoria surgiu da ideia de  que Paracoccus e
Rhodopseudomonas, tipos de bactérias, partilham fungdes
semelhantes as mitocondrias, e algas azul-esverdeadas, ou
cianobactérias, partilham fun¢des semelhantes aos cloroplastos.
A teoria endosymbiotica propde que, através do curso da
evolugdo, uma célula eucaridtica engoliu estes 2 tipos de
bactérias, levando a forma¢@o de mitocondrias e cloroplastos
dentro das células eucaridticas. Este engolfamento conduziu aos
2 sistemas de membranas destas organelas, em que a membrana
exterior teve origem na membrana plasmatica do hospedeiro ¢ a
membrana interior foi a membrana plasmatica do endossibionte.
Considerando que as mitocondrias e os cloroplastos contém o
seu proprio ADN, ambas as organelas evoluiram a partir de
bactérias engolfadas que prosperaram dentro de uma célula

eucariotica.
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« Nas células eucarioticas, a membrana nuclear separa o conteudo
do nucleo do citoplasma da célula. A membrana nuclear é
formada por uma membrana interna e externa, proporcionando
aregulacdo rigorosa dos materiais que entram e saem do nucleo.
Os materiais movem-se entre o citosol e o ntcleo através dos
poros nucleares da membrana nuclear. Se o nicleo de uma
célula é mais activo na transcri¢do, a sua membrana tera mais
poros. A composi¢@o proteica do nucleo pode variar muito do
citosol, uma vez que muitas proteinas sdo incapazes de
atravessar os poros através da difusdo. Dentro da membrana
nuclear, as membranas interna e externa variam na composi¢ao
proteica, e apenas a membrana externa ¢ continua com a
membrana do reticulo endoplasmatico (ER). Tal como a ER, a
membrana externa também possui ribossomas responsaveis pela
producéo e transporte de proteinas para o espago entre as duas
membranas. A membrana nuclear desmonta durante as fases
iniciais da mitose e remonta em fases posteriores da mitose.

« OER, que faz parte do sistema de endomembrana, que constitui
uma por¢do muito grande do contetdo total da membrana da
célula. A ER é uma rede fechada de tubulos e sacos, e as suas
principais fung¢des incluem a sintese de proteinas, e o
metabolismo lipidico. Existem 2 tipos de ER, suaves e rugosas.
A ER rugosa tem ribossomas ligados a ela utilizados para a
sintese de proteinas, enquanto a ER lisa é mais utilizada para o

processamento de toxinas e regulacdo de calcio na célula.
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O aparelho de Golgi tem duas cisternas redondas de Golgi
interligadas. Os compartimentos do aparelho formam multiplas
redes tubulares-reticulares responsaveis pela organizagio,
ligacdo em pilha e transporte de carga que exibem uma vesicula
continua de corda de uva que varia entre 50-60 nm. O aparelho
consiste em trés compartimentos principais, uma cisterna plana

em forma de disco com redes tubular-reticulares e vesiculas.

Variagoes

A membrana celular tem diferentes composi¢des lipidicas e

proteicas em diferentes tipos de células € pode, portanto, ter nomes

especificos para certos tipos de células.

Sarcolemma em células ‘musculares: Sarcolemma ¢ o nome
dado a membrana celular das células musculares. Embora o
sarcolemma seja semelhante a outras membranas celulares, tem
outras fungdes que o distinguem. Por exemplo, o sarcolemma
transmite sinais sinapticos, ajuda a gerar potenciais de ac¢@o, e
esta muito envolvido na contrac¢do muscular. Ao contrario de
outras membranas celulares, o sarcolemma compde pequenos
canais chamados tubos T que passam através da totalidade das
células musculares. Verificou-se também que o sarcolemma
médio tem uma espessura de 10 nm em oposi¢ao aos 4 nm de

espessura de uma membrana celular geral.
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Oolemma é a membrana celular em od6citos: O oolemma dos
odcitos, (0vulos imaturos) ndo sdo consistentes com um bdlide
lipidico, uma vez que lhes falta um bolide e ndo consistem em
lipidos. Pelo contrario, a estrutura tem uma camada interior, o
envelope de fertilizagdo, e o exterior € constituido pela camada
vitelina, que € constituida por glicoproteinas; contudo, os canais
e as proteinas ainda estdo presentes pelas suas func¢des na
membrana.

Axolemma: A membrana plasmatica especializada sobre os
axonios das células nervosas, responsavel pela geragdo do
potencial de acc¢do. E constituida por um bocal lipidico granular,
densamente embalado, que trabalha de perto com os
componentes do citoesqueleto espectrina e actina. Estes
componentes do citoesqueleto sdo capazes de se ligar e interagir

com as proteinas transmembrana no axolemma.

Permabilidade

A permeabilidade de uma membrana € a taxa de difusdo passiva

das moléculas através da membrana. Estas moléculas sdo

conhecidas como moléculas permeantes. A permeabilidade

depende principalmente da carga eléctrica e da polaridade da

molécula e, em menor grau, da massa molar da molécula. Devido

a natureza hidrofobica da membrana celular, pequenas moléculas

electricamente neutras passam através da membrana mais
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facilmente do que as grandes moléculas carregadas. A
incapacidade das moléculas carregadas de passar através da
membrana celular resulta na divisdo do pH das substancias em

todos os compartimentos fluidos do corpo.
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D- Organelas

Em biologia celular, uma organela ¢ uma subunidade
especializada, geralmente dentro de uma célula, que tem uma
funcdo especifica. O nome organela vem da ideia de que estas
estruturas sdo partes de células, uma vez que os 6rgdos sdo para o
corpo, dai organela, sendo o sufixo - organela um diminutivo. As
organelas ou sdo encerradas separadamente dentro das suas
proprias camadas lipidicas (também chamadas organelas ligadas a
membrana) ou sdo unidades funcionais espacialmente distintas sem
uma camada lipidica circundante (organelas ndo ligadas a
membrana). Embora a maioria das organelas sejam unidades
funcionais dentro das células, algumas unidades funcionais que se
estendem fora das células sdo frequentemente denominadas

organelas, tais como a cilia, o flagelo e o archaellum, e o tricdcito.

As organelas sdo <identificadas por microscopia, e também
podem ser purificadas por fraccionamento celular. Existem muitos
tipos de organelas, particularmente em células eucaridticas.
Incluem estruturas que compdem o sistema endomembrana interno
(tais como o envelope nuclear, reticulo endoplasmatico, e aparelho
de Golgi) e outras estruturas tais como mitocondrias e plastideos.
Embora os procariotas ndo possuam organelas eucaridticas, alguns
contém microcompartimentos bacterianos de pelicula proteica, que
se pensa funcionarem como organelas procarioticas primitivas e ha

também provas de outras estruturas ligadas a membrana. Além
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disso, o flagelo procaridtico que se projeta fora da célula, e o seu
motor, bem como o pilo amplamente extracelular, sdo

frequentemente falados como organelas.

Em biologia, os 6rgaos sido definidos como unidades funcionais
confinadas dentro de um organismo.®! A analogia dos orgdos do
corpo a subestruturas celulares microscopicas ¢ dbvia, uma vez
que, mesmo nos primeiros trabalhos, os autores dos respectivos

manuais raramente se debrugam sobre a distingdo entre os dois.

Na década de 1830, Félix Dujardin refutou a teoria de Ehrenberg
que dizia que os microrganismos tém os mesmos orgaos de animais

multicelulares, apenas menores.

Creditado como o primeiro a usar um diminutivo de érgdo, por
exemplo, pequeno orgdo para estruturas celulares foi o zodlogo
alemdo Karl August Mobius (1884) que usou o termo organula
(plural de organulum, o diminutivo do latim organum). Numa nota
de rodapé, que foi publicada como correc¢@o no nimero seguinte
da revista, justificou a sua sugestdo de chamar "organella" aos
orgdos de organismos unicelulares, uma vez que sdo apenas partes
formadas de forma diferente de uma célula, ao contrario dos 6rgaos

multicelulares de organismos multicelulares.

Tipos
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Enquanto a maioria dos bidlogos celulares considera o termo
organela como sinénimo de compartimento celular, um espago
frequentemente delimitado por uma ou duas camadas lipidicas,
alguns bidlogos celulares escolhem limitar o termo para incluir
apenas os compartimentos celulares que contém 4cido
desoxirribonucleico (ADN), tendo tido origem em organismos
microscopicos anteriormente autonomos adquiridos através da

endosimbiose.

Segundo esta defini¢do, haveria apenas duas amplas classes de
organelas, por exemplo, as que contém o seu proprio ADN, e que

tém origem em bactérias endosibidticas:

. mitocondria (em quase todos os eucariotas)

. plastideos (por exemplo, em plantas, algas, e alguns protistas).

Sugere-se também que outras organelas tenham origem

endosimbidtica, mas ndo contenham o seu proprio ADN.

Uma segunda defini¢cdo, menos restritiva, de organelas ¢ que sdo
estruturas ligadas por membranas. No entanto, mesmo utilizando
esta defini¢do, algumas partes da célula que demonstraram ser
unidades funcionais distintas ndo se qualificam como organelas.
Portanto, o uso de organelas para se referir também a estruturas nao
ligadas @ membrana, como os ribossomas, ¢ comum e aceite. Isto
levou muitos textos a delinear entre organelas ligadas por

membranas e organelas ndo ligadas por membranas. As organelas
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ndo ligadas por membranas, também chamadas grandes complexos
biomoleculares, sdo grandes conjuntos de macromoléculas que
desempenham fun¢des particulares e especializadas, mas que
carecem de limites de membrana. Muitas delas sdo referidas como
"organelas proteinaceas", uma vez que a sua estrutura principal é

feita de proteinas. Tais estruturas celulares incluem:

. grandes complexos de RNA e proteinas: ribossomo,
spliceosomo, abdbada

. grandes complexos proteicos: proteasoma, holoenzima DNA
polimerase III, holoenzima RNA polimerase II, capsids virais
simétricos, complexo de GroEL e GroES; complexos proteicos
de membrana: porosoma, fotossistema I, ATP synthase

. grandes complexos de ADN e proteinas: nucleosoma

. centriole e centro organizador de microtubos (MTOC)

. citoesqueleto

. flagellum

« nucleolus

« granulo de stress

« granulo de célula germinal

« granulo de transporte neuronal

Os mecanismos pelos quais tais organelas ndo ligadas a
membrana formam e mantém a sua integridade espacial foram

comparados a separagdo da fase liquido-liquida.
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As células eucarioticas sdo estruturalmente complexas, e por
defini¢do sdo organizadas, em parte, por compartimentos interiores
que sdo eles proprios fechados por membranas lipidicas que se
assemelham a membrana celular mais externa. As organelas
maiores, tais como o nucleo e os vacuolos, sdo facilmente visiveis
com o microscopio de luz. Elas foram das primeiras descobertas

bioldgicas feitas apds a inveng@o do microscopio.

Nem todas as células eucaridticas tém cada uma das organelas
listadas abaixo. Os organismos excepcionais tém células que nao
incluem algumas organelas que de outra forma poderiam ser
consideradas universais as eucariotas (tais.como as mitocondrias).
Existem também excepgdes ocasionais ao nimero de membranas
em redor das organelas, listadas nas tabelas abaixo, por exemplo,
algumas que estdo listadas como de membrana dupla sdo por vezes
encontradas com membranas simples ou triplas. Além disso, o
numero de organelas individuais de cada tipo encontradas numa

determinada célula varia em fung¢o da func¢io dessa célula.

Tabela (1): Principais organelas eucariéticas

Organelle Fungio principal Estrutura Organismos Notas

Membrana celular | separa o interior de todas | liquido todos 0s
as células do ambiente | bidimensional eucariotas
exterior (o espago

extracelular) que protege a

célula do seu ambiente.
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Mitocondrias e plastideos, incluindo cloroplastos, tém

membranas duplas e o seu proprio ADN. De acordo com a teoria

endosymbiotic, acredita-se que tiveram origem em organismos

procarioticos incompletamente consumidos ou invasores.

Tabela (2): Organelas eucaridticas menores e componentes celulares
Organelle/M | Funcéo principal Estrutura | Organismos
acromolecul
©
Acrosome |ajuda os espermatozodides a |comparti |a maioria dos
fundirem-se com o 6vulo mento animais
com uma
Unica
membrana
Autofagoso | vesicula que sequestramaterial | comparti | todos 0s
ma citoplasmatico e  organelas | mento eucariotas
para degradagdo com duas
membrana
s
Centriole ancora para o citoesqueleto, | Proteina | animais
organiza a divisdo celular | de
através da formacgdo de fibras | microtubo
de fuso
Cilium movimento em ou do meio | Proteina animais,
externo; "via de sinalizagdo | de protists,
critica de | microtubo | poucas
desenvolvimento".?!1 plantas
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unica

membrana
Melanosom | armazenamento de pigmentos | comparti | animais
€ mento
com uma
unica
membrana
Mitosome | provavelmente desempenha | comparti | alguns
um papel na montagem do | mento eucariotas
aglomerado de enxofre de ferro | com duas | unicelulares
(Fe-S) membrana | que carecem
] de
mitocondrias
Myofibril contrac¢do de miocitos filamentos | animais
empacota
dos
Nucleolus | produgio pré-ribossomica proteina- | a maioria dos
DNA- eucariotas
RNA
Ocelodide detecta luz ¢ possivelmente | comparti | membros da
formas, permitindo a | mento familia
realizagdo de fototaxis com duas | Warnowiace
membrana | ae
s
Parentheso | ndo caracterizado nao fungos
me caracteriz
ado
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Peroxisoma | decomposi¢do do peroxido de | comparti | todos 0s
hidrogénio metabdlico mento eucariotas
com uma
Unica
membrana
Porosome | portal de secretariado comparti | todos 0s
mento eucariotas
com uma
unica
membrana
Proteasome | degradagdo de  proteinas | complexo | todos 0s
desnecessarias ou danificadas | proteico eucariotas,
por proteolise muito todos 0s
grande arcaicos, ¢
algumas
bactérias
Ribosome | tradugdo do’ARN em proteinas | RNA- todos 0s
(80S) proteina | eucariotas
granulo de | armazenamento de mRNAP? | sem a maioria dos
stress membrana | eucariotas
(complexo
s mRNP)
Dominio proteinas  codificadoras de | sem a maioria dos
TIGER mRNA membrana | organismos
Vesicula transporte de material comparti | todos 0s
mento eucariotas
com uma
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Unica

membrana

Os procariotas ndo sdo tdo complexos estruturalmente como os
eucariotas e outrora pensou-se que tinham pouca organizagio
interna e faltavam compartimentos celulares e membranas internas,
mas lentamente, estdo a surgir detalhes sobre as estruturas internas
procariotas que derrubam estes pressupostos. Uma falsa reviravolta
inicial foi a ideia desenvolvida nos anos 70 de que as bactérias
poderiam conter dobras de membranas celulares denominadas
mesossomas, mas que mais tarde se demonstrou serem artefactos
produzidos pelos quimicos utilizados para preparar as células para

microscopia electrénica.

No entanto, ha cada vez mais provas de compartimenta¢do em
pelo menos alguns procariotas. Pesquisas recentes revelaram que
pelo menos alguns procariotas tém microcompartimentos, tais
como os carboxysomes. Estes compartimentos subcelulares tém
100-200 nm de didmetro e s3o encerrados por uma casca de
proteinas. Ainda mais marcante ¢ a descri¢do de magnetosomas

ligados por membranas em bactérias, relatada em 2006.

O filo bacteriano Planctomycetes revelou uma série de
caracteristicas de compartimentagdo. O plano celular do
Planctomycetes inclui uma membrana intracitoplasmatica que

separa o citoplasma em paripoplasma (um espaco exterior livre de
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ribossomas) e pirelulosoma (ou riboplasma, um espago interior que
contém ribossomas). Foram descobertos anammoxomas ligados
por membranas em cinco géneros Planctomycetes "anammox", que
realizam a oxidacdo anaerobica do amoénio. Na espécie
Planctomycetes Gemmata obscuriglobus, foi relatada uma

estrutura do tipo nicleo rodeado por membranas lipidicas.

A compartimentagdo ¢ uma caracteristica das estruturas
fotossintéticas  procarioticas. As  bactérias roxas tém
"cromatdforos”, que sdo centros de reaccdo encontrados em
invaginagdes da membrana celular. As bactérias verdes de enxofre
tém clorossomas, que sdo complexos de-antenas fotossintéticas
encontradas ligadas as membranas celulares. As cianobactérias tém
membranas internas tiakoides para fotossintese dependente da luz;
estudos revelaram que a membrana celular e as membranas

tiakoides ndo sdo continuas uma com a outra.

Anammox Bacteria

cell wall

cytoplasmic membrane
paryphoplasm
intracytoplasmic membrane
riboplasm

anammoxosome membrane
anammoxosome

nucleoid
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Figura (35): Bactérias anammox.

Tabela (3):organelas procaridticas e componentes celulares
Organelle/ | Fungéo principal Estrutura Organismos
macromole
cule
Anammox | oxidagdo anaerdbica do | membrana lipidica de | Bactérias
osome amonio escada "candidatas" dentro
de Planctomycetes
Carboxyso | fixagdo de carbono microcompartimento de | algumas bactérias
me bactérias proteicas de
concha
Chloresom | fotossintese complexo de colheita de | bactérias verdes de
€ luz ligado a membrana | enxofre
celular
Flagellum | movimento em meio |filamento de proteinas | alguns prokaryotes
externo
Magnetoso | orientacdo magnética cristal inorganico, | bactérias
ma membrana lipidica magnetotacticas
Nucleoid Manutengdo do ADN, [ DNA-proteina prokaryotes
transcrigdo para RNA
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Pilus

Aderéncia a  outras
células para conjugagio

ou a um substrato solido

um apéndice
semelhante a um fio de

cabelo que se destaca

células

procarioticas

para criar forgas | (embora parcialmente
moveis. embutido) na membrana
plasmatica

Plasmid Troca de ADN ADN circular algumas bactérias
Ribosome | tradugdo do ARN em | RNA-proteina bactérias e arcaias
(70S) proteinas
Membrana | fotossintese proteinas e pigmentos | principalmente
s tilacoides do fotossistema cianobactérias
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E - Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos sdo biopolimeros, ou grandes biomoléculas,
essenciais a todas as formas de vida conhecidas. Sdo compostos por
nucledtidos, que sdo os monomeros feitos de trés componentes: um
acucar de 5-carbono, um grupo fosfato e uma base azotada. As duas
principais classes de 4acidos nucleicos s3o o 4cido
desoxirribonucleico (ADN) e o acido ribonucleico (ARN). Se o
acucar ¢ ribose, o polimero ¢ RNA; se o agticar é a desoxirribose

derivada da ribose, o polimero ¢ ADN.

Os 4cidos nucleicos sd3o compostos quimicos que ocorrem
naturalmente e que servem como ~moléculas principais de
transporte de informagdo nas células e maquilhagem do material
genético. Os acidos nucleicos sao encontrados em abundéancia em
todos os seres vivos onde:criam, codificam, e depois armazenam
informacao de cada célula viva de cada forma de vida na Terra. Por
sua vez, funcionam para transmitir e expressar essa informacao
dentro e fora do nucleo celular para as operagdes interiores da
célula e, por fim, para a préxima geracdo de cada organismo vivo.
A informacdo codificada ¢ contida ¢ transmitida através da
sequéncia de acido nucleico, que fornece a ordem de "escada" dos
nucledtidos dentro das moléculas de RNA e ADN. Estes
desempenham um papel especialmente importante na direc¢do da

sintese proteica.
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Cordas de nucleotidos sdo ligadas para formar espinhas dorsais
helicoidais - tipicamente, uma para RNA, duas para ADN - e
montadas em cadeias de pares de bases seleccionadas a partir das
cinco bases primarias, ou candnicas, que sdo: adenina, citosina,
guanina, timina, ¢ uracil. A timina ocorre apenas no ADN ¢ o
uracilo apenas no ARN. Usando aminodcidos e o processo
conhecido como sintese de proteinas,!! a sequenciacio especifica
no ADN destes pares de nucleobases permite armazenar e
transmitir instrugcdes codificadas como genes. No RNA, a
sequenciacgdo de pares de bases prevé o fabrico de novas proteinas
que determinam os quadros e partes e a maioria dos processos

quimicos de todas as formas de vida.
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Figura (36): Estruturas de ADN e ARN.

« A Nucleina foi descoberta por Friedrich Miescher em 1869 na
Universidade de Tiibingen, Alemanha.

. No inicio da década de 1880, Albrecht Kossel purificou ainda
mais a substancia e descobriu as suas propriedades altamente
acidas. Mais tarde, identificou também as nucleobases.

« Em 1889 Richard Altmann cria o termo acido nucleico

« Em 1938, Astbury e¢ Bell publicaram o primeiro padrio de
difrac¢do de raios X do ADN.

« Em 1944, a experiéncia Avery-MacLeod-McCarty mostrou que
o0 ADN ¢ o portador de informagdo genética.

. Em 1953, Watson e Crick apresentaram a estrutura do ADN.

Os estudos experimentais dos acidos nucleicos constituem uma
parte importante da investigagao biologica e médica moderna, e
formam uma base para o genoma e a ciéncia forense, e para as

industrias biotecnologica e farmacéutica.

Os acidos nucleicos sdo geralmente moléculas muito grandes.
De facto, as moléculas de ADN sdo provavelmente as maiores
moléculas individuais conhecidas. As moléculas de acido nucleico
bioldgico bem estudadas variam em tamanho desde 21 nucledtidos
(pequeno RNA interferente) a grandes cromossomas (0
cromossoma humano 1 ¢ uma Unica molécula que contém 247

milhdes de pares de bases.
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Na maioria dos casos, as moléculas de ADN naturais sdo de
cadeia dupla e as moléculas de ARN sdo de cadeia simples. Ha
numerosas excepgoes, contudo, alguns virus t€ém genomas feitos de
RNA de cadeia dupla e outros virus t€ém genomas de DNA de
cadeia simples e, em algumas circunstancias, podem formar-se

estruturas de acido nucleico com trés ou quatro corddes.

Os 4cidos nucleicos sdo polimeros lineares (cadeias) de
nucleotidos. Cada nucledtido consiste em trés componentes: uma
nucleobase purina ou pirimidina (por vezes denominada base
nitrogenada ou simplesmente base), um agucar pentose, € um
grupo fosfato que torna a moléculaacida. A subestrutura
constituida por uma nucleobase -mais agicar é denominada
nucleodsido. Os tipos de acido nucleico diferem na estrutura do
acicar nos seus nucledtidos-DNA contém 2'-deoxirribose
enquanto que o RNA contém ribose (onde a unica diferenca ¢ a
presenca de um grupo hidroxil). Além disso, as nucleobases
encontradas nos dois tipos de acido nucleico sdo diferentes:
adenina, citosina, e guanina sdo encontradas tanto no RNA como
no ADN, enquanto a timina ocorre no ADN e o uracilo ocorre no

RNA.

Os agucares e fosfatos nos acidos nucleicos estio ligados entre
si numa cadeia alternada (espinha dorsal de fosfato de agucar)
através de ligagdes fosfodiésteres. Na nomenclatura convencional,

os carbonos a que os grupos fosfatos se ligam sdo os carbonos de
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3'-fins e os carbonos de 5'-fins do agticar. Isto da direccionalidade
aos acidos nucleicos, e as extremidades das moléculas de acido
nucleico sdo referidas como 5'-extremidade e 3'-extremidade. As
nucleobases s@o unidas aos agucares através de uma ligacdo N-
glicosidica envolvendo um anel nucleobase de azoto (N-1 para as
pirimidinas e N-9 para as purinas) e o carbono de 1' do anel de

acUcar pentose.

Os nucledsidos nao-padrao também se encontram tanto no ARN
como no ADN e normalmente resultam da modificagdo dos
nucledsidos padrao dentro da molécula de ADN ou da transcricdo
primaria (inicial) do ARN. As moléculas-de RNA de transferéncia
(tRNA) contém um nimero particularmente grande de nucledsidos

modificados.

« Alguns dos tltimos itens foram rotulados como acidos nucleicos
quando na realidade ndo s@o acidos nucleicos. Os acidos
nucleicos ocorrem nos nucleos das células, mas moléculas tais
como PNAs ou Morpholinos sao puramente analogos sintéticos.
Devem ser rotulados como tal ou removidos desta lista por
completo (embora eu pense que tém interesse suficiente para

serem retidos).

« Fiz uma pagina "experimentando" analogos de acido nucleico
para ligar os analogos, ha muitos artigos 6rfaos, categorizados

sob a genética ou bioquimica (que se prendem com a disciplina
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dos autores?). seria um "outros" decente para o modelo?
Squidonius (palestra) 14:58, 20 de Novembro de 2007 (UTC)

resolvido.

« cpDNA (ADN cloropléstico) deve ser adicionado; contudo
ainda ndo ha pagina para ele (cpDNA redirecciona para
chloroplast). - tameeria (conversa) 04:28, 11 de Dezembro de
2007 (UTC)

Uma molécula de ADN ou RNA difere da outra principalmente
na sequéncia de nucledtidos. As sequéncias de nucledtidos sdo de
grande importancia em biologia, uma vez que contém as instrugdes
finais que codificam todas as moléculas bioldgicas, conjuntos
moleculares, estruturas subcelulares e celulares, orgios e
organismos, € permitem directamente a cogni¢do, memoria e
comportamento. Enormes- esfor¢os foram investidos no
desenvolvimento de métodos experimentais para determinar a
sequéncia nucleotidica das moléculas bioldgicas de ADN e
RNA,?423] ¢ actualmente centenas de milhdes de nucledtidos sdo
sequenciados diariamente em centros de genoma e laboratdrios
mais pequenos em todo o mundo. Para além de manter a base de
dados da sequéncia de acidos nucleicos do GenBank, a NCBI
fornece recursos de andlise e recuperagdo dos dados do GenBank e
outros dados biologicos disponibilizados através do website da

NCBI.?%
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Acido desoxirribonucleico

O acido desoxirribonucleico (ADN) ¢ um acido nucleico que
contém as instrugdes genéticas utilizadas no desenvolvimento e
funcionamento de todos os organismos vivos conhecidos. Os
segmentos de ADN portadores desta informagdo genética sdo
chamados genes. Do mesmo modo, outras sequéncias de ADN tém
objectivos estruturais ou estdo envolvidas na regulacdo da
utilizacdo desta informagao genética. Juntamente com o ARN e as
proteinas, o ADN ¢ uma das trés principais macromoléculas que
sdo essenciais para todas as formas de vida conhecidas. O ADN
consiste em dois polimeros longos de unidades simples chamadas
nucleotidos, com espinhas dorsais- feitas de aglicares e grupos
fosfatados unidos por ligagdes ésteres. Estas duas cordas correm
em direcgdes opostas uma a outra e sdo, portanto, antiparalelas.
Anexado a cada agucar-estd um de quatro tipos de moléculas
chamadas nucleobases (informalmente, bases). E a sequéncia
destas quatro nucleobases ao longo da espinha dorsal que codifica
a informagdo. Esta informacao ¢ lida utilizando o codigo genético
que especifica a sequéncia dos aminoacidos dentro das proteinas.
O codigo € lido através da copia de extensdes de ADN para o RNA
acido nucleico relacionado, num processo chamado transcrigdo.
Dentro das células, o ADN ¢ organizado em estruturas longas
chamadas cromossomas. Durante a divisdo celular, estes

cromossomas sdo duplicados no processo de replicacdo do ADN,
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fornecendo a cada célula o seu prdoprio conjunto completo de
cromossomas. Organismos eucarioticos animais, plantas, fungos e
protistas armazenam a maior parte do seu ADN dentro do nucleo
celular e parte do seu ADN em organelas, tais como mitocondrias
ou cloroplastos. Em contraste, os procariotas (bactérias e
arquebactérias) armazenam o seu ADN apenas no citoplasma.
Dentro dos cromossomas, proteinas cromatinosas, tais como as
histonas, compactam e organizam o ADN. Estas estruturas
compactas guiam as interacgdes entre o ADN e outras proteinas,

ajudando a controlar quais as partes do ADN que sdo transcritas.

Acido ribonucleico

O acido ribonucleico (RNA) funciona na conversdo da
informag@o genética dos genes em sequéncias de aminoacidos de
proteinas. Os trés tipos universais de RNA incluem RNA
transferido (tRNA), RNA mensageiro (mRNA), e RNA ribossomal
(rRNA). O RNA mensageiro actua para transportar informacao da
sequéncia genética entre o ADN e os ribossomas, dirigindo a
sintese proteica e transporta instrugdes do ADN no nucleo para o
ribossoma. O RNA ribossémico 1€ a sequéncia de ADN, e catalisa
a formacdo de ligagdo peptideo. O RNA transferido serve como
molécula portadora de aminodcidos a serem utilizados na sintese
proteica, e ¢ responsavel pela descodificagdo do mRNA. Além

disso, muitas outras classes de RNA sio agora conhecidas.
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Acido nucleico artificial

Os analogos artificiais de acido nucleico foram concebidos e
sintetizados por quimicos, e incluem acido nucleico peptideo, acido
morfolino- e 4acido nucleico bloqueado, acido nucleico glicdlico, e
acido nucleico triplice. Cada um destes ¢ distinguido do ADN ou

RNA natural por alteragdes na espinha dorsal das moléculas.

Estruturas de acido nucleico

A estrutura do acido nucleico refere-se a estrutura dos acidos
nucleicos como 0 ADN e o ARN. Quimicamente falando, o ADN
¢ 0 ARN sdo muito semelhantes. A estrutura dos acidos nucleicos
¢ frequentemente dividida em quatro niveis diferentes: primario,

secundario, terciario, e quaternario.
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Figura (37): A estrutura primdiria consiste de uma sequéncia

linear de nucleotidos.

A estrutura primdria consiste numa sequéncia linear de
nucledtidos que estdo ligados entre si por ligagdo fosfodiéster. E
esta sequéncia linear de nucledtidos que constitui a estrutura
primaria do ADN ou RNA. Os nucledtidos consistem em 3

componentes:

1. Base nitrogenada
1.Adenine
2.Guanine

3.Citosina
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4.Thymine (presente apenas no ADN)
5.Uracil (presente apenas no RNA)
2. agucar de 5-carbono que se chama deoxirribose (encontrado

no ADN) e ribose (encontrado no ARN).

3. Um ou mais grupos de fosfatos.!]

As bases nitrogenadas adenina e guanina sdo purinas em estrutura
e formam uma ligagao glicosidica entre o seu 9 nitrogénio e o grupo
1' -OH da desoxirribose. Citosina, timina, e uracil sdo pirimidinas,
dai as ligagdes glicosidicas formarem entre o seu 1 nitrogénio e o
I' -OH da desoxirribose. Tanto para as bases purina como
pyrimidina, o grupo fosfato forma uma-ligagdo com o agucar de
desoxirribose através de uma ligacdo-de éster entre um dos seus
grupos de oxigénio carregado negativamente ¢ o 5' -OH do agucar.
A polaridade no ADN e RNA ¢ derivada dos atomos de oxigénio e
azoto na espinha dorsal. Os acidos nucleicos formam-se quando os
nucledtidos se juntam através de ligagdes fosfodiésteres entre os
atomos de carbono de 5' -OH e 3' -OH. Uma sequéncia de acidos
nucleicos ¢ a ordem dos nucledtidos dentro de uma molécula de
ADN (GACT) ou RNA (GACU) que ¢ determinada por uma série
de letras. As sequéncias sdo apresentadas da extremidade de 5'a 3'
e determinam a estrutura covalente de toda a molécula. As
sequéncias podem ser complementares a outra sequéncia, na
medida em que a base em cada posi¢do ¢ complementar, bem como

na ordem inversa. Um exemplo de uma sequéncia complementar a
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AGCT ¢é o TCGA. O ADN ¢ de dupla cadeia contendo tanto uma
cadeia de sentido como uma cadeia antisense. Por conseguinte, a

sequéncia complementar sera para a vertente de sentido.

OH

Figura (38): Estruturas de base nitrogenada.

ADN

A estrutura secundaria ¢ o conjunto de interac¢des entre bases,
ou seja, que partes dos fios estdo ligadas umas as outras. Na dupla
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hélice do ADN, as duas vertentes de ADN sdo mantidas juntas por
ligacdes de hidrogénio. Os nucledtidos de um par de bases de um
corddo com o nucleétido do outro corddo. A estrutura secundaria é
responsavel pela forma que o acido nucléico assume. As bases no
ADN sio classificadas como purinas e pirimidinas. As purinas sdo
adenina e guanina. As purinas consistem numa estrutura de anel
duplo, um anel de seis membros e um anel de cinco membros
contendo azoto. As pirimidinas sfo a citosina e a timina. Tem uma
estrutura de anel unico, um anel de seis membros contendo
nitrogénio. Uma base purina sempre em pares com uma base
pirimidina (guanina (G) em pares com citosina (C) e adenina (A)
em pares com timina (T) ou uracil (U)). A estrutura secundaria do
ADN ¢ predominantemente determinada pelo emparelhamento de
base dos dois fios de polinucledtidos enrolados um ao outro para
formar uma dupla hélice. Embora as duas cordas estejam alinhadas
por ligacdes de hidrogénio em pares de bases, as for¢as mais fortes
que mantém as duas cordas juntas s3o as interac¢des de
empilhamento entre as bases. Estas interac¢des de empilhamento
sdo estabilizadas por forcas de Van der Waals e interacgdes
hidrofobicas, e mostram uma grande variabilidade estrutural local.
Ha também duas ranhuras na dupla hélice, que sdo chamadas

ranhura maior e ranhura menor, com base no seu tamanho relativo.
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Figura (40): Estrutura secundaria do ARN.

Um exemplo de estrutura secundaria do ARN. Esta imagem
inclui varios elementos estruturais, incluindo; areas de fio simples
e de fio duplo, bojos, loops internos e loops de gancho de cabelo.
O RNA de dupla corda forma uma estrutura helicoidal do tipo A,
ao contrario da conformac¢do comum do tipo B tomada pelas

moléculas de ADN de dupla corda.

A estrutura secunddria do RNA consiste de um unico
polinucleoétido. O emparelhamento béasico no RNA ocorre quando
o RNA se dobra entre regides de complementaridade. Tanto as
regides de corddo simples como as de cordao duplo sdo

frequentemente encontradas em moléculas de RNA.

Os quatro elementos bésicos na estrutura secundaria do RNA sao:

- Helices
- Bulges
. Lacos
. Juncgoes

Os corddes antiparalelos formam uma forma helicoidal.®) Os
bojos e os loops internos sdo formados pela separagcdo do tracto
helicoidal duplo num dos fios (bulge) ou em ambos os fios (loops

internos) por nucledtidos ndo emparelhados.
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O lago de haste ou lago de gancho capilar ¢ o elemento mais
comum da estrutura secundaria do ARN. O loop de haste ¢ formado
quando as cadeias de ARN se dobram sobre si proprias para formar
um tracto helicoidal duplo chamado "haste", os nucleétidos néo
emparelhados formam uma tnica regido encalhada chamada
"loop". Um tetraloop € uma estrutura de RNA com quatro pares de
bases de RNA. Ha trés familias comuns de tetraloop em RNA
ribossomal: UNCG, GNRA e CUUG (N ¢ um dos quatro

nucleotidos e R € um purina). O UNCG ¢€ o tetraloop mais estavel.

Pseudoknot € uma estrutura secundaria de ARN identificada pela
primeira vez no virus do mosaico amarelo nabo. Os pseudo nés sao
formados quando os nucledtidos do par de fios de cabelo sdo
formados com uma tnica regido de fios fora do fio de cabelo para
formar um segmento helicoidal. Os pseudo nos de pregas do tipo
H sao melhor caracterizados. Na dobra do tipo H, os nucleotidos
do par de fios de cabelo com as bases fora da haste do fio de cabelo
formam uma segunda haste ¢ um laco. Isto causa a formagdo de
pseudo nos com duas hastes e dois loops. Os pseudo nds sdo
elementos funcionais na estrutura do RNA que tém fungdes

diversas e que se encontram na maioria das classes de RNA.

A estrutura secundaria do ARN pode ser prevista por dados
experimentais sobre os elementos da estrutura secundaria, helices,
loops, e bulges. O método DotKnot-PW ¢ utilizado para a previsao

comparativa de pseudo noés. Os pontos principais no método
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DotKnot-PW sdo a pontuagdo das semelhangas encontradas em

hastes, elementos secundarios e pseudo nos do tipo H.
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Figura (41): Estrutura terciaria do RNA.

A estrutura tercidria refere-se a localizagdo dos atomos no espago
tridimensional, tendo em consideragdo os constrangimentos
geométricos e estéreis. E uma ordem superior a da estrutura
secundaria, na qual ocorre uma dobragem em grande escala num

polimero linear e toda a cadeia ¢ dobrada numa forma

168



tridimensional especifica. Existem 4 areas em que as formas

estruturais do ADN podem diferir.

1. Mo - direita ou esquerda
2. Comprimento da curva da hélice
3. Numero de pares de bases por volta

4. Diferenca no tamanho entre as ranhuras maiores e menoresl’!

A disposig¢ao tercidria da dupla hélice do ADN no espago inclui

B-DNA, A-DNA, e Z-DNA.

O B-DNA ¢ a forma mais comum de ADN in vivo ¢ ¢ uma hélice
mais estreita e alongada do que o A-DNA. A sua grande ranhura
larga torna-o mais acessivel as proteinas. Por outro lado, tem uma
ranhura menor estreita. As.conformag¢des favorecidas do B-DNA
ocorrem em altas concentragdes de agua; a hidratacdo da ranhura
menor parece favorecer o B-DNA. Os pares de bases de B-DNA
sdo quase perpendiculares ao eixo da hélice. A broca de agucar que
determina a forma da hélice A, quer a hélice exista na forma A ou

na forma B, ocorre no ponto C2'-endo.

A-DNA, é uma forma do ADN duplex observado em condi¢des
de desidrata¢io. E mais curto e mais largo do que o B-DNA. O
RNA adopta esta forma helicoidal dupla, e os duplex de RNA-
DNA sdo maioritariamente de forma A, mas foram observados

duplex de RNA-DNA de forma B. Em contextos localizados de
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dinucleotidos de fio tinico, o RNA também pode adoptar a forma
B sem emparelhar com o ADN. O A-DNA tem uma ranhura maior
profunda e estreita que ndo o torna facilmente acessivel as
proteinas. Por outro lado, o seu sulco largo e pouco profundo torna-
o acessivel as proteinas, mas com um contetido de informagao
inferior ao do sulco principal. A sua conformacgdo favorecida esta
em baixas concentracdes de agua. Os pares de bases A-DNAs sdo
inclinados em relacdo ao eixo da hélice, e sdo deslocados do eixo.
O empurrador de agtcar ocorre no C3'-endo e no RNA 2'-OH inibe
a conformacdo C2'-endo.!'¥ H4 muito considerado pouco mais do
que um artificio de laboratorio, o A-DNA ¢ agora conhecido por

ter varias fungdes bioldgicas.

Z-DNA ¢ uma dupla hélice relativamente rara de canhoto. Dada
a sequéncia adequada e a tensdo super-helical, pode ser formada in
vivo, mas a sua fun¢@onao ¢ clara. Tem uma hélice mais estreita,
mais alongada do que A ou B. A ranhura maior do Z-DNA nao ¢
realmente uma ranhura, e tem uma ranhura menor estreita. A
conformacdo mais favorecida ocorre quando ha altas
concentragdes de sal. Ha algumas substituicdes de base mas
requerem uma sequéncia alternada de purina-pirimidina. O N2-
amino das ligagdes G H a 5' PO, o que explica a lenta troca de
protdes e a necessidade da purina G. Os pares de bases Z-DNA sdo
quase perpendiculares ao eixo da hélice. Z-DNA nao contém pares

de base Unicos, mas sim uma repeticio GpC com distancias P-P
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variaveis para GpC e CpG. Na pilha de GpC ha uma boa
sobreposicdo de bases, enquanto na pilha de CpG héd menos
sobreposicdo. A espinha dorsal em ziguezague do Z-DNA deve-se
a conformagdo do agucar C, que compensa a conformacdo da
ligagdo glicosidica G. A conformagdo de G ¢ sincronia, C2'-endo;

para C ¢ anti, C3'-endo.

Uma molécula de ADN linear com extremidades livres pode
rodar, para se ajustar as mudangas de varios processos dindmicos
na célula, alterando quantas vezes as duas cadeias da sua dupla
hélice giram uma em torno da outra. Algumas moléculas de ADN
sdo circulares e estdo condicionadas topologicamente. Mais
recentemente o RNA circular também foi descrito como sendo uma

classe natural de acidos nucleicos, expressa em muitos organismos.

Um DNA circular, covalentemente fechado, também conhecido
como cccDNA ¢é topologicamente limitado uma vez que o numero
de vezes que as cadeias se enrolam em torno de uma outra ndo pode
mudar. Este cccDNA pode ser super enrolado, que é a estrutura
terciaria do ADN. O super-enrolamento ¢ caracterizado pelo
numero de ligagdo, tor¢do e escrita. O numero de ligacdo (Lk) do
ADN circular ¢ definido como o nimero de vezes que uma cadeia
teria de passar através da outra para separar completamente as duas
cadeias. O numero de ligacdo para ADN circular s6 pode ser

alterado através da quebra de uma ligacdo covalente numa das duas
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cordas. Sempre um inteiro, o nimero de ligacdo de um cccDNA ¢

a soma de dois componentes: tor¢des (Tw) e contor¢des (Wr).

As torg¢des sdo o numero de vezes que as duas vertentes de ADN
sdo torcidas uma a outra. As tor¢des sdo o namero de vezes que a
hélice de ADN se atravessa a si propria. O ADN nas células ¢
negativamente super enrolado e tem a tendéncia para se desenrolar.
Assim, a separagfo das cordas ¢ mais facil no ADN negativamente
super-branqueado do que no ADN relaxado. Os dois componentes
do ADN super-recozido s3o solendide e plectonémico. A
superbobina plectonémica ¢ encontrada em procariotas, enquanto

que a superbobina solenoidal € vista principalmente em eucariotas.
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Figura (42): Estrutura quaternaria do acido nucleico.

A estrutura quaternaria dos acidos nucleicos ¢ semelhante a da
estrutura quaterndria das proteinas. Embora alguns dos conceitos
ndo sejam exactamente os mesmos, a estrutura quaternaria refere-
se a um nivel superior de organizagdo dos acidos nucleicos. Além
disso, refere-se a interac¢des dos acidos nucléicos com outras
moléculas. A forma mais comummente vista de organizacdo de
nivel mais elevado dos 4acidos nucleicos é vista na forma de
cromatina que leva as suas interac¢des com as pequenas historias
de proteinas. Além disso, a estrutura quaterndria refere-se as
interac¢des entre unidades de RNA separadas no ribossoma ou

spliceosoma .
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Figura (43): Estrutura quaternaria do acido nucleico.
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Os métodos de acido nucleico sdo as técnicas utilizadas para

estudar os acidos nucleicos: ADN e ARN.

 Purificacdo

« Extraccdo de ADN

. Extraccdo de fenol-cloroférmio
« Purificagdo de minicolunas

. Extraccdo de ARN

« Método Boom

. Coeficiente sincrono de alteracdo de arrastamento (SCODA)

Purifica¢do do ADN

Quantificacio

. Abundancia em peso: quantificacdo espectroscopica do acido
nucleico

. Abundancia absoluta em numero: reac¢do em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR quantitativa)

« Abundancia relativa de alto rendimento: Microarranjo de ADN

« Abundancia absoluta de alto rendimento: analise em série da
expressao genética (SAGE)

. Tamanho: electroforese em gel
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Sintese

« De novo: sintese de oligonucleotideos

. Amplificagdo: reac¢do em cadeia da polimerase (PCR).

Cinética

« Ressonancia plasmonica de superficie multi-paramétrica
« Interferometria de dupla polarizagio

. Microbalanga de cristal de quartzo com monitorizacdo da

dissipagdo (QCM-D).
Funcdo Gene

Interferéncia do ARN

Outros

« Sequenciagdo de bissulfitos

. Sequencia¢do de ADN

« Clonagem por expressao

« Fluorescéncia hibridizagao in situ

. Lab-on-a-chip
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« Comparagao de software de simulagao de acido nucleico

. Mancha do Norte

. Ensaio de funcionamento nuclear

« Radioactividade nas ciéncias da vida

. Mancha do Sul

« Centrifuga diferencial (gradiente de sacarose)

« Ensaio de impressao do dedo do pé

. Varios métodos bioinformaticos, como se pode ver na lista de

software de previsdo de estrutura RNA

Técnica utilizada em genética molecular

A reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método
amplamente utilizado para fazer rapidamente milhdes a bilides de
copias (copias completas.ou parciais) de uma amostra especifica de
ADN, permitindo aos cientistas colher uma amostra muito pequena
de ADN e amplifica-la (ou uma parte dela) a uma quantidade
suficientemente grande para ser estudada em pormenor. A PCR foi
inventada em 1983 pelo bioquimico americano Kary Mullis na
Cetus Corporation. E fundamental para muitos dos procedimentos
utilizados em testes e investigagcdo genética, incluindo a analise de
amostras antigas de ADN e a identificag@o de agentes infecciosos.
Utilizando a PCR, copias de quantidades muito pequenas de
sequéncias de ADN s3o exponencialmente amplificadas numa

série de ciclos de alteragdes de temperatura. A PCR ¢ agora uma
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técnica comum e frequentemente indispensavel utilizada na
investiga¢do laboratorial médica para uma ampla variedade de
aplicacdes, incluindo a investigacdo biomédica e a investigacio

criminal forense.

A maioria dos métodos de PCR depende do ciclismo térmico. O
ciclo térmico expde os reagentes a ciclos repetidos de aquecimento
e arrefecimento para permitir diferentes reacgdes especificamente
dependentes da temperatura, derretimento do ADN e replicacdo de
ADN enzimatico. A PCR emprega dois reagentes principais -
primarios que sdo fragmentos curtos de ADN de cadeia unica
conhecidos como oligonucledtidos que sdo uma sequéncia
complementar a regido de ADN alvo‘e uma DNA polimerase. Na
primeira etapa da PCR, as duas vertentes da dupla hélice do ADN
sdo separadas fisicamente a uma temperatura elevada num
processo chamado desnaturacdo do acido nucleico. Na segunda
etapa, a temperatura ¢ baixada e os iniciadores ligam-se as
sequéncias complementares do ADN. As duas cadeias de ADN
tornam-se entdo modelos para a polimerase do ADN, a fim de
montar enzimaticamente uma nova cadeia de ADN a partir de
nucledtidos livres, os blocos de construgdo do ADN. A medida que
a PCR progride, o ADN gerado ¢ ele proprio utilizado como
modelo para replicagio, desencadeando uma reaccio em cadeia na

qual o modelo original de ADN ¢ exponencialmente amplificado.
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Quase todas as aplicagdes de PCR utilizam uma polimerase de
ADN termo-estavel, como a 7aq polimerase, uma enzima
originalmente isolada da bactéria termofila Thermus aquaticus. Se
a polimerase utilizada fosse termo-susceptivel, desnaturaria sob as
altas temperaturas da etapa de desnaturagdo. Antes da utiliza¢do da
Taq polimerase, a DNA polimerase tinha de ser adicionada
manualmente a cada ciclo, o que era um processo fastidioso e

dispendioso.

As aplicacdes da técnica incluem a clonagem de ADN para
sequenciacdo, clonagem e manipulagdo de genes, mutagénese
genética; construgdo de filogenias baseadas no ADN, ou analise
funcional de genes; diagndstico e monitorizagdo de doencas
genéticas; amplificagdo de ADN- antigo, andlise de impressoes
digitais genéticas para a caracterizagdo do ADN (por exemplo, em
ciéncia forense e testes de parentesco); e deteccdo de agentes
patogénicos em testes de acido nucleico para o diagndstico de

doencas infecciosas.
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Figura (44): A PCR amplifica uma regido especifica de uma fita

de ADN.

Principios

A PCR amplifica uma regido especifica de uma fita de ADN (o
alvo de ADN). A maioria dos métodos de PCR amplifica
fragmentos de ADN com comprimento entre 0,1 e 10 kbp, embora
algumas técnicas permitam a amplificacdo de fragmentos até 40
kbp. A quantidade de produto amplificado é determinada pelos
substratos disponiveis na reac¢do, que se torna limitada a medida

que a reac¢do progride.
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Uma instalagdo basica de PCR requer varios componentes e

reagentes, incluindo:

« Modelo de ADN que contém a regido alvo de ADN a
amplificar.

« DNA polimerase uma enzima que polimeriza novos fios de
ADN; a Tag polimerase resistente ao calor ¢ especialmente
comum, pois ¢ mais provavel que se mantenha intacta durante o
processo de desnaturacdo do ADN a altas temperaturas.

« Dois primarios de ADN que s@o complementares aos 3’ (trés
primarios) de cada uma das vertentes de sentido e anti-senso do
ADN alvo (a DNA polimerase s6 pode ligar-se ¢ alongar-se a
partir de uma regido de dupla cadeia de ADN; sem primarios,
ndo ha um local de iniciagdio de dupla cadeia em que a
polimerase possa ligar-se), os primdrios especificos que sdo
complementares a regido de ADN alvo sdo seleccionados
previamente, e s3o muitas vezes feitos a medida num laboratério
ou comprados a fornecedores bioquimicos comerciais.

. trifosfatos de desoxinucleotidos ou dNTPs, por vezes chamados
trifosfatos de desoxinucleotidos, nucledtidos contendo grupos
de trifosfato, os blocos de construgdo a partir dos quais a DNA
polimerase sintetiza uma nova cadeia de ADN

. uma solucdo tampao que proporciona um ambiente quimico
adequado para uma dptima actividade e estabilidade da DNA

polimerase

182



. catides bivalentes, normalmente ides de magnésio (Mg) ou de
manganés (Mn); o Mg?" é o mais comum, mas o Mn?" pode ser
utilizado para a mutagénese do ADN mediada por PCR, uma
vez que uma concentragio mais elevada de Mn?* aumenta a taxa
de erro durante a sintese do ADN e catibes monovalentes,

normalmente ides de potéssio (K)

A reaccgdo ¢ geralmente realizada num volume de 10-200 puL em
pequenos tubos de reacgdo (volumes de 0,2-0,5 mL) num
termociclador. O termociclador aquece e arrefece os tubos de
reac¢do para atingir as temperaturas necessarias em cada etapa da
reac¢do. Muitos termocicladores modernos fazem uso do efeito
Peltier, que permite tanto o aquecimento como o arrefecimento do
bloco que retém os tubos PCR, simplesmente invertendo a corrente
eléctrica. Os tubos de reac¢cdo de parede fina permitem uma
condutividade térmica favoravel para permitir um rapido equilibrio
térmico. A maioria dos termocicladores tém tampas aquecidas para
evitar a condensacdo na parte superior do tubo de reacc¢do. Os
termocicladores mais antigos sem tampa aquecida requerem uma
camada de 6leo no topo da mistura de reac¢do ou uma bola de cera

no interior do tubo.
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Figura (45): Tipicamente, a PCR consiste numa série de 20-40

mudancas de temperatura repetidas chamadas ciclos térmicos.

Procedimento

Tipicamente, a PCR consiste numa série de 20-40 mudancas de
temperatura repetidas, chamadas ciclos térmicos, sendo cada ciclo
geralmente constituido por dois ou trés passos de temperatura
discretos (ver figura abaixo). O ciclo é frequentemente precedido
por um Uunico passo de temperatura a uma temperatura muito
elevada (>90 °C (194 °F)), e seguido por um reter no final para
extensdo do produto final ou breve armazenamento. As

temperaturas utilizadas e a duragdo da sua aplicacdo em cada ciclo
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dependem de uma variedade de parametros, incluindo a enzima
utilizada para a sintese do ADN, a concentragdo de ides bivalentes
e dNTPs na reacg@o, e a temperatura de fusdo (75 ) dos iniciadores.
As etapas individuais comuns a maioria dos métodos de PCR séo

as seguintes:

. Inicializagdo: Esta etapa s6 € necessaria para as polimerases de
ADN que requerem activagdo de calor por PCR de arranque a
quente. Consiste em aquecer a camara de reac¢do a uma
temperatura de 94-96 °C (201-205 °F), ou 98 °C (208 °F) se
forem utilizadas polimerases extremamente termoestaveis, que
¢ depois mantida durante 1-10 minutos.

« Desnaturacdo: Esta etapa ¢ a primeira prova de ciclismo regular
e consiste em aquecer a camara de reac¢do a 94-98 °C (201-208
°F) durante 20-30 segundos. Isto provoca o derretimento, ou
desnaturacdo do modelo de ADN de cadeia dupla, quebrando as
ligagdes de hidrogénio entre bases complementares, produzindo
duas moléculas de ADN de cadeia simples.

« Recozimento: No passo seguinte, a temperatura de reacgdo ¢
reduzida para 50-65 °C (122-149 °F) durante 20-40 segundos,
permitindo o recozimento dos primarios para cada um dos
modelos de ADN de fio tnico. Dois iniciadores diferentes sdo
tipicamente incluidos na mistura de reac¢@o: um para cada um
dos dois complementos de corda tinica contendo a regido alvo.

Os iniciadores sdo sequéncias de corda Unica em si, mas sdo
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muito mais curtos do que o comprimento da regido alvo,
complementando apenas sequéncias muito curtas no final de
cada filamento 3.

E fundamental determinar uma temperatura adequada para a
etapa de recozimento porque a eficiéncia e a especificidade sdo
fortemente afectadas pela temperatura de recozimento. Esta
temperatura deve ser suficientemente baixa para permitir a
hibridagdo do primario ao corddo, mas suficientemente alta para
que a hibridagdo seja especifica, por exemplo, o primario deve
ligar-se apenas a uma parte perfeitamente complementar do cordao,
e em nenhum outro lugar. Se a temperatura for demasiado baixa, a
pré-camada pode ligar-se imperfeitamente. Se for demasiado alta,
a pré-camada pode néo se ligar de todo. Uma temperatura tipica de
recozimento ¢ cerca de 3-5 °C abaixo do 7, dos primarios
utilizados. As ligagdes estaveis de hidrogénio entre bases
complementares sdo formadas apenas quando a sequéncia de
primer coincide muito de perto com a sequéncia do modelo.
Durante esta etapa, a polimerase liga-se ao hibrido primer-template

¢ inicia a formagao de ADN.

. Extensdo/elongamento: A temperatura nesta etapa depende
da DNA polimerase utilizada; a temperatura Optima de
actividade para a DNA polimerase termoestavel da Tagq
polimerase ¢ aproximadamente 75-80 °C (167-176 °F),[13114]

embora uma temperatura de 72 °C (162 °F) seja normalmente
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utilizada com esta enzima. Nesta etapa, a DNA polimerase
sintetiza uma nova fita de ADN complementar a fita de ADN
modelo, adicionando dNTPs livres da mistura de reacgio
complementar ao modelo na direccdo 5'-para-3’,
condensando o grupo 5'-fosfato dos ANTPs com o grupo 3'-
hidroxi no final da fita de ADN nascente (elongante). O
tempo exacto necessario para o alongamento depende tanto
da polimerase de ADN utilizada como do comprimento da
regido alvo de ADN a amplificar. Como regra geral, a sua
temperatura Optima, a maioria das polimerases de ADN
polimerizam mil bases por minuto. Em condi¢des optimas,
por exemplo, se ndo houver limitacdes devido a limitagdo de
substratos ou  reagentes em cada etapa de
extensdo/elongamento, 0 nimero de sequéncias alvo de ADN
¢ duplicado. Em cada ciclo sucessivo, as vertentes de modelo
original mais todas as vertentes recém-geradas tornam-se
vertentes de modelo para o proximo ciclo de alongamento,
levando a uma amplificagdo exponencial (geométrica) da
regido alvo especifica de ADN.

Os processos de desnaturagdo, recozimento e alongamento
constituem um ciclo unico. Sdo necessarios multiplos ciclos
para amplificar o alvo de ADN a milhdes de cdpias. A
formula utilizada para calcular o nimero de cépias de ADN
formadas ap6s um determinado numero de ciclos ¢ 2", onde

n ¢ o numero de ciclos. Assim, um conjunto de reac¢do para
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30 ciclos resulta em 23° , ou 1.073.741.824, cdpias da regido

alvo original de ADN de fio duplo.
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Alongamento final: Esta etapa tinica ¢ opcional, mas ¢
realizada a uma temperatura de 70-74 °C (158-165 °F) (o
intervalo de temperatura necessario para a actividade
Optima da maioria das polimerases utilizadas na PCR)
durante 5-15 minutos apds o ultimo ciclo de PCR para
assegurar que qualquer ADN de cadeia unica restante seja
completamente alongado.

Ultima paragem: O passo final arrefece a cdmara de
reac¢do a 4-15 °C (39-59 °F) por um tempo indefinido, e
pode ser utilizado para armazenamento a curto prazo dos

produtos da PCR.

oot e e

Figura (46): Passos da PCR.

188



Para verificar se a PCR gerou com sucesso a regiao alvo de ADN
prevista também por vezes referida como amplificador ou
amplicon, pode ser utilizada a electroforese em gel de agarose para
a separagdo do tamanho dos produtos PCR. O tamanho dos
produtos PCR ¢ determinado por comparagdo com uma escada de

ADN, um marcador de peso molecular que contém fragmentos de

ADN de tamanhos conhecidos, que corre no gel juntamente com os

produtos PCR.

Figura (47): Electroforese em gel.
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Fases

Tal como com outras reac¢des quimicas, a taxa de reacgdo ¢ a
eficacia da PCR sdo afectadas por factores limitantes. Assim, todo
o processo de PCR pode ainda ser dividido em trés fases, com base

no progresso da reac¢ao:

. Amplificagdo exponencial: Em cada ciclo, a quantidade de
produto ¢ duplicada (assumindo 100% de eficiéncia de reac¢do).
Ap6s 30 ciclos, uma unica copia de ADN pode ser aumentada
até¢ 1.000.000.000 (um bilido) de cdpias. Em certo sentido,
entdo, a replicacdo de uma fita discreta de ADN estd a ser
manipulada num tubo em condigdes controladas.!'>] A reacgdo €
muito sensivel: apenas quantidades minimas de ADN devem
estar presentes.

« Nivelamento fora do palco: A reac¢do abranda a medida que a
polimerase do ADN perde actividade e que o consumo de
reagentes, tais como dNTPs e primarios, faz com que estes se
tornem mais limitados.

. Plato: Nao se acumula mais produto devido a exaustdo de

reagentes e enzimas.

Optimizacio

Na pratica, a PCR pode falhar por varias razdes, em parte devido

a sua sensibilidade a contaminagdo causando a amplificagdo de
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produtos de ADN espurios. Devido a isto, foram desenvolvidas
varias técnicas e procedimentos para optimizar as condigdes de
PCR. A contaminag¢@o com ADN estranho ¢ tratada com protocolos
e procedimentos de laboratorio que separam misturas pré-PCR de
potenciais contaminantes de ADN. Isto envolve normalmente a
separagdo espacial das areas de preparacdo de PCR de areas para
analise ou purificagdo de produtos de PCR, utilizagio de artigos de
plastico descartaveis e limpeza completa da superficie de trabalho
entre as configuragdes de reac¢do. As técnicas de concepcdo de
primers sdo importantes para melhorar o rendimento dos produtos
de PCR e para evitar a formagao de produtos espurios, e a utilizagdo
de componentes tampdo alternativos ou enzimas de polimerase
pode ajudar na amplificagdo de regides longas ou problematicas de
ADN. A adi¢do de reagentes, tais como formol, em sistemas
tampdo pode aumentar a-especificidade e o rendimento da PCR.
Podem ser realizadas simula¢des informaticas dos resultados

teoricos da PCR (Electronic PCR) para ajudar na concepgdo de

primers.
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So after the 3 steps in the PCR whare the strand spits Info two and 3nd cycle
primars aro added. This process allows it 10 repeat 50 many tmes 2°4= 16 coples.
exponentially satting it in motion of @ chain reaction, which is the interest
of the region

Exponential Amplification
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Figura (48): Amplificaciio exponencial.

Isolamento selectivo do ADN

A PCR permite o isolamento de fragmentos de ADN do ADN
genodmico através da amplificacdo selectiva de uma regido
especificade ADN. Esta utilizagdo da PCR aumenta muitas formas,
tais como a geragao de sondas de hibridag@o para hibridagao Sul ou
Norte e clonagem de ADN, que requerem maiores quantidades de
ADN, representando uma regido especifica de ADN. A PCR
fornece estas técnicas com elevadas quantidades de ADN puro,
permitindo a andlise de amostras de ADN mesmo a partir de

quantidades muito pequenas de material de base.

Outras aplicagdes da PCR incluem a sequenciagdo de ADN para
determinar sequéncias amplificadas por PCR desconhecidas em
que um dos primarios de amplificacdo pode ser utilizado na
sequencia¢do Sanger, isolamento de uma sequéncia de ADN para
acelerar tecnologias de ADN recombinante envolvendo a inser¢ao
de uma sequéncia de ADN num plasmideo, fago, ou cosmideo
dependendo do tamanho ou do material genético de outro
organismo. Colonias bacterianas como a E. coli podem ser
rapidamente rastreadas por PCR para construgdes vectoriais de
ADN correctas. A PCR também pode ser utilizada para a recolha

de impressdes digitais genéticas; uma técnica forense utilizada para
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identificar uma pessoa ou organismo através da comparagdo de
DNAs experimentais através de diferentes métodos baseados na

PCR.

N\

Figura (49): Electroforese de fragmentos de ADN amplificados
por PCR:

Pai

1. Crianca
2. Mae
A crianca herdou algumas, mas ndo todas as impressdes digitais
de cada um dos seus pais, dando-lhe uma impressao digital nova e
unica.
Alguns métodos de impressoes digitais PCR tém alto poder
discriminatdrio e podem ser utilizados para identificar relagdes
genéticas entre individuos, tais como pai-filho ou entre irmaos, e

sao utilizados em testes de paternidade. Esta técnica também pode
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ser utilizada para determinar relagdes evolutivas entre organismos
quando se utilizam certos relégios moleculares, por exemplo

16SrRNA e genes recA de microrganismos).

Amplificaciio e quantificacio do ADN

Como a PCR amplifica as regides de ADN que visa, a PCR pode
ser utilizada para analisar quantidades extremamente pequenas de
amostra. Isto ¢ frequentemente critico para a analise forense,
quando apenas uma quantidade vestigiais de ADN estd disponivel
como prova. A PCR também pode ser utilizada na analise de ADN
antigo com dezenas de milhares de anos de idade. Estas técnicas
baseadas na PCR tém sido utilizadas com sucesso em animais, tais
como um mamute de quarenta mil anos, e também no ADN
humano, em aplicagdes quevao desde a analise de mimias egipcias
até a identificagdo de um czar russo e do corpo do rei inglés Ricardo

I1I.

Os métodos PCR quantitativos ou PCR em Tempo Real (qPCR
ndo confundir com RT-PCR) permitem a estimativa da quantidade
de uma dada sequéncia presente numa amostra - uma técnica
frequentemente aplicada para determinar quantitativamente os
niveis de expressdo genética. A PCR quantitativa ¢ uma ferramenta
estabelecida para a quantificagdo do ADN que mede a acumulagio

de produto de ADN apos cada ronda de amplificagdo da PCR.

194



gPCR permite a quantificacdo e deteccdo de uma sequéncia
especifica de ADN em tempo real, uma vez que mede a
concentragdo enquanto o processo de sintese esta a ter lugar.
Existem dois métodos para a detec¢do e quantificagdo simultanea.
O primeiro método consiste na utilizagdo de corantes fluorescentes
que sdo retidos de forma nao especifica entre os fios duplos. O
segundo método envolve sondas que codificam sequéncias
especificas e que sdo fluorescentemente rotuladas. A deteccdo de
ADN utilizando estes métodos so pode ser vista apds a hibridagao
das sondas com o seu ADN complementar. Uma combinagéo
técnica interessante ¢ a PCR em tempo real e a transcri¢@o inversa.
Esta técnica sofisticada, chamada RT-qPCR, permite a
quantificacdo de uma pequena quantidade de RNA. Através desta
técnica combinada, 0 mRNA ¢ convertido em cDNA, que ¢
posteriormente quantificado utilizando qPCR. Esta técnica diminui
a possibilidade de erro no ponto final da PCR,* aumento das
hipoteses de deteccdo de genes associados a doengas genéticas, tais
como o cancro.! Os laboratérios utilizam RT-gPCR com o
objectivo de medir sensivelmente a regulagdo genética. As bases
matematicas para a quantificagdo fidvel da PCR e RT-qPCR
facilitam a implementac¢do de procedimentos de ajuste precisos de
dados experimentais na investigagdo, medicina, diagndstico e

aplica¢des de doengas infecciosas.
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Aplicacdoes médicas e de diagnostico

Os futuros pais podem ser testados por serem portadores de
genética, ou os seus filhos podem ser testados por serem realmente
afectados por uma doenga.['l As amostras de ADN para testes pré-
natais podem ser obtidas por amniocentese, vilosidade coridnica,
ou mesmo pela andlise de células fetais raras que circulam na
corrente sanguinea da mae. A analise PCR é também essencial para
o diagnostico genético pré-implantatorio, onde as células
individuais de um embrido em desenvolvimento sdo testadas para

detectar mutacdes.

« A PCR também pode ser utilizada como parte de um teste
sensivel de tipagem de tecidos, vital para o transplante de
orgdos. A partir de 2008, existe mesmo uma proposta para
substituir os testes tradicionais baseados em anticorpos para o
tipo de sangue por testes baseados em PCR.

« Muitas formas de cancro envolvem alteracdes de oncogenes. Ao
utilizar testes baseados em PCR para estudar estas mutacdes, os
regimes terapéuticos podem por vezes ser personalizados
individualmente a um paciente. A PCR permite o diagnostico
precoce de doengas malignas, tais como leucemia e linfomas,
que é actualmente o mais desenvolvido na investigagdo do
cancro e ja esta a ser utilizado rotineiramente. Os ensaios de

PCR podem ser realizados directamente em amostras de ADN
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gendmico para detectar células malignas especificas da
translocagdo a uma sensibilidade pelo menos 10.000 vezes
superior a de outros métodos. A PCR ¢ muito 1util no campo
médico, uma vez que permite o isolamento e amplificacdo dos
supressores tumorais. A PCR quantitativa, por exemplo, pode
ser utilizada para quantificar e analisar células Unicas, bem
como reconhecer confirmagdes ¢ combinacdes de ADN, mRNA

e proteinas.

Aplicacdes de doencgas infecciosas

A PCR permite o diagndstico rapido-e altamente especifico de
doengas infecciosas, incluindo as causadas por bactérias ou
virus.?3 A PCR também permite a identificacdo de
microrganismos ndo cultivaveis ou de crescimento lento, tais como
micobactérias, bactérias anaerdbias, ou virus a partir de ensaios de
cultura de tecidos e modelos animais. A base para aplicagdes de
diagndstico por PCR em microbiologia ¢ a detec¢do de agentes
infecciosos e a discriminagdo de ndo patogénicos de estirpes

patogénicas em virtude de genes especificos.

A caracterizagdo e detec¢do de organismos de doengas infecciosas

foram revolucionadas pela PCR das seguintes formas:

« O virus da imunodeficiéncia humana ou VIH, ¢ um alvo dificil

de encontrar e erradicar. Os primeiros testes de infecgdo
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dependeram da presenca de anticorpos para o virus que
circulava na corrente sanguinea. No entanto, os anticorpos so
aparecem muitas semanas apds a infec¢do, os anticorpos
maternos mascaram a infeccdo de um recém-nascido, ¢ os
agentes terapéuticos para combater a infec¢do ndo afectam os
anticorpos. Foram desenvolvidos testes PCR que podem
detectar tdo pouco como um genoma viral entre 0 ADN de mais
de 50.000 células hospedeiras. As infeccdes podem ser
detectadas mais cedo, o sangue doado pode ser rastreado
directamente para o virus, os recém-nascidos podem ser
imediatamente testados quanto a infeccdo e os efeitos dos
tratamentos antivirais podem ser quantificados.

Alguns organismos patogénicos como o da tuberculose sdo
dificeis de amostrar dos doentes e lentos a serem cultivados em
laboratorio. Os testes‘baseados em PCR permitiram a detecgdo
de pequenos numeros de organismos da doenca (tanto vivos
como mortos), em amostras convenientes. A andlise genética
detalhada também pode ser utilizada para detectar resisténcia
aos antibioticos, permitindo uma terapia imediata e eficaz. Os
efeitos da terapia também podem ser imediatamente avaliados.
A propagac¢do de um organismo transmissor de doencas através
de populacdes de animais domésticos ou selvagens pode ser
monitorizada através de testes PCR. Em muitos casos, o
aparecimento de novos subtipos virulentos pode ser detectado e

monitorizado. Os subtipos de um organismo que foram
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responsaveis por epidemias anteriores também podem ser
determinados através da andlise por PCR.

O ADN viral pode ser detectado por PCR. Os iniciadores
utilizados devem ser especificos para as sequéncias alvo no
ADN de um virus, e a PCR pode ser utilizada para analises de
diagnoéstico ou sequenciacdo do ADN do genoma viral. A alta
sensibilidade da PCR permite a detec¢do do virus logo apos a
infec¢do e mesmo antes do inicio da doenca.[*3] Esta deteccio
precoce pode dar aos médicos um tempo significativo de avanco
no tratamento. A quantidade de virus ("carga viral") num doente
também pode ser quantificada através de técnicas de
quantificagdo de ADN baseadas na PCR. Uma variante de PCR
(RT-PCR) € utilizada para detectar RNA viral em vez de ADN:
neste teste, a enzima transcriptase inversa ¢ utilizada para gerar
uma sequéncia de ADN que corresponda ao RNA viral; este
ADN ¢ depois amplificado de acordo com o método habitual de
PCR. RT-PCR ¢ amplamente utilizado para detectar o genoma
viral do SRA-CoV-2.

Doengas como a tosse convulsa (ou tosse convulsa) sdo
causadas pela bactéria Bordetella pertussis. Esta bactéria ¢
marcada por uma grave infec¢do respiratoria aguda que afecta
varios animais e seres humanos e tem levado a morte de muitas
criangas pequenas. A tosse convulsa € uma exotoxina proteica
que se liga aos receptores celulares por dois dimeros e reage

com diferentes tipos celulares, tais como linfécitos T que
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desempenham um papel na imunidade celular. A PCR é uma
importante ferramenta de teste que pode detectar sequéncias
dentro do gene para a toxina da tosse convulsa. Uma vez que a
PCR tem uma alta sensibilidade a toxina e um tempo de resposta
rapido, ¢ muito eficiente para o diagnostico da tosse convulsa

quando comparada com a cultura.

Aplicacdes forenses

O desenvolvimento de protocolos de recolha de impressdes
digitais com base em PCR (ou ADN) tem tido uma aplicacdo

generalizada na medicina legal:

« Na sua forma mais discriminatdria, a recolha de impressoes
digitais genéticas pode discriminar de forma unica qualquer
pessoa de toda a populagdo do mundo. Amostras minuciosas de
ADN podem ser isoladas de uma cena de crime, e comparadas
com as de suspeitos, ou de uma base de dados de ADN de provas
ou condenados anteriores. Versdes mais simples destes testes
sdo frequentemente utilizadas para excluir rapidamente os
suspeitos durante uma investigacdo criminal. As provas de
crimes com décadas de existéncia podem ser testadas,
confirmando ou exonerando as pessoas originalmente
condenadas.

« A tipagem de DNA forense tem sido uma forma eficaz de

identificar ou exonerar suspeitos de crime devido a analise de
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provas descobertas no local de um crime. O genoma humano
tem muitas regides repetitivas que podem ser encontradas
dentro de sequéncias genéticas ou em regides ndo codificantes
do genoma. Especificamente, até 40% do ADN humano ¢
repetitivo. Existem duas categorias distintas para estas regides
repetitivas e ndo codificantes do genoma. A primeira categoria
¢ chamada repeticdo em tandem de numeros variaveis (VNTR)
que sdo 10-100 pares de base longos e a segunda categoria ¢
chamada repeti¢do em tandem curta (STR) e estas consistem em
repetidas sec¢des de 2-10 pares de base. A PCR ¢é utilizada para
amplificar varias VNTRs e STRs bem conhecidas, utilizando
primarios que flanqueiam cada uma das regides repetitivas. Os
tamanhos dos fragmentos obtidos de qualquer individuo para
cada uma das STRs indicardo quais os alelos que estdo
presentes. Ao analisar vérias STR para um individuo, serd
encontrado um conjunto de alelos para cada pessoa que,
estatisticamente, serd provavelmente unico. Os investigadores
identificaram a sequéncia completa do genoma humano. Esta
sequéncia pode ser facilmente acedida através do website do
NCBI e ¢ utilizada em muitas aplicagdes da vida real. Por
exemplo, o FBI compilou um conjunto de sitios de marcadores
de ADN utilizados para identificag@o, e estes sdo chamados de
base de dados de ADN do Sistema Combinado de Indice de
ADN (CODIS). A utilizagdo desta base de dados permite a

analise estatistica para determinar a probabilidade de que uma
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amostra de ADN corresponda. A PCR ¢ uma ferramenta
analitica muito poderosa e significativa a utilizar para a tipagem
forense de ADN porque os investigadores apenas necessitam de
uma quantidade muito pequena do ADN alvo para serem
utilizados na analise. Por exemplo, um Unico cabelo humano
com foliculo piloso preso tem ADN suficiente para realizar a
andlise. Da mesma forma, alguns espermatozéides, amostras de
pele de debaixo das unhas ou uma pequena quantidade de
sangue podem fornecer ADN suficiente para uma andlise
conclusiva.

Formas menos discriminatorias de .recolha de impressoes
digitais de ADN podem ajudar nos testes de paternidade de
ADN onde um individuo é comparado com os seus familiares
mais proximos. O ADN.de restos humanos ndo identificados
pode ser testado, e comparado com o de possiveis pais, irmaos,
ou filhos. Testes semelhantes podem ser utilizados para
confirmar os pais bioldgicos de uma crianga adoptada ou
raptada. O pai bioldgico real de um recém-nascido também pode
ser confirmado (ou excluido).

A concepcdo da PCR AMGX/AMGY tem sido facilitada na
amplificagcdo de sequéncias de ADN a partir de uma quantidade
muito minuscula de genoma. No entanto, também pode ser
utilizado para a determinacdo de sexo em tempo real a partir de

amostras o0sseas forenses. Isto proporciona uma forma poderosa
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e eficaz de determinar o sexo em casos forenses e espécimes

antigos.

Aplicagdes

A PCR tem sido aplicada a muitas areas de investigagdo em

genética molecular:

« A PCR permite a produgdo rapida de pedagos curtos de ADN,
mesmo quando ndo se conhece mais do que a sequéncia dos dois
iniciadores. Esta capacidade de PCR aumenta muitos métodos,
tais como a geracdo de sondas de hibridizag@o para hibridizacao
de manchas do sul ou do norte. A PCR fornece estas técnicas
com grandes quantidades de ADN puro, por vezes como um
unico fio, permitindo a anédlise mesmo a partir de quantidades
muito pequenas de material de base.

. A tarefa de sequenciacdo do ADN também pode ser assistida
por PCR. Segmentos conhecidos de ADN podem facilmente ser
produzidos a partir de um paciente com uma mutagdo de doenca
genética. As modificacdes da técnica de amplificagdo podem
extrair segmentos de um genoma completamente desconhecido,
ou podem gerar apenas um unico fio de uma area de interesse.

. A PCR tem numerosas aplicagdes para o processo mais
tradicional de clonagem de ADN. Pode extrair segmentos para
inser¢do num vector a partir de um genoma maior, que pode

estar disponivel apenas em pequenas quantidades. Utilizando
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um Unico conjunto de 'primarios vectoriais', pode também
analisar ou extrair fragmentos que ja tenham sido inseridos em
vectores. Algumas alteragdes ao protocolo PCR podem gerar
mutacdes (gerais ou dirigidas ao local) de um fragmento
inserido.

Os sitios marcados com sequéncia ¢ um processo em que a PCR
¢ utilizada como um indicador da presenca de um determinado
segmento de um genoma num determinado clone. O Projecto
Genoma Humano considerou esta aplicag@o vital para mapear
os clones cosmicos que estavam a sequenciar, e para coordenar
os resultados de diferentes laboratorios.

Uma aplicagdo da PCR ¢ a andlise filogenética do ADN de
fontes antigas, como a encontrada nos ossos recuperados de
Neandertais, de tecidos congelados de mamutes, ou do cérebro
de mumias egipcias: Em alguns casos, o ADN altamente
degradado proveniente destas fontes pode ser remontado
durante as fases iniciais da amplificagao.

Uma aplicacdo comum da PCR é o estudo dos padroes de
expressdo genética. Os tecidos (ou mesmo células individuais)
podem ser analisados em diferentes fases para ver quais os genes
que se tornaram activos, ou quais os que foram desactivados.
Esta aplicagdo pode também utilizar a PCR quantitativa para

quantificar os niveis reais de expressao.
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« A capacidade da PCR de amplificar simultaneamente varios loci
de espermatozoides individuais aumentou muito a tarefa mais
tradicional do mapeamento genético através do estudo de
cruzamentos cromossomicos apds a meiose. Raros eventos
cruzados entre loci muito proximos foram directamente
observados através da analise de milhares de espermatozoides
individuais. Da mesma forma, apagamentos, insergdes,
transloca¢des ou inversdes invulgares podem ser analisados,
tudo sem ter de esperar ou pagar pelos longos e laboriosos
processos de fertilizacdo, embriogénese.

« Mutagénese direccionada para o local: A PCR pode ser utilizada
para criar genes mutantes com< mutacdes escolhidas pelos
cientistas a vontade. Estas mutacdes podem ser escolhidas de
modo a compreender como as proteinas realizam as suas

fungdes, e para mudar’'ou melhorar a funcdo das proteinas.

Vantagens

A PCR tem uma séric de vantagens. E bastante simples de
compreender e de utilizar, e produz resultados rapidamente. A
técnica ¢ altamente sensivel com potencial para produzir milhdes a
bilides de copias de um produto especifico para sequenciagio,
clonagem e analise. qRT-PCR partilha as mesmas vantagens que a
PCR, com uma vantagem adicional de quantificacdo do produto

sintetizado. Portanto, tem as suas utilizacdes para analisar
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alteragdes dos niveis de expressao genética em tumores, microbios,

ou outros estados de doenca.

A PCR ¢ uma ferramenta de investigagdo muito poderosa e
pratica. A sequenciagdo de etiologias desconhecidas de muitas
doengas esta a ser descoberta pela PCR. A técnica pode ajudar a
identificar a sequéncia de virus anteriormente desconhecidos
relacionados com os ja conhecidos e, assim, dar-nos uma melhor
compreensao da propria doenga. Se o procedimento puder ser ainda
mais simplificado e sistemas sensiveis de detec¢do ndo
radiométrica puderem ser desenvolvidos, a PCR assumira um lugar

de destaque no laboratorio clinico durante os préximos anos.

Limitacgoes

Uma grande limitagdo da PCR ¢ que a informagao prévia sobre a
sequéncia alvo € necessaria para gerar os iniciadores que permitirdo
a sua amplificacdo selectiva. Isto significa que, tipicamente, os
utilizadores da PCR devem conhecer a(s) sequéncia(des) precisa(s)
a montante da regido alvo em cada um dos dois modelos de cadeia
Unica, a fim de assegurar que a polimerase do ADN se liga
adequadamente aos hibridos do primer-template e gera

subsequentemente toda a regido alvo durante a sintese do ADN.

Como todas as enzimas, as polimerases de ADN também sio
propensas a erro, 0 que por sua vez provoca mutagdes nos

fragmentos de PCR que sdo gerados.



Outra limitacdo da PCR ¢ que mesmo a menor quantidade de
ADN contaminante pode ser amplificada, resultando em resultados
enganadores ou ambiguos. Para minimizar a possibilidade de
contaminagdo, os investigadores devem reservar salas separadas
para a preparagdo de reagentes, a PCR, e a analise do produto. Os
reagentes devem ser distribuidos em aliquotas de utilizagio tnica.
Os pipetadores com émbolos descartaveis e pontas de pipeta extra-
longas devem ser utilizados rotineiramente. Além disso,
recomenda-se garantir que a configuragdo do laboratdrio siga um
fluxo de trabalho unidireccional. Nenhum material ou reagente
utilizado nas salas de PCR e anélise deve ser jamais levado para a
sala de preparacdo de PCR sem uma descontaminagdo completa.
Amostras ambientais que contenham acidos humicos podem inibir

a amplificacdo da PCR e conduzir a resultados imprecisos.

Variagoes

« PCR tnica especifica: uma técnica de diagndstico ou clonagem
baseada em variagdes de nucleotidos unicos (SNVs a ndo
confundir com SNPs) (diferencas de base unica num paciente).
Requer conhecimento prévio de uma sequéncia de ADN,
incluindo diferengas entre alelos, e utiliza iniciadores cujas
extremidades de 3' englobam o SNV (tampao de par de base em

torno do SNV normalmente incorporado). A amplificagdo PCR
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sob condi¢des rigorosas ¢ muito menos eficiente na presenga de
um desajuste entre o modelo e o primario, pelo que a
amplificagdo bem sucedida com um primario especifico SNP
sinaliza a preseng¢a do SNP especifico numa sequéncia.
Assembly PCR ou Polymerase Cycling Assembly (PCA):
sintese artificial de sequéncias longas de ADN através da
realizacdo de PCR numa piscina de oligonucleotidos longos
com segmentos curtos sobrepostos. Os oligonucledtidos
alternam entre as direcgdes de sentido e anti-senso, € o0s
segmentos sobrepostos determinam a ordem dos fragmentos de
PCR, produzindo assim selectivamente 0 produto final de ADN
longo.

PCR assimétrica: amplifica preferencialmente uma fita de ADN
num modelo de ADN de dupla fita. E utilizada em sondagens de
sequenciacdo e hibridizagao onde € necessaria a amplificagdo de
apenas uma das duas vertentes complementares. A PCR ¢
realizada como habitualmente, mas com um grande excesso do
primer para o corddo visado para amplificacdo. Devido a
amplificagdo lenta (aritmética) mais tarde na reac¢do apos a
utilizacdo do primer limitador, s3o necessarios ciclos extra de
PCR. Uma modificagao recente neste processo, conhecida como
Linear-After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR), utiliza um
primer limitador com uma temperatura de fusdo mais elevada (T

m) do que o primer em excesso para manter a eficiéncia da
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reac¢do a medida que a concentragdo do primer limitador
diminui a meio da reac¢io.[*6]

PCR convectiva: uma forma pseudo-isotérmica de realizar a
PCR. Em vez de aquecer e arrefecer repetidamente a mistura de
PCR, a solugdo ¢ sujeita a um gradiente térmico. O fluxo
convectivo resultante da instabilidade térmica conduz
automaticamente a baralhar os reagentes PCR das regides
quentes e frias, permitindo repetidamente a PCR. Parametros
como as condigdes-limite térmicas e a geometria do recinto de
PCR podem ser optimizados para produzir uma PCR robusta e
rapida, aproveitando o surgimento. de campos de fluxo
cadticos.[* Tal configuragdo de PCR de fluxo convectivo reduz
significativamente os requisitos de poténcia do dispositivo e o
tempo de operacdo.

PCR dial-out: um método altamente paralelo para a recuperagao
de moléculas de ADN precisas para a sintese genética. Uma
biblioteca complexa de moléculas de ADN ¢ modificada com
etiquetas de flanco Unicas antes da sequenciagdo macigamente
paralela. Os iniciadores dirigidos por etiquetas permitem entao
a recuperacdo de moléculas com sequéncias desejadas por PCR.
PCR digital (dPCR): utilizada para medir a quantidade de uma
sequéncia de ADN alvo numa amostra de ADN. A amostra de
ADN ¢ altamente diluida de modo que, depois de executar
muitas PCRs em paralelo, algumas delas nido recebem uma

unica molécula do ADN alvo. A concentragdo do ADN alvo é
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calculada utilizando a propor¢ao de resultados negativos. Dai o
nome "PCR digital".

Amplificacdo dependente da hélice: semelhante a PCR
tradicional, mas utiliza uma temperatura constante em vez de
ciclos de desnaturacdo e recozimento/extensdo. A helicase de
ADN, uma enzima que desenrola o ADN, ¢ utilizada em vez da
desnaturacdo térmica.

PCR de arranque a quente: uma técnica que reduz a
amplificacdo ndo especifica durante as fases iniciais de
instalacdo da PCR. Pode ser realizada manualmente através do
aquecimento dos componentes de reaccdo a temperatura de
desnaturagdo (por exemplo, 95 °C) antes da adicdo da
polimerase. Foram desenvolvidos sistemas enzimaticos
especializados que inibem a actividade da polimerase a
temperatura ambiente, quer através da ligagdo de um
anticorpo!'?I52 ou pela presenga de inibidores covalentemente
ligados que s6 se dissociam apos uma etapa de activagdo a alta
temperatura. A PCR de arranque a quente/frio é obtida com
novas polimerases hibridas que estdo inactivas a temperatura
ambiente e que sdo instantaneamente activadas a temperatura de
alongamento.

Em silico PCR (PCR digital, PCR virtual, PCR electronica, e-
PCR) refere-se a ferramentas computacionais utilizadas para
calcular resultados tedricos de reac¢des em cadeia da

polimerase utilizando um dado conjunto de iniciadores (sondas)
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para amplificar sequéncias de ADN de um genoma sequenciado
ou transcriptoma. Em silico, a PCR foi proposta como uma
ferramenta educacional para a biologia molecular.!>!

PCR especifica da sequéncia (ISSR): um método PCR para a
recolha de impressdes digitais de ADN que amplifica regides
entre repeticdes de sequéncia simples para produzir uma
impressdo digital Unica de comprimentos de fragmentos
amplificados.

PCR inversa: é normalmente utilizada para identificar as
sequéncias de acompanhamento em torno de insercdes
gendmicas. Envolve uma série de digestdes de ADN e auto-
ligag@o, resultando em sequénciasconhecidas em qualquer uma
das extremidades da sequéncia desconhecida.

PCR mediada por ligagao: utiliza pequenos ligadores de ADN
ligados ao ADN de interesse e multiplos primdrios recozidos aos
ligadores de ADN; tem sido utilizado para sequenciacdo de
ADN, caminhada pelo genoma, e¢ pegada de ADN.

PCR especifica da metilagdo (MSP): desenvolvida por Stephen
Baylin e James G. Herman na Escola de Medicina Johns
Hopkins e ¢ utilizada para detectar a metilacdo das ilhas CpG no
ADN gendmico. O ADN ¢ primeiro tratado com bissulfito de
sodio, que converte as bases de citosina ndo metilada em uracil,
que ¢ reconhecido pelos iniciadores de PCR como timina. Duas

PCRs sio entdo realizadas no ADN modificado, utilizando
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conjuntos de iniciadores idénticos, excepto em quaisquer ilhas
CpG dentro das sequéncias de iniciadores. Nestes pontos, um
conjunto de iniciadores reconhece o ADN com citosinas para
amplificar o ADN metilado, e um conjunto reconhece 0 ADN
com uracil ou timina para amplificar o ADN nao metilado. A
MSP usando qPCR também pode ser executada para obter
informac@o quantitativa em vez de qualitativa sobre a metilagdo.
Miniprimer PCR: utiliza uma polimerase termoestavel (S-Tbr)
que pode estender-se de iniciadores curtos "smalligos" tdo
curtos como 9 ou 10 nucleodtidos. Este método permite a PCR
dirigida a regides de ligacdo de primers mais pequenas, € ¢
utilizado para amplificar sequéncias de ADN conservadas, tais
como o gene TRNA 16S ou eukaryotic 18S).

Amplificacdo de sonda’ dependente de ligagdo multiplex
(MLPA): permite amplificar alvos multiplos com um unico par
de iniciadores, evitando assim as limitacdes de resolugdo da
PCR multiplex.

Multiplex-PCR: consiste em varios conjuntos de iniciadores
dentro de uma tnica mistura de PCR para produzir amplicons
de tamanhos variados que sdo especificos para diferentes
sequéncias de ADN. Ao visar multiplos genes de uma so6 vez, é
possivel obter informagao adicional a partir de um unico teste
que de outra forma exigiria varias vezes os reagentes ¢ mais
tempo para o seu desempenho. As temperaturas de recozimento

para cada um dos conjuntos de iniciadores devem ser

N



optimizadas para funcionarem correctamente dentro de uma
unica reac¢do, € os tamanhos de amplicdes. Ou seja, o
comprimento do seu par de base deve ser suficientemente
diferente para formar bandas distintas quando visualizadas por
electroforese em gel.

PCR assistida por nanoparticulas (nanoPCR): algumas
nanoparticulas (NPs) podem aumentar a eficiéncia da PCR
(sendo assim chamadas nanoPCR), e algumas podem mesmo
superar os melhoradores originais da PCR. Foi relatado que os
pontos quanticos (QD) podem melhorar a especificidade e
eficiéncia da PCR. Os nanotubos de carbono de parede tnica
(SWCNTs) e os nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNTs) sdo eficientes no-aumento da amplificagdo da PCR
longa. A nanopoder de carbono (CNP) pode melhorar a
eficiéncia da PCR repetida ¢ da PCR longa, enquanto que o
oxido de zinco, o didxido de titdnio e os NPs de Ag foram
encontrados para aumentar o rendimento da PCR. Dados
anteriores indicavam que os NPs ndo metalicos mantinham uma
fidelidade de amplificagdo aceitavel. Dado que muitos NPs sdo
capazes de melhorar a eficiéncia da PCR, ¢ evidente que existe
um grande potencial para melhorias da tecnologia nanoPCR e
desenvolvimento de produtos.[316]

PCR aninhada: aumenta a especificidade da amplificacdo do
ADN, reduzindo o fundo devido a amplificagdo ndo especifica

do ADN. Dois conjuntos de iniciadores s2o utilizados em duas
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PCRs sucessivas. Na primeira reac¢do, ¢ utilizado um par de
iniciadores para gerar produtos de ADN, que para além do alvo
pretendido, podem ainda consistir em fragmentos de ADN
amplificados nao-especificos. O(s) produto(s) é(sdo) entdo
utilizado(s) numa segunda PCR com um conjunto de iniciadores
cujos locais de ligacdo sdo total ou parcialmente diferentes e
localizados 3' de cada um dos iniciadores utilizados na primeira
reac¢d0. A PCR aninhada ¢ frequentemente mais bem sucedida
na amplificagdo especifica de fragmentos de ADN longos do
que a PCR convencional, mas requer um conhecimento mais
detalhado das sequéncias alvo.

PCR de sobreposi¢ao-extensdo ou Splicing by overlap extension
(SOEing) : uma técnica de engenharia genética que ¢ utilizada
para emendar dois ou mais fragmentos de ADN que contenham
sequéncias complementares. E utilizada para unir pedagos de
ADN contendo genes, sequéncias reguladoras, ou mutagdes; a
técnica permite a criagdo de constru¢des de ADN especificas e
longas. Pode também introduzir supressdes, inser¢des ou
mutacdes pontuais numa sequéncia de ADN.

PAN-AC: utiliza condig¢des isotérmicas para amplificacdo, e
pode ser utilizado em células vivas.

PCR quantitativa (QPCR): utilizada para medir a quantidade de
uma sequéncia alvo (geralmente em tempo real). Mede
quantitativamente as quantidades iniciais de ADN, cDNA, ou

RNA. A PCR quantitativa ¢ normalmente utilizada para
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determinar se uma sequéncia de ADN esta presente numa
amostra ¢ o numero das suas coOpias na amostra. A PCR
quantitativa tem um grau de precisdo muito elevado. Os
métodos de PCR quantitativa utilizam corantes fluorescentes,
tais como Sybr Green, EvaGreen ou sondas de ADN contendo
fluoréforos, tais como TagMan, para medir a quantidade de
produto amplificado em tempo real. Também €& por vezes
abreviado para RT-PCR (real-time PCR), mas esta abreviatura
deve ser usada apenas para a PCR de transcrig@o inversa. gPCR
¢ a contracg¢do apropriada para a PCR quantitativa (PCR em
tempo real).

Complemento inverso de PCR (RC-PCR): Permite que a adi¢@o
de dominios funcionais ou sequéncias de escolha seja anexada
independentemente a qualquer uma das extremidades do
amplicon gerado numa tunica reac¢do de tubo fechado. Este
método gera primarios especificos do alvo dentro da reacgdo
através da interac¢do de primarios universais (que contém as
sequéncias ou dominios desejados a serem anexados) e sondas
RC.

PCR de Transcrigdo Inversa (RT-PCR): para amplificagdo do
ADN a partir do RNA. A transcriptase inversa transcreve o
RNA em ¢cDNA, que ¢ depois amplificado por PCR. RT-PCR ¢
amplamente utilizada na caracterizacdo da expressdo, para
determinar a expressdo de um gene ou para identificar a

sequéncia de uma transcricdo de RNA, incluindo os locais de
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inicio e fim da transcri¢do. Se a sequéncia gendmica de ADN de
um gene for conhecida, a RT-PCR pode ser utilizada para
mapear a localizacdo de exdes e intrdes no gene. O final de 5' de
um gene (correspondente ao local de inicio da transcri¢do) ¢
tipicamente identificado pelo RACE-PCR (Rapid Amplification
of cDNA Ends).

PCR dependente de RNase H (thPCR): uma modifica¢do da
PCR que utiliza iniciadores com um bloco de extensdo de 3' que
pode ser removido por uma enzima termoestavel RNase HII.
Este sistema reduz os primers-dimers e permite a realizacido de
reaccdes multiplexadas com niimeros mais elevados de primers.
Single  Specific  Primer-PCR < (SSP-PCR): permite a
amplificacdo de ADN de cadeia dupla, mesmo quando a
informagdo da sequéncia estd disponivel apenas numa
extremidade. Este método permite a amplificagdo de genes para
os quais apenas esta disponivel uma informacdo de sequéncia
parcial, e permite o caminhar unidireccional do genoma de
regides conhecidas para regides desconhecidas do cromossoma.
PCR de fase solida: engloba multiplos significados, incluindo
Amplificacdo Polonia onde as coldnias de PCR sdo derivadas
numa matriz de gel, por exemplo, Bridge PCR (os primarios
estdo covalentemente ligados a uma superficie de suporte
solido), PCR de fase sdlida convencional (onde a PCR
assimétrica ¢ aplicada na presenca de primario de suporte solido

com sequéncia correspondente a um dos primarios aquosos) e
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PCR de fase solida melhorada onde a PCR de fase soélida
convencional pode ser melhorada empregando primario de
suporte sélido de alta Tm e primario de suporte s6lido aninhado
com aplicagdo opcional de um "passo" térmico para favorecer o
primario de suporte solido.

PCR suicida: tipicamente utilizado em paleogenética ou outros
estudos onde evitar falsos positivos e assegurar a especificidade
do fragmento amplificado ¢é a maior prioridade. Foi
originalmente descrito num estudo para verificar a presenca do
microbio Yersinia pestis em amostras dentarias obtidas a partir
de sepulturas do século XIV de pessoas supostamente mortas
pela peste durante a epidemia medieval da Peste Negra. O
método prescreve a utilizacdo de qualquer combinacdo de
primers apenas uma vez numa PCR, dai o termo "suicidio", que
nunca deveria ter sido-utilizado em qualquer reac¢do PCR de
controlo positivo, € os primers devem sempre visar uma regiao
gendmica nunca antes amplificada no laboratorio, utilizando
este ou qualquer outro conjunto de primers. Isto assegura que
ndo esta presente no laboratorio ADN contaminante de reacgdes
PCR anteriores, o que de outra forma poderia gerar falsos
positivos.

PCR assimétrica térmica entrelacada (TAIL-PCR): para
isolamento de uma sequéncia desconhecida que flanqueia uma
sequéncia conhecida. Dentro da sequéncia conhecida, TAIL-

PCR utiliza um par de primarios aninhados com diferentes
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temperaturas de recozimento; um primario degenerado ¢
utilizado para amplificar na outra direc¢do a partir da sequéncia
desconhecida.

Touchdown PCR (PCR de recozimento): uma variante da PCR
que visa reduzir o fundo nao especifico, baixando gradualmente
a temperatura de recozimento a medida que o ciclo de PCR
progride. A temperatura de recozimento nos ciclos iniciais ¢
geralmente alguns graus (3-5 °C) acima do Tm dos iniciadores
utilizados, enquanto que nos ciclos posteriores ¢ alguns graus
(3-5 °C) abaixo do iniciador T . As temperaturas mais elevadas
ddo maior especificidade a ligacdo do iniciador, e as
temperaturas mais baixas permitem uma amplificagdo mais
eficiente a partir dos produtos especificos formados durante os
ciclos iniciais.

Caminhada Rapida Universal: para caminhada pelo genoma e
impressoes digitais genéticas utilizando uma PCR "bilateral"
mais especifica do que as abordagens convencionais "unilateral"
(utilizando apenas um primer especifico do género € um primer
geral - que pode conduzir a "ruido" artefactual) em virtude de
um mecanismo que envolve a formacgio da estrutura do lariat.
Os derivados simplificados de UFW sdo LaNe RAGE (PCR
aninhada dependente do lariat para amplificacdo rapida de fins

de DNA genomico), SRACE LaNe e 3'RACE LaNe.

218



As enzimas resistentes ao calor que sdo um componente chave na
reac¢do em cadeia da polimerase foram descobertas nos anos 60
como um produto de uma forma de vida microbiana que vivia nas

aguas sobreaquecidas da Primavera do Cogumelo de Yellowstone.

Um Kjell Kleppe de 1971 e colegas de trabalho no laboratdrio de
H. Gobind Khorana descreveu pela primeira vez um método de
utilizagdo de um ensaio enzimatico para replicar um pequeno
modelo de ADN com iniciadores in vitro. No entanto, esta
manifestagdo precoce do principio basico da PCR ndo recebeu
muita aten¢do na altura e a invencdo da reac¢do em cadeia da

polimerase em 1983 ¢ geralmente creditada a Kary Mullis.

Quando Mullis desenvolveu o PCR em 1983, estava a trabalhar
em Emeryville, Califérnia, para a Cetus Corporation, uma das
primeiras empresas de biotecnologia onde foi responsavel pela
sintese de cadeias curtas'de ADN. Mullis escreveu que concebeu a
ideia da PCR enquanto navegava ao longo da auto-estrada da costa
do Pacifico uma noite no seu carro. Ele estava a brincar na sua
mente com uma nova forma de analisar as mutagdes de alteragdes
no ADN quando se apercebeu que, em vez disso, tinha inventado
um método de amplifica¢do de qualquer regido de ADN através de
ciclos repetidos de duplicacdo conduzidos pela polimerase do
ADN. Em Scientific American, Mullis resumiu o procedimento:
"Comegando com uma unica molécula do ADN do material

genético, a PCR pode gerar 100 bilides de moléculas semelhantes
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numa tarde. A reac¢do ¢ facil de executar. Nao requer mais do que
um tubo de ensaio, alguns reagentes simples, e uma fonte de calor".
A recolha de impressdes digitais de ADN foi utilizada pela

primeira vez para testes de paternidade em 1988.

Mullis e o Professor Michael Smith, que tinha desenvolvido
outras formas essenciais de manipulacdo do ADN, receberam
conjuntamente o Prémio Nobel da Quimica em 1993, sete anos
depois de Mullis e os seus colegas da Cetus terem posto a sua
proposta em pratica pela primeira vez. O artigo de Mullis de 1985
com R. K. Saiki e H. A. Erlich, "Enzymatic Amplification of -
globin Genomic Sequences and Restriction Site Analysis for
Diagnosis of Sickle Cell Anemia" a inven¢ao da reac¢@o em cadeia
da polimerase (PCR) - foi homenageada por uma Cita¢do para o
Prémio de Inovagdo Quimica da Divisdo de Historia da Quimica da

Sociedade Americana de Quimica em 2017.

No nucleo do método PCR esté a utilizagdo de uma polimerase
de ADN adequada capaz de suportar as altas temperaturas de >90
°C (194 °F) necessarias para a separacdo dos dois fios de ADN na
dupla hélice do ADN apds cada ciclo de replicagdo. As polimerases
de ADN inicialmente empregadas para experiéncias in vitro de
PCR prévia foram incapazes de resistir a estas altas temperaturas.
Assim, os procedimentos iniciais de replicacio de ADN eram

muito ineficientes e demorados, e exigiam grandes quantidades de
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DNA polimerase e manipulagdo continua ao longo de todo o

processo.

A descoberta em 1976 da Tag polimerase uma DNA polimerase
purificada da bactéria termofila, Thermus aquaticus, que vive
naturalmente em ambientes quentes (50 a 80 °C (122 a 176 °F)),
tais como nascentes quentes, abriu o caminho para melhorias
dramaticas do método PCR. A DNA polimerase isolada de 7.
aquaticus ¢ estavel a altas temperaturas, permanecendo activa
mesmo apods a desnaturagdo do ADN, evitando assim a necessidade
de adicionar nova DNA polimerase apds cada ciclo. Isto permitiu
um processo automatizado baseado em  termocicladores para

amplificagdo do ADN.
Conflitos de patentes

A técnica de PCR foi patenteada por Kary Mullis e atribuida a
Cetus Corporation, onde Mullis trabalhou quando inventou a
técnica em 1983. A enzima Taq polimerase foi também coberta por
patentes. Houve vdarios processos judiciais de alto nivel
relacionados com a técnica, incluindo um processo judicial
infrutifero interposto pela DuPont. A empresa farmacéutica suica
Hoffmann-La Roche adquiriu os direitos das patentes em 1992 e

detém actualmente os que ainda se encontram protegidos.

Uma batalha de patentes relacionada sobre a enzima Tagq
polimerase ainda estd em curso em vdrias jurisdigdes em todo o

mundo entre a Roche e a Promega. Os argumentos legais
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estenderam-se para além das vidas das patentes originais da PCR e

da Tagq polimerase, que expiraram a 28 de Marco de 2005.

Figura (50): Processo baseado em termociclador para

amplificacio de ADN.

RT-PCR

RT-PCR" redirecciona aqui. Para a reacgdo em cadeia da
polimerase em tempo real, também chamada reac¢@o quantitativa
em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) ou reac¢do em
cadeia da polimerase cinética, ver Reac¢do em cadeia da

polimerase em tempo real.
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Transcricio reversa da reac¢io em cadeia da polimerase (RT-

PCR)

¢ uma técnica laboratorial que combina a transcri¢do inversa do
RNA em ADN, neste contexto denominada ADN complementar ou
cDNA e a amplificagdo de alvos especificos de ADN utilizando a
reac¢io em cadeia da polimerase (PCR). E utilizada principalmente
para medir a quantidade de um RNA especifico. Isto ¢ conseguido
através da monitorizacdo da reac¢do de amplificag@o utilizando a
fluorescéncia, uma técnica chamada PCR em tempo real ou PCR
quantitativa (qPCR). RT-PCR e ¢qPCR combinados sio
rotineiramente utilizados para andlise ‘da expressdo génica e

quantificacdo do RNA viral na investigagdo e cenarios clinicos.

A estreita associacdo entre (RT-PCR e qPCR levou ao uso
metonimico do termo qPCR para significar RT-PCR. Tal uso pode
ser confuso, uma vez que RT-PCR pode ser utilizado sem qPCR,
por exemplo para permitir a clonagem molecular, sequenciagdo ou
simples deteccdo de RNA. Pelo contrario, qPCR pode ser utilizado
sem RT-PCR, por exemplo para quantificar o niumero de cdpia de

uma pega especifica de ADN
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Figura (51): RT-PCR e q técnica de PCR.

A técnica combinada de RT-PCR e gPCR foi descrita como RT-

PCR quantitativa ou RT-PCR em tempo real (por vezes até

chamada RT-PCR quantitativa em tempo real), foi abreviada de

forma variada como qRT-PCR, RT-qPCR, RRT-PCR e rRT-PCR.

A fim de evitar confusdes, as seguintes abreviaturas serdo

utilizadas de forma consistente em toda a tabela (4).
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Tabela (4): Tipos de abreviaturas técnica de PCR.

Técnica Abreviatura
Reacciio em cadeia da polimerase PCR
Transcricio reversa da reaccio em RT-PCR
cadeia da polimerase
Reacciio em cadeia da polimerase em qgPCR
tempo real
RT-PCR / qPCR técnica combinada qRT-PCR

Nem todos os autores, especialmente os anteriores, utilizam esta
convengdo e o leitor deve ser cauteloso ao seguir as ligagdes. RT-

PCR tem sido utilizado para indicar tanto a PCR em tempo real

(qPCR) como a PCR de transcri¢do inversa (RT-PCR).

Desde a sua introdugdo em 1977, o Northern blot tem sido
amplamente utilizado para a quantificacdo do ARN apesar das suas
deficiéncias: (a) técnica morosa, (b) requer uma grande quantidade
de ARN para a detec¢do, e (c) quantitativamente impreciso na
baixa abundancia do contetdo de ARN.LYUIU Contudo, desde a sua

invengdo por Kary Mullis em 1983, a PCR RT deslocou a mancha
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do Norte como método de escolha para a detec¢do e quantificagdo

do ARN.

A RT-PCR tem vindo a tornar-se a tecnologia de referéncia para
a detecgdo e/ou comparagdo de niveis de ARN por varias razdes:
(a) ndo requer processamento pos PCR, (b) pode ser medida uma
vasta gama (>107 -dobra) de abundancia de ARN, e (c) fornece uma
visdo tanto de dados qualitativos como quantitativos.*! Devido a
sua simplicidade, especificidade e sensibilidade, RT-PCR ¢
utilizado numa vasta gama de aplicagdes, desde experiéncias tdo
simples como a quantifica¢do de células de levedura no vinho até
utilizagdes mais complexas como ferramentas de diagndstico para
a detecgdo de agentes infecciosos como o virus da gripe aviaria e o

SARS-CoV-2.

Principios

Em RT-PCR, 0 modelo de RNA ¢ primeiro convertido num ADN
complementar (cDNA) usando uma transcriptase inversa (RT). O
cDNA ¢ entdo utilizado como modelo para amplificagdo
exponencial usando PCR. O uso de RT-PCR para a detec¢do da
transcricdo do RNA revolucionou o estudo da expressdo genética

das seguintes formas importantes:

« Tornou teoricamente possivel detectar as transcrigdes de

praticamente qualquer genel®!
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« Permitiu a amplificagdo de amostras e eliminou a necessidade

de abundante material inicial necessario quando se utilizava a

analise de manchas do Norte:

« Desde que a tolerancia a degradagdo do RNA, desde que o RNA

que cobre o primario esteja intacto.

RT-PCR de uma etapa versus RT-PCR de duas etapas
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Figura (52): RT-PCR de uma etapa versus RT-PCR de duas

etapas

RT-PCR de uma etapa versus RT-PCR de duas etapas

A quantificagdo do mRNA utilizando RT-PCR pode ser

conseguida como uma reac¢do de uma ou duas etapas. A diferenca

entre as duas abordagens reside no numero de tubos utilizados na

realizacdo do procedimento. A reac¢do em duas etapas requer que

a reaccdo de transcriptase inversa e a amplificacdo por PCR sejam
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realizadas em tubos separados. A desvantagem da abordagem em
duas etapas ¢ a susceptibilidade a contaminag@o devido a um
manuseamento mais frequente das amostras. Por outro lado, toda a
reaccdo desde a sintese de cDNA até a amplificacio por PCR
ocorre num unico tubo na abordagem em uma etapa. Pensa-se que
a abordagem de uma s6 etapa minimiza a variagdo experimental ao
conter todas as reac¢des enzimaticas num unico ambiente. Elimina
as etapas de pipetagem do produto de cDNA que ¢ trabalhoso e
propenso a contaminacéo da reaccdo de PCR. O uso adicional de
polimerases inibidoras-tolerantes, intensificadores de polimerase
com uma condicdo RT-PCR de uma etapa optimizada, suporta a
transcricdo inversa do RNA a partir de amostras ndo purificadas ou
brutas, tais como sangue total e soro. Contudo, os modelos iniciais
de RNA sao propensos a degradagdo na abordagem de uma etapa,
e a utilizacdo desta abordagem nio ¢ recomendada quando sdo
necessarios ensaios repetidos a partir da mesma amostra. Além
disso, a abordagem de uma etapa ¢ relatada como sendo menos
precisa em comparacdo com a abordagem de duas etapas. E
também o método de andlise preferido quando se utilizam corantes
de ligagdo de ADN como o SYBR Green, uma vez que a
eliminag¢do de primer-dimers pode ser alcancada através de uma
simples alteragdo da temperatura de fusdo. No entanto, a
abordagem de uma etapa é uma solugio relativamente conveniente

para a detec¢do rapida do RNA alvo directamente na biosensagem.
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Ponto final RT-PCR vs RT-PCR em tempo real

A quantificagdo de produtos RT-PCR pode ser em grande parte
dividida em duas categorias: ponto final e tempo real. A utilizagdo
de RT-PCR de ponto final € preferivel para medir as alteracdes de
expressdo genética num pequeno nimero de amostras, mas o RT-
PCR em tempo real tornou-se o método padrio-ouro para validar
resultados quantitativos obtidos a partir de analises de matriz ou

alteracdes de expressdo genética a escala global.

Ponto final RT-PCR

As abordagens de medi¢do do.ponto final RT-PCR requerem a
deteccdo dos niveis de expressdo genética através da utilizacdo de
corantes fluorescentes como o brometo de etidio, a rotulagem P32
de produtos PCR utilizando o fosforimager ou através da contagem
da cintilagdo. O ponto final RT-PCR ¢ geralmente alcangado
utilizando trés métodos diferentes: relativo, competitivo e

comparativo.

RT-PCR relativo

229



As quantificagdoes relativas de RT-PCR envolvem a co-
amplificacdo de um controlo interno em simultdneo com o gene de
interesse. O controlo interno ¢ utilizado para normalizar as
amostras. Uma vez normalizado, pode ser feita uma comparagdo
directa das abundancias relativas de transcri¢do através de
multiplas amostras de mRNA. Uma precaugio a ter em conta ¢ que
o controlo interno deve ser escolhido de modo a ndo ser afectado
pelo tratamento experimental. O nivel de expressdo deve ser
constante em todas as amostras e com o mRNA de interesse para
que os resultados sejam precisos e significativos. Uma vez que a
quantificacdo dos resultados ¢ analisada.comparando o intervalo
linear do alvo e a amplificacdo do controlo, € crucial ter em
consideracdo a concentragdo das moléculas alvo iniciais ¢ a sua
taxa de amplificacdo antes de se iniciar a analise. Os resultados da
andlise sdo expressos como as relacdes entre o sinal genético e o
sinal de controlo interno, cujos valores podem entéo ser utilizados
para a comparag@o entre as amostras na estimativa da expressao

relativa do RNA do alvo.

RT-PCR Competitiva

A técnica RT-PCR competitiva € utilizada para a quantificagdo
absoluta. Implica o uso de um RNA sintético "concorrente" que
pode ser distinguido do RNA alvo por uma pequena diferenca no
tamanho ou sequéncia. E importante para a concep¢io do ARN

sintético ser idéntico em sequéncia, mas ligeiramente mais curto do
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que o ARN alvo para obter resultados precisos. Uma vez concebido
e sintetizado, uma quantidade conhecida do RNA do concorrente €
adicionada a amostras experimentais e ¢ co-amplificado com o alvo
usando RT-PCR. Depois, ¢ produzida uma curva de concentragio
do RNA do concorrente e ¢ utilizada para comparar os sinais RT-
PCR produzidos a partir das transcrigdes enddgenas para

determinar a quantidade de alvo presente na amostra.

RT-PCR comparativo

A RT-PCR comparativa ¢ semelhante a RT-PCR competitiva na
medida em que o RNA alvo compete por reagentes de amplificacéo
dentro de uma tUnica reac¢do com um padrdo interno de sequéncia
ndo relacionada. Uma vez terminada a reac¢do, os resultados sio
comparados com uma curva padrio externa para determinar a
concentragdo de RNA alvo. Em comparagdo com os métodos de
quantificacdo relativos e competitivos, o0 RT-PCR comparativo ¢
considerado o método mais conveniente a utilizar, uma vez que nao
requer que o investigador realize uma experiéncia piloto; no RT-
PCR relativo, o intervalo de amplificacdo exponencial do mRNA
deve ser pré-determinado e no RT-PCR competitivo, um RNA

sintético concorrente deve ser sintetizado.
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RT-PCR em tempo real

O aparecimento de novas técnicas de rotulagem de ADN
fluorescente nos ultimos anos permitiu a andlise e deteccido de
produtos PCR em tempo real e, consequentemente, levou a
adopgdo generalizada de RT-PCR em tempo real para a analise da
expressdo genética. Nao s6 a RT-PCR em tempo real € agora o
método de escolha para a quantificacdo da expressdo genética,
como ¢ também o método preferido para a obteng@o de resultados
de andlises de matriz e expressdes genéticas a escala global.
Actualmente, existem quatro sondas-de ADN fluorescentes
diferentes disponiveis para a detecgdo RT-PCR em tempo real de
produtos PCR: SYBR Green, TagMan, balizas moleculares, ¢
sondas de escorpido. Todas estas sondas permitem a deteccdo de
produtos PCR através da geragdo de um sinal fluorescente.
Enquanto o corante SYBR Green emite o seu sinal fluorescente
simplesmente ligando-se ao ADN de cadeia dupla em solugdo, a
geracdo de fluorescéncia das sondas TagMan, das balizas
moleculares e dos escorpides depende do acoplamento da Forster
Resonance Energy Transfer (FRET) da molécula de corante e de

uma moleza de témpera aos substratos oligonucleotideos.

SYBR Verde
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Quando o verde SYBR se liga ao ADN de cadeia dupla dos
produtos PCR, emitird luz apds excitagdo. A intensidade da
fluorescéncia aumenta a medida que os produtos de PCR se
acumulam. Esta técnica ¢ facil de utilizar uma vez que a concepgio
das sondas ndo ¢ necessaria dada a falta de especificidade da sua
ligagdo. Contudo, uma vez que o corante ndo discrimina o ADN de
cadeia dupla dos produtos de PCR e os dos primer-dimers, a
sobrestimagdo da concentragdo alvo ¢ um problema comum.
Quando a quantificago precisa ¢ uma necessidade absoluta, devem
ser efectuados ensaios adicionais para a validagdo dos resultados.
No entanto, entre os métodos de detec¢@o de produtos RT-PCR em
tempo real, o SYBR Green ¢ o mais econdmico e mais facil de

utilizar.

Sondas Taq Man

As sondas TagMan sdo oligonucledtidos que tém uma sonda
fluorescente ligada a extremidade de 5' e um supressor a
extremidade de 3'. Durante a amplificagdo por PCR, estas sondas
hibridizam para as sequéncias alvo localizadas no amplicon e como
apolimerase replica o modelo com TagMan ligado, também clivam
a sonda fluorescente devido a actividade da polimerase 5'-
nuclease. Uma vez que a proximidade estreita entre a molécula de
témpera e a sonda fluorescente impede normalmente a detecgdo da

fluorescéncia através da FRET, a dissociagdo resulta no aumento
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da intensidade da fluorescéncia proporcional ao numero de ciclos
de clivagem da sonda. Embora as sondas TagMan bem concebidas
produzam resultados precisos de RT-PCR em tempo real, ¢
dispendioso e demorado sintetizar quando devem ser feitas sondas
separadas para cada alvo mRNA analisado. Além disso, estas
sondas sdo sensiveis a luz e devem ser cuidadosamente congeladas

como aliquotas para evitar a degradacao.
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Figura (52): Passos de RT-PCR.

Sondas de balizas moleculares

A semelhanga das sondas TagMan, as balizas moleculares

também utilizam a deteccdo FRET com sondas fluorescentes

ligadas a extremidade de 5' e um supressor ligado a extremidade de

3' de um substrato de oligonucleotido. No entanto, enquanto as
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sondas fluorescentes TaqgMan sdo clivadas durante a amplificagdo,
as sondas de balizas moleculares permanecem intactas e voltam a
ligar-se a um novo alvo durante cada ciclo de reac¢@o. Quando
livres em solucdo, a proximidade estreita da sonda fluorescente e
da molécula de témpera impede a fluorescéncia através da FRET.
No entanto, quando as sondas de balizas moleculares se hibridizam
para um alvo, o corante fluorescente e o supressor sdo separados,
resultando na emissdo de luz apos excitagdo. Tal como acontece
com as sondas TagMan, as balizas moleculares sdo caras para

sintetizar e requerem sondas separadas para cada alvo de RNA.

Sondas de escorpido

As sondas de escorpido, como-as balizas moleculares, ndo serdo
fluorescentes activas num estado ndo-hibridizado, mais uma vez,
devido a sonda fluorescente na extremidade de 5' ter sido
extinguida pela moleza na extremidade de 3' de um
oligonucleotido, com Scorpions, no entanto, a extremidade de 3'
também contém sequéncia que ¢ complementar ao produto de
extensdo do primer na extremidade de 5'. Quando a extensao do
Scorpion se liga ao seu complemento no amplicon, a estrutura do
Scorpion abre, impede a FRET, e permite medir o sinal

fluorescente.

Sondas multiplex
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Sondas TagMan, balizas moleculares e escorpides permitem a
medicdo simultdnea de produtos PCR num unico tubo. Isto ¢
possivel porque cada um dos diferentes corantes fluorescentes pode
ser associado a um espectrometro de emissdo especifico. A
utilizacdo de sondas multiplex ndo sé poupa tempo e esfor¢o sem
comprometer a utilidade do teste, como também a sua aplicacdo em
vastas areas de investigacdo, tais como a analise de eliminacio de
genes, analise de mutagdo e polimorfismo, analise quantitativa, e
deteccdo de RNA, tornam-na uma técnica inestimavel para

laboratorios de muitas disciplinas.

Duas estratégias sdo geralmente utilizadas para quantificar os
resultados obtidos por RT-PCR em tempo real; o método da curva

padrdo e o método do limiar comparativo.
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Utilizacio em engenharia celular

Foram relatadas sondas de oligonucledtidos de sinalizagdo
fluorogénica para utilizagdo na deteccdo e isolamento de células
que expressam um ou mais genes desejados, incluindo a produgéo
de linhas celulares estaveis multigénicas que expressam o canal
epitelial de sédio heteromultimérico (afy-ENaC), canal idnico de
sodio de voltagem 1.7 (NaV1.7-0B1p2), quatro combinagdes
unicas de subunidades de canal idnico receptor de

acidoaminobutirico A (GABAA) alB3y2s, a2B3vy2s, a3B3y2s e

238



a5B3y2s, regulador de condutancia de fibrose cistica (CFTR),
CFTR-A508 e dois receptores acoplados de proteina G (GPCRs).
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Figura (54): As estruturas de uma tipica sonda de farol

molecular.
Aplicagdes

A amplificagdo exponencial via transcri¢do reversa da reacgdo
em cadeia da polimerase proporciona uma técnica altamente
sensivel na qual um niimero de copias muito baixo de moléculas de
RNA pode ser detectado. RT-PCR ¢ amplamente utilizada no

diagnostico de doencas genéticas e, semiquantitativamente, na

determinacdo da abundancia de diferentes moléculas especificas de
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RNA dentro de uma célula ou tecido, como medida de expressao

genética.

Metodologia de RT-PCR

RT-PCR ¢ normalmente utilizado em métodos de investigagao
para medir a expressdo genética. Por exemplo, Lin et al. usaram
qRT-PCR para medir a expressdo dos genes Gal em células de
levedura. Em primeiro lugar, Lin et al. engendraram uma mutagdo
de uma proteina suspeita de participar na regulagao dos genes Gal.
Esta mutacdo foi hipotética para abolir selectivamente a expressao
de Gal. Para confirmar isto, os niveis-de expressdo genética das
células de levedura contendo esta’ mutacdo foram analisados
usando qRT-PCR. Os investigadores foram capazes de determinar
de forma conclusiva que.a mutagdo desta proteina reguladora
reduziu a expressdo de Gal. A analise da mancha setentrional ¢

utilizada para estudar melhor a expressao do gene do RNA.

Insercio de genes

RT-PCR também pode ser muito util na insercdo de genes
eucariotas em procariotas. Como a maioria dos genes eucarioticos
contém introns, que estdo presentes no genoma mas nao no mRNA
maduro, o cDNA gerado a partir de uma reac¢do RT-PCR ¢ a

sequéncia exacta (sem ter em conta a natureza susceptivel de erro
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das transcriptases inversas) de ADN que seria directamente
traduzida em proteina apds transcricdo. Quando estes genes sao
expressos em células procarioticas para fins de produgdo ou
purificacdo de proteinas, o RNA produzido directamente a partir da
transcricdo ndo necessita de ser emendado, uma vez que a
transcri¢do contém apenas exdes. Os procariotas, como a E. coli,

carecem do mecanismo de emenda do mRNA dos eucariotas.

Diagnéstico de doencas genéticas

RT-PCR pode ser utilizado para diagnosticar doengas genéticas
como a sindrome de Lesch-Nyhan. Esta doenga genética é causada
por um mau funcionamento do gene HPRT1, que clinicamente
conduz a pedra urindria de 'dcido urico fatal e a sintomas
semelhantes a gota. A andlise de uma mae gravida e de um feto
para os niveis de expressdo de mRNA do HPRTI revelaréd se a mae
¢ portadora e se o feto ira provavelmente desenvolver a sindrome

de Lesch-Nyhan.
Detecc¢ao do cancro

Os cientistas estdo a trabalhar em formas de usar RT-PCR na
deteccdo do cancro para ajudar a melhorar o prognoéstico, e
monitorizar a resposta a terapia. As células tumorais circulantes
produzem transcri¢des unicas de mRNA, dependendo do tipo de
cancro. O objectivo ¢ determinar que transcricdes de mRNA

servem como os melhores biomarcadores para um tipo particular
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de célula cancerigena e depois analisar os seus niveis de expressao

com RT-PCR.

RT-PCR ¢ normalmente utilizado no estudo dos genomas de
virus cujos genomas sdo compostos por RNA, como o

Influenzavirus A, retrovirus como o HIV e o SARS-CoV-2.

Desafios

Apesar das suas principais vantagens, a RT-PCR néo esta isenta
de inconvenientes. O crescimento exponencial do ADN
complementar transcrito ao contrario (¢cDNA) durante os multiplos
ciclos de PCR produz uma quantificacdo inexacta do ponto final
devido a dificuldade em manter a linearidade.!*3 A fim de fornecer
uma deteccdo e quantificacdo precisas do conteido de RNA numa
amostra, qRT-PCR foi. desenvolvido utilizando modificagdo
baseada na fluorescéncia para monitorizar os produtos de
amplificacdo durante cada ciclo de PCR. A extrema sensibilidade
da técnica pode ser uma espada de dois gumes, uma vez que mesmo
a mais pequena contamina¢do de ADN pode levar a resultados
indesejaveis. Um método simples para a eliminacdo de resultados
falsos positivos ¢ incluir ancoras, ou etiquetas, na regido de 5' de
um primer especifico de um gene. Além disso, o planeamento e
concepcdo de estudos de quantificacdo podem ser tecnicamente
desafiantes devido a existéncia de numerosas fontes de variagio,

incluindo a concentragdo do modelo e a eficiéncia da amplificacio.
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A adi¢@o de uma quantidade conhecida de RNA a uma amostra, a
adicdo de uma série de diluigdes de RNA gerando uma curva
padrdo, e a adig@o numa amostra sem modelo de copia (sem cDNA)
podem ser utilizadas como controlos. O RT-PCR pode ser
realizado pelo protocolo RT-PCR de uma etapa ou pelo protocolo

RT-PCR de duas etapas.

RT-PCR de uma etapa

O mRNA de um passo de RT-PCR tem como alvo mRNA até 6
kb para inverter a transcri¢do seguida de amplificacdo por PCR
num unico tubo de ensaio. E importante notar que a utilizagio de
RNA intacto ¢ de alta qualidade e de um iniciador especifico da

sequéncia produzira os melhores resultados.

Uma vez seleccionado-um kit RT-PCR de uma etapa com uma
mistura de transcriptase inversa, Taq DNA polimerase, e uma
polimerase de revisdo e todos os materiais € equipamentos
necessarios sdo obtidos, deve ser preparada uma mistura de
reac¢do. A mistura de reacg¢@o inclui dNTPs, primarios, RNA
modelo, enzimas necessarias, € uma solugdo tampao. A mistura de
reaccdo ¢ adicionada a um tubo PCR para cada reac¢@o, seguido do
modelo de RNA. Os tubos de PCR sdo entdo colocados num
termociclador para iniciar a ciclagem. No primeiro ciclo, ocorre a
sintese de cDNA. O segundo ciclo ¢ a desnaturacdo inicial em que

a transcriptase inversa € inactivada. Os restantes 40-50 ciclos sdo a
243



amplificagdo, que inclui a desnaturagdo, o recozimento e o
alongamento. Quando a amplificagdo estiver completa, os produtos

RT-PCR podem ser analisados com electroforese em gel.

RT-PCR em duas etapas

O RT-PCR em duas etapas, como o nome indica, ocorre em duas
etapas. Primeiro a transcrigdo inversa e, em seguida, a PCR. Este
método € mais sensivel do que o método de uma etapa. Os kits sdo
também uteis para a RT-PCR em duas etapas. Tal como paraa PCR
de uma etapa, usar apenas RNA intacto e de alta qualidade para os
melhores resultados. O primario para a PCR de duas etapas ndo tem

de ser especifico da sequéncia.

Primeiro passo

Primeiro combinar RNA modelo, primario, mistura de dNTP, e
agua sem nucleos num tubo PCR. Depois, adicionar um inibidor de
RNase e inverter a transcriptase ao tubo de PCR. Em seguida,
colocar o tubo PCR num termociclador durante um ciclo onde
ocorre recozimento, extensdo, € inactivagdo da transcriptase
inversa. Finalmente, proceder directamente a segunda etapa, que ¢
a PCR ou armazenar o produto em gelo até que a PCR possa ser

realizada.

244



Segundo passo

Adicionar master mix que contém tampao, dNTP mix, MgCl ,
Taq polimerase e agua livre de nucleases a cada tubo PCR. Em
seguida, adicionar o primer necessario aos tubos. De seguida,
colocar os tubos PCR num termociclador durante 30 ciclos do
programa de amplificagdo. Isto inclui: desnaturacdo, recozimento,
e alongamento. Os produtos de RT-PCR podem ser analisados com

electroforese de gel.
Directrizes de publicacio

O ensaio quantitativo RT-PCR ¢ considerado como o padrdo de
ouro para medir o nimero de copias dealvos especificos de cDNA
numa amostra, mas ¢ pouco padronizado. Como resultado, embora
existam numerosas publicagdes que utilizam a técnica, muitas
fornecem detalhes experimentais inadequados e utilizam analises
de dados inadequadas‘para tirar conclusdes inadequadas. Devido a
variabilidade inerente na qualidade de quaisquer dados PCR
quantitativos, ndo so os revisores tém dificuldade em avaliar estes
manuscritos, como também os estudos se tornam impossiveis de
replicar.  Reconhecendo a necessidade de padronizagdo dos
relatorios das condigdes experimentais, as directrizes de
Informagdo Minima para Publicacdo de Experiéncias de PCR
Quantitativas em Tempo Real (MIQE, pronuncia-se mykee) foram
publicadas por um consdrcio internacional de cientistas

académicos. As directrizes MIQE descrevem a informag¢do minima

245



necessaria para a avaliacdo de experiéncias de PCR quantitativa
que deve ser exigida para publicacdo, a fim de encorajar uma
melhor pratica experimental e assegurar a relevancia, exactidao,
interpretacdo correcta, e repetibilidade dos dados de PCR
quantitativa. Para além das directrizes de comunicagdo, o MIQE
salienta a necessidade de padronizar a nomenclatura associada a
PCR quantitativa para evitar confusdo, por exemplo, a abreviatura
qPCR deve ser utilizada para a PCR quantitativa em tempo real e
RT-qPCR deve ser utilizada para a transcri¢ao inversa-qPCR e os
genes utilizados para a normalizacdo devem ser referidos como
genes de referéncia em vez de genes de gestdo doméstica. Também
propde que termos comercialmente derivados como sondas
TagMan nao devem ser utilizados, mas sim referidos como sondas
de hidrélise. Além disso, propde-se que o ciclo de quantificagio
(Cq) seja utilizado para<descrever o ciclo de PCR utilizado para
quantificacdo em vez do ciclo de limiar (Ct), ponto de cruzamento
(Cp), e ponto de descolagem (TOP), que se referem ao mesmo
valor mas foram cunhadas por diferentes fabricantes de

instrumentos em tempo real.
A linha de orientagdo consiste nos seguintes elementos:
1) desenho experimental.
2) amostra.
3) extracg¢do de acido nucleico.

4) transcri¢do inversa.



5) qPCR target information.
6) oligonucleotideos.

7) protocolo.

8) validagéo.

9) analise de dados.

Os elementos especificos dentro de cada elemento t€ém uma
etiqueta de E (essencial) ou D (desejavel). Os rotulados E sdo
considerados criticos e indispensaveis, enquanto os rotulados D sdo
considerados periféricos, mas importantes para as melhores

praticas.

Figura (55): RT-PCR em duas etapas
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Figura (56): CT de RT-PCR com pico de expressdo genética.
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