BioMol (CV novo) Questoes sobre os Seminarios

GRUPO 1 - Teoria unificada da expressao génica

e Compare a expressdo génica de genes que sdo utilizados para a manutencdo bdsica
da célula, com genes que sdo usados para realizar uma rdpida e curta agdo,
levando em conta a duragcdo dos mRNA’s e proteinas referentes a estes genes.

Resposta: Os genes que apresenta expressdo rapida e curta precisam se cuidadosamente
regulados, por fatores de transcricdo especificos, para serem expressos apenas quando
necessario. Eles tendem a ter uma rdpida transcri¢ao e traduc@o. Os seus mRNA’s, assim
como suas proteinas, tendem a ter uma meia vida curta (sdo rapidamente degradados),
permitindo que exer¢am sua func@o apenas no intervalo de tempo necessario. J4 os genes
cuja expressao € utilizada para a manutengio bésica da célula (housekeeping), precisam ser
continuamente expressos e sdo vagarosamente induzidos. Os seus mRNA’s, assim como
suas proteinas, possuem uma meia vida longa. A sua transcricdo e tradugdo é geralmente
mais lenta que a dos genes de expressdo rapida, e seus produtos possuem uma meia-vida
mais longa — de forma que um mRNA possa ser traduzido mais vezes antes de ser
degradado, por exemplo - podendo variar com as necessidades da célula.

® “A transcricdo, o processamento do pré-mRNA e a traducdo sdo processos
intimamente relacionados.” Critique esta afirmativa usando exemplos na sua
Jjustificativa.
Resposta: A afirmativa estd correta, estas fases estdo relacionadas, sendo que
acontecimentos em uma desencadeiam modificagdes ou induzem a realizacdo das outras
fases. Por exemplo, o aparato transcricional possui um papel ativo em recrutar a maquinaria
que adiciona o CAP e processa 0 mRNA através do splicing que promove a elongacio da
transcricdo. Além disso o splicing do pré-mRNA, a adicdo da cauda poli-A o packaging
(empacotamento) do mRNA para a exportacdo ocorrem enquanto o transcrito esta saindo da
RNAP II. Se estes processos tiverem sido executados sem erro proteinas do poro nuclear
exportardo o mRNA para o citoplasma onde ocorrerd a tradugdo. Isso prova que todos estes
passos estao intimamente relacionados.

GRUPO 2 - Splicing Alternativo

e (ite dois mecanismos que podem influenciar no aumento do proteoma durante a
evolugdo.
Resposta: Aumento no nimero de genes e splicing alternativo
Outras possibilidades de resposta: Elaboracdo de mecanismos pré-existentes, novos
mecanismos, uso de diferentes sitios de iniciagdo da transcricdo, poli-adenilagdo
alternativa, edicao do pré-mRNA, modifica¢des pds-transcricionais.

® O que é o Slipleceossomo?
Resposta: E um complexo ribonucleoproteico multi-unitdrio, composto por snRNAs e
proteinas (proteinas SR). Esta acoplados ao CTD (RNA poll) e é responsavel por
reconhecer certas seqiiéncias consenso nas divisas entre exon-intron e no interior de cada

intron importantes no processo de splice.



GRUPO 3 - Metodologia SAGE

® Faca uma comparacdo entre o SAGE e o microarranjo no que se refere ao estudo
da expressdo génica.

Tanto o SAGE quanto o microarranjo sao capazes de fornecer uma visdo da expressao
génica da célula em um determinado momento. Porém, o método utilizado para esse fim €
diferente nos dois métodos, o que reflete em diferengas nos dados obtidos.
O SAGE ¢ capaz de detectar transcritos provenientes de genes desconhecidos, pois a
producdo da tag é independente do conhecimento de sua seqii€ncia. O microarranjo nao
consegue detectar isso, pois € necessario o conhecimento prévio do gene para a construgao
do chip de DNA. Da mesma maneira, o SAGE também consegue detectar mRNAs
provenientes de splicing alternativo. Isso pode ocorrer ou ndo no microarray , dependendo
da capacidade do cDNA conseguir se hibridizar com o fragmento do gene presente na
placa.
O microarranjo fornece dados que permitem comparar uma condicdo celular com outra.
Assim, ele fornece uma medida relativa da expressao génica. J4 com o SAGE € obtida uma
medida absoluta, que sdo os dados da expressao individual de uma célula (por exemplo, o
microarranjo fornece dados do tipo: “o gene X € mais expresso em tecidos normais do que
em tecidos cancerosos”. O SAGE fornece informagdes do tipo: “O gene X € mais
abundante na célula do que o gene Y”)
A sensibilidade do SAGE ¢é maior do que a do microarranjo, pois tags de genes raros
podem ser detectadas, enquanto que a fluorescéncia emitida pelo mesmo gene no
microarray pode ser muito baixa e, por isso, ndao detectada.
Quanto a especificidade, ela € maior para o microarranjo, aonde € necessario que haja uma
hibridizacdo entre o cDNA e o fragmento do gene. O SAGE ¢é menos especifico porque
uma tag pode corresponder a mais de um gene.
O SAGE detecta o transcrito como uma seqiiéncia (tag) e a quantidade de tags é usada para
quantificar o transcrito. No microarranjo ele é detectado como um sinal de fluorescéncia e a
intensidade desse sinal € utilizada para quantificar a expressao daquele gene. E, finalmente,
0 SAGE ¢€ cerca de 5 vezes mais caro que 0 microarranjo.
Os dois métodos possuem vantagens e desvantagens. A escolhe entre um e outro vai
depender do objetivo do estudo e dos recursos disponiveis para tal.

® Quais as principais utilidades da SAGE, quais sdo as vantagens e limitacdes do
método?

SAGE ¢ um método utilizado no estudo do transcriptoma, que possibilita a identificacdo e
quantificacdo de transcritos do genoma de eucariotos, uma das principais aplicagdes da
SAGE € na comparagdo da expressdo génica entre estados patolégicos ou fisiolégicos
distintos. O método possui uma boa sensibilidade para transcritos raros € nao requer
conhecimento prévio dos mesmos, portanto € capaz de detectar tanto transcritos conhecidos
quanto desconhecidos, além de ser um dos processos mais baratos. No entanto, o pequeno
tamanho da tag limita a especificidade do método, o que dificulta sua utilizacdo na procura
por seqiiéncias conhecidas de transcritos com o intuito da identificacdo de genes. Além
disso, quanto menor a abundancia do transcrito, menor € a confiabilidade dos resultados,
pois existe uma grande probabilidade de ocorrerem erros experimentais, que comprometam
a analise dos dados.



GRUPO 4 - P bodies

® O que sdo os P bodies e quais suas fungoes?
Sao corpos processadores de mRNA e estdo envolvidos na repressdo traducional,
silenciamento, controle de qualidade e degradacdo do mRNA.

® Qual a relacdo entre P bodies e silenciamento?
Em muitos casos o miRNA e siRNA, ao invés de serem clivados pela proteina Argonauta,
sao direcionados para a maquinaria de degradacio do mRNA — P bodies. A Argonauta pode
estar associada a enzimas decapping e deadenilases no complexo dos P bodies.

GRUPO 5 - Reprogramacao celular

® Qual é a relagio dos complexos protéicos PcG com o processo de
transdiferenciagdo celular?

Os complexos PcG atuam impedindo a transcri¢do das regioes do DNA as quais se
associam. Dessa forma, uma inibi¢do ou reducdo da atividade das proteinas componentes
desse complexo permite que certas regides do DNA, ndo transcritiveis anteriormente, se
tornem passiveis de transcri¢do. Com a expressdao de genes que antes nao eram expressos,
abre-se caminho para que a célula possa assumir novas caracteristicas e funcodes, o que é
essencial para a ocorréncia da transdiferenciagao.

e O complexo PRC2 estd presente tanto em plantas como em animais. Porém, PRC2
de células de animais é diferente do de células de plantas. Explique.

Em animais, ha presenca tanto do complexo PRCI1, quanto do PRC2, sendo que esses
complexos policomb agem em conjunto no silenciamento de regides do DNA, da seguinte
forma: PRC2 deposita marcas epigenéticas no DNA, as quais sdo entdo reconhecidas pela
PRC1 que se liga e age bloqueando a transcri¢do nas regides marcadas. Ja nas plantas, ndo
ha presenca do complexo PRCI. Entdo, o processo de silenciamento génico ocorre da
seguinte forma: PRC2 se liga ao DNA e bloqueia por si propria a transcri¢do na regido a
qual se ligou. Em linhas gerais: PRC2 de plantas realiza, sozinho, uma funcdo que, em
animais, € desempenhada pelos dois complexos policomb (PRC1 e PRC2) associados.

GRUPO 6 - DNA barcoding

® DNA barcoding utiliza uma segqiiéncia curta de DNA de uma posicdo estipulada e
padronizada do genoma (ex: regido especifica de um gene) como uma forma de
diagndostico molecular para identificacdo de espécies. Existe alguma regido génica
mais utilizada? Se existe, dé o nome e posicdo dessa regido, vantagens e
desvantagens do seu uso.

Virias regides génicas ja foram utilizadas para biossistematica ao nivel de espécies, mas
um fragmento da extremidade 5° da subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo c
oxidase (COI), ganhou a nomeacdo de regido de barcode para a maioria dos grupos
animais. A COI tem comprimento aproximado de 650 pb na maioria dos grupos e é ladeada
por seqii€éncias conservadas, sendo, por isso, relativamente f4cil de ser isolada e analisada.



Por se tratar de uma seqiiéncia do genoma mitocondrial, as vantagens da utilizagdo da COI
vém das caracteristicas do proprio genoma, que sao: evolucao rapida, alto nimero de copias
por célula (bom para técnicas moleculares), heranga uniparental (ndo sofre recombinacio),
dentre outras. No entanto, a utilizacdo de um gene mitocondrial também traz algumas
desvantagens, como: ndo € eficiente na identificacdo de hibridos, ndo aponta fluxo génico
levado pelo macho (por se tratar de heranca uniparental), pode ndo evoluir rapido o
suficiente para fornecer resolu¢do ao nivel de espécie, como nas plantas, dentre outras.
Nestes casos, e em outros nos quais a COI ndo se mostra uma regido eficiente de barcode,
marcadores alternativos estdo sendo procurados.

® Apesar de ndo substituir as andlises taxonomicas completas, o DNA barcoding é
uma ferramenta valiosa para a taxonomia. Explique o porqué.

DNA barcoding pode facilitar significativamente as analises taxondmicas convencionais,
uma vez que organiza espécimes em grupos geneticamente divergentes de uma maneira
rapida. Além disso, a andlise convencional, que usualmente requer o agrupamento de dados
morfoldgicos e ecoldgicos, pode variar para diferentes grupos taxondOmicos (ex.:
identificacdo taxondmica de passaros e peixes requer métodos e habilidades), enquanto a
analise por meio de barcodes pode ser aplicada de uma maneira mais ou menos padronizada
para dominios de vida mais amplos (ex.: todo o tdxon animal).

GRUPO 7 - Traducao no nicleo

® Porque a presenca do NMD ( nonsense-mediated decay) no niicleo pode ser um
indicio da ocorréncia de traducdo nuclear?

O NMD € um processo de reconhecimento e degradacdo de mRNAs com PTC (cédon de
parada prematuro). Até o momento, a Unica estrutura conhecida capaz de detectar esses
PTCs € o ribossomo, e essa detecgdo € feita por meio da tradugdo. Dessa forma, acredita-se
que para o NMD acontecer € necessdria a ocorréncia de tradugdo. Sendo assim, a presenca
do NMD no ntcleo leva a crer que exista uma certa quantidade de tradugdo nuclear.

e Em procariotos, é consenso que a transcricdo e a traducdo sdo processos
acoplados. Agora, estudos mostram que esse acoplamento também pode ocorrer no
niicleo de eucariotos. Um indicio para isso é a colocalizacdo entre fatores de
traducdo, proteinas ribossomicas, proteinas envolvidas no splicing e subunidades
da RNA polimerase II no niicleo, juntamente com a sintese de pequenos peptideos.
Essa colocalizagdo sugere que a sintese, o processamento e a verificacdo do mRNA
se organizam como uma linha de montagem ao longo do dominio c-terminal da
RNA Poll I1.

A) Explique as possiveis vantagens do acoplamento da produgdo, processamento e
verificacdo do mRNA.

B) Tendo em mente a estrutura de uma linha de montagem industrial, indique a
seqiiéncia mais plausivel para a ocorréncia do splicing, sintese do pré-mRNA,
formagdo do cap 57, verificacdo do mRNA, adi¢do da cauda poli A e destruigcdo dos



transcritos incorretos. Aponte durante qual processo ocorrerd a sintese de
polipeptideos.

A) O acoplamento entre a producdo, processamento e verificacdo do mRNA nos sitios de
transcricdo aumenta a velocidade das reagdes, uma vez que a maquinaria necessaria para a
ocorréncia desses processos fica concentrada no mesmo local. Assim, o encontro do mRNA
com os fatores de processamento € facilitado e transcritos defeituosos sdo imediatamente
degradados, diminuindo a chance deles nao serem detectados e passarem para o citoplasma.
Além disso, com o acoplamento € possivel interligar a regulagdo dos trés processos, com a
possibilidade de pontos alternativos de controle da transcri¢ao.

B) Sintese do pré-mRNA - formacdo do cap 5°- adi¢do da cauda poli A - splincing -
verificacdo do mRNA - destruicdo de transcritos incorretos >>> Sintese de polipeptideos

GRUPO 8 - RNAi

® Por qué o fenomeno de interferéncia requer RNA de fita dupla para silenciar um
gene?
Resposta: Porque o RNA dupla fita adota hélice na forma A, com fendas mais profundas e
estreitas que a forma B (adotada pelo DNA), impedindo o acesso de proteinas degradativas
0 que o torna mais estdvel. Além disso, a DICER € uma enzima RNA especifica e a
Argonauta 2 (AGO?2, parte do complexo RISC) requer hélice na forma A.

® Apos a formagdo do complexo RISC, quais sdo o 2 tipos de pareamento entre RISC
e o RNA alvo?
Resposta: Pareamento perfeito: ocorre clivagem do mRNA alvo pela AGO2 e liberagao dos
produtos para novo ciclo enzimatico. Geralmente ocorre com siRNAs. Pareamento
imperfeito: ndo ocorre clivagem. O mRNA fica preso ao RISC e ha impedimento fisico da
tradugdo. Geralmente ocorre com miRNAs.



