Nucleotideos e Acidos Nucleicos

* Dois tipos de acidos nucléicos: DNA e RNA

* Os acidos nucleicos sao polimeros
— Formados por unidades monoméricas chamadas nucleotideos

* Os nucleotidos sao formados por trés grupamentos:

— Fosfato(s)
* Monofosfato
* Difosfato
* trifosfato
— Pentose (acucar de cinco carbonos)
* Ribose (RNA)
* Deoxiribose (DNA)
— Base nitrogenada
* Purina (adenina, guanina)
* Pirimidina (citosina, uracila, timina)



Estrutura Geral do Nucleotideo

Os nucleotideos se caracterizam pela presenca de trés componentes
*Uma pentose (acucar de cinco carbonos)
*Fosfato(s)
*Uma base nitrogenada
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* Ligacdo 1 - Ligacao Fosfodiéster
Fosfato + C5 da pentose
* Ligacdo 2 - Ligacao Glicosidica

Base Nitrogenada + C1 da pentose



As bases nitrogenadas
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Base nitrogenada: composto ciclico contendo nitrogénio (grupamento funcional
Purinas — possuem anel duplo / Pirimidinas — possuem anel simples
No DNA emparelham-se com as respectivas bases complementares (# tamanho)



Estrutura geral dos quatro desoxirribonucleotideos
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Nucleotideo: Desoxiadenilato Desoxiguanilato Desoxitimidilato Desoxicitidilato
(5'-monofosfato de (5'-monofosfato de (5'-monofosfato de (5'-monofosfato de
desoxiadenosina) desoxiguanosina) desoxitimidina) desoxicitidina)
Simbolos: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C,dC,dCMP
Nucleosideo: Desoxiadenosina Desoxiguanosina Desoxitimidina Desoxicitidina

(a) Desoxirribonucleotideos

A porcao nucleosidica de cada molécula estd sombreada em
rosa.



Estrutura geral dos quatro ribonucleotideos
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Nucleotideo: Adenilato Guanilato Uridilato Citidilato
(5'-monofosfato (5’'-monofosfato (5'-monofosfato (5'-monofosfato
de adenosina) de guanosina) de uridina) de citidina)
Simbolos: A, AMP G, GMP U, UMP C,CMP
Nucleosideo: Adenosgina Guanosina Uridina Citidina

(b) Ribonucleotideos

A porcao nucleosidica de cada molécula esta sombreada em
rosa.



As pentoses

Ribose 2-Deoxyribose

Ribose = RNA Desoxirribose = DNA



Alguns nucleotidos com importante
atuacao no metabolismo
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Estrutura geral dos
polinucleotideos

*Numa extremidade temos um grupamento
fosfato ligado ao carbono 5° da ribose.

*Na outra extemidade temos a hidroxila 3°
da outra ribose,

*|sso estabelece uma polaridade 5°-> 3" nas
moléculas de acidos nucleicos

*As bases ficam ligadasao carbono 1" da
ribose.

*As riboses se ligam por grupamentos
fosfodiester

*O “esqueleto” pentose-fosfato se repete
momaotonamente ao longo de toda molécula
linear
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Ultimo nucleotideo:

grupamento grupamento
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Formacdo da ligagdo fosfodiéster

Ligacao fosfodiéster
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O grupo hidroxila do carbono-3 da pentose do primeiro nucleotideo se liga ao grupo

fosfato ligado a hidroxila do carbono-5 da pentose do segundo nucleotideo através de
uma ligacao fosfodiéster.




Dogma da Biologia

transcricdo tradugéo

DNA ——> RNA ——> Proteinas

replicacdo

traducao

7 ribossomos aminoacidos proteinas




Ribossoma

Dogma da Biologia




Replicacao — sintese de DNA
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Transcricao — sintese de RNA
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Traducao — sintese de proteinas

tRNA,

saindo tRNA, aa7

chegando

——> Movimento do ribossomo

—— N N —— —— Y ——
Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon
aa, aa, aa, aa, aa; aag aa,



 3'linkage 5° linkage ,
'
phosphodiester bond

LigacOes acucar-fosfato do RNA




Muitos RNAs possuem estruturas tridimensionais
mais complexas
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(a)

Hélice dupla em forma de grampo
(b)

FIGURA 8-23 Estrutura secunddria de RNAs. (a) Protuberdncia,
alca interna e grampo. (b) As regides pareadas geralmente tém uma
hélice direita na forma A, como mostrado para o grampo.



RNA

N/ }

Tipos:

.mMRNAs (RNAs mensageiros): veiculo pelo
qual a informacao genética é transferida
do DNA aos ribossomos para a sintese de
cadeias polipeptidicas (1 a 5% do RNA
total).

.rRNAs (RNAs ribossomicos):
componentes estruturais dos ribossomos -
catalisam a traducao de um mRNA em
uma cadeia polipeptidica (75% do RNA
total).

tRNAs (RNA transportador ou de
transferéncia): moléculas adaptadoras
que traduzem a informacao presente no
MRNA em uma sequéncia especifica de
aminoacidos (10 a 15% do RNA total).



RNA

® snRNAs: RNAs nucleares pequenos Manutencao basica
® SCRNAs: RNAs citoplasmaticos pequenos |~ [T mEtaF;Ol"SmO da
® snoRNAs: RNAs nucleolares pequenos dalle

RNAs nao codificadores curtos:
* miRNAs: microRNAs
* siRNAs: RNAs de interferéncia Envolvidos na

* piRNAs — regulacao da
expressao dos genes

RNAs nao codificadores longos: funcoes
regulatorias ainda nao elucidadas




Bases modificadas:
D — dihidrouridina

Y- pseudouridina
m?2G - 2-O-metilguanidina
m’G — 7-metilguanidina

Estrutura
secundaria em
forma de trevo,

formada por
guatro “loops”

Extremidade 3" ACC,

extremidade aceptora, onde
fica preso o aminoacido

Variable

u

cl+ Variable

Anticodon, triplete de bases
complementares ao codon

Estrutura
terciaria
em forma

(mRNA) que determina qual
aminoacido deve entrar
nessa posicao

+ Methylated base

1. Structure
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A hipotese do adaptador de Crick

Um tRNA funciona
como um adaptador:
uma parte da molécula
se liga a um aminodcido ——

especifico e outra \Amil}o acid
n . binding site
reconhece a sequéncia
nucleotitica que
codifica aquele
aminodcido no mRNA

—I_I_\/LJ_\_
¢l avlc]al€[u]a[cul¢lae
mRNA

Trinca nucleotidica que
codifica para um
aminoacido

Amino acid

Adaptor

Codon



O Cddigo Genético

First position

Second position

Third position

(5" end) (3" end)
U C A G

Phe Ser Tyr Cys U

U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A

Leu Ser Stop Trp G

Leu Pro His Arg U

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A

Leu Pro Gln Arg G

Ile Thr Asn Ser U

A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A

Met Thr Lys Arg G

Val Ala Asp Gly U

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G




O RNA ribossomal

*O rRNA 16S na figura ao lado, tem 1542
nucleotideos (nt), € um componente da
subunidade pequena do ribosomo

*O rRNA 55 (118 nt) se localiza na
subunidade maior

*Duas moléculas de rRNA, junto com
aproximadamente 50 proteinas formam
um ribossomo

*O rRNA é o RNA mais abundante na
célula 80%

*Produzido pela transcricao do DNA no
nucleolo

*O genoma posui centenas de copias de
genes para rRNA

()

" 165-RNA  5S-rRNA



O ribossomo acomoda dois tRNAs carregados

Ribossomos possuem 2 sitios
de ligacdo de T1RNA
(P = peptidil e A= aminoacil)
O sitio E ¢ o sitio de liberagdo
do tRNA (E= "exit")

mRNA




O RNA mensageiro

*Tranfere a informacao genética do DNA para o ribosomo
*Nao formam estrutura terciaria.

*Se liga a proteinas ligadoras de RNA para eviitar isso. 1
*Varia muito em tamanho, conforma a proteina que codifica TRNA
*Tempo de vida curto, é rapidamente quebrado apds sua leitura

L%

S

Type mRNA

Species per cell > 1000

Length (b) 400 -6000

Proportion 5%

Lifespan Short

Function Translation




Trés Tipos de acidos ribonucleicos (RNAs)
Tipo  |Siglh |Tamanho |Fungio | Caracteristicas

Mensageiro MRNA
Transportador tRNA

£t
Ribossomal rRNA

aaaaa

Variam em
tamanho de
acordo com a
proteina que
codificam

Em torno de 90
nucleotidos

Subunidade
16S tem 1542
nucleotideos.

Carregam a
informacao genética
do gene (DNA) até o
ribossomo

Adaptador, faz com
gue o aminoacido
encaixe no seu coédon
durante a sintese de
proteina

Componente do
Ribossoma, um
comlexo de 52
proteinas e duas

moléculas de RNA que

catliza a sintese de
proteinas

Vida muito curta,
muito instaveis. Pelo
menos 3.000
diferentes um para
cada gene.

apresentam
nucleotideos 2
modificados, estrutura
secundaria em trevo,
estrutura terciaria em
L, Em torno de 50 por
célula

Estruturas secundaria
e terciaria complexas.
Regular em tamanho.
Apenas dois por
célula, um para cada
subunidade ribosomal.



Evidéncias de que o DNA era o material genético

Regras de Chargaff (1940):
1.Composigdo de bases do DNA geralmente varia de uma espécie para outra;

2. Moléculas de DNA isoladas de diferentes tecidos da mesma espécie possuem a
mesma composicdo de bases;

3.A composigdo de bases do DNA em uma dada espécie ndo se altera com a idade do
organismo, o estado nutricional ou a modificagdo ambiental;

4.Em todos os DNAs celulares, indpendentemente da espécie, o ndmero de residuos
de adenosina é igual ao de timidina (A=T) e o ndmero de residuos de guanosina é igual
ao ndmero de citidina (6=C). A partir dessas relagdes segue-se que a soma dos
residuos das purinas iguala-se a soma dos residuos de pirimidina, ou seja: A + G = T +
C.



Chargaff e cols, quantificaram cada um dos tipos de base nitrogenada do DNA
(adenina, timina, citosina e guanina) de varias espécies por cromatografia.

Organismo Tecido A
E. coli . 26,0
S. pneumoniae - 298
M. tuberculosis - 15,1
Levedura - 313
Ourigo do mar ~ csperma 328
Arenque esperma 278
Rato medula ossea 28,6
Homen timo 309
Homen figado 30,3
Homen esperma 30,7

A razao entre os 4 nucleotideos varia entre as espécies

O numero de Adeninas é semelhante ao de Timinas em todas as espécies

O numero de Citosinas € semelhante ao de Guaninas

A razao de purinas e pirimidinas € sempre aproximadamente 1 (purinas = pirimidinas)
a quantidade de pirimidina (T+C) era sempre igual a quantidade de purinas (A+G);

a quantidade de T era sempre igual a de A e a quantidade de G igualade C e

Regras de Chargaff

239
36
14,6

329

275
284
294

30.3

249
20,5
349
18,7
17,7
222
214
19.9
19,5

19.3

252

18,0

354

17,1

18,4

22,6

21,5

19.8

19.9

18,8

AT
G+C

1,00
1,59
0,42
1,79
1,85
1,23
1,33
1,52
1,53

1,62

que a quantidade de A+T n&o era necessariamente igual a de C+G.




Pareamento de Watson e Crick e o conceito de
complementaridade.

Fitas de DNA complementares:

5°-ATCGAT-3’
3-TAGCTA-5"

RNAs complementares, (U em lugar de T).
5-AUCGAU-3’
3-UAGCUA-5’

H CHz
‘W-H - Q
N
( A\
\ / \ No- - H—N
N
/S N\ \
O
Adenine (A) Thymine (T)

Species AT G:C A:G
Human being 1.00 1.00 1.56
Salmon 1.02 1.02 143
Wheat 1.00 097 1.22
Yeast 1.03 1.02  1.67
Escherichia coli 1.09 0.99 1.05
Serratia marcescens (.95 0.86 0.70
§
_u—N
N ore
¢ -
--N
N / N-H %N
N—H-
H
Guanine (G) Cytosine (C)
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Rosalind Franklin e
Maurice Wilkins estudaram
A difracao de raios X na
molécula cristalizada de
DNA e concluiram que a

sua estrutura é helicoidal.

Em 1953, James Watson
e

Francis Crick propuseram
Um modelo tridimensional
Para a estrutura da
molécula de DNA.

Quimica e estrutura do DNA

loséd Salsa - 7904



O padrdo de difragdo de raios X do DNA

FIGURA 8-12 Padrao de difracao de raios X do DNA. As marcas
formando uma cruz no centro demonstram a estrutura helicoidal.
As bandas pesadas na esquerda e na direita originam-se das bases

recorrentes.



Rosalind Elsie Franklin
(25 July 1920 — 16 April 1958)

Quimica e cristalografa de raio-X trabalhou nos estudos
sobre a estrutura molecular do DNA e RNA, capsideos
virais, carvao e grafite.

Responsavel pela elucidacdo da estrutura de raio-X do
DNA

Graduacao (1941) — Ciéncias Naturais (Newnham College,
Cambridge)

Pesquisadora da British  Coal Utilisation Research
Association (BCURA) (1942)

PhD em Cambridge (1945)

Postdoctoral researcher - Laboratoire Central des Services
Chimiques de I'Etat (1947) cristalografia de raio-X

Research associate no King's College London (1951) -
descoberta de propriedades chave do DNA (dupla hélice)

Desavencas com o director John Randall, e seu colega Maurice

Wilkins, levaram Franklin a ir para o Birkbeck College em 1953.



Franklin morreu de cancer aos 37 anos

Nos arquivos da Universidade King's
College London, no Reino Unido, esta
guardado o original de uma das fotos

mais famosas da historia da ciéncia.

A foto 51 permitiu deduzir a estrutura de
dupla hélice do DNA. Rosalind Franklin
tinha 31 anos quando tirou a famosa foto
com aluno de doutorado Raymond Gosling
em 6 de maio de 1952.

Para obter a Foto 51, Franklin teve que
aperfeicoar os instrumentos e realizar uma
exposicao de 100 horas.
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Foto de Wilkins

Quando a cerimbnia de
entrega do Prémio Nobel foi
realizada em 1962 — uma
honraria que nao e
concedida postumamente
—, hem Watson, nem Crick,
nem Wilkins reconheceram
em seus discursos a
importancia do trabalho de
Franklin para a descoberta



No. 4356 Apl'ﬂ 25, 1953

equipment, and to Dr. G. E. R. Deacon and the
captain and officers of R.R.8. Discovery II for their
part in making the observations,

'Young, F. B., Gerrard, H., and Jevons, W., Phil, Mag., 40, 149
{1820). T

' Longuet-Higgine, M. 8., Mon. Nof. Koy. Asiro. Soec., Gm; ¥e. Supyp.,
5, 285 (‘11295191.

*Von Arx, W. 8., Woods Hole Papers in Phys. Ocearog. Meteor., 11
(3) (1950).

*Ekman, V. W., Arkiv. Mat, dstron, Fysik. (Stockholm), 2 (11) (1905).

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

E wish to suggest a structure for the salt

of deoxyribose nucleic acid (D.N.A.). This
structure has novel features which are of considerable
biological interest.

NATURE

737

is & residue on each chain every 3-4 A. in the z-direc-
tion. We have assumed an angle of 36° between
adjacent residues in the same chain, so that the
strueture repeats after 10 residues on each chain, that
is, after 34 A. The distance of a phosphorus atom
from the fibre axis is 10 A. As the phosphates are on
the outside, cations have easy access to them.

The structure is an open one, and its water content
is rather high. At lower water contents we would
expect the bases to tilt so that the structure could
become more compact.

The novel feature of the structure is the manner
in which the two chains are held together by the

purine and pyrimidine bases. The planes of the bases

are perpendicular to the fibre axis. They are joined
together in pairs, a single base from one chain being
hydrogen-bonded to a single base from the other
chain, so that the two lie side by side with identical
z-co-ordinates. One of the pair must be & purine and
the other a pyrimidine for bonding to occur. The
hydrogen bonds are made as follows : purine position

James D. Watson, Francis Crick, 1953



The Nobel Prize in Physiclogy or
Medicine 1962

"for their dizcoveries concerning the molecular structure of nucleic
acids and itz significance for infarmation transfer in living material”

Francis Harry
Compton Crick

@ 1/2 of the prize
United Kingdom

MRC Labaratory of
Molecular Biology
Carmbridge, United
Kingdorm

b, 191¢
d. 2004

James Dewey
Watson

@ 143 of the prize
SA

Harvard University
Carmbridge, MA,
(HESTLY

b, 1928

Maurice Hugh
Frederick
Wilkins

@ 1/32 of the prize

United Kingdom
and Mew fealand

Londan University
London, United
Kingdar

b, 191&
[in Pongaroa, Maw
Zealand]
d. 2004




Principais caracteristicas do Modelo de Watson e Crick:
- Dupla hélice; Antiparalelas;
- Complementares entre si: A-T, G-C;
- Trés pontes de Hidrogénio entre G e C;
- Duas Pontes de Hidrogénio entre Ae T.

36 A

diagra tie. ‘The t
mmatic, “The two
ribbons eymbolize the
two phosphate—sugar -
chaing, and the hori-
zontal rods the pairs of
hases holding the chains
together. The vertical
line marks the fibre axis

This figure is




Estrutura do DNA
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deoxyribose

( 3' linkage 5’ linkage |

|
phosphodiester bond

LigacOes acucar-fosfato do DNA
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Desoxiguanosina

Desoxiadenosina

Desoxitimidina

Deoxicitidina
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FIGURA 2.15 Formacao de pontes de hidrogénio entre bases complementares do DNA

dupla-fita.



Propriedades do DNA

¢ Complementariedade — entre bases nitrogenadas
® Antiparalelismo — direcionalidade a cadeias
® Desnaturacgao - pontes de hidrogénio rompem

® Renaturacao (ou hibridizacao ou anelamento) —
reestabelecimento das pontes de hidrogénio entre as
cadeias




Desnaturacao x Renaturacao

Dupla hélice Desenrolamento Separagao Reconstituicao
nativa das litas das fitas da dupla hélice

Aem— —
Mais calor _Rcshmmenw )
£ .

F Desnaturacio ,\/ | Renaturagio >
Des SR . 0 :




Supertorcao

Enrolamento da hélice dupla sobre si mesmo

Conformacao predominante do DNA na célula
Fundamental para o empacotamento do DNA nos genomas
Envolvido na replicacdo, transcricao e na recombinacao
Caracteristica de quase todos os DNAs circulares e lineares
Importante para a sua funcionalidade

Cadeia Polinucleotidica — Estrutura Primaria
Dupla Hélice — Estrutura Secundaria
Supertorc¢ao — Estrutura Tercearia

Supertorcida / Superenrolada / Super Helicoidal



Supertorcao

* Extremidades ligadas covalentemente

* Supertorcida, superenrolada, superhelicoidal
— Superenrolamento negativo
— Superenrolamento positivo

* Relaxada

Totalmen
Totalmente Ofimente

relaxado
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Superenrolamento negativo: gerado pelo desenrolamento da dupla hélice
Plectonémico: encontrado no DNA em solucao

Toroidal: DNA enrolado em proteinas como as histonas, que formam o0s
nucleossomos.




Tipos de Superenrolamento

Plectonemic

Solenoidal

ﬁ Histonas



Enzimas que introduzem ou
TOP OISOMERASE I » removem superenrolamentos no

DNA

Fundamentais para:

* Transcricao

* Replicacao

* Recombinacao

* Remodelamento da cromatina

Sistema complexo de enzimas — Topoisomerases
Células Eucarioticas e Procarioticas
Manutencdo da homeostasia do superenrolamento do DNA

Promovem a quebra transitdria das Ligagcdes Fosfodiéster na fita de DNA



TOPOISOMERASE

(A) Type 1 (B) Type I

L) é l
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Tipos de DNA

Composicdo de bases, meio em que se encontram ou sua ligacao com proteinas

Se diferenciam pela sua espessura, numero de pares de base por volta da hélice e a exposicdao das
bases ao meio externo

* DNAB

— Ea forma mais abundante na célula
(fisiologico)

— E aforma classica do DNA
— A dupla hélice gira para a direita
— Volta completa a cada 10,4 pb

* DNAA
— Condicoes de umidade muito baixa
— Forma mais “compacta; curta”

— Encontrado nos hibridos DNA:RNA
(transcricao)

— RNA:RNA (genoma de virus)

* DNAZ
— Forma mais “estreita”
— Sequéncias GC repetidas
— A dupla hélice gira para a esquerda
— Altas concentracdes de cations
— Volta completa a cada 12 pb

B-form DNA Z-form DNA

A-form RNA



Genes e Cromossomos



Elementos cromossomicos

» Cromossomos: molécula de dcido nucleico que contém a
informagdo genética em um virus, bactéria ou célula eucaridtica;
 DNA: possui genes e sequéncias que apresentam uma fungdo Hemeglobin
puramente regulatéria (sequéncias requlatérias); .
- Sequéncias regulatorias: fornecem sinais que podem denotar o 3,
inicio ou o fim dos genes, influenciar a transcrigdo de genes ou
funcionar como pontos de iniciagdo para a replicagdo ou
recombinacdo;
» Trincas codificadoras: cada aminodcido de uma cadeia
polipeptidica é codificado por uma sequéncia de trés
nucleotideos consecutivos, em uma fita dnica de DNA; e
- Introns e éxons:

» introns: segmentos de DNA ndo codificadores

» éxons: segmentos codificadores

(poucos genes procariéticos contém introns)

3
126 bp B Exon

B Intron



Telomere

Centromero:

» Durante a divisdo celular funciona como um ponto de
ligagdo para proteinas que unem o cromossomo ao fuso
mitético

Telomeros:

- Auxiliam na estabilizacdo de cromossomos eucarioticos

Centromere

Telomere

Elementos estruturais importantes
de um cromossomo de levedura



A maioria das bactérias e virus possui um dnico cromossomo

Fago T2

Escherichia coli As moléculas de DNA
— : sdo as maiores
macromoléculas e
normalmente se
encontram
empacotadas em
estruturas chamadas
de cromossomos

Prokaryotic cell

Bacteria Bacterial
— chromosome

— Plasmid

Viruses
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Células eucaridticas sdo muito mais complexas

Fungi Protists
G
I
Eukaryotic cell

Animals Plants

Mitochondrial Nuclear chromosomes Chloroplast
chromosome /\ chromosome
S coegmEes (plants)
S
[ e
e
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Genoma Celular: é o conjunto de todo os genes e DNA intergénicos da célula



Os DNAs cromossomicos sdo frequentemente muito
maiores do que as células ou virus que os contém!
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O comprimento do cromossomo da E. coli (1,7 mm) é desenhado em uma forma
linear relativamente ao comprimento de uma célula tipica da E.coli (2 uM)



Como é solucionado este problema?

Com uma extraordidria organizagdo que leva ao
empacotamento do DNA nos cromossomos!



Nucleofilamento s e Arcabougo proteico

Fibra de 30 nm

DNA niu i
(todas as histonas removidas)

Cromossomo
metafisico

FIGURA 2.39 Organizacao do DNA em cromossomos.
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FIGURA 2.41 Estrutura por raios-X do cerne (core) do

FIGURA 2.40 Modelo do complexo nucleossomo.
nucleossomo.
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a Each nucleosome consists of
eight histone proteins around
which the DNA wraps 1.65 times.
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form nucleosomes.

The nucleosomes fold up to
produce a 30-nm fiber...

~J The 300-nm fibers are
. compressed and folded to
250-nm-wide fiber produce a 250-nm-wide fiber.
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of a chromosome.
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O DNA bacteriano é compactado em uma
estrutura chamada de nucledide

O empacotamento também é feito com auxilio de proteinas
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Cromossomos



1mM aumentando a forga iénica 1OOImM

Fibra de 30 nm
ou solenoide

DNA

FIGURA 2.43 Estrutura do nucleofilamento.



Como o DNA armazena a informacao
genética

3 5 3

Codon ¢
(triplet)

----------------------

>

Sense strand
(+) strand,
“coding strand”
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strand
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“codogenic
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