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O que é Biologia Molecular?

Nesta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Acompanhar a construgdo do conhecimento relacionado
a forma pela qual as caracteristicas de um individuo séo
herdadas pelos seus descendentes.

e Entender a importancia de se estudar o aspecto fisico, ou
seja, a localizacao no interior das células, e a natureza
quimica da molécula responsavel pela hereditariedade.

e Discutir o surgimento da Biologia Molecular, assim como
0s novos caminhos gerados pelo desenvolvimento de
técnicas de analise molecular e suas aplicacdes em outras
areas das Ciéncias Biolégica e Biomédica.
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APRESENTACAO

Vocé provavelmente ja deve ter ouvido falar em seqiienciamento do genoma
de alguns organismos (incluindo o ser humano), terapia génica, vacinas
recombinantes, plantas e animais transgénicos e tantos outros temas que
atualmente fazem parte do nosso cotidiano, mas que, provavelmente, para
um numero grande de pessoas ainda é um “mundo desconhecido”. Tudo isso
e muito mais so se tornou possivel com o avanco de diversas areas da ciéncia,
incluindo a Biologia Molecular.

Entdo vocé deve estar se perguntando: “E o que é Biologia Molecular?” Pois bem,
essa € a primeira aula da nossa disciplina e tenha certeza que, ao final dela, vocé
estara entrando em um novo mundo cheio de surpresas e respostas a inimeras
perguntas que até 50 a 60 anos atrds ndo podiam ser respondidas. Estamos
certas de que, a partir desta aula, vocé reconhecerd a aplicacdo de todo esse

conhecimento em inimeros campos das Ciéncias Biolégica e Biomédica.
Historico

Para que vocé entenda como tudo isto comecou, precisamos
nos reportar a uma época em que a semelhanga de certos tragos e
caracteristicas de pais e filhos ja era alvo de questionamentos. Os filosofos
gregos, muitos anos a.C., ja se arriscavam a opinar sobre este assunto.
Naquela época, o tUnico evento sabidamente necessirio para gerar uma
crianga era o contato sexual entre macho e fémea. O papel do liquido
seminal era evidente, mas a participacao da fémea era controversa.
Assim, os filosofos propuseram uma associag¢ao entre o sexo da crianga
e o liquido seminal, o que, de alguma forma, esta correto.

Muitos anos se passaram, e somente no século XVII foi possivel
a observacido de certas estruturas, “os espermatozodides”, no sémen
de varios animais devido a constru¢io do microscopio otico. Esta
descoberta estreitou ainda mais o vinculo entre os pais e sua prole. Pouco
tempo depois, tanto as células sexuais masculinas quanto as femininas
foram reconhecidas. Entretanto, a idéia de que apenas o homem tinha
importancia para a transmissao dos caracteres prevalecia. Nessa época,
acreditava-se na existéncia de uma miniatura de homem no sémen que

se valia do corpo da mulher apenas para seu desenvolvimento.



Apenas no século XIX, reconheceu-se que ambos os sexos
contribuiam para a formag¢ao e a heranca de seus descendentes.
No entanto, uma pergunta ainda pairava no ar com relacdo aos
mecanismos envolvidos neste processo. Inicialmente, acreditou-se que
o espermatozoide e o évulo continham uma amostra das caracteristicas
das diversas partes do corpo parental que, de algum modo, se mesclavam
para formar o padrdao do novo individuo. Entretanto, esse mecanismo
ndo era capaz de explicar, por exemplo, o fato de que as caracteristicas
da prole nem sempre sdo resultado de uma mistura intermedidria das
caracteristicas parentais.

Um personagem fundamental para o desenrolar desta historia
foi GREGOR MENDEL, um monge augustiniano que, na década de 1860,
apresentou os resultados obtidos com cruzamentos entre variedades de
ervilhas. Vocé ja deve ter ouvido falar sobre ele nas aulas de Genética.
Somente para lembrar, Mendel propos a existéncia de particulas ou
fatores hereditarios nas células sexuais e previu o comportamento espe-
cial desses fatores (GENES), que deveriam se separar durante a formacao
de gametas. Com a fecundagao, entio, ocorreria fusio dos gametas e
reconstitui¢ao do par de fatores hereditarios (genes). Mendel postulou,
ainda, que os genes nado se fundem apds a fecundagio, mas permanecem
lado a lado, independentemente de se manifestarem ou nao.

Vocé deve também se lembrar de que todas as hipoteses de
Mendel tiveram origem na analise estatistica de seus resultados. O mais
interessante € que a andlise feita por ele ndo necessitou de conhecimento
sobre 0 que s30 os genes e como eles controlam os fendtipos. Todo o seu
trabalho se baseou na representac¢do de fatores hipotéticos abstratos de
heranca (ou genes) por simbolos, nio havendo qualquer preocupagio
quanto a natureza ou localizagdo destes fatores em uma célula.

Apesar de a discussdo dos resultados obtidos com o cruzamento
de variedades de ervilha ser muito interessante, este assunto é tema
da Genética e ndo serd abordado aqui. O que nos interessa dessa
historia toda é que Mendel foi o primeiro a sugerir a existéncia de
fatores independentes a serem transmitidos dos genitores para sua
prole. Entretanto, por inimeras razdes, seus experimentos s6 foram

reconhecidos por volta de 1900, apds sua morte.

GREGOR IMENDEL

Monge augustiniano
que viveu em um
mosteiro na antiga
Tchecoslovdquia em
meados do século
XIX. Muitas pessoas
naquela regiao
estavam interessadas
em plantar frutas e
acreditava-se que os
progressos recentes em
Matematica e Fisica
poderiam ser tteis
para se estabelecer
um modelo para a
variabilidade em
plantas, contribuindo,
assim, para a pratica
de reproducao de
vegetais. Mendel

foi recomendado

a0 mosteiro por

ser excelente aluno
de Matematica e
Fisica, apesar de
apresentar deficiéncias
no aprendizado

de Biologia. Em

seu trabalho de
1886, intitulado
Experiéncias sobre

a hibridizacdo nas
plantas, Mendel
construiu a base da
Genética ao postular
pela primeira vez a
existéncia de fatores
hereditarios distintos,
os quais chamamos
hoje de genes.

GENE

Unidade fisica

e funcional da
hereditariedade, que
leva informacoes de
uma geragao para

a seguinte.
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WiLLiAm BATESON

Considerado o
verdadeiro fundador
da Genética

pelas inimeras
contribuicdes dadas
nesta area. Criou
muitos termos
utilizados ainda hoje,
incluindo o nome
Genética para este
novo campo

da ciéncia.

CROSSING-OVER

Troca de partes
correspondentes

entre Cromossomos
homologos por quebra
e reuniao.
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Durante os 34 anos que se passaram desde a divulgacdo dos
resultados de Mendel, foi observado que o espermatozdide é constituido
principalmente de material nuclear e postulou-se que o nucleo era
responsavel pela hereditariedade. Em 1877, os cromossomos foram
visualizados no interior do nticleo, mas somente no inicio do século
XX (1903), com o desenvolvimento da Citologia, Walter S. Sutton
pode acompanhar o comportamento dos cromossomos durante a
producdo dos gametas que, surpreendentemente, mostrou-se analogo
ao comportamento dos elementos hereditdrios propostos por Mendel.
Foi, entdo, proposta a teoria cromossdémica da heranga, na qual se
postulava que os fatores hereditdrios estavam fisicamente localizados
nos cromossomos. Esta teoria foi importante no sentido de fornecer um
mecanismo de transmissdo para explicar o comportamento dos fatores
mendelianos, mas ndo passava de uma teoria.

Os anos seguintes foram marcados pela tentativa de converter
esta teoria em fato. Na verdade, o que se buscava era uma explicagio
fisica para os resultados genéticos. Primeiramente, WiLLiAM BATESON, em
1906, descobriu o principio da ligacio (linkage), que significa que os
genes localizados muito proximos no mesmo par de cromossomos cons-
tituem um grupo de ligacdo, devendo se esperar que fossem herdados em
bloco, caso ndo ocorresse 0 CROSSING-OVER (esta parte certamente vocé estd
estudando ou estudard em Genética). Bateson ndo conseguiu explicar
corretamente este fendmeno, entretanto, a enorme contribui¢ao que ele
deu a esta drea da ciéncia faz com que seja considerado por muitos o
real fundador da Genética.

Alguns anos depois, Thomas Hunt Morgan e trés alunos de
doutorado, C. B. Bridges, H. J. Muller e A. H. Sturtevant, transformaram
a teoria cromossomica da heranga no conceito de localizagio dos genes
em uma disposicdo linear em cada cromossomo. Com a publica¢do do
livro de Morgan, A Teoria do Gene, em 1926, ficou estabelecido que a
heranca é devida a unidades transmitidas de modo ordenado do genitor
para o filho.

Até agora vocé acompanhou o desenrolar da histéria cujo cerne
era entender cientificamente a semelhanga entre pais e filhos. Transcorreu
muito tempo desde as primeiras tentativas feitas pelos filosofos gregos
até os experimentos de Mendel. Lembre-se de que a teoria proposta por

Mendel era abstrata e nao necessitava de qualquer relagio com uma célula.



A redescoberta dos experimentos de Mendel, no inicio do século
XX, abriu novos caminhos, que foram percorridos com avidez pelos
pesquisadores da época. Neste periodo, o grande desafio foi justamente
localizar os fatores mendelianos (genes) na célula. Os resultados obtidos
por Morgan e colaboradores culminaram na publicacio do livro A Teoria
do Gene, no qual ficou assegurado que os genes estio localizados nos
cromossomos, em uma disposi¢io linear, e sdo transmitidos de genitor
para filho.

Uma vez estabelecido o mecanismo de heranga, o campo de
investigacoes dos genes partiu para uma nova direcdo: a “base quimica
da heran¢a”. Assim, os estudos foram direcionados para responder a

inumeras perguntas:

= Qual é o material genético?

20 material genético é o mesmo em todos os organismos?

=Em termos de material genético, o que é realmente um gene?
Sua estrutura molecular pode ser determinada?

2 O material genético estd localizado inteiramente nos
cromossomos de eucariotos? Serd que o citoplasma exerce algum papel
na heranca? Como as respostas a estas perguntas se relacionam com os
organismos procarioticos?

=Se pensarmos em termos de natureza do gene, o que é mutagio?
Ou seja, 0 que ocorre na estrutura do gene quando ele se altera a ponto
de produzir um efeito diferente?

=Existe algum mecanismo que protege o gene contra eventuais
danos estruturais?

2Como este material genético é duplicado?

= Como este material genético funciona para produzir os
caracteres fenotipicos?

2 A diferenciacio em organismos multicelulares, bem como as
rea¢des bioquimicas intermitentes observadas em organismos eucarioticos
e procarioticos, sugere que os genes nao funcionam o tempo todo. Entdo,

como é regulada a expressdo dos genes?

Pois bem, as perguntas listadas e muitas outras foram respondidas
nos anos que se seguiram a publica¢do do livro A Teoria do Gene. E foi

mais ou menos por essa época que “nasceu” a Biologia Molecular.

CEDERJ
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BACTERIOFAGO

Também chamado
simplesmente por fago,
€ um virus que infecta
unicamente bactérias.
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Biologia Molecular

Saiba que o termo Biologia Molecular foi primeiramente empregado
por William Astbury, em 19435, ao se referir ao estudo das estruturas quimica
e fisica das macromoléculas bioldgicas. Naquela época, os bioquimicos ja
haviam descoberto que muitas rea¢des quimicas intracelulares e a estrutura
de proteinas eram importantes para se definir intimeras propriedades que as
células exibiam. Contudo, o grande avango da biologia molecular s6 ocorreu
a partir do estudo de sistemas “simples”, tais como bactérias e BACTERIOFAGOS.
Como vocé verd na Aula 2, a utilizagdo de bactérias e bacteriéfagos em varios
experimentos permitiu, por exemplo, identificar que a molécula de DNA
(acido desoxirribonucléico) contém a maioria, sendo toda a informacao
genética de uma célula.

Apobs esta descoberta, houve uma corrida para se desvendar as
caracteristicas estruturais do material genético (DNA). Muitos foram os
esforcos feitos por varios pesquisadores , culminando no modelo da dupla
hélice do DNA proposto, em 1953, por James Watson e Francis Crick, e que
vocé estudara em detalhes na Aula 4. A partir de entdo, um novo campo da
genética molecular cresceu assustadoramente ao final da década de 1950 e
inicio da década de 1960. Para nés, os biologistas moleculares, a Biologia
Molecular de fato se iniciou com a proposicao do modelo de estrutura
tridimenscional do DNA.

O sucesso inicial atribuido ao actimulo de um ntmero elevado
de informagdes garantiu a aplicacdo de técnicas e métodos poderosos
de andlise molecular a diferentes areas, incluindo fisiologia, estrutura de
membranas, modo de agdo de antibiéticos, imunologia, diferenciagio celular
e desenvolvimento. Provavelmente, o desenvolvimento espantoso das mais
diversas dreas foi devido ao fato de se acreditar que os principios bioldgicos
fundamentais que determinavam a atividade de organismos simples, tais
como bactéria e virus, se aplicavam também a células mais complexas, com
pequenas variagdes, O que esta correto.

Hoje, a complexidade da Biologia Molecular faz com que ela
atravesse as fronteiras de dreas tradicionais, incluindo Genética, Bioquimica,
Biologia Celular, Imunologia, Microbiologia, Fisica, Quimica Organica e
Fisico-quimica. A essa altura, vocé deve estar pensando que Biologia

Molecular inclui toda a Biologia. Em parte, isto é verdade, ja que o grande



objetivo da Biologia Molecular é entender a base molecular de todos os
fendmenos biolégicos. Entretanto, para os biologistas moleculares, muitos
topicos nao devem ser incluidos na Biologia Molecular, apesar do interesse
dos profissionais da drea por intimeros aspectos relacionados a estes topicos.
Com um exemplo acho que vocé entendera melhor como isto funciona.

As reagdes quimicas do metabolismo sao estudadas pelos bioquimicos.
Caso se tenha interesse na regulacdo dessas reagdes simplesmente por
concentracoes de reagentes ou produtos, como uma rea¢do quimica
padrio, este estudo de regulacdo pertence a Bioquimica. Em se tratando
de uma reacio catalisada enzimaticamente, se a atenc¢do esta voltada para
a regulagio desta reacdo por alteragio da estrutura de uma enzima, um
biologista molecular pode ser inserido no estudo, embora um bioquimico
normalmente ndo concorde muito com isso.

Um outro exemplo poderia envolver o estudo de arranjo e estrutura
de componentes intracelulares, que normalmente é considerado pertencente
a Biologia Celular. Contudo, este tema se tornou acessivel também a andlise
molecular, area de atuagio do biologista molecular.

Outros exemplos poderiam ser citados, mas o que importa é vocé ter
conhecimento de que os limites entre a Biologia Molecular e outros ramos
da Biologia sao ténues e nebulosos. Um ponto negativo desta historia é que
muitas vezes vocé vai achar que estd andando em circulo. Por exemplo,
para entender como uma célula se duplica, vocé precisa saber sobre DNA e
RNA, mas para entender claramente como o DNA e o RNA funcionam, é
necessario se referir as células. E entao vem a pergunta: “Por onde comegar?”
N3o se preocupe, porque as informagdes ndo sao excludentes, ao contrario,
elas devem se somar ao longo de sua formacdo profissional.

Ao planejarmos a preparagio deste material, optamos por abordar
os temas tipicamente pertencentes a Biologia Molecular, material genético
e fluxo da informagdo genética. Assim, o contetido foi dividido em quatro
modulos. O primeiro médulo diz respeito ao material genético, ou seja, sua
identificagio, aspectos estruturais, como e onde este material se acomoda
no interior de procariotos, eucariotos e virus. No segundo modulo, sera
discutida a replicacio do DNA (etapa fundamental para que uma célula
se divida), os agentes causadores de mutacoes no DNA, processos de

reparo dos danos causados ao DNA e mecanismos responsaveis por
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variabilidade genética, tais como recombinac¢do e transposi¢io.
O fluxo da informacdo genética serd abordado nos dois tGltimos
modulos.

No Mddulo 3, vocé estudard os mecanismos envolvidos na sintese
de RNA, conhecido como transcri¢do, e os mecanismos de regula¢do da
expressdo de um gene a nivel transcricional. Jd no Mdédulo 4, vocé terd a
oportunidade de aprender em detalhes sobre a biossintese de proteinas,
que engloba o processo denominado traducio, o processamento
pos-traducional e o enderecamento de proteinas na célula. Repare que
os topicos que serdo abordados nesta disciplina sdo justamente aqueles
que respondem, ou pelo menos tentam responder, as perguntas listadas
anteriormente. E claro que outros tépicos poderiam ter sido incluidos
na disciplina, mas acreditamos que esta base da Biologia Molecular
serd o alicerce sobre o qual vocé poderd construir um “conhecimento

molecular” mais abrangente sobre os fenomenos biologicos.
Aplicacoes do conhecimento gerado pela biologia molecular

O conhecimento basico que iremos abordar em nossa disciplina
teve desdobramentos fantasticos. As metodologias empregadas hoje em
dia se baseiam no conhecimento gerado nestes tltimos 50-60 anos e
envolvem a manipulagio direta do DNA, visando a geragido de novos
organismos ajustados as necessidades do homem.

No inicio da década de 1970, foram realizados os primeiros
experimentos de clonagem de genes. O termo clonagem é hoje empregado
de diversas maneiras, até para clonagem de numero de telefone fixo ou
celular, de cartdo de crédito ou de placa de carro. A idéia é produzir
algo que tenha as mesmas caracteristicas daquilo que o originou.
No caso da clonagem de genes, o sentido é 0 mesmo. Vamos entender
como isso funciona?

O experimento de clonagem de genes s6 foi possivel apds o
isolamento e a identificacao de enzimas capazes de catalisar reacoes de
corte em locais especificos do DNA e uma enzima capaz de promover
a ligacao de moléculas de DNA. Assim, se 0 DNA podia ser cortado e
depois ligado, pensou-se que qualquer parte de uma molécula de DNA,
independentemente de sua origem, seria capaz de ser cortada e inserida em

outra molécula de DNA, de origem muitas vezes completamente distinta.



“Nasce”, entdo, a “molécula de DNA recombinante” que, apos ser
introduzida em uma célula bacteriana, por exemplo, da origem a um
conjunto de células, todas originadas de uma unica célula, contendo
as mesmas caracteristicas genéticas, o “clone”. Podemos dizer que um
determinado gene foi clonado. Esta possibilidade fascinou a todos os
profissionais da drea bioldgica e biomédica e abriu espago para a “Tecnologia
do DNA Recombinante”, muitas vezes também chamada de “Engenharia
Genética”.

Nos ultimos 30 anos, o avango nesta drea foi surpreendente,
permitindo que novas metodologias fossem implementadas e abordagens
alternativas pudessem ser empregadas na busca de resposta para questoes
pertinentes a diversas areas.

Por exemplo, o interesse em melhorar as propriedades de um vegetal
ou um animal usado na alimentagio é antigo, e muito do que se encontra
hoje nas prateleiras dos supermercados é fruto de um trabalho 4arduo de
cruzamento e selecao pelos métodos classicos da genética. Apesar do sucesso
desses experimentos, estamos vivendo uma nova era, em que grande parte
das estratégias empregadas envolve técnicas moleculares sofisticadas.
Acompanhamos nos jornais e na televisao a discussio sobre a liberacao de
produtos transgénicos, animais ou plantas. Vocé sabe o que é um organismo
transgénico? Talvez nio muito ainda, mas nao é nada tdo complicado. Um
organismo transgénico é aquele cujo genoma foi modificado pela insercao
de um novo DNA. O que esperar desses organismos? Ah, pode-se esperar
caracteristicas novas que ou sao mais adequadas ao cultivo, em se tratando
de vegetal, ou criacao, quando se tratar de animal, representando um ganho
econdmico, ou sa0 mais interessantes sob o ponto de vista nutricional.

Vocé deve saber que fungos, leveduras e bactérias sio empregados
na industria para a produgio, por exemplo, de antibi6ticos, alcool, acido
citrico, respectivamente. No entanto, estes organismos normalmente sio
melhorados geneticamente para atender as exigéncias do mercado, tanto
aumentando a produg¢io quanto facilitando alguma etapa do processo de
producdo ou, até mesmo, adicionando alguma caracteristica interessante
ao produto formado. Nesse caso, os organismos tém seu GENOTIPO alterado

visando a um FenoTIPO desejado.

GENOTIPO

Constituicao genética
inteira de uma célula
ou organismo.

FenoTiPo

Caracteristicas
observaveis de uma
célula ou organismo.
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EXPRESSAO DE GENES

Processo global através
do qual a informacdo
armazenada em um
gene € convertida em
uma caracteristica
observavel (na maioria
das vezes, a producao
de uma proteina).
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As vacinas recombinantes revolucionaram o campo da prevengio
de doencas. O desenvolvimento dessas vacinas envolveu uma etapa de
clonagem do gene de interesse. Nesse caso, o gene relacionado ao anti-
geno do agente infeccioso é clonado mais usualmente em bactéria ou
levedura. Alguns cuidados com rela¢do a ExpressAo desse GENE devem ser
tomados, visando a maximizar a quantidade de produto formado (vocé
entenderd melhor a respeito quando estudar a parte de regulacio da
expressdo génica). A grande vantagem desta estratégia é a imunizagao
empregando apenas a molécula antigénica em substitui¢io do uso de
organismos atenuados.

A técnica de clonagem de genes permitiu também que linhagens de
bactéria produzissem substincias proprias dos mamiferos empregadas no
tratamento de determinadas doencas, como a insulina, para o tratamento
da diabetes, e 0 hormdnio de crescimento, para o tratamento do nanismo
hipofisario. A insulina recombinante, como é chamada, é genuinamente
do tipo humano, apresentando vantagens em relagcdo aos produtos de
origem bovina ou suina. A produ¢io de hormonio do crescimento
por linhagens bacterianas representa uma grande vantagem, jd que
esta substancia, fundamental para garantir o crescimento normal das
criangas com nanismo, é dificil de ser obtida a partir de outras fontes.
Para vocé ter uma idéia, um ano de tratamento de uma crianca dependia
da extra¢ido de hormonio de crescimento humano a partir de glandulas
hipofisdrias de aproximadamente 75 caddveres.

Com certeza, vocé ouviu falar de testes de paternidade por DNA. Saiba,
entdo, que o desenvolvimento desta metodologia dependeu do conhecimento
adquirido nestes dltimos anos e que iremos abordar em nossa disciplina.

Saiba também que, apesar dos bilhoes de “letrinhas” que
constituem nosso material genético, todos os membros da espécie humana
carregam mais ou menos o mesmo conjunto de DNA. Porém, algumas
pequenas variagdoes no DNA contribuem para a variagio humana e
através de andlises moleculares é possivel fazer a triagem de grandes
numeros de segmentos de DNA, a fim de gerar o que chamamos de
fingerprint (impressao digital) do DNA. Estes fingerprints sao especificos
para os individuos, exceto para os gémeos idénticos, e sio amplamente
usados ndo apenas para confirmacio de paternidade, como também em

investiga¢des policiais.



A terapia génica também tem sido assunto dos noticidrios, apesar
de ainda estar em seus estagios iniciais. Este tipo de tratamento inovador
se baseia na possibilidade de se inserir uma copia de um gene normal em
células que transportam o gene correspondente defeituoso. Os primeiros
ensaios datam de 1990, com resultados satisfatorios.

Vocé deve se lembrar, ainda, do nascimento da ovelha Tracy,
no inicio da década de 1990, a primeira ovelha transgénica capaz de
produzir leite com proteina humana, e da ovelha Dolly, por volta de
1996, o primeiro animal clonado do mundo.

As técnicas moleculares desenvolvidas sao elegantes e sofisticadas e
tém permitido o diagnostico molecular de certas doencgas, como o cancer,
e a proposicao de projetos ousados, como os projetos de seqiienciamento
do genoma de inimeros organismos. O Projeto Genoma Humano, por
exemplo, com lancamento formal em 1990, teve por meta seqiienciar
todo o genoma humano e obter um catalogo completo de cada gene.
Em maio de 2003, os cientistas anunciaram que o mapa genético do
homem esta concluido. Com o mapa genético, propaga-se a esperanga
de compreensdo dos mecanismos de doengas, de proposicio de

diagnésticos precoces e de tratamentos mais eficazes.

Talvez vocé tenha estranhado, no paragrafo anterior, o uso das palavras
"elegantes" e "sofisticadas" como adjetivos de técnicas moleculares.
A elegancia estd associada a forma como estas técnicas foram
desenvolvidas de acordo com o vasto conhecimento basico necessario.
A sofisticagdo refere-se aos tipos de equipamentos e reagentes
empregados na execucdo dessas técnicas.

Outros muitos exemplos poderiam ainda ser dados. Parece mesmo
ndo ter fim... Entretanto, pretendemos abordar muitas das técnicas
moleculares e suas aplicacdes em uma disciplina eletiva, em um periodo
mais adiante. De qualquer forma, acreditamos que agora vocé ndo tenha
mais duvidas sobre a Biologia Molecular e suas intiimeras aplicagdes.
Esperamos que vocé usufrua das aulas e que, ao final de cada uma delas,
vocé descubra o prazer de conhecer o mundo dos seres vivos sob o ponto

de vista molecular.

CEDERJ
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Reflexao

Nesta aula, vocé viu que as perguntas sobre como os caracteres
hereditarios sao transmitidos do genitor para os filhos s3o antigas, mas
as respostas datam dos tltimos 100 anos aproximadamente.

E agora, quais s3o os novos rumos da ciéncia? Hoje em dia se
discute as conseqiiéncias do “poder” conferido ao ser humano detentor

de todo esse conhecimento. O que vocé tem a dizer a respeito?

RESUMO

Apesar da importancia dos experimentos de Mendel para o desenvolvimento da
Genética, apenas com a publicacdo do livro de Morgan intitulado A Teoria do Gene
é que foi assegurado que os genes estdo localizados nos cromossomos, em uma
disposicao linear, e sdo transmitidos de genitor para filho. Com a identificacdo do
material genético, surge a Biologia Molecular, que se destina principalmente a
estudar os aspectos moleculares da molécula da hereditariedade e dos mecanismos
envolvidos na conversdao da informacdo genética em um fenétipo observavel.
O conhecimento gerado nos ultimos 50-60 anos contribuiu para o desenvolvimento

de inumeras técnicas de analise molecular com aplicacdes em diversas areas.

INFORMAGCOES SOBRE A PROXIMA AULA

Na Aula 2, vocé entenderd os principais experimentos realizados no sentido de
identificar a natureza quimica do material genético.

18 CEDERJ



Qual a natureza quimica
do material genético?

Nesta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Conhecer os experimentos que marcaram a busca do tipo
de molécula associada a hereditariedade.
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As respostas para
as outras perguntas
listadas na Aula
1 aparecer@ao nas
aulas seguintes. Nao
precisa ficar ansioso.
Vamos comecar pelo
que julgamos ser o
comeco. Esta pronto?
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EXPERIENCIA DE GRIFFITH (1928)

Pode-se dizer que a experiéncia de Frederick Griffith foi o passo
inicial para caracterizar os acidos nucléicos como moléculas da heredi-
tariedade. Seu trabalho envolveu a bactéria pneumococcus (Diplococcus
pneumoniae), que causa certo tipo de pneumonia. Grifitth trabalhou com
duas formas de pneumococcus: o tipo encapsulado, apresentando uma
capa polissacaridica que contém antigenos especificos através dos quais
ocorre o reconhecimento das células a serem infectadas, sendo, portanto,
patogénico e capaz de infectar ratos de laboratério, e o tipo ndo encap-
sulado, um mutante com defeito na enzima envolvida na formag¢io da
capa polissacaridica, sendo, assim, ndo patogénico e incapaz de causar
infeccdo em ratos. As duas formas de pneumococcus, patogénica e nao
patogénica, sdo conhecidas como formas S (do inglés Smooth) e R (do
inglés Rough), por causa do aspecto liso e rugoso, respectivamente, de
suas colonias cultivadas em meio de cultura sélido.

As etapas desta experiéncia estdo representadas na Figura 2.1.
O primeiro passo foi inocular ratos com certa quantidade de bactéria
encapsulada (S) viva. Lembre que o tipo S é patogénico, logo, era de
se esperar que estes ratos morressem apds algum tempo. E foi isso que
aconteceu (Figura 2.1.a). Outro grupo de ratos foi inoculado com bactérias
ndo encapsuladas (R) vivas. Lembre que o tipo R é ndo patogénico.
O resultado obtido foi o esperado, ou seja, os ratos sobreviveram
(Figura 2.1.b). Um terceiro grupo de ratos foi também inoculado com
bactérias encapsuladas (S), s6 que mortas por calor. E claro que eles
sobreviveram (Figura 2.1.c). No entanto, a inoculagdio de um quarto
grupo de ratos com a mistura constituida de bactérias nao encapsuladas
(R) vivas e bactérias encapsuladas (S) mortas por calor causou a morte
desses animais (Figura 2.1.d). Epa!!! Como isso aconteceu??? Muito
provavelmente, Griffith repetiu esse experimento por indmeras vezes
para se certificar de que nio havia cometido nenhum engano.

Mais surpreendentemente ainda é que a andlise do sangue dos
ratos mortos indicava a presenga de bactéria encapsulada (S) viva. E
agora??? O certo € que de alguma forma as células encapsuladas (S) mortas
haviam transformado as células ndo encapsuladas (R) em encapsuladas
(S). Griffith demonstrou, assim, a capacidade de “transformac¢io” de um

tipo de bactéria pneumococcus em outro.
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% Bactérias do tipo S
(patogénico) vivas

Bactérias do tipo R
(ndo patogénico) vivas

O rato sobrevive
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mz@ Bactérias do tipo

S (patogénico) O rato sobrevive
mortas por calor

Mistura do tipo O rato morre
S (patogénico)
morto por calor

e do tipo R (ndo
patogénico) vivo

Amostra
desangue do
O rato morto

Bactérias do tipo R
(ndo patogénico)
vivas

% Bactérias do tipo S

(patogénico) vivas

Figura 2.1: Experiéncia de Griffith (1928). A primeira demonstracdo de transformacao
bacteriana. (a) O rato morre apds injecdo com bactérias do tipo S vivas. (b) O rato
sobrevive apds injecdo com bactérias do tipo R vivas. (c) O rato sobrevive apds inje¢do
com bactérias do tipo S mortas por calor. (d) O rato morre apds injecdo com a mistura
de bactérias do tipo S mortas por calor e bactérias do tipo R vivas. As partes (a), (b) e
(c) sdo experiéncias de controle para esta demonstragao.

Porém, uma pergunta ainda pairava no ar: “Qual a natureza do

DNA
principio transformante?” Somente ap6s alguns anos, Avery, MacLeod Acido
e MacCarty (1944) evidenciaram que o principio transformante de um desoxirribonucléico,

) ) ) que em inglés é
tipo de bactéria em outro era o DNA. Vamos entender o experimento DeoxyriboNucleic
Acid.

realizado por esses pesquisadores?
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EXTRATO CELULAR

Nome dado a
suspensdo obtida apds
a lise (rompimento)
de células. No

extrato celular, ndo

se encontram células
integras capazes de se
dividir, mas apenas

0s componentes

intracelulares liberados

ap6s 0 rompimento
das mesmas.

RNA

Acido ribonucléico,
que em inglés é
RiboNucleic Acid.
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Experiéncia de Avery, MacLeod e McCarty (1944)

Oswald Avery, C. M. MacLeod e M. McCarty nao trabalharam
com inoculacdo de ratos com as diferentes formas da bactéria
pneumococcus. A série de experimentos realizados consistiu em cultivos
dos dois tipos da bactéria em placas com meio de cultura (Figura 2.2).
O plaqueamento da forma nio patogénica (ndo encapsulada) viva resultou
na formagao de colonias de bactérias com o aspecto rugoso caracteristico
(Figura 2.2.a). Lembra dessa peculiaridade? Em contrapartida, nao foi
observado crescimento de colonias quando o plaqueamento do EXTRATO
CELULAR do tipo patogénico (encapsulado) foi feito (Figura 2.2.b).
Os pesquisadores, entdo, plaquearam uma mistura de células do tipo nio
patogénico com o extrato do tipo patogénico (Figura 2.2.c). Tracando um
paralelo com o experimento de Griffith, o que vocé acha que aconteceu?
Vocé pensou em transformac¢io de uma forma de bactéria em outra?
Pensou certo! Pois é, neste caso, as colonias formadas tinham o aspecto
liso, caracteristico das bactérias encapsuladas (virulentas), ou seja, algum
componente celular foi capaz de transformar a bactéria ndo patogénica
em patogénica.

Uma vez confirmado o “poder” de um extrato celular de bactérias
patogénicas de transformar as caracteristicas das células vivas do tipo
ndo patogénico, restava descobrir o tipo de molécula responsivel por
esta transformagdo. Assim, foram feitos trés outros experimentos
de plaqueamento da mistura de bactérias ndo encapsuladas (tipo
ndo patogénico) vivas e extrato de células de bactéria encapsulada
(tipo patogénico), sendo que a cada um foi adicionado um tipo
diferente de enzima, protease (enzima capaz de degradar proteinas)
(Figura 2.2.d); ribonuclease (RNase) (enzima capaz de degradar moléculas
de 4cido ribonucléico (RNA) (Figura 2.2.e) e desoxirribonuclease (DNase)
(enzima capaz de degradar moléculas de acido desoxirribonucléico (DNA)
(Figura 2.2.f). Vocé deve estar se perguntando: “O que os trés pesquisadores
esperavam obter com estes ensaios?” A abordagem escolhida neste
experimento foi a de inativacido das principais categorias das substincias
quimicas presentes no extrato celular, uma de cada vez, buscando descobrir
se o principio “transformante” também estava inativado. Vamos ver, entdo, o
que os pesquisadores observaram: crescimento de coldnias nas placas contendo

RNase e protease; nenhuma colonia na placa contendo DNase. Antes de

continuar lendo, pare um pouco e reflita sobre estes resultados. E entio?



. aw . Colonias rugosas
(a) @ caracteristicas do tipo R
B <= (n&o patogénico)
- ra

Bactérias do tipo R S
(ndo encapsulado)

AULAi MODULO 1

: Extrato celular S T
L lul
(b) SRR Pdo tipo S ——Pp

(rompimento das células) (encapsulado)

Nenhuma colénia

Bactérias do tipo S
(encapsulado)

% Extrato celular L 3_;_)\ o
(C) + do tipo S + Soro Col6nias lisas )
» caracteristicas do tipo S
(encapsulado) ,/ (patogénico)

Bactérias do tipo R
(nado encapsulado)

(d) + Protease B __<»  Colénias lisas
- / caracteristicas do tipo S
T— (patogénico)

&

Bactérias do <> ©» . Colbniaslisas

tipo R (ndo —_ RN - > caracteristicas do tipo S
encapsulado) (¢) + RNase — > (patogénico)

+

Extrato celular

do tipo S
(encapsulado) Colénias lisas
. ’——\ caracteristicas do tipo S
To0ani
(f) + DNase ————p Q_// (patogénico)
Soro

Figura 2.2: Experiéncia de Avery, MacLeod e MacCarty (1940). Demonstracdo do DNA como principio trans-
formante. (a) O plaqueamento de bactérias do tipo R (ndo encapsulado) resultou em crescimento de colénias
rugosas. (b) O plagueamento de extrato de bactérias do tipo S (encapsulado) resultou em placas sem nenhuma
colénia. (c) O plagueamento de uma mistura de bactérias do tipo R (ndo encapsulado) e extrato de bac-
térias do tipo S (encapsulado) resultou em crescimento de colénias lisas. (d) O plaqueamento da mistura
citada em (c) acrescida de protease resultou em crescimento de coldnias lisas. (e) O plaqgueamento da mistura
citada em (c) acrescida de RNase resultou em crescimento de colénias lisas. (f) O plaqueamento da mistura
citada em (c) acrescida de DNase resultou em placas sem nenhuma colénia. As partes (a) e (b)
sdo experiéncias de controle para esta demonstracéo.

Confira se o seu raciocinio esta certo! As coldnias observadas
nos meios de cultivo contendo RNase e protease demonstraram que
RNAs e proteinas nio eram responsdveis pela transformacdo, uma
vez que, mesmo com a inativagdo desses compostos, a transformacgdo

do tipo ndo encapsulado no tipo encapsulado havia ocorrido.
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Fago Livre
]
'____,_.--"‘
Capsideo viral —-DNA
(natureza
protéica) L

Fago Infectante

)

DNA

injetado Parede Celular

Figura 2.3: Representacao
de um fago da subclasse
T par (T2, T4, T6, e assim
sucessivamente). (a) O
fago em seu estado livre.
(b) O fago em seu pro-
cesso de infeccdo de uma
célula de E. coli. Repare
que o fago infectante
injeta seu DNA no interior
da célula.
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No entanto, o fato de nenhuma coldnia ter sido observada na placa
contendo DNase demonstrava que a degrada¢do de moléculas de
DNA havia impedido a transformacgdo, sugerindo que o principio
transformante era o DNA. Além disso, quando a mistura contendo
DNase foi aquecida a fim de desnaturar esta enzima, impedindo, assim,
sua agdo sobre 0 DNA, o principio transformante nao era afetado. Vale
lembrar aqui que outros dois testes também foram feitos para checar
se o principio transformante era de natureza lipidica ou polissacaridica,
mas os resultados obtidos descartaram essas duas possibilidades. Essa
descoberta, tal qual tantas outras na historia da Ciéncia, foi inicialmente
ignorada. Na verdade, o proprio Avery ndo afirmou seguramente que
o DNA era o material genético. Este trabalho, contudo, influenciou
muitos bioquimicos, incluindo Chargaff, que realizou experimentos
sobre determinag¢ao de propor¢des das bases nitrogenadas no DNA,
como voceé estudard na Aula 3.

Para sua surpresa, a comprovacao do DNA como principio
transformante s6 veio em 1952, com os resultados de experimentos
realizados por Hershey e Chase. Vamos, entdo, entender o que esses

pesquisadores fizeram.

Experiéncia de Hershey e Chase (1952)

Em uma série de experimentos, Alfred Hershey e Martha Chase
empregaram o bacteriéfago T2, virus que infecta a bactéria Escherichia
coli, constituido por uma capsula de natureza protéica, também chamada
capsideo, contendo DNA em seu interior (Figura 2.3.a). J4 havia sido
sugerido que os fagos deste tipo poderiam agir como uma agulha
hipodérmica cheia de principio transformante, que é injetado na célula
hospedeira (Figura 2.3.b).

Para que vocé entenda melhor o experimento de Hershey e Chase,
vamos dar uma “olhadinha” no que se sabe hoje a respeito do ciclo
litico de um bacteridéfago em geral (Figura 2.4). De fato, quando o fago
é adicionado a uma cultura de bactéria (Figura 2.4.a), as particulas virais
se ap6iam na superficie externa da célula (Figura 2.4.b), introduzindo
seus componentes internos na célula bacteriana (Figura 2.4.c). O fago
utiliza 0 maquindrio da célula hospedeira infectada determinando

a sintese de suas proteinas e seu material genético (Figura 2.4.d).



O cromossomo da célula hospedeira é, entdo, degradado (Figura 2.4.e) e
ocorre a montagem de inimeras copias de particulas virais ainda no interior
da célula bacteriana (Figura 2.4.f). A lise celular ocorre aproximadamente
20 minutos ap0és a infecgdo, havendo liberagdo de um grande numero de
novas particulas virais (Figura 2.4.g). Apesar de sua aparente simplicidade,
o material genético do fago possui comportamento andlogo ao dos genomas
celulares, de forma que suas caracteristicas sio fielmente reproduzidas e

estdo sujeitas as mesmas regras que governam a hereditariedade.
Célula ndo infectada

Lise da célula

> O
(g) ec’f (a)

Adicdo de fagos

hospedeira ; - ' 2 a uma cultura
x-:nraM .. & iy de bactérias
N
v =
é',
) , & NS s
Montagem de & v
fagos dentro P Ciclo litico =EIEN
da célula =, :
hospedeira By o ~( )
g A o Adsorcédo do fago
. a célula hospedeira
Cromossomo
hospedeiro Acido
degradado nucf|é|co Proteinas
do fago /do fago
LS9 .
: y & =i
Ve s ™ i - ©
i, e O Entrada do acido
© 3 ) nucléico do fago
e
Degradagao do Sintese de proteinas
Cromossomo e replicacdo do
hospedeiro material genético
do fago.

Figura 2.4: O ciclo litico de um bacteriofago da subclasse T par. (a) Adi¢do do bacteriéfago a uma cultura de bactéria.
(b) Particula viral apoiada na superficie externa da célula hospedeira. (c) Inje¢do do DNA viral na célula bacteriana.
(d) Sintese de proteinas e material genético do fago. (e) Degradacdo do cromossomo hospedeiro. (f) Montagem
de novas particulas virais. (g) Lise da célula hospedeira e liberagdo de fagos no meio de cultura.
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Apenas para

Vamos voltar agora para o experimento de Hershey e Chase, que
esta representado na Figura 2.5.

As particulas do bacteriéfago T2 utilizadas foram crescidas na
bactéria E. coli em dois meios de cultura: o primeiro contendo *P
(fésforo pesado — radioativo) e o segundo contendo *S (enxofre pesado
— radioativo). Portanto, as particulas virais obtidas no primeiro meio
de cultura apresentavam o DNA, que contém grupamentos fosfatos,
marcado radioativamente com P (Figura 2.5.a). Jd os fagos gerados
no segundo meio de cultura apresentavam o capsideo (Figura 2.3), de
natureza protéica, marcado radioativamente com *S (Figura 2.5.b)

Os fagos assim obtidos foram, entdo,

lembrar, atomos adicionados a uma cultura de E. coli sem

de enxofre sdo incorporados em
aminoacidos, como cisteina e
metionina, constituintes de proteinas.
Além disso, como sera visto na Aula
3, mas ja adiantando, a molécula de
DNA contém grupamentos fosfatos,

radiois6topos. Apds o tempo necessario para que 0s
fagos infectassem as células bacterianas, os frascos

contendo a mistura bactéria/bacteriéfago foram

formados por atomos de fésforo. submetidos a agitacido suave e centrifugacdo para

separar as células de bactérias do capsideo viral.
A etapa final consistiu em detectar a presenga de moléculas marcadas
radioativamente, com *2P ou *'S, em cada uma das fracoes.

No experimento com 2P, a presenca de radioatividade foi detectada
apenas na fracdo correspondente a célula bacteriana. Volte a Figura 2.5.a
e observe que a frag¢ao correspondente ao capsideo viral vazio apresenta-
se nao radioativa, enquanto a correspondente a célula hospedeira esta
radioativa. Ja no experimento com *S, ocorreu exatamente o contrario:
apenas o capsideo viral vazio estava radioativo (Figura 2.5.b). Novas

particulas virais foram produzidas e liberadas nos dois experimentos

Sugiro que vocé retorne a esta aula
apo6s as aulas do Médulo 2 sobre
replicacdo (duplicacdo) de DNA,
quando, entdo, vocé serd capaz de
entender melhor a razdo de parte do
material radioativo 3P aparecer nas
novas particulas virais.
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algum tempo depois das particulas vazias serem
removidas, indicando que a mensagem genética,
necessaria para a replicag¢do viral, havia sido
introduzida na célula hospedeira pelo DNA viral
e ndo por proteinas virais. Interessante ¢ que no
experimento com P, 30% do *P apareceram nos

fagos liberados.
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Figura 2.5: O experimento de Hershey-Chase. Comprovacdo do DNA como material genético. Particulas do bac-
teriéfago T2 marcadas com *P (a) e *S (b) foram utilizadas separadamente na infeccdo de duas suspensdes de
bactéria E. coli ndo radioativa. Apds o tempo necessario para a etapa de inje¢do do conteldo interno do fago na
célula hospedeira, as misturas foram agitadas suavemente e submetidas a centrifugacdo. A etapa final consistiu
em detectar a presenca de radioatividade nas duas fracdes geradas: célula hospedeira e particulas virais vazias.
No experimento com *P, a radioatividade foi detectada na célula bacteriana (a). No experimento com *S, as

particulas virais vazias estavam radioativas.
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Este experimento com o bacteriéfago T2 corrobora o fato de que
o material genético é o DNA, ou como parte do genoma de uma célula
ou de uma particula viral.

No entanto, nem todos os virus apresentam DNA em sua
constitui¢cao, alguns apresentam RNA. Entdo vem a pergunta: “Que
molécula guarda a informacdo genética desses virus?” Essa pergunta
foi respondida em 1957 por Fraenkel-Conrat e Singer. Vamos ver o que

eles fizeram?

Experiéncia de Fraenkel-Conrat e Singer (1957)

O virus do mosaico do fumo, em inglés Tobacco Mosaic
Virus (TMV), que causa descolora¢io da folha do fumo e de muitas
outras plantas, foi empregado nos experimentos de Fraenkel-Conrat
e Singer porque jd se sabia que era constituido apenas de RNA (4cido
ribonucléico) e proteina. Portanto, a velha pergunta estava de volta:
“No virus TMV, qual das duas moléculas, RNA ou proteina, guarda a
informagio genética?”

Estes dois pesquisadores utilizaram, entdo, dois tipos de virus
TMV: tipo A, consituido de RNA A e proteina A, e tipo B, constituido de
RNA Be proteina B. Separadamente, as particulas virais foram degradadas de
modo a separar a fracgio de RNA da fracio  de proteina. Em seguida, foram

preparadas duas misturas: a primeira

RNA B e proteina A, que
foram posteriormente
usadas para infectar
lotes separados de
folhas de tabaco. Apds
liberagdao de particulas
virais, seus constituintes

foram analisados.

Figura 2.6: Virus do mosaico do fumo (TMV).



As particulas isoladas do lote de folhas de tabaco inoculado com a
mistura (RNA A + proteina B) eram do tipo A, enquanto os virus isolados
do lote de folhas de fumo inoculado com a segunda mistura (RNA B
+ proteina A) eram do tipo B. Pare e pense! “Que molécula em cada
uma das misturas determinou o tipo de virus a ser produzido?” Pensou

RNA? Pensou certo.

Degradacao
TMV tipo A RNA tipo A Proteina tipo A
N
Degradacao
TMV tipo B RNA tipo B Proteina tipo B

Infeccdo da

A J

folha de tabaco

RNA tipo A  Proteina tipo B TMV tipo A

§

!

Infeccdo da

A 4

folha de tabaco

RNA tipo B  Proteina tipo A TMV tipo B

Figura 2.7: Experimento de Fraenkel-Conrat e Singer. Demonstra¢do do RNA como
material genético. (a) Degradacdo das particulas de dois tipos de TMV, tipo A e tipo
B, resultando em fracdes de RNA e proteinas. (b) A infec¢do de folha de tabaco
com mistura RNA tipo A + Proteina tipo B resultou em formacdo de TMV tipo A,
enquanto a infeccdo de folha de tabaco com a mistura RNA tipo B + Proteina tipo
A resultou em formacdo de TMV tipo B.
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Este experimento foi fundamental para se estabelecer que o
material genético é sempre dcido nucléico, DNA ou RNA. Se preferir,
podemos dizer que o material genético é sempre DNA, com exce¢ido dos

virus de RNA, em que o material genético é o RNA.

RESUMO

Nesta aula, vocé conheceu os principais experimentos direcionados a identificacdo
do material genético. A experiéncia de Griffith foi importante por demonstrar a
capacidade de transformacédo de um tipo de bactéria pneumococcus em outro.
Ja& os experimentos de Avery, MacLeod e MacCarty indicaram que o principio
transformante era o DNA. Contudo, a comprova¢do do DNA como material
genético so foi possivel com o trabalho de Hershey e Chase, que envolveu o uso
de material marcado radioativamente. Os resultados obtidos por Fraenkel-Conrat
e Singer, em ensaios com TMV, indicaram que neste grupo de virus o material
genético era o RNA. Agora vocé sabe que o material genético em organismos
celulares é sempre DNA, mas em virus de RNA, a molécula que armazena a

informacgdo genética é o préprio RNA.

EXERCiCIO

Remonte cada um dos experimentos apresentados, detalhando cada etapa com
as explicacdes pertinentes aos resultados esperados.

AUTO-AVALIACAO

Se vocé entendeu bem a aula, ndo terad encontrado dificuldade em remontar os
experimentos. De qualquer forma, ao término do exercicio, confira sua resposta
com o texto e figuras desta aula para avaliar se ndo ha nenhum ponto obscuro.
E importante que vocé se habitue a acompanhar a l6gica dos experimentos que
vém mudando o curso da histéria da Ciéncia.

INFORMACAO SOBRE A PROXIMA AULA

Agora que vocé ndo tem mais duvida de que o material genético é sempre um
acido nucléico, nas préoximas trés aulas, vocé conhecerad quimicamente este grupo
de compostos. Na Aula 3, particularmente, vocé estudara os nucleotideos que
fazem parte dos acidos nucléicos.
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Nucleotideos — as unidades que
formam os acidos nucléicos

Nesta aula, vocé tera a oportunidade de:

o Conhecer quimicamente os nucleotideos, ja que eles sao
as unidades que formam os acidos nucléicos.

e Aprender sobre os constituintes dos nucleotideos e
as diferencas entre este grupo de compostos e 0s
nucleosideos.

e Aprender a distinguir uma molécula de
desoxirribonucleotideo, que compde o DNA (acido
desoxirribonucléico), de uma molécula de ribonucleotideo,
que compde o RNA (4cido ribonucléico).

e Conhecer a importancia dos nucleotideos.

e Entender como ocorre a polimerizacdo dos nucleotideos
para formacdo dos acidos nucléicos.

Pré-requisito

Para que o assunto desta aula seja mais
facilmente assimilado, é importante que
vocé reveja alguns conceitos de quimica

e bioquimica.
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FrIEDRICH MIESCHER

Por volta de 1869,

este médico suico,

a0s 22 anos, isolou
uma substancia
macromolecular a
partir de esperma de
salmio e de células de
pus obtido de ataduras
usadas na guerra
franco-prussiana. A esta
substancia, até entao
nio identificada, ele deu
o nome de nucleina.
Seu trabalho s6 foi
publicado em 1871,
mas causou pouco
impacto na época. Mais
tarde, a nucleina foi
rebatizada como “acido
nucléico”, mas somente
no inicio do século XX
as bases nitrogenadas
constituintes do

acido nucléico foram
identificadas, assim
como seu agucar

de 5 carbonos e o
grupamento fosfato.
Alguns anos depois,

os dois tipos de

acido nucléico,
“desoxirribonucléico”

e “ribonucléico”,
foram evidenciados.
Apenas em 1937, foi
demonstrado que

a maior parte do
conteido de DNA

de uma célula esta
localizada no nucleo.

HiDROLISE

Reagdo de um
composto com dgua
originando produtos
mais simples. As
reacdes hidroliticas de
diversos compostos
necessitam de
enzimas especificas.
Como exemplo,
podemos citar a
hidrélise da sacarose
pela “sacarase”.

C,H,,0,, + H,0
_>C6 ,0, + CH,,0O,
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APRESENTACAO

E importante lembrar que os 4cidos nucléicos foram identificados
antes mesmo de se conhecer sua relacio com a hereditariedade. O dcido
desoxirribonucléico (DNA), por exemplo, foi primeiramente isolado,
a partir de nucleo de leucécitos, por FRiEDRICH MIESCHER, em 1869.
A presenga de DNA em outros tipos de célula foi comprovada nos anos
que se seguiram, mas somente apOs descobertas marcantes na historia
da Ciéncia, algumas ja mencionadas nas aulas 1 e 2, é que evidenciou-se
que o DNA era a molécula da hereditariedade. Algum tempo depois,
Fraenkel-Conrat e Singer (1957) demonstraram que o genoma de alguns

virus é constituido de 4cido ribonucléico (RNA).

Se vocé ainda tem alguma duvida a respeito dos
experimentos que foram realizados, retorne as Aulas 1
e 2. Nao pense que é perda de tempo. Um assunto bem
sedimentado fica guardado para sempre, mesmo que
vocé ndo perceba. Entdo, quando vocé precisa dessa
informacdo, eis que ela surge de onde foi armazenada.

Para que tenhamos um entendimento mais completo dos processos
celulares envolvidos na duplicagdo das moléculas de hereditariedade e
no fluxo de informacdo genética, torna-se essencial o estudo da natureza
quimica dos 4cidos nucléicos, DNA e RNA. Por isso, nas Aulas 3,4 ¢ 5
“olharemos” para os dcidos nucléicos sob o ponto de vista meramente
quimico. Nas aulas seguintes, quando estudarmos o comportamento
destes compostos sob o ponto de vista biolégico, vocé entenderd a
importancia de conhecé-los quimicamente.

A divisdo desse tema é resultado do esquema representado na
Figura 3.1, correspondente aos vdrios estigios da HIDROLISE total dos
acidos nucléicos e seus componentes. Note que o produto resultante da
hidrolise dos acidos nucléicos é uma mistura de nucleotideos, que por
sua vez, ao serem hidrolisados, geram uma mistura de nucleosideos e
fosfato. A hidrélise dos nucleosideos, entdo, tem como produtos uma
mistura de bases nitrogenadas e acucar.

Assim, esta aula envolvera o aprendizado dos nucleotideos e dos
nucleosideos, o que fornecera suporte para o entendimento das moléculas

de 4cidos nucléicos.



Acidos
nucléicos

H,0, Enzima
(DNase ou RNase)

Mi'gtura de
nucleotideos

H,0, enzima
(nucleotidase ou fosfatase
nao-especifica)

+

Mistura de + Fosfato
nucleosideos

H,0, enzima
(nucleosidase)
+ +
Mistura de -+ Acticar
bases nitrogenadas

Figura 3.1: Hidroélise de um acido nucléico e das misturas de nucleotideo e nucleosideo.

Nucleotideos

Como vocé verd mais adiante, os dcidos nucléicos sao polimeros
lineares de nucleotideos, ou seja, os nucleotideos sio os blocos
constituintes dos dcidos nucléicos. Portanto, é importante que vocé
conheca detalhadamente as caracteristicas deste grupo de compostos.

Os nucleotideos podem ser de dois tipos: os ribonucleotideos, que
compdem o RNA (4cido ribonucléico), e os desoxirribonucleotideos,
que fazem parte do DNA (acido desoxirribonucléico). Entretanto,
todos os nucleotideos sio formados por trés partes distintas: um agucar,
uma base nitrogenada e um grupamento fosfato. Porém, é claro que
apresentam caracteristicas proprias que permitem diferencid-los entre si.

Vamos ver, entio, como é um nucleotideo?

CEDERJ
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Busque a Figura 3.2, na qual estd representada a formula geral de
um nucleotideo. Repare que os nucleotideos sao formados por um agtcar
ligado ao(s) grupamento(s) fosfato(s) e a uma base nitrogenada. Chegou

a hora, entdo, de vocé estudar cada um desses componentes.

D Nk Pirimidina
fosfato BaeE N
o nitrogenada N
N _
< ) Purina
N~ °N
OH no RNA

H no DNA

Figura 3.2: Estrutura geral de um nucleotideo. Estdo representadas as trés partes:
acgucar, fosfato e base nitrogenada. Apesar de sé estar representado um fosfato,
um nucleotideo pode apresentar 1, 2 ou 3 grupamentos fosfatos.

Acicar (pentose)

Agora volte sua aten¢do apenas para o agticar, que é sempre uma
pentose (acucar de cinco dtomos de carbono). Repare na Figura 3.3.a
que, em solugio, a forma aberta (aldeido) e a forma fechada (B-furanose)
da ribose estio em equilibrio. Na forma fechada da ribose, os cinco
atomos de carbono sdo numerados por C' (I&-se “carbono 1 linha”),
a partir do carbono mais a direita na figura até C.', no sentido horario.
Esta numeracio C', até C_', ou seja, o nimero seguido de (‘) serve para
diferenciar estes dtomos daqueles presentes nas bases nitrogenadas e que
recebem a numeracdo sem () (vocé vera adiante na Figura 3.4).

Volte a Figura 3.2 e repare que a pentose estd ligada pelo carbono
C,'a um grupamento fosfato e pelo carbono C,', a uma base nitrogenada.
No entanto, serd visto mais adiante que um nucleotideo pode apresentar
um, dois ou trés grupamentos fosfatos ligados mais comumente ao C ',

mas podendo estar ligados também ao C,'.



Os acidos nucléicos apresentam apenas a forma fechada da ribose.
Na Figura 3.3.b, vocé encontra a férmula estrutural dos dois tipos de
pentose: D- ribose (um grupamento OH ligado ao carbono C,'), que
estd presente nos ribonucleotideos, e a 2’-pesoxi-D-ribose (grupamento
OH ligado ao carbono C,' ¢ substituido por H), que estd presente nos
desoxirribonucleotideos. Os nomes dos nucleotideos e dos acidos nucléi-
cos correlatos, como sera visto em seguida, derivam do tipo de pentose:

ribose ou desoxirribose.

a) ||—|
T
H—(|I—OH
H—?—OH
H—(|Z—OH
CH,OH OH OH
Aldeido B—Furanose
b)
HO—CH, _ O OH HO—CH, _ O

OH OH OH H

DEesoxi-

O prefixo desoxi-
significa “sem
oxigeénio”. A
substitui¢ao da
hidroxila (OH) por
hidrogénio (H) é a
tnica diferenga entre
ribose e desoxirribose.

D-ribose (no RNA) 2'-desoxi-D-ribose (no DNA)

Figura 3.3: Tipos de pentose que podem estar presentes em um nucleotideo.
a) equilibrio das formas aberta (aldeido) e fechada (B-furanose) da ribose.
b) a D-ribose esta presente nos ribonucleotideos, ou seja, no RNA, enquanto a
2'-desoxi-D-ribose estéa presente nos desoxirribonucleotideos, ou seja, no DNA.

Base nitrogenada

E importante que vocé observe agora a Figura 3.4. Nela, estdo
representadas as estruturas da purina, da pirimidina e das bases
nitrogenadas. Os anéis aromadticos que incorporam dtomos de nitrogénio

sdo essencialmente planos, permitindo o empilhamento dos anéis.
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Esta caracteristica é importante para o arranjo espacial das moléculas
dos 4cidos nucléicos, que serd o tema das proximas aulas. Além disso, o
nitrogénio confere um carater basico fraco ao anel, como exemplificado
com a pirimidina na Figura 3.4.a, de forma que as bases nitrogenadas
apresentam-se sem carga em pH fisiolégico (7,0), mas podem se
apresentar carregadas em valores extremos de pH. O comportamento
das bases nitrogenadas em pH fisioldgico é fundamental sob o ponto de
vista estrutural dos 4cidos nucléicos. Isso se comprova quando as bases
sdo expostas a valores extremos de pH, o que leva a presenca de carga,

perturbando, assim, o arranjo estrutural das moléculas.

(a) (b) ()
6 7 4
1 5 N 3 5
NZ~ \ NZ
LD g
N NN 6
- a2 ~N 2
N o N
3 1
(d) \‘I\lle Bases purinicas \lcl)
G N C N
~ — N
R\ HN g\
| [ /CH | |(! /CH
HC:Q /C“"“N HN/C% s
N 2 N H
Adenina Guanina
(9) Bases pirimidinicas
hi bk hi
& CH C C
W g o
0¢C s N/CH O¢C \N/CH 04C e N/CH
e H el H A H
Timina Citosina Uracila
(no DNA) (no RNA)

Figura 3.4: Estrutura das bases nitrogenadas. (a) Carater basico fraco da pirimidina; (b) representacdo da
pirimidina com a numerac¢do dos atomos constituintes do anel. (c) representacdo da purina com a numeragado
dos &tomos constituintes dos anéis. (d) estrutura das bases purinicas, adenina e guanina. (e) estrutura das bases
pirimidinicas, timina, citosina e uracila. Preste atencdo nas setas indicando os grupamentos substituintes da
estrutura central das bases.
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As bases nitrogenadas, que muitas vezes sao chamadas
simplesmente bases, dividem-se em dois grupos: as bases purinicas
e as bases pirimidinicas, por derivarem da purina e da pirimidina,
respectivamente. A purina, apresentada na Figura 3.4.b, apresenta dois
anéis heterociclicos fundidos, um de seis e um de cinco atomos, contendo
ao todo quatro dtomos de nitrogénio. Dizemos que os anéis sao fundidos
porque dois atomos, o C, e o C,, sio compartilhados pelos dois anéis.
Volte a Figura 3.4.b para confirmar esta informagdo. A pirimidina, por sua
vez, apresenta um unico anel heterociclico de seis atomos, contendo dois
atomos de nitrogénio (Figura 3.4.c). Repare na numeragao dos dtomos
dos anéis, que sempre se inicia em um atomo de nitrogénio (N) e segue
a dire¢do em que os outros atomos de nitrogénio estejam associados aos
menores nimeros. Conforme ja comentado, os dtomos sao numerados
sem (‘) para se diferenciarem da numeragio dada a pentose.

As bases purinicas, adenina e guanina, ligam-se ao carbono C," da
pentose através de uma LiGAGA0 N-GLicosipica envolvendo a posi¢ao 9 (N,)
(observe a numeracdo na Figura 3.4.b). Elas diferem entre si com relagio
aos grupamentos ligados aos dtomos da estrutura central da purina (note
as setas na Figura 3.4.d). Adenina e guanina sdo encontradas tanto no
DNA como no RNA.

As bases pirimidinicas, citosina, timina e uracila, ligam-se ao
carbono C,' da pentose através de uma ligagao N-glicosidica envolvendo
a posicao 1 (N,) (observe a numeragao na Figura 3.4.c). As diferencas
entre elas também recaem nos grupamentos ligados aos atomos da
estrutura central da pirimidina (note as setas na Figura 3.4.e). Citosina
esta presente tanto no DNA como no RNA. Porém, timina esta presente

preferencialmente no DNA e uracila somente no RNA.

Algumas bases raras podem ser encontradas
nos acidos nucléicos, especialmente no tRNA
(RNA transportador), molécula importante
para a sintese de proteina, como sera visto
em aulas posteriores.

Licacio
N-GLicosipica

Este tipo de ligagao é
formado pela remocao
de um grupo hidroxila
da pentose e de um
hidrogénio da base.
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Outros derivados importantes de purina e pirimidina.
Derivados de purina: tiamina (vitamina B1) e barbituratos.
Derivados de pirimidina: cafeina, estimulante para o
sistema nervoso e diurético, sendo encontrada no café
e no chg; teofilina, também encontrada no cha, é usada
como diurético e no tratamento de bronquite asmatica;
acido urico, produto final do metabolismo de purinas.

Grupamento fosfato

O caréter 4cido dos nucleotideos é devido a presenca de residuos
de fosfato, derivados do 4cido fosférico — H,PO,, que se dissociam em pH
intracelular, liberando ions hidrogénio (H*) e deixando o fosfato carregado
negativamente. Como estas cargas negativas atraem proteinas, a maioria
dos 4cidos nucléicos nas células estd associada com proteinas.

Na Figura 3.5, vocé pode observar um nucleotideo com trés fosfatos: o
primeiro fosfato ligado ao carbono C.' da pentose, fosfato- o, é um fosfoéster,

enquanto os outros dois, fosfatos P e 7, ligam-se como fosfoanidridos.

o - letra grega alfa
B - letra grega beta

y - letra grega gama

base

10

P
| I I
o on o
|
L

Ligagdes fosfoanidricas ] : --: = __l
Ligacdo fosfoéster OH OH ou [ H
(RNA) (DNA}

_CHZ O
H

Figura 3.5: Grupamentos fosfatos ligados a pentose dos nucleotideos. O primeiro é
chamado fosfato o, o segundo, fosfato § e o terceiro, fosfato y. O fosfato o se liga ao

Cs' através de uma ligacdo do tipo fosfoéster, enquanto o fosfato B3 se liga ao a. e o
fosfato y se liga ao B através de liga¢des fosfoanidricas.

38 CEDERJ



Nucleosideos

Diferentemente dos nucleotideos, os nucleosideos siao constituidos
apenas da base nitrogenada ligada ao carbono C,' da pentose através
de ligacdao N-glicosidica. Na Figura 3.6, vocé pode observar a diferenga
entre um nucleosideo e um nucleotideo. Note também que no nucleotideo
representado na Figura 3.6, trés grupamentos fosfatos estdo ligados ao

carbono C'.

Base
nitrogenada

Base
nitrogenada 0 0 0

nucleotideo

nucleosideo

Figura 3.6: Formula geral de um nucleosideo e de um nucleotideo.

Propriedades dos nucleotideos e nucleosideos

Os nucleotideos, tais quais outros componentes celulares
contendo bases purinicas ou pirimidinicas, podem ser facilmente
detectados por absorverem Luz uLTRAvIOLETA (UV). As bases purinicas
e seus derivados nucleosideos e nucleotideos absorvem luz UV mais
fortemente que as pirimidinas e seus derivados. O comprimento
de onda correspondente a absor¢io maxima para a maioria
desses compostos é aproximadamente 260nm. A medida de
ABSORVANCIA nesse comprimento de onda é amplamente empregada para
a quantificacdo de 4cidos nucléicos nas preparacdes de DNA e RNA.

As ligacoes N-glicosidicas dos nucleosideos e nucleotideos nio
sofrem hidrolise alcalina. Contudo, a estabilidade dessas ligagoes
frente a hidrolise acida difere sensivelmente. A ligacao N-glicosidica de
nucleosideos e nucleotideos purinicos é facilmente hidrolisada por acido
diluido em temperaturas elevadas (por exemplo, 60°C), gerando purinas
livres, acicar ou acucar fosfato. O mesmo tipo de ligacdo envolvendo
as bases uracil, citosina e timina € bastante estavel ao tratamento acido,

requerendo condi¢des mais drasticas, como acido perclérico (60%) a

Luz ULTRAVIOLETA

De acordo com o com-
primento de onda (1),
a radiagdo luminosa
pode ser dividida em
luz ultravioleta (200-
380nm), luz visivel
(380-780nm) e luz
infravermelho
(780-2500nm).

ABSORVANCIA

Estd relacionada

a intensidade de
radiagdo absorvida por
uma solugio.

A absorvancia de uma
solugdo, representada
por A, é proporcional
a sua concentragdo e

a distancia percorrida
pelo feixe luminoso
através da amostra e,
além disso, seu valor
varia em fung¢io do
comprimento de onda
utilizado. Por isso, ao
se expressar o valor de
absorvancia de uma
solucao, é necessario
se especificar o
comprimento de onda
empregado, o que

é feito da seguinte
maneira,

A, (A representa o
valor de comprimento
de onda). Por exemplo,
A, representa o valor
de absorvancia medido
no comprimento de
onda de 260nm.
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100°C, para liberar as pirimidinas livres. Porém, esse tratamento promove
completa destrui¢ao do agucar.

Devido a presenca de grupamentos fosfatos, que sdo altamente
polares, os nucleotideos sao muito mais soldveis em solucdo aquosa do
que os nucleosideos e as bases livres. Em geral, os nucleosideos sao mais

solaveis que as bases.

NOMENCLATURA DOS NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS

Antes de vocé aprender como os nucleotideos se ligam para
formar os 4cidos nucléicos, é importante que vocé entenda como os
nucleosideos e os nucleotideos sio chamados. A primeira caracteristica
a ser observada é o tipo de base presente, pois a nomenclatura destes
dois grupos de compostos deriva do nome da base nitrogenada.
Em seguida, o tipo de actcar, ribose ou desoxirribose, também é importante
para a denominacao desses compostos, pois se a desoxirribose estiver
presente, o nome da molécula deve receber o prefixo desoxi-. Por fim, a
presenca ou auséncia do fosfato é fundamental para a nomenclatura.

Se nao houver fosfato, a molécula é um nucleosideo, e recebe o
sufixo -osina (se for uma base derivada de purina), ou -idina (se a base
for derivada de pirimidina). Caso o fosfato esteja presente, a molécula
¢ um nucleotideo e, entao, recebe o mesmo nome do nucleosideo
correspondente acrescido de 5’- (carbono da pentose ao qual o fosfato
estd ligado) seguido dos prefixos mono, di ou tri, se um, dois ou trés
grupamentos fosfatos estiverem presentes, respectivamente, além da
palavra fosfato. O nome do nucleotideo que apresenta o fosfato ligado
ao C,' da pentose segue a mesma regra, substituindo o 5* por 3’ antes
da palavra fosfato.

Assim, se tomarmos como exemplo a purina adenina,
o nucleosideo formado por esta base ligada a D-ribose é chamado
adenosina. O nucleotideo formado pela ligacdo do grupamento fosfato
a adenosina (nucleosideo formado pela D-ribose e a adenina), na posi¢ao
C,' da pentose, recebe o nome geral de adenosina 5’-fosfato. Conforme o
numero de grupamentos fosfatos ligados a pentose, o nucleotideo pode
ser denominado mais especificamente como, adenosina 5’-mono, di ou
trifosfato, no caso de haver um, dois ou trés fosfatos, respectivamente.

Lembre que estes nucleotideos irdo compor o RNA.



Os desoxirribonucleotideos que compoem o DNA recebem o
prefixo desoxi-. Vamos ver como fica? Se a adenina estiver ligada a desoxi-
D-ribose, o nucleosideo formado recebe o nome de desoxiadenosina.
Ja o nucleotideo gerado pela ligagio da desoxiadenosina com o(s)
grupamento(s) fosfato(s) na posi¢io 5> da pentose é denominado
desoxiadenosina 5’-fosfato, ou ainda desoxiadenosina 5’-mono, di ou
trifosfato, de acordo com a presenca de um, dois ou trés grupamentos
fosfatos, respectivamente.
Agora tente montar o nome dos nucleosideos e nucleotideos derivados
das cinco principais bases. Para conferir é s6 buscar o Quadro 3.1.
Quadro 3.1: Nomenclatura dos nucleosideos e nucleotideos formados pelas diferentes bases nitrogenadas
presentes nas moléculas de DNA e RNA. A nomenclatura dos nucleotideos é geral e ndo esta especificando o

numero de fosfatos presentes na molécula. Ao especificar o nUmero de fosfatos, os prefixos mono, di ou tri devem
ser inseridos antes da palavra fosfato, no caso de haver um, dois ou trés grupamentos, respectivamente.

Base nitrogenada #Nucleosideo #Nucleotideo Acido Nucléico
(Simbolo)
Purinas
Adenina (A) Adenosina Adenosina 5’-fosfato; RNA
adenilato™
Desoxiadenosina Desoxidenosina 5’-fosfato; DNA
desoxiadenilato®
Guanina (G) Guanosina Guanosina 5’-fosfato; RNA
guanidilato
Desoxiguanosina Desoxiguanosina 5’-fosfato; DNA
desoxiguanidilato®
Pirimidina
Citosina (C) Citidina Citidina 5’-fosfato; RNA
citidilato®
Desoxicitidina Desoxicitidina 5’-fosfato; DNA
desoxicitidilato™
Timina (T) Timidina ou Timidina ou Desoxitimidina DNA
Desoxitimidina 5’-fosfato; timidilato* ou
desoxitimidilato™
Uracila (U) Uridina Uridina 5’-fosfato; RNA
uridilato™

# Nucleosideo e nucleotideo sio termos genéricos que incluem ambas as formas, ribo- e desoxirribo-.
* Os nomes terminados com o sufixo -ilato correspondem as formas anidnicas dos ésteres de fosfato predominantes em pH 7,4.
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Apenas para vocé visualizar como seria cada um dos nucleotideos
listados no Quadro 3.1, na Figura 3.7, vocé encontra a férmula geral
deste grupo de moléculas e duas tabelas com as abrevia¢oes usualmente
empregadas. Note que na férmula geral existem trés chaves correspondendo
a0 NMP (nucleosideo 5’-monofosfato), ao NDP (nucleosideo 5’-difosfato)
e ao NTP (nucleosideo 5’-trifosfato). Repare também que, nas abreviagdes,

a letra d mintscula é usada apenas para os desoxirribonucleotideos.
Y B o
O o o Base

"0—P—0—P—0—P—0—CH,

| | | o
0] (o] (o] H H
H H

(IJH [—O_H] ou @

RNA DNA
N J
i o
NMP
LG J
Y
NDP
K o J
NTP
Simbolos dos Simbolos dos
ribonucleotideos 5'-fosfatos desoxirribonucleotideos 5'-fosfatos

Adenina (A) AMP ADP ATP  Adenina(A) dAMP dADP dATP
Guanina (G) GMP GDP GTP Guanina (G) dGMP dGDP dGTP
Citosina(C) CMP CDP CTP Citosina (C) dCMP dCDP dCTP
Uracila (U) UMP UDP UTP Timina (T) dTMP  dTDP dTTP

Figura 3.7: Estrutura geral dos nucleotideos 5'-mono-, di-, e trifosfatos (NMPs, NDPs
e NTPs) e suas abrevia¢des. Nos desoxirribonucleotideos (ANMPs, dNDPs, e dNTPs),
a pentose é 2'-desoxi-D-ribose.

IMPORTANCIA DOS NUCLEOTIDEOS

Além de sua importancia como unidades monoméricas constituintes
dos acidos nucléicos, cujas funcoes vocé estudara adiante, os nucleotideos
desempenham outras fungdes celulares de igual relevancia. A seguir, vocé
terd alguns exemplos.

Carreadores de energia quimica — o ATP é reconhecido como a
molécula armazenadora de energia, sendo formado por reacdes que sdo
direcionadas pela liberacdo de energia do metabolismo oxidativo dos
alimentos. Além do ATP, outros nucleotideos, CTP, TTP e GTP, podem
desempenhar esta fungdo. Os mono- e dinucleotideos AMP e ADP

também sio importantes intermedidrios energéticos no metabolismo.



Os trés grupos fosfatos presentes na molécula do ATP estao ligados
em série por duas ligacoes fosfoanidricas (volte a Figura 3.5).
A ruptura dessas ligacdes promove a liberacdo de grande
quantidade de energia, que é, entdo, utilizada em diversos
processos biolégicos. O fosfato 7, particularmente, é liberado
por hidrélise e transferido para outras moléculas. Este evento
ocorre com freqUéncia e é responsavel pela libera¢do de energia
necessaria para que reag¢des biossintéticas energeticamente
dependentes ocorram em diferentes locais da célula.

ATP + H,0 - ADP + Pi (fosfato inorganico) + energia cAMP (AMP
ciclico) — molécula de sinalizacdo. O cAMP intracelular responde a
sinais extracelulares, transferindo-os para o processo metabdlico
no interior da célula.

Componentes de cofatores enzimaticos — alguns nucleotideos sio
componentes de nicotinamida adenina dinucleotideos, NAD* (oxidada) e
NADH (reduzida), e de flavina mono- e dinucleotideos, FMN (oxidada)
e FAD (reduzida), respectivamente. Estes compostos existem nas formas
oxidada e reduzida, o que os torna cofatores importantes para as reagdes

de oxirreducido catalisadas enzimaticamente.

POLIMERIZACAO DOS NUCLEOTIDEOS - FORMACAO DOS
ACIDOS NUCLEICOS

Agora que vocé ja é capaz de reconhecer um nucleotideo e diferenciar
um ribonucleotideo de um desoxirribonucleotideo, aprendera como essas
unidades se ligam para formar o 4cido ribonucléico, RNA, e o dcido
desoxirribonucléico, DNA, respectivamente. Na Figura 3.8, vocé pode

observar parte de uma cadeia de DNA e parte de uma cadeia de RNA.
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(o] (o]
H3c /L /H .u\_\ /.H
T N | N
! [
| & \._'Iq -~ ho i ey : -’ko
0-P-0-CH; 0 0=P-0-CH; 0
2 .3\J /2| Guanina 2 .3\J /2| Guanina
(o]
H N _H OH N L _H
. - CN -
G (LI
35 . N° "N~ NH; — [o} N N° "N~ "NH;
. 1 1 - 1 |
Ligacio 0=|‘i‘—0- CH, O Ligagio O= I;-'—O- CH; O
fosfodiéster L fosfodiéster )
o G [e] G
™ ;. Citosina ™ . Citosina
& Hz NH;, 3 ofi NH;,
| iy | LY
35 @ . i 35" (N s LR
Ligagigo 0=P-0-CH, O Ligagdo 0=P-0-CH, O
fosfodiéster CI)‘ l ] fosfodiéster 6_ |
3\_/2J Adenina 3\r /2J Adenina
NH; NH;
H OH
a8 / m\*u
N | L
-5 [ s . 4 W |
Ligagdo O=P O CH; O Ligagdto O=P O CH; O
fosfodiéster o | fosfodiéster oy !
H OH

REACAO DE
CONDENSACAO

Tipo de reacdo
quimica na qual dois
COMPOStos 0rganicos
sdo ligados entre si,
por ligacdo covalente,
havendo liberacao de
uma molécula de dgua.
Reacao caracteristica
de formagao de diversos
polimeros bioldgicos.
Certamente, vOocé viu
reagdes deste tipo
quando estudou polis-
sacarideos e proteinas,
em Bioquimica.
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Extremidade 3’ Extremidade 3’

Figura 3.8: Estrutura de parte de uma cadeia de DNA (a) e de RNA (b). Os 4tomos
de hidrogénio (H) sem relevancia para o entendimento da figura foram omitidos.

Vamos discutir os detalhes dessa estrutura!

Primeiramente é importante que vocé saiba que os 4cidos nucléi-
cos sao polimeros lineares, ou seja, sem ramificagoes, de nucleotideos
ligados entre si por ligagdo do tipo fosfodiéster formada entre o grupo
hidroxila do carbono C,' de um nucleotideo e o grupo fosfato do carbono
C,' do nucleotideo adjacente. A ligagdo do tipo fosfodiéster ¢ resultante
de uma REACAO DE CONDENSACAO entre nucleotideos-trifosfatos, ricos em
energia, com liberagao de pirofosfato inorganico (P,O,*) e agua. Observe
a reacgao entre dois nucleotideos para a formagio de um DINUCLEOTIDEO

na Figura 3.9.

DiNucLEOTIDEO

A ligacdo de dois nucleotideos resulta em um dinucleotideo, de trés nucleotideos
resulta em um trinucleotideo, e assim por diante. Polimeros contendo até 50 nucleo-
tideos sdo chamados de oligonucleotideos. Ja aqueles contendo mais de 50 nucleo-
tideos sio denominados polinucleotideos.



Adenina Adenina
NH,
¢ ¥ : "7
-0-—P-0-P N O—P—O—P—O—P—O H
Il Il - I Il
o 0 N H o] o] 0 CH,
Ligagao
OH(0OH) ou (H] fosfodiéster |
DNA
o +H.,0
o} agua
o—P 5
I + P,O,
Pirofosfato
inorganico

RMA DNA

Figura 3.9: Formacdo de um dinucleotideo. Rea¢do de condensa¢do entre dois
nucleotideos e formacdo de ligacdo fosfodiéster entre a hidroxila do C; de um

nucleotideo e o fosfato do C.. do nucleotideo adjacente.

A cadeia de nucleotideos tem orientagio definida pelo suporte
agucar-fosfato. Um dos nucleotideos terminais tem a extremidade 5’
(1&-se “5 linha”) livre, contendo um fosfato, e o outro tem a extremidade 3’
(Ié-se “3 linha”) livre, contendo uma hidroxila. Estas extremidades
também sdo chamadas 5’ fosfato e 3” hidroxila. Portanto, a orientacao
da cadeia é designada 5’ para 3’°, ou 5> — 3’. O resultado disso é
que a sequéncia do tetranucleotideo 5° ACTG 3°, que apresenta o
nucleotideo adenina (A) na extremidade 5’ e o nucleotideo guanina
(G) na extremidade 3, é diferente da sequiéncia do tetranucleotideo 3’
ACGT 5°, que apresenta o nucleotideo timina (T) na extremidade 5’ e o
nucleotideo adenina (A) na extremidade 3’. Esta nota¢ao é importante,
mas quando ela é omitida, significa que o nucleotideo representado na
parte esquerda da sequéncia é o da extremidade 5, e o representado na
parte direita é o da extremidade 3’.

Na Figura 3.10, vocé encontra a representagao de uma cadeia de
nucleotideos. Note que a maneira com que os polimeros sdo formados
resulta em uma seqiiéncia de fosfato, actcar, fosfato, acticar, que se repete
por bilhdes de vezes, se considerarmos o genoma de um organismo,
por exemplo. Ligados aos residuos de actcar, encontram-se as bases
nitrogenadas: adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T),
no DNA, ou uracila (U), no RNA.

</T\»\

NH

&J\NHE

Guanina

N

H
OH (OH) ou (H)

RNA

DNA
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Base) @

5 —®— Acucar[— ®—Agucar =" ®— Acucar- ®— Acucarf— 3’

Nucleotideo Nucleotideo Nucleotideo Nucleotideo

Figura 3.10: Esquema da estrutura de um acido nucléico. Cadeia de nucleotideos representada por uma seqiéncia
de fosfato-acucar, que se repete inumeras vezes. O nucleotideo da extremidade 5' apresenta o grupo fosfato
livre, enquanto o nucleotideo da extremidade 3' apresenta a hidroxila livre.

ELETROFORESE

Metodologia ampla-
mente empregada, que
se baseia na migracdo
de moléculas com
carga em relagdo a um
campo elétrico. No
caso dos acidos nucléicos,
que se comportam
como polidnions (carga
negativa), a migracao
ocorre em direcdo ao
anodo (p6lo positivo).

RESUMO

Observe mais uma vez a Figura 3.8 e localize os grupamentos
fosfatos ionizdveis, que conferem carga negativa as moléculas de dcidos
nucléicos. De fato, em pH fisiologico, os dcidos nucléicos se compor-
tam como polidnions, o que permite o fracionamento de moléculas de
acidos nucléicos com pesos moleculares diferentes através da técnica

de ELETROFORESE em gel.

Vamos rever as informagdes que vocé recebeu nesta aula?

A principal funcdo dos nucleotideos é ser a unidade monomérica dos acidos
nucléicos. Existem dois tipos de nucleotideos: os ribonucleotideos, que formam as
moléculas de RNA, e os desoxirribonucleotideos, que formam as moléculas de DNA.
Todos os nucleotideos sdo formados por trés partes: aclicar, base nitrogenada e fosfato.
O agucar é sempre uma pentose, D-ribose, nos ribonucleotideos, e desoxi-D-ribose, no
desoxirribonucleotideos. Os outros dois componentes se ligam a pentose: o(s) grupo(s)
fosfato(s) se liga(m) ao C.', enquanto a base nitrogenada se liga ao C,'. Podem existir até
3 grupamentos fosfatos. As bases mais comumente encontradas nos ribonucleotideos
sdo as purinicas, adenina e guanina, e as pirimidinicas, citosina e uracila. J& nos
desoxirribonucleotideos, sdo as purinicas, adenina e guanina, e as pirimidinicas, citosina e
timina. Os nucleosideos sdo constituidos apenas pela pentose ligada a base atravésdo C.'".
A nomenclatura desses compostos seqgue uma regra na qual o tipo de pentose,

desoxirribose ouribose, determina a utilizacdo ou ndo do prefixo desoxi-, respectivamente.
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A denominacao dos nucleosideos deriva do nome das bases presentes. Jd a denominacdo
dos nucleotideos é feita através do uso do nome do nucleosideo correspondente
acrescido de 5’-mono, di ou trifosfato, em funcdo do nimero de grupos fosfato
presentes na molécula. Além de seu papel como constituinte dos acidos nucléicos, os
nucleotideos desempenham funcées importantes na célula, tais como carreador de
energia, componente de coenzimas e molécula de sinalizacdo intracelular. As rea¢des
de condensacdo entre dois nucleotideos, ou entre uma cadeia de nucleotideos
e um nucleotideo livre, resultam na formacdo de dinucleotideos ou de oligo ou

polinucleotideos, respectivamente.

EXERCICIOS
1. Quais sdo os trés componentes basicos de um nucleotideo?

2. Como sdao chamados e qual(is) a(s) diferenca(s) entre os nucleotideos constituintes

do DNA e os constituintes do RNA.

3. Qual a principal diferenca entre uma purina e uma pirimidina? Desenhe a
estrutura de uma base nitrogenada derivada de purina e outra derivada de

pirimidina presentes no DNA e no RNA.

4. Qual a diferenca entre um nucleosideo e um nucleotideo? Desenhe a estrutura

desses compostos.

5. Associe as duas colunas.

(a) ligacao fosfodiéster () difere a D-ribose da desoxi-D-ribose
(b) ligacdo N-glicosidica () ligacdo de nucleotideos adjacentes em
uma cadeia
(c) fosfato éster (fosfoéster) () difere um nucleosideo de um nucleotideo
(d) presenca de H ou OH no () ligacdo da base a pentose no nucleosideo
C,' daribose

6. Cite duas fung¢des dos nucleotideos.

7. Qual o tipo de reacdo que ocorre entre dois nucleotideos para a formacéo de

um dinucleotideo? Represente os reagentes e produtos desta reacéo.
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8. Esquematize a estrutura de uma cadeia polinucleotidica, localizando os trés

componentes e suas localizacoes.

AUTO-AVALIACAO

As questdes sao simples e visam apenas a fixacdo do conteldo visto nesta aula.
Tente resolvé-las somente quando nao tiver mais duividas em relacdo aos conceitos
estudados. Caso ainda tenha dificuldades para respondé-las, reveja a aula ou peca

ajuda aos tutores no pélo.

INFORMACAO SOBRE A PROXIMA AULA

Nas Aulas 4 e 5, vocé estudara a estrutura quimica do DNA e do RNA e as fun¢des

que esses compostos desempenham na célula.
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DNA - aspectos
funcionais e estruturais

Ao final desta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Descrever os aspectos funcionais e estruturais do DNA.

Pré-requisito

Para acompanhar mais facilmente esta aula, é
importante que vocé reveja alguns conceitos
de Quimica e Bioquimica e, principalmente,
aAula 3 de nossa disciplina.
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MuTtacAo

Descreve qualquer
alteracdo na seqiiéncia
do DNA genémico.
Uma mutacao pode ser
herdada e comumente
resulta em mudanga de
fenotipo.

50 CEDERJ

APRESENTACAO

Nas aulas de estrutura de proteina (Bioquimica, lembra?), vocé viu que
esta macromolécula apresenta quatro niveis de organizacao, que englobam
desde a seqiiéncia de aminodcidos (estrutura primaria) até o arranjo espacial
de proteinas contendo duas ou mais subunidades (estrutura quaternaria).
A configuracao espacial, na verdade, é uma caracteristica das
macromoléculas. Isso parece l6gico, ja que, se essas moléculas, por vezes
gigantescas, ficassem distribuidas na célula de forma “relaxada”, ndo
haveria espaco fisico para acomodar todas elas. Por exemplo, se o material
genético do homem néo se apresentasse em sua forma compactada,
certamente ndo caberia no interior do nucleo da célula, uma vez que
se “esticado” ele mede aproximadamente 2 metros. Na Aula 3, vocé
estudou como um polimero de nucleotideos é formado para originar
DNA e RNA. Esta é a base de que vocé precisa para aprender como as
cadeias nucleotidicas se acomodam no espaco. O tema das Aulas 4 e
5 é justamente o arranjo espacial dos acidos nucléicos, DNA e RNA.
Ao final dessas duas aulas, temos certeza de que vocé ird entender que as
funcoes desempenhadas por essas biomoléculas dependem diretamente

de sua estrutura.

ASPECTOS FUNCIONAIS DO DNA

Vocé se lembra dos experimentos que foram feitos para se
descobrir a natureza quimica do material genético? Volte a Aula 2 se
necessario. As pesquisas nesta area ja indicavam claramente intimeras
propriedades que a molécula da hereditariedade tinha de apresentar.
Vamos ver quais sdo elas!!

1. O material genético tem de ser capaz de guardar uma enormidade
de informacdes, pois é responsavel por codificar todas as proteinas (e
sao muitas!!!) que um organismo expressa.

2. A duplicagdo do DNA em cada multiplicacdo celular precisa
ser um processo “confidvel”. Afinal, cada célula do nosso corpo nio
apresenta a mesma constitui¢ao genética?

3. Paradoxalmente a segunda propriedade, a molécula de DNA
precisa permitir alteragdes, o que denominamos MUTAGAO, em raras
situagdes. S0 estas mutagdes que conferem a variagdo genética aos

individuos de uma populagio, na qual atua a selecdo natural.



Resumindo, a molécula de DNA tem de armazenar informacoes,
duplicar-se de forma a garantir a perpetuag¢ao dessas informacdes, mas
permitir mutagdes em sua molécula, garantindo, assim, a variabilidade
genética e, conseqlientemente, o processo evolutivo.

ApOs a caracterizacdo dos componentes da molécula de DNA,
que sdo, na verdade, os constituintes dos desoxirribonucleotideos,
ou seja, acucar (desoxirribose), bases nitrogenadas (adenina (A), guanina (G),
citosina (C) e timina (T)) e fosfato, os pesquisadores na época se perguntavam:
“Como uma molécula com tao poucos componentes desempenha as fun¢oes
de uma molécula hereditaria?” Essa pergunta comegou a ser respondida em
1953, com a elucidagdo da estrutura do DNA por Watson e Crick, e nos
anos que se seguiram, com a dedicacao e empenho de diversos pesquisadores.
Naio podemos esquecer também a contribuicao de estudos anteriores para
o trabalho de Watson e Crick. Talvez o mais importante deles seja o estudo
realizado por Chargaff e seus colaboradores com relagdo a composi¢do de

bases nitrogenadas em moléculas de DNA de diferentes organismos.

Se vocé tem duvidas sobre os componentes dos acidos
nucléicos, volte a Aula 3. Continuar com duvidas so6 vai
desestimula-lo. Isso ndo pode acontecer!!!

COMPOSICAO DE BASES NITROGENADAS DO DNA

No final da década de 1940, Erwin Chargaff e seus colaboradores
observaram que a composi¢cdo de bases nitrogenadas no DNA varia
enormemente entre organismos diferentes, mas dentro de uma pequena
faixa nas espécies correlatas. Também foi observado que as quantidades
de certas bases sdo muito similares. Os dados coletados a partir de DNAs
de um grande ndmero de espécies diferentes permitiram que Chargaff
concluisse que:

* A composi¢cdo de bases no DNA geralmente varia entre as
espécies.

® Os DNAs isolados de diferentes tecidos de uma mesma espécie
apresentam a mesma composicao de bases.

® A composi¢ao de bases de uma dada espécie ndo varia com a

idade, o estado nutricional ou fatores ambientais.
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REsipbuos DE
NUCLEOTIDEOS

As unidades
formadoras de

um 4cido nucléico
sio denominadas
nucleotideos.

No entanto, quando
essas unidades sio
obtidas a partir da
degradacio de um
acido nucléico sao
chamadas residuos de
nucleotideos.
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e Todos os DNAs celulares, independentemente da espécie,
apresentam igual nimero de REsibuos DE NucLEOTIDEOS derivados de
adenina e timina, isto é, n° de A = n° de T (ou simplesmente A = T),
e igual numero de residuos de nucleotideos derivados de guanina e
citosina, isto é, n° de G = n° de C (ou simplesmente G = C). A partir
dessas relagoes pode-se afirmar que a soma de nucleotideos purinicos é
igual a soma de nucleotideos pirimidinicos, o que pode ser representado
em funcdo apenas das bases nitrogenadas, ou seja, n° de A + n° de G =
n®de T + n° de C (ou simplesmente A + G =T + C).

Estas relagdes quantitativas, também chamadas “regras de
Chargaff”, foram confirmadas por muitos outros pesquisadores.
Além de terem sido de suma importancia para a elucidacdo da estrutura
tridimensional do DNA, também contribuiram para uma melhor
compreensdo de como a informacdo genética é codificada no DNA e
passa de uma geragio para outra.

Ainda com relagdo a composigio de bases nitrogenadas no DNA,
é importante que vocé saiba que, embora [A] = [T] e [C] = [G], onde
[ ] significa concentragcio molar, ndo existe qualquer regra sobre a razio
entre as concentracdes totais de guanina e citosina e as de adenina e
timina em uma molécula de DNA, ou seja, ([G] + [C]) / ([A] + [T]).
Entre diversas espécies de bactéria esta razdo pode variar de 0,37 a 3,16.
Entretanto, a forma mais usual de se expressar a quantidade, que, por
sua vez, é mais comumente expressa em termos de concentragio, de
bases do DNA de um organismo ndo é por meio desta razdo, e sim
pela fragdo das concentragdes das bases G e C em relagio ao total de
bases, isto é, ([G] + [C]) / [todas as bases]. Esta fracio é denominada
contetdo de G + C, ou percentual de G + C. A composicdo de bases
do DNA de intimeros organismos tem sido determinada. Em geral, o
valor do contetido de G + C é proximo de 0,50 para os organismos
superiores. Nos organismos mais simples, o valor do contetdo de
G + C é bastante variavel. Por exemplo, para bactéria, os extremos sdo
0,27 para o género Clostridium e 0,76 para o género Sarcina. O valor
para a bactéria Escherichia coli é 0,50.

Compare os valores do conteudo de G + C do DNA de diferentes
organismos no Quadro 4.1. Repare que os valores de [A]/[T] e [C]/[G],
ou simplesmente A/T e C/G, para os organismos listados sdo proximos de

1,00, o que confirma a “regra de Chargaff”, que dizque A=TeC=G.



Quadro 4.1: Composi¢do de bases nitrogenadas do DNA de diferentes organismos. Os valores correspondentes
as quantidades de A, T, C e G estdo expressos em percentuais.

G+C _G+C
Organismo A T C G A/T | C/G |— % | Total de
A+T
bases
Escherichia coli 1 5o | 539 | 249 | 252 | 1,09 | 0,99 1,00 0,50
(K12)
Diplococcus 298 | 31,6 | 20,5 | 18,0 | 0,94 | 1,14 0,63 0,39
pneumoniae
Myobacterium
; 15,1 | 14,6 | 34,9 | 35,4 | 1,03 | 0,99 2,38 0,70
tuberculosis
Levedura 31,3 | 329 [ 18,7 | 17,1 | 0,95 | 1,09 0,56 0,36
Milho 256 | 25,3 | 24,5 | 24,6 | 1,01 | 1,00 0,96 0,49
Drosophila 273 | 27,6 | 22,5 | 22,5 | 0,99 | 1,00 0,82 0,45
Ourigo-do-mar 32,8 | 32,1 | 17,7 | 18,4 | 1,02 | 0,96 0,54 0,35
(espermatozdide)
Salmio » 29.7 | 29,1 | 20,8 | 20,4 | 1,02 | 1,02 0,69 0,41
(espermatozdide)
Rato (medula 28,6 | 28,4 | 21,4 | 21,5 | 1,01 | 1,00 0,75 0,43
Ossea)
Humano (figado) | 30,3 | 30,3 | 19,5 | 19,9 | 1,00 | 0,98 0,62 0,38

O DNA E UMA DUPLA HELICE

A partir dos resultados de estudos de piFragAo DE Raos X (Figura 4.1),  DIFRACAO DE RAIOS X

Rosalind Franklin e Maurice Wilkins, no inicio da década de 1950, deterrﬁ?ﬁi‘;g f:liz

deduziram que as moléculas de DNA eram helicoidais com duas  estruturas moleculares.

o ) o Por esse método, o
periodicidades ao longo de seu eixo. O problema consistia em formular espagamento dos
atomos em uma

um modelo tridimensional da molécula de DNA que pudesse ndo apenas estrutura cristalina

justificar os dados de difragdo de raios X, como também as equivaléncias pode ser deg‘?“ginado
medindo-se a
de bases especificas, A = T e G = C, descobertas por Chargaff. localizagdo e a

intensidade de
manchas produzidas
em um filme
fotografico por um
feixe de raios X, de
certo comprimento
de onda, depois da
difragdo provocada
pelos elétrons

dos atomos.
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Ancstrom (A)

Nome dado em
homenagem ao
fisico Anders J.
Angstrém. Esta
unidade é amplamente
empregada para
descrever distancias
atomicas.

1 angstrom (A)
equivale a 0,1nm
(=10""m).

PAREs DE BAses A=T
EC=G

Ao longo do curso, a
notag¢do dos pares de
bases formados entre
AeTeentreCe G
incluird o ndmero de
pontes de hidrogénio,
que serdo representadas
por barras entre os
simbolos das bases.
Assim, o par de bases
constituido por A e T,
que é formado por duas
pontes de hidrogénio,
sera representado por
A=T, para se diferenciar
da seqiiéncia de bases
AT (bases adjacentes
em uma cadeia
polinucleotidica).

Jéa o par de bases
constituido por G e C,
que é formado por trés
pontes de hidrogénio,
serd representado por
C=G, diferenciando-se
da seqiiéncia de bases
GC (bases adjacentes
em uma cadeia
polinucleotidica).
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Figura 4.1: Padrdo representativo de difracdo de raios-X do DNA. As manchas
formando uma cruz no centro da figura sdo um indicativo de estrutura helicoidal. As
manchas fortes & esquerda e a direita da figura correspondem a distanciade 3,4 A e
indicam que a estrutura do DNA se repete a cada 3,4 A ao longo do eixo central.

O modelo de estrutura tridimensional da molécula de DNA
proposto por James Watson e Francis Crick, em 1953, teve como base
muitas evidéncias quimicas e bioldgicas, tendo sido capaz de justificar
todos os dados disponiveis na época.

O modelo de estrutura do DNA, que estd representado na Figura
4.2, consiste em duas cadeias polinucleotidicas, também chamadas
“filamentos” ou “fitas”, helicoidais enoveladas (para a direita) ao
redor de um eixo comum para formar uma dupla hélice de 20 A de
diametro. Na dupla hélice, as duas fitas de DNA sdao “anti-paralelas”,
“complementares” e sio mantidas unidas por interacoes do tipo pontes de
hidrogénio entre as bases A e T e G e C, formando os PARES DE BAses A=T
e C=G, respectivamente. A estrutura resultante se assemelha 2 estrutura

de uma escada em espiral, como vocé pode confirmar na Figura 4.2.c.



no supor@e acucar-fosfato

Q

C e N nas bases

Pares de
bases
Suporte de L]
actcar-fosfato G ; d
A i

X
R .t...

Figura 4.2: Representa¢des da dupla hélice de DNA na forma B. (a) Modelo diagramatico. (b) Modelo de

preenchimento espacial. (c) Modelo de esferas e bastdes.

A estrutura de DNA dupla hélice sugeriu imediatamente um
mecanismo para a transmissdo da informagio genética, com base na
principal caracteristica do modelo, a complementaridade das duas fitas
de DNA (vocé verd mais detalhadamente adiante). Além da proposicdao
do modelo estrutural, Watson e Crick previram que esta estrutura podia
ser replicada (duplicada) pela separagao das duas fitas, seguida de
sintese da fita complementar a cada uma delas. Como os nucleotideos
de cada fita se ligam de acordo com regras de pareamento de bases,
cada fita preexistente funcionaria como um molde para guiar a sintese
de uma fita complementar, o que foi confirmado experimentalmente.
E importante que vocé saiba que este modelo da molécula de DNA
revolucionou nosso entendimento da heranca bioldgica, dando inicio

a biologia molecular moderna.

Detalhando a estrutura de dupla hélice do DNA

O DNA é composto por duas cadeias de nucleotideos. Vocé ja estudou
na Aula 3 como essas cadeias sio formadas. No DNA, existem duas cadeias,
s6 que elas ndo estdo lado a lado de qualquer maneira. Lembra que os
polimeros de nucleotideos apresentam uma orientacdo 5’ — 3’ definida
pelo esqueleto agucar-fosfato? Pois, entdo, busque a Figura 4.3. Note que
a cadeia representada a esquerda apresenta a extremidade 5’ na parte

inferior e a extremidade 3’ na parte superior. Jd a cadeia representada
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a direita apresenta a extremidade 3’ na parte inferior e a extremidade
5’ na parte superior, ou seja, elas estio posicionadas na dupla hélice
em orientagdes opostas, ou em sentido inverso, ou, simplesmente, elas
sdo “antiparalelas”. A natureza antiparalela da dupla hélice assegura o
alinhamento 6timo das bases e, portanto, maximiza a interacao do tipo ponte
de hidrogénio. Também na Figura 4.3, repare no suporte acticar-fosfato a
presenga de cargas negativas, referentes aos grupamentos fosfatos, ao

longo do filamento.

Extremidade 5

Extremidade 3’

CH,
&

\ O CHy o
oo H @_H

_.{
o

CH;
-0\ /O
o

Extremildade 3

Extremidade 5’

Figura 4.3: Componentes do DNA em um segmento de dupla hélice de DNA desenro-
lado. O suporte acuicar-fosfato esta em destaque. No centro da molécula, encontram-se
os pares de bases formados por interacdes do tipo pontes de hidrogénio. Os atomos
de hidrogénio (H) sem relevancia para o entendimento da figura foram omitidos.



As cadeias de DNA sao ditas “complementares”, pois a base
presente em uma das cadeias determina a base presente na outra cadeia.
Volte a Figura 4.3 e observe, de cima para baixo, que a base A estd em
frente 2 base T, a C em frente a G, a G em frente a Ce a T em frente 2 A.
Esse arranjo d4 a idéia de “complementaridade” e estd de acordo com a
regra de Chargaff, A = T e C = G. Além disso, esta complementaridade
de bases assegura a formacdo de uma duplicata exata da informagdo
genética parental quando o DNA ¢é replicado. Replicagdo serd um dos

temas abordados no Médulo 2.

Ndo confunda a representacgdo utilizada para a
equivaléncia de bases, A=Te C=G, com a representacao
do par de bases A=T. Neste Ultimo caso, sempre sera
usada a expressao “par de bases” antes de A=T. Preste
atencao!!

S3o interagdes do tipo pontes de hidrogénio que mantém os fila-
mentos unidos. Vocé ird entender como elas se formam acompanhando a
explicacio e ficando “de olho” na Figura 4.4. Os dois atomos de hidro-
génio no grupamento NH, sdo ligeiramente positivos (8*), uma vez que
o nitrogénio, por ser mais eletronegativo que o hidrogénio, tende a atrair
os elétrons envolvidos nas ligacbes N — H. O dtomo de oxigénio, por ser
também mais eletronegativo que o carbono, atrai os pares de elétrons
da ligagdao dupla com o carbono, ficando ligeiramente negativo (&). Esta
situacdo propicia a formacdo de uma ponte de hidrogénio, que nada
mais é que a interagdao que se forma entre um H ligeiramente positivo e
um atomo ligeiramente negativo, que neste exemplo é o oxigénio, mas
podendo ser também o nitrogénio. As pontes de hidrogénio sdo fracas,

com cerca de apenas 3% da for¢a de uma ligaciao covalente.

I Figura 4.4: Exemplo de uma interacdo do tipo
ponte de hidrogénio.

O Ed

Nas ligacoes
covalentes que se
formam entre dtomos
de elementos com
eletronegatividades
diferentes, o par de
elétrons € atraido
pelo dtomo mais
eletronegativo,
conferindo-lhe uma
carga parcial negativa,
que € representada
pela letra & (letra
grega delta) seguida
do sinal (), ficando
&. O dtomo menos
eletronegativo fica
com uma carga
parcial positiva, que é
representada por &*.
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Tudo bem até aqui? Entdo passe para a Figura 4.5, onde estdo
representados os pares de bases A=T e C=G. Observe que entre as
bases adenina (A) e timina (T) sdo formadas 2 pontes de hidrogénio,
enquanto entre as bases guanina (G) e citosina (C) se formam 3 pontes

de hidrogénio.
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Figura 4.5: Pares de bases definidos por Watson e Crick, também chamados
pares Watson e Crick. Nesta figura, estdo representados os padrdes de pontes de
hidrogénio formadas entre as bases de cada par, assim como a distancia entre as
bases e o espago ocupado por cada par de bases.

Vocé deve estar pensando: “Sera que ndo existem outras possibilidades
de pareamento de bases?”. Até existem. Por exemplo, entre guanina e timina,
ou entre adenina e guanina, pode se formar uma ponte de hidrogénio;
enquanto entre timina e citosina podem se formar duas pontes de hidrogénio.
Entretanto, o pareamento das bases, tal qual proposto por Watson e Crick,
tem por resultado um nimero maior de interacdes entre as bases dos dois
filamentos. O pareamento entre as bases A e T e entre as bases C e G sdo

comumente chamados de pares Watson-Crick.
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Além disso, como o diametro da molécula de DNA ¢é constante ao
longo de toda a sua extensio, parece razodvel que o pareamento ocorra
entre uma purina, que apresenta dois anéis fusionados em sua estrutura,
e uma pirimidina, que contém apenas um anel. Se vocé voltar a Figura 4.5,
ird reparar que, de fato, as distincias entre as bases e o espaco ocupado
por elas s3o praticamente os mesmos nos dois pares de bases A=T e
C=G. Como sera visto em Aulas do Modulo 2, o pareamento entre
duas purinas ou entre duas pirimidinas caracteriza alteracbes no DNA,
promovendo distor¢des estruturais que sdo reconhecidas por sistemas
de reparo especificos.

Vocé deve estar pensando: “Como uma interag¢do tdo fraca, como
a ponte de hidrogénio, pode conferir tanta estabilidade a molécula de
DNA?” Nao é dificil entender. Dizer que a ponte de hidrogénio é uma
interagio fraca e que representa apenas 3% da forca da ligacdo covalente
estd certo. Porém, quantas pontes de hidrogénio devem existir em uma

molécula de DNA? Veja o quadro a seguir.

Imagine uma molécula de DNA com 10° pares de bases.
Se considerarmos o conteudo de G + Cde 0,50, podemos
até calcular. Vamos fazer isso?

Se o contetdo de G + C é 0,50, significa que o contetddo
de A + T também é 0,50, ou seja, metade dos pares é
do tipo C=G e a outra metade é do tipo A=T. Ao todo
existem 10° (1.000.000) pares de bases. Entdo, a metade,
5 x 10° (500.000), é do tipo C=G, e a outra metade, 5 x
10° (500.000), é do tipo A=T.

Se entre cada par C=G existem 3 pontes de hidrogénio,
o total de interacoes correspondentes a este tipo de par
de bases é 3 x5 x 10% que é igual a 15 x 10° (1.500.000).
Se entre A e T existem 2 pontes de hidrogénio, o total
de interagdes referentes a pares de bases deste tipo é 2
x 5 x 10°, que é igual a 10 x 10° (1.000.000).

Portanto, o total de pontes de hidrogénio nesta molécula
hipotética de DNA é (15 x 10°) + (10 x 10%) = (25 x 10°),
ou se preferir, 1.500.000 + 1.000.000 = 2.5000.000.
Parece um numero razoavel de pontes de hidrogénio,
ndo? Pois é isso! No caso do DNA, o nimero elevado de
pontes de hidrogénio é capaz de conferir estabilidade
a molécula.

E vocé pode estar se perguntando ainda: “E se uma molécula
de DNA apresentar maior quantidade de C e G em relagio a A e T?”
Certamente, a molécula apresentando maior percentual de C e G é mais

estavel. Mas este assunto sera discutido mais adiante.
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REPLICACAO

Processo de duplicagio
do DNA.
TRANSCRICAO

Processo de sintese de
RNA a partir de um
molde do DNA.

CEDERJ

Para vocé fixar melhor o que esta aprendendo sobre estrutura do
DNA, busque a Figura 4.6, na qual vocé encontrard uma representaciao
mais detalhada da estrutura de dupla hélice. Nela, os dois filamentos
em sentidos opostos estdo claramente representados. Note que as bases
ocupam a parte central ou interna da dupla hélice, enquanto as cadeias
de actcar-fosfato, também chamadas “suportes de agucar-fosfato”,
localizam-se na parte externa. Outra caracteristica importante é que
o plano formado pelo pareamento das bases é aproximadamente
perpendicular ao eixo da hélice.

No modelo original de Watson e Crick, uma volta completa de
da hélice media 34 A, correspondendo a 10 pares de bases. Estudos
posteriores revelaram que a extensdo de uma volta completa é de fato
36 A, englobando 10,5 pares de bases. Conseqiientemente, a distincia
entre dois pares de bases é cerca de 3,4 A. O didmetro interno ao longo
de toda a estrutura é de 20 A.

Observe que, dentro dos limites do contorno cilindrico da dupla
hélice, encontram-se dois sulcos: o sulco maior, de aproximadamente 23
A, e o sulco menor, de aproximadamente 13 A. Estes sulcos sio gran-
des o bastante para acomodar cadeias polipeptidicas, fundamentais nos
processos celulares que contam com a participacdo do DNA, tais como
REPLICAGAO € TRANSCRIGCAO.

Repare também que ao longo dos filamentos existem sinais
negativos que representam os diversos grupamentos fosfatos carregados
negativamente (Veja detalhes na Figura 4.3). Lembrando a Aula 3, em
pH fisiologico, os acidos nucléicos se comportam como polianions, o que

permite seu fracionamento através da técnica de eletroforese em gel.



diametro: ~20A

36 A
Extensao de uma
volta completa

Sulco menor
da dupla hélice
(~13 A)

Sulco maior
da dupla hélice
(~23 A)

As duas fitas
tém polaridades
opostas
(antiparalelas)

Eixo

Figura 4.6: A dupla hélice de DNA em detalhes. Diversas caracteristicas da molécula
estdo destacadas, tais como os sulcos maior e menor, a extensdo correspondente a
uma volta completa da hélice, o diametro da molécula, os sentidos dos filamentos,
o eixo e os pares de bases na parte central da molécula e os sinais negativos repre-
sentando os fosfatos carregados negativamente.

FORCAS QUE ESTABILIZAM A DUPLA HELICE DO DNA

O contato intimo entre os pares de bases, que estao posicionados
em um plano quase perpendicular ao eixo da dupla hélice, é favorecido
por interagdes fracas, que sao de suma importancia para a estabilizagio
da estrutura tridimensional do DNA. Vamos discutir um poucos as
caracteristicas das bases!!

A ressonancia entre os dtomos nos anéis da purina e da
pirimidina confere cardter parcial de dupla ligagio a maioria das
ligacdes. Como conseqiiéncia, as pirimidinas sio moléculas planares

e as purinas sio aproximadamente planares. A disposi¢do planar
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INTERACAO
HIDROFOBICA

Forca que mantém as
regides apolares das
moléculas unidas.

INTERACAO DE VAN
DER WAALS

Forca de atracdo entre
atomos que estdo bem
posicionados, isto &,
nem muito proximo,
nem muito distantes
dentro da estrutura de
uma molécula.

INTERACAO DIPOLO-
DIPOLO

Ocorre quando dois
atomos nao carregados
estao proximos um do
outro. Pode ocorrer
uma varia¢ao nas
posigdes dos elétrons
ao redor do nicleo de
um dos dtomos criando
um dipélo elétrico
transitorio, que, por
sua vez, induz um
dipdlo elétrico oposto,
também transitorio, no
atomo adjacente. Os
dois dipolos se atraem
muito fracamente,
aproximando os
ntcleos dos dtomos.

RepuLsAo
ELETROSTATICA

E uma interagio idnica
caracterizada pela
repulsdo entre duas
cargas de mesmo sinal.

PoLIAMINAS

Compostos com
intmeros grupamentos
amino (NH,). No

meio intracelular,
comportam-se Como
moléculas altamente
catidnicas, estando em
contato direto com 0 DNA.
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dos dtomos dos anéis das bases nitrogenadas é importante, pois
permite, como serd visto mais adiante, o “empilhamento das bases”.
Além disso, as bases sdo hidrofébicas e praticamente insoltveis em dgua
no pH intracelular. Em valores de pH dcidos ou bdsicos, as bases se
tornam carregadas e sua solubilidade em dgua aumenta. As INTERAGOES
HIDROFOBICAS existentes entre duas ou mais bases em que os planos de
seus anéis ficam paralelos, como se fosse um empilhamento de moedas,
constituem uma das interagdes importantes entre as bases dos dcidos
nucléicos. O empilhamento das bases também envolve uma combinagio
de interacdes dos tipos VAN DER WAALS e DIP6LO-DIPOLO. E importante vocé
saber que o empilhamento de bases contribui para minimizar o contato
das bases com agua e que as forcas de empilhamento estabilizam a
dupla hélice quase tanto quanto as pontes de hidrogénio. No entanto,
em condi¢des em que as for¢as de empilhamento ndo sio capazes de
compensar a for¢a de RepuLsAo ELETROSTATICA dos fosfatos, as pontes de
hidrogénio garantem a complementaridade das fitas.

Vocé ja viu que os pares de bases se posicionam no interior da
dupla hélice ficando, portanto, protegidos da dgua. Em contrapartida,
o suporte acucar-fosfato, carregado eletricamente e hidrofilico,
localiza-se no exterior, em contato direto com a dgua. A estabilidade da
estrutura helicoidal é, de alguma forma, diminuida pela repulsio entre
os grupos fosfatos dos filamentos. Por isso, eles devem ser mantidos
afastados 0 mdximo possivel um do outro para reduzir a repulsio
eletrostatica. A repulsio também é neutralizada pela presenca de ions
positivos, tais como cations divalentes (Mg?*, por exemplo), POLIAMINAS
e polipeptideos com cadeias laterais carregadas positivamente. De fato,
o DNA eucaridtico encontra-se em associagao com histonas, proteinas

carregadas positivamente, no nicleo da célula.

OUTRAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DO DNA

O modelo de estrutura do DNA proposto por Wastson e Crick
e que foi discutido até agora corresponde a “forma B do DNA”,
ou simplesmente “DNA B”. A forma B ¢é a estrutura mais estavel para
uma seqiiéncia aleatéria da molécula de DNA em condicdes fisiologicas
e, portanto, € a estrutura de referéncia para os estudos das propriedades
do DNA. Nas aulas de estrutura de cromossomos, vocé verd que uma

molécula de DNA, que possui um comprimento muito maior que o



didmetro, pode se dobrar sobre si mesma através de tor¢des adicionais
e enrolamento, ou até mesmo superenrolamento.

Além da forma B do DNA, outras conformagdes podem ser
observadas em condic¢des diferentes das empregadas nos estudos de
Watson e Crick, como, por exemplo, utilizando-se fons positivos
distintos em associagao com o DNA. As variacoes estruturais no DNA
sdo resultados de: diferentes conformagdes assumidas pela desoxirribose,
rotagio ao redor das liga¢des contiguas que formam o suporte agticar-
fosfato, e rota¢do ao redor da liga¢do C ,-N-glicosidica.

Duas estruturas variantes ja foram caracterizadas: as formas A e Z
do DNA, ou “DNA A” e “DNA Z”. As trés formas do DNA, A, B
e Z, estdo representadas na Figura 4.7, juntamente com um resumo de
suas propriedades. Algumas diferencas marcantes se referem ao niimero
de pares de bases por volta da hélice, ao posicionamento dos pares de
bases em relagdo ao eixo da hélice e A DIRECAO DO ENROLAMENTO DA HELICE,

ou seja, para a esquerda ou para a direita.

(b) DNA A DNAB DNA Z
Sentido da hélice Para a Para a Paraa
direita direita esquerda
Didmetro ~26A ~20A ~184
Pares de bases por volta 11 10,5 12
de hélice
Distancia entre os pares ~2,6A ~3,4A ~3,7A
de bases
Inclinac¢do das bases 20° 6° 7°
em relagdo ao eixo da
hélice

Figura 4.7: Comparacdo entre as formas A, B e Z do DNA. (a) Cada uma das estru-
turas tem 36 pares de bases. (b) A tabela contém um resumo das propriedades das
trés formas de DNA.

DIRECAO DO
ENROLAMENTO DA
HELICE

As direcdes, para

a direita e para

a esquerda, do
enrolamento

das hélices estao
relacionadas entre si de
forma similar ao que
ocorre entre as maos
esquerda e direita.
Vamos checar!!!

Coloque uma mao

ao lado da outra

com os polegares

para cima e gire os
quatro dedos de cada
mao. Com relacdao

a mao direita, vocé
verd que seus dedos

se direcionardo para

a direita, de forma
similar ao enrolamento
para a direita das
hélices. Ja com relacao
a mdo esquerda,

vocé perceberd que
seus dedos se voltam
para a esquerda, de
modo anélogo ao
enrolamento para a
esquerda das hélices.
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Na3o se sabe ao certo sobre a ocorréncia do DNA A nas células,
mas existem fortes evidéncias a respeito da presenca de alguns trechos
curtos de DNA Z em eucariotos e procariotos. Apesar de ainda nio ter
sido confirmado, existe a possibilidade dessas regides desempenharem
algum papel na regulagio da expressio de alguns genes (tema do Mddulo 3)

ou na recombinacio genética (tema do Modulo 2).

VARIACOES ESTRUTURAIS DO DNA

Indmeras variagdes estruturais diretamente dependentes de certas
seqiiéncias de DNA tém sido observadas nos cromossomos. Muitas delas
afetam a func¢do e o metabolismo dos segmentos adjacentes. Elas nio
serdo discutidas nesta aula, mas serdo apresentadas ao longo do curso.
Portanto, fique atento!

Até agora vocé estudou as caracteristicas da estrutura de DNA
formada por dois filamentos. Entretanto, é importante que vocé saiba
da existéncia de estruturas raras do DNA envolvendo 3 ou 4 fitas de
DNA, “DNA triplex” e “DNA tetraplex”, respectivamente. Busque
a Figura 4.8, na qual vocé encontrard o padrao de pareamento das
estruturas triplex e tetraplex de DNA. Mais interessante ainda € que essas
variagOes estruturais muitas vezes surgem em locais onde importantes
eventos no metabolismo do DNA, tais como replicagio, recombina¢do
e transcri¢do, iniciam-se ou sao regulados.

A “tripla hélice do DNA” se forma pelo pareamento de certas
bases com um par Watson-Crick (pares de bases A=T ou C=G).
Por exemplo, uma citosina protonada (com carga positiva) pode parear
com a guanina do par C=G, e a timina pode parear com a adenina de um
par A=T. Estudos mais recentes mostram uma possivel aplicacdo para
o desenvolvimento de drogas com base em oligonucleotideos sintéticos,
com aproximadamente 15 nucleotideos em sua extensdo, desenhados
para uma ligacdo especifica com certa regiao do DNA dupla hélice.
A terceira fita se acomoda no sulco maior formando pontes de
hidrogénio especificas, como vocé pode ver na Figura 4.8, impedindo,
assim, o acesso de proteinas que, por exemplo, ativariam ou reprimiriam

a expressdo de um gene.
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Figura 4.8: Estruturas de DNA contendo trés ou quatro filamentos. (a) Modelo de um DNA tripla hélice. (b) Dia-
grama esquematico de um complexo de tripla hélice, com destaque para as pontes de hidrogénio envolvidas na
formacao da tripla hélice. *T indica o sitio de ligagdo da terceira hélice. (c) Padrdo de pareamento de bases na
estrutura tetraplex de guanina. (d) Possiveis variantes na orientacdo das fitas em um tetraplex G.
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DESNATURACAO E RENATURACAO DO DNA

Uma solu¢do de DNA em sua estrutura nativa apresenta-se viscosa
em pH 7,0 a 25°C. Quando esta solucdo é submetida a extremos de pH
ou a temperaturas acima de 80°C, sua viscosidade diminui drasticamente,
indicando a mudanga fisica do DNA. Vocé jd ouviu falar em desnaturagio
de proteinas, ndo? Pois entdo, o calor e os extremos de pH também
causam a “desnaturacdo do DNA dupla hélice”.

Observe, na Figura 4.9, uma representagiao esquematica do processo
de desnaturacdo e renaturagio do DNA. Na desnaturacdo, a estrutura
nativa de uma molécula de DNA dupla hélice pode ser rompida, por calor
ou extremos de pH, resultando inicialmente em um DNA parcialmente
desnaturado até a separacio total das duas fitas. As fitas simples, separadas,
assumem, entdo, uma conformagio aleatéria. Este processo, como ja
mencionado, altera as propriedades fisicas do DNA, tal como a viscosidade
da solu¢io de DNA, que diminui drasticamente. Uma outra mudanga
observada durante o processo de desnaturagio é o aumento consideravel
da quantidade de luz absorvida a 260nm da solu¢do (Figura 4.10.a).
Veja uma explicacdo adicional no quadro a seguir.

BANANZNANZ NN\

DNA dupla hélice

DESNATURAGCAO RENATURACAO
(ANELAMENTO)

DNA parcialmente desnaturado

- . associacao de fitas
separacdo das fitas
por pareamento de bases

A

fitas de DNA separadas e enroladas de maneira aleatéria

Figura 4.9: Desnaturacdo e renaturacdo (anelamento) do DNA.



Quanto maior for a organizagdo estrutural das bases nitrogenadas e seus derivados, menos luz
sera absorvida. Isto ocorre por causa da proximidade entre as bases empilhadas no acido nucléico.
Portanto, os nucleotideos livres absorvem mais luz que os polimeros de DNA ou RNA fita simples, que,
por sua vez, absorvem mais luz que uma molécula de DNA dupla hélice. Por exemplo, trés solu¢des
de mesma concentragao (50 ug/mL) de DNA fita dupla, DNA fita simples e bases livres, apresentam

os seguintes valores de absorvancia a 260 nm (A

(a)

(b)

(c)

Absorvancia (A260)

Desnaturagdo (%)

G + C (% do total dos nucleotideos)

(b)

(<)

Absorvancia (A,)

260):

Tipo de Solugdo Ao
DNA dupla fita 1,00
DNA fita simples 1,37
Bases livres 1,60

Faixa de

transigdo ou
de fusdo
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completamente

1
Desenrolamento 1
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1
1
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T.
(temperatura de
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I

I
1
I
1
1 | 1
! 1
T

T T
70 80 90 100

Temperatura (°C)
Temperatura (°C)

100

Desnaturacdo (%)
o
(=]

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

100

& & o
=3 = (=3

G +C (% do total dos nucleotideos)
b
o

Figura 4.10: Desnatura-
¢dao do DNA por calor.
(a) Determinagao experi-
mental da desnaturacao
do DNA, através de
medida de absorvancia
a 260 nm versus tem-
peratura. (b) Curva de
desnaturacdao ou de
fusdo de dois tipos de
DNA. A temperatura no
ponto médio da transicao
(T.) € o ponto de fusdo e
depende do pH, da forca
idnica, do tamanho e da
composicao de bases do
DNA. (c) Relagao entre
T, e o conteudo de GC
de um DNA.
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Diferentemente das proteinas, que raramente se renaturam, o
DNA pode ser renaturado. Ao se retirar o agente causador do processo
de desnaturagio, as fitas simples de DNA tendem a parear suas bases
reconstituindo a estrutura de dupla hélice. Esse processo é chamado
“renaturagao” ou “anelamento” das fitas e estd representado também
na Figura 4.9. Quando um segmento de 12 ou mais residuos de
nucleotideos ainda mantém os dois filamentos unidos, a renaturacio
ocorre rapidamente em uma tnica etapa. Entretanto, se as fitas estiverem
completamente separadas, a renaturacdo ocorre em duas etapas. A
primeira etapa é lenta, pois depende do “encontro” ao acaso das fitas
para formar um segmento curto de dupla hélice complementar.

Na segunda etapa, muito mais rdpida que a primeira, as bases
desemparelhadas formam, sucessivamente, os pares de bases, se
assemelhando a um “zipper”.

O processo de desnatura¢ao do DNA é dito cooperativo, uma vez
que a destrui¢do de uma parte da estrutura desestabiliza a restante. Esta
caracteristica pode ser melhor visualizada com as curvas apresentadas nas
Figura 4.10.a e 4.10.b. A temperatura em que se atinge o ponto médio
da desnaturagio total de um DNA é chamada “temperatura de fusio”
ou “temperatura de transicdo”, sendo representada por T _ (do inglés
melting temperature). A estabilidade do DNA dupla hélice e, portanto,
os valores de T dependem de diversos fatores, tais como natureza do
solvente, tipo e concentracdes de ions na solugio e pH.

E importante que vocé saiba que os valores de T diferem entre
diferentes tipos de DNA (Figura 4.10.b). Se vocé reparar na Figura 4.10.c,
ovalorde T aumenta linearmente com o percentual molar do par de bases
C=G, indicando a maior estabilidade desse pareamento, formado por trés
pontes de hidrogénio, em relacio ao par de base A=T, formado por apenas
duas pontes de hidrogénio. Vocé ja estudou isso, lembra?

Como ja foi dito anteriormente, a diminui¢do da temperatura
promove a renatura¢do das fitas de DNA resultantes do processo de
desnaturagdo. As condicdes em que isso ocorre sio conhecidas como
condi¢oes de anelamento. Essa peculiaridade representa uma vantagem em
diversas metodologias empregadas na tecnologia de DNA recombinante,
tais como seqiienciamento do DNA, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction), hibridizacao de dois DNAs
diferentes, ou de DNA e RNA, dentre outras. Essas técnicas e suas aplicagdes

em diferentes dreas serdo discutidas em uma disciplina eletiva.



RESUMO

Nesta aula, vocé aprendeu um pouco mais sobre o DNA. Esta molécula, que
parece simples por apresentar poucos componentes, apresenta uma estrutura
tridimensional complexa. O modelo proposto por Watson e Crick consiste em
duas cadeias polinucleotidicas, também chamadas fitas ou filamentos, dispostas
sob a forma de hélice ao redor de um eixo comum. Na dupla hélice, os filamentos
sao anti-paralelos e complementares. E importante lembrar que este modelo foi
proposto com base em experimentos com o DNA, principalmente os realizados
por Chargaff, em relacdo a composicdo de bases nitrogenadas, e por Franklin e
Wilkins, sobre aspectos estruturais da molécula utilizando difracdo de raios-X.
Interacdes do tipo pontes de hidrogénio sdo responsaveis pela formacao dos
pares de bases A=T e C=G. Entretanto, outras interacoes fracas sdo importantes
para a estabilidade da molécula. As bases nitrogenadas se posicionam na parte
central da dupla hélice, enquanto o suporte de agucar-fosfato se localiza na
parte externa. A complementaridade das bases é importante para diversos
processos biolégicos envolvendo o DNA, tais como a replicacéo e a transcricdo.
O modelo de DNA dupla hélice corresponde ao DNA B. Em condi¢des diversas,
o DNA pode adquirir outras conformac¢des espaciais que correspondem
ao DNA A e ao DNA Z. Algumas variacdes estruturais dependentes de
seqUéncias especificas do DNA ja foram observadas em cromossomos,
destacando-se estruturas raras, tais como o DNA triplex e o DNA tetraplex.
O aumento de temperatura e os valores extremos de pH promovem a desnaturacdo
do DNA dupla hélice, com separacao parcial ou total das fitas. Ao se retirar o agente
causador desse processo, o DNA readquire sua estrutura tridimensional. As condi¢oes
de renaturacao, também conhecidas como condi¢des de anelamento, representam

vantagens em diversas metodologias empregadas na Engenharia Genética.
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EXERCICIOS

1. Discuta os aspectos funcionais do DNA, ressaltando as caracteristicas que essa

molécula deve apresentar para desempenhar seu papel biolégico.

2. Discuta as caracteristicas do modelo estrutural do DNA proposto por Watson
e Crick.

3. Uma das fitas do DNA dupla hélice apresenta a seguinte sequéncia:
5" GCGCAATATTTCTCAAAATATTGCGC 3’

Escreva a sequéncia de bases da fita complementar, especificando as

extremidades.

4. Represente os pares de bases presentes no DNA dupla hélice, destacando as

interagdes existentes entre eles.

5. Desenhe as formulas estruturais de: desoxirribose, guanina e fosfato. Classifique-as
quanto a solubilidade em dgua (do mais ao menos soltuvel). Como a diferenca de
solubilidade entre esses compostos interfere na estrutura tridimensional do DNA

fita dupla?

6. O DNA de uma nova espécie de bactéria foi isolado e a composicdo de pares de
bases foi determinada. Sabendo que o conteudo do par de bases C=G encontrado
foi 42%, quais sdo os percentuais de cada uma das bases, A, C, G e T, nesta molécula
de DNA?

7. Amostras de DNA foram isoladas de duas espécies, X e Y, ndo identificadas.
O DNA da espécie X contém 35% de adenina, enquanto o DNA da espécie Y

contém apenas 17% de adenina. Pergunta-se:

a) Determine as proporcoes relativas que vocé espera encontrar de adenina,

citosina, guanina e timina nas duas amostras de DNA.

b) Que hipoteses vocé utilizou para determinar os percentuais de bases nas

amostras de DNA?

¢) Sabendo que uma das espécies foi isolada de uma corrente de agua quente

(64°C), sugira qual dos DNAs foi extraido dessa bactéria. Explique.

8. O que significa o aumento de absorcdo de luz UV (260nm) de uma solucao de

DNA quando ela é aquecida?
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AUTO-AVALIACAO

O principal objetivo das questdes desta aula é a fixacdo do conteudo visto. Apods
resolvé-las e conferir as respostas, caso ainda tenha duvidas em relacdo aos

conceitos estudados, reveja a aula ou peca ajuda aos tutores no pélo.

INFORMACOES SOBRE A PROXIMA AULA

Na Aula 5 vocé estudara as caracteristicas quimicas e estruturais do RNA. As funcoes

que esses compostos desempenham na célula também serdo discutidas.

CEDERJ

VAl

AULAi MODULO 1






RNA - aspectos funcionais
e estruturais

Ao final desta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Descrever os aspectos funcionais e estruturais
do RNA.

Pré-requisito

Para acompanhar mais facilmente esta aula, é
importante que vocé reveja alguns conceitos
de Quimica e Bioquimica e, principalmente,
aAula 3 de nossa disciplina.
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APRESENTACAO

Na Aula 4, vocé teve a oportunidade de estudar os aspectos funcionais
e estruturais do DNA. Além disso, vocé viu que, com base na estrutura de
DNA dupla hélice, em particular de uma das peculiaridades dessa estrutura
— complementaridade de bases —, foram propostos diversos mecanismos
associados a processos bioldgicos envolvendo a participacao do DNA. N&s,
os biologistas moleculares, acreditamos que a Biologia Molecular de fato se
iniciou com a proposicdo do modelo de estrutura do DNA. Nesta aula, para
concluir o tema “4cidos nucléicos”, vocé vera que o RNA é bastante distinto
do DNA no que diz respeito aos aspectos funcionais e estruturais. Entretanto,
assim como para o DNA, a estrutura do RNA estd intrinsecamente associada

a funcao exercida por esta molécula.

ASPECTOS FUNCIONAIS DO RNA

O experimento de Fraenkel-Conrat e Singer, em 1957, citado na
Aula 2, foi importante no sentido de identificar o RNA como material
genético de um virus que infecta plantas, o TMV. Vocé se lembra?
O papel do RNA como material genético se restringe a grupos especificos
de virus. Além da funcdo de armazenamento de informagao genética,
fun¢oes variadas podem ser exercidas por diferentes moléculas de RNA,
sendo que a principal delas estd associada a sua participagiao no “fluxo
da informacdo genética”. O que serd isso?

Toda a informacdo armazenada na molécula de DNA, que
sabemos nao ser pouca, em algum momento tem de ser utilizada, seja
para determinar o crescimento de uma célula, seja para determinar
fendtipos mais evidentes, como aqueles que diferenciam uma célula
da outra ou mesmo um organismo complexo do outro. Os fendtipos
distintos s6 se manifestam por causa da produgdo de proteinas especificas.
Essas proteinas, por sua vez, sao produzidas de acordo com a informagio
armazenada nos genes. Portanto, existe uma relagdo direta entre o que
esta contido em um gene e o tipo de proteina sintetizada. Ao processo
global, desde a utilizacdo da informag¢io contida no gene (DNA) até
a sintese de uma molécula funcional, chamamos fluxo da informagio
genética. Podemos dizer, ainda, que os genes sio perpetuados como
sequiéncias de acidos nucléicos, DNA ou RNA, mas funcionam ap0s

serem expressos sob a forma de proteinas.



Considerando o DNA de eucarioto, que estd localizado no nucleo,
e sabendo que a sintese de proteinas ocorre nos ribossomos presentes
no citoplasma, é bastante provavel que exista uma molécula, diferente
do DNA, capaz de carrear a mensagem genética do nucleo para o
citoplasma, vocé nao acha? Ainda no inicio da década de 1950, 0o RNA
se mostrou um forte candidato para desempenhar esta fungio, uma vez
que ja se sabia que as moléculas de RNA podem ser encontradas tanto
no nicleo como no citoplasma, e que o aumento da sintese protéica é
acompanhado pelo aumento da quantidade de RNA citoplasmatico e do
aumento de sua taxa de renovagdo também. Hoje em dia, sabe-se que
0 RNA desempenha nio sé essa fungdo como tantas outras envolvidas
na expressdo da informagio genética da célula.

O conhecimento acumulado ao longo dos tltimos 50 a 60 anos de
pesquisa nos permite dizer que a expressdo de um gene sob a forma
de proteinas envolve duas etapas distintas: a transcri¢do, que se refere
ao conjunto de reacdes envolvidas na sintese de RNA de acordo com a
sequiéncia de bases do DNA, e a traducdo, que consiste em um conjunto
de reacoes envolvidas na sintese de proteina, sendo que a ordem dos
aminodcidos na proteina formada é determinada pela ordem de bases
nitrogenadas presentes no RNA sintetizado.

Na Figura 5.1, estdo repre-

sentados os trés principais processos Replicacao*
envolvidos na perpetuagao do Replicagdo
material genético e no fluxo da Transcricao

DNA — RNA

informacio genética. A replicagio, NN
assunto do Modulo 2, é responsavel @
reversa

pela heranga do material genético,

DNA ou RNA. A transcri¢do

(tema do Mddulo 3) e a tradugiao

(tema do Modulo 4) sdo responsaveis pela conversao da informagio
contida no DNA em proteinas. Também estd representada na Figura
5.1 a transcri¢do reversa, processo caracteristico de alguns virus de
RNA, como, por exemplo, o HIV (do inglés Human Immunodeficiency
Virus), agente causador da AIDS (do inglés Acquired lmmunodeficiency
Syndrome). Ap6s a infec¢do da célula hospedeira, o material genético
desse virus, o RNA, é convertido a DNA, que, entio, se integra ao genoma
do hospedeiro para ter seus genes expressos e garantir a producdo das

moléculas necessarias a formacao de novas particulas virais.

ST e

Tradugéo
— Proteina

Figura 5.1: Perpetuacdo
do material genético,
DNA ou RNA, por repli-
cacao, e fluxo da infor-
macao genética, que
engloba transcricao e
traducao.

* Etapas que ocorrem
apenas em certos virus de
RNA, conforme explicado
no texto.
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Quando a informagio contida em um gene (DNA) € utilizada
para a sintese de uma molécula funcional, dizemos que o gene foi
expresso, ou estamos tratando da expressdo génica. Podemos dizer
que o RNA atua como um intermedidrio nesse processo, por usar
a informag¢do codificada no DNA para especificar a sequéncia de
aminodcidos na proteina funcional, ou ainda que o RNA serve de
molde para a sintese de proteinas. O RNA que desempenha esta funcao
¢ o RNA mensageiro (mRNA, do inglés messenger RNA). Outros dois
tipos principais de RNA participam desse processo: 0 RNA de transferéncia
(tRNA, do inglés transfer RNA) e o RNA ribossomal (rRNA, do inglés
ribosomal RNA).Vamos ver qual a importancia de cada um deles!

A sintese de uma cadeia polipeptidica ocorre nos ribossomos,
que consiste em uma associacao de rRNA e proteinas. Os aminoacidos
que fazem parte da cadeia polipeptidica nascente sdo trazidos para o
ribossomo, ligados covalentemente ao tRNA. A ordem dos aminoacidos no
polipeptideo é determinada pela seqiiéncia especifica de bases do mRNA.
A sintese de proteina requer, de fato, uma relacio interdependente entre
o mRNA, o molde da informacdo, o tRNA, a molécula transportadora
de aminodacido, e o rRNA, que faz parte da maquinaria sintética. Assim,
para que a sintese protéica ocorra no momento certo durante o ciclo de
vida de uma célula, as sinteses de mRNA, tRNA e rRNA devem estar
em perfeita coordena¢do com a resposta celular aos ambientes intra e
extracelulares.

Na mitocdndria, onde também ocorre sintese de proteina, encontram-se
os correspondentes aos trés tipos principais de RNA ja mencionados. Para
diferencia-los, os RNAs mitocondriais sio chamados mt mRNA (RNA
mensageiro mitocondrial), mt tRNA (RNA de transferéncia mitocondrial)
e mt rRNA (RNA ribossomal mitocondrial).

Até o momento, foi enfatizada a utilizacao da informagio
genética para a sintese de proteinas, que, alids, serd o tema das aulas
dos Médulos 3 e 4. Contudo, vocé deve saber que o produto final de
alguns poucos genes é o proprio RNA. A andlise da sequiéncia de bases
do genoma da levedura Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, revelou
a existéncia de aproximadamente 750 genes (cerca de 10% do ntimero
total de genes da levedura) que produzem RNA como produto final.
Esses RNAs, como as proteinas, servem como componentes enzimaticos

e estruturais para uma variedade de processos na célula.



Ja foram apresentados a vocé o rRNA e o tRNA. Dentre outros
tipos de RNA encontrados na célula, destacam-se: o RNA heterogéneo
nuclear (hnRNA, do inglés heterogeneous nuclear RNA), o RNA nuclear
pequeno (snRNA, do inglés small nuclear RNA), o RNA nucleolar pequeno
(snoRNA, do inglés small nucleolar RNA) e o RNA citoplasmatico
pequeno (scRNA, do inglés small cytoplasmic RNA).

Para facilitar o aprendizado, no Quadro 5.1, vocé encontra os
principais tipos de RNAs produzidos nas células e as fungdes atribuidas
a cada um deles. Ao observar o quadro, reflita sobre a infinidade de

fungdes que os RNAs podem desempenhar.

Quadro 5.1: Principais tipos de RNAs e suas fun¢des na célula

Transferéncia de informagdo genética
mRNAs (RNAs mensageiros) do nucleo ao citoplasma ou do gene para

o ribossomo.

Transferéncia dos aminoacidos para
tRNAs (RNAs de transferéncia) o complexo mRNA-ribossomo de acordo

com a sequiéncia de bases do mRNA.

. . Parte integrante da estrutura bdsica dos
rRNAs (RNAs ribossomais) )
ribossomos.

hnRNAs (RNAs heterogéneos nucleares) Precursores de mRNA e outros RNAs.

Participa¢do em uma variedade de processos
snRNAs (RNAs nucleares pequenos) nucleares, incluindo splicing de pré-mRNAs
(Tema do Modulo 3).

Processamento e modificacdes quimicas

snoRNAs (RNAs nucleolares pequenos)
do rRNAS.

scRNAs (RNAs citoplasmaticos pequenos) Selegdo de proteinas para excrecao.
Participacao em diversos processos celulares,
incluindo sintese de telobmero, inativacdao
do cromossomo X, transporte de proteinas

Outros RNAs o ) .
para o interior do reticulo endoplasmatico e
sinalizacdo de moléculas de RNA para que

sejam degradadas.
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E importante que vocé saiba também que o RNA é a tnica
macromolécula conhecida capaz de atuar no armazenamento e na
transmissdo de informacio genética, além de exercer atividade catalitica.
Vocé ja estudou enzimas na Bioquimica, ndo é? Por muito tempo pensou-
se que apenas as proteinas eram capazes de exercer atividade catalitica.
A descoberta dos RNAs cataliticos, ou “ribozimas”, causou uma revolu¢io
na ciéncia, e diversos estudos relacionando as funcoes desempenhadas pelos
RNAs e a origem da vida tém sido realizados desde entao.

As ribozimas apresentam varia¢des considerdveis de tamanho,
podem ser constituidas por um ou mais filamentos e, de maneira andloga
as enzimas, sua estrutura tridimensional é importante para sua funcio.

Falaremos um pouco mais sobre as ribozimas nas aulas do Mddulo 3.

RNAs que atuam como enzimas

Thomas Cech e colaboradores, em 1982, revelaram que alguns RNAs exibem atividade
catalitica, comportando-se como as tradicionais enzimas de origem protéica. Esses RNAs
receberam o nome de "ribozimas" e esse trabalho rendeu um prémio Nobel. As ribozi-
mas atuam no processamento de mRNAs e sdo capazes de cortar e remover seqiéncias
especificas de sua prépria molécula ou de outros RNAs.

CARACTERISTICAS QUIMICAS DO RNA

Vocé viu na Aula 3 que RNA e DNA sido quimicamente similares.
RNA também é um polimero linear nio ramificado de nucleotideos,
os ribonucleotideos, lembra? Para recordar as principais diferencas entre

RNA e DNA, observe o Quadro 5.2.

Quadro 5.2: Principais diferencas entre DNA e RNA

Nucleotideo Desoxirribonucleotideo Ribonucleotideo

Actcar Desoxirribose Ribose

Bases purinicas Adenina e guanina Adenina e guanina

Bases pirimidinicas Citosina e timina Citosina e uracila
Armazenamento de Transferéncia de

Principal funcao ' ~ . . _ »
informagio genética informacao genética
Embora o RNA seja um dos componentes mais estaveis da célula,
ndo é tdo estivel quanto o DNA. A presenca do grupo 2’-hidroxila
adjacente faz com que a ligacao fosfodiéster do RNA seja mais susceptivel

as hidrélises quimica e enzimdtica do que a ligacao fosfodiéster do DNA.
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Essa caracteristica faz com que alguns RNAs, como os mRNAs de
bactérias, sejam sintetizados, usados e degradados em minutos, embora
outros, como os rRNAs, sejam muito mais estiaveis metabolicamente.
Vocé também viu, na Aula 4, que o estudo de composi¢ido de
bases no DNA feito por Chargaff, no final da década de 1940, em muito
contribuiu para o modelo de DNA dupla hélice. A complementaridade de
bases neste modelo justifica a correspondéncia de purinas e pirimidinas
encontrada por Chargaff. Ja os RNAs de eucariotos, cujo tamanho varia
de aproximadamente 65 a mais de 200.000 nucleotideos, apresentam
seqiiéncias de bases complementares as seqiiéncias de porg¢des especificas
de somente uma fita de DNA. O resultado disso é que todos os RNAs
celulares analisados até 0 momento s3o lineares e apresentam uma unica
cadeia polinucleotidica, ou seja, uma unica fita. Assim, diferentemente da
composi¢ao de bases do DNA, as razdes entre A + U e C + G nos RNAs
ndo sdo iguais, e a regra de Chargaff nio se aplica. O mesmo ocorre com
moléculas de DNA formadas por um tnico filamento, como é o caso do
material genético de alguns bacteriéfagos. Em contrapartida, se estivermos
tratando de duas fitas de RNA, como o genoma de certos virus de RNA, a

complementaridade pode existir e a regra de Chargaff pode ser aplicada.

ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS PRINCIPAIS TIPOS DE RNA

Vocé agora deve estar imaginando quais os tipos de estruturas que
uma molécula de RNA pode assumir. Como essa molécula é constituida
por um unico filamento, parece 6bvio que ela ndo forme uma dupla
hélice extensa. De fato, a estrutura do RNA é o resultado do pareamento
INTRAMOLECULAR (OU INTRACADEIA) de bases em regides relativamente
pequenas da molécula.

Diferentemente do DNA dupla hélice, o RNA ndo apresenta
estrutura secundaria regular e simples que sirva como referéncia.
As estruturas tridimensionais de muitos RNAs, assim como das
proteinas, sio complexas e unicas. Para a estrutura do RNA, o
empilhamento de bases, que atua restringindo as possiveis conformacdoes
da molécula, é mais importante para a determinagdo de interagdes
INTER E INTRAMOLECULARES do que a ponte de hidrogénio. As interagdes de
empilhamento de bases desempenham, portanto, um importante papel

na estabiliza¢io da conformacio da molécula.

INTRAMOLECULAR
(ou INTRACADEIA)

O termo intramo-
lecular (ou intracadeia)
se aplica a processos
que ocorrem entre
diferentes regides de
uma mesma molécula
ou de uma mesma
cadeia, quando se trata
de um polimero.

INTERMOLECULAR (OU
INTERCADEIA)

O termo intermolecular
(ou intercadeia) se
aplica a processos que
ocorrem entre regioes de
duas ou mais moléculas
diferentes ou de duas ou
mais cadeias, quando se
trata de um polimero.
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Figura 5.2: Padrdo
de empilhamento
tipico de um RNA fita
simples.

As bases estao repre-
sentadas em branco
e o suporte agucar-
fosfato em cinza.

PAR DE BASES G.U

Ao longo do curso, a
representacao de pares
de bases que ndo sejam
os pares Watson-Crick
(formados entre as

bases A e T e entre

as bases C e G) sera

feita com o simbolo (e)
entre os simbolos das
bases envolvidas no
pareamento.

Esta notagao visa a
diferenciagao entre um
par de bases, como o par
GeU, e uma seqiiéncia de
bases adjacentes em uma
cadeia polinucleotidica,

como a sequiéncia GU.

n Um “hibrido” ou um “duplex parcial”
é a estrutura formada quando dois
DNAs ou dois RNAs diferentes, ou,

Aestruturahelicoidal tambémexistenoRNA (observe
a Figura 5.2) mesmo na auséncia de pareamento extensivo
de bases do tipo Watson-Crick, ou seja, A=T e C=G.

A estrutura helicoidal ocorre, principalmente, por causa

das forcas de empillhamento de bases, que sio mais fortes entre
duas purinas do que entre uma purina e uma pirimidina ou
entre duas pirimidinas.
As sequéncias complementares na molécula de
RNA podem produzir estruturas ainda mais complexas.
Uma regidao do RNA pode formar pares de bases com regides
complementares tanto de RNA como de DNA. Repare,
na Figura 5.3, um hibrido RNA-DNA formado entre
regides complementares de cada uma das moléculas. O
pareamento de bases segue o padrao descrito para o DNA:
G pareia com C e A pareia com U (ou com um eventual
T presente em alguns RNAs). O pareamento entre G e U,
que é raro em DNA, também é muito comum em RNA. Vale
ressaltar, aqui, que o PAR DE BASES G-U s6 ocorre em fitas de RNA ja
sintetizadas, uma vez que as RNA polimerases (enzimas responsaveis pela
sintese de RNA) ndo inserem U em local oposto ao molde G ou vice-versa.
Isto sera detalhadamente discutido no Médulo 3. Aguarde!!!
Uma outra caracteristica importante é que as duplas hélices
formadas entre RNAs ou entre RNA e DNA sdo sempre antiparalelas,

assim como no DNA. Note a orientacdo das fitas na Figura 5.3.

5 3’
—C s Q=
— U e A—
— U i A—
—A ... T=- Figura 5.3: Um hibrido
RNA-DNA. A formacdo do
= (C --- (3= hibrido 56 é possivel quando
as moléculas apresentam
=C:-- G— regides complementares
—-G--- C=- (ou homologas). As setas
indicam os pares de bases
= A -+ T = A=U.Repare que as fitas sdo
G C antiparalelas.

até mesmo, um RNA e um DNA 3 5’

apresentam homologia, ou seja,

Fita de RNA Fita de DNA

regides complementares.
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A estrutura de dupla fita nas regides que apresentam
complementaridade de bases é uma dupla hélice voltada para a direita,
como a da forma A do DNA. Lembra das outras estruturas do DNA?
As quebras na hélice regular da forma A do RNA sdo causadas por
bases mal emparelhadas ou desemparelhadas, e geram alcas internas
(internal loops, em inglés) e saliéncias (bulges, em inglés). As regides
helicoidais duplas no RNA sdo chamadas hastes e al¢as, ou pelo nome
em inglés hairpin. Essa ultima estrutura apresenta varia¢des em relacdo
ao comprimento da regido com pareamento de bases e o tamanho e o

numero de al¢as ndo pareadas. Vocé visualizara melhor essas estruturas

na Figura 5.4.
Fita dupla
(haste e alca)
L . ) A C
Fitas simples Saliéncia Alca interna X

(b)

Figura 5.4: Estruturas secundarias do RNA. (a) Saliéncia, alcas
internas, hastes e alcas. (b) Hélice enrolada para a direita, forma
A, associada a regides de pareamento.
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Muitos RNAs tém capacidade de formar estruturas helicoidais

geradas por pareamentos de bases em uma grande extensiao de sua

cadeia. Observe, por exemplo, a Figura 5.5, na qual esta representada a

possivel estrutura secundaria de um RNA, com destaque para o par G U.

Repare as estruturas secunddrias, haste e alca, saliéncias e al¢as internas,

distribuidas ao longo do filamento de RNA. Outros pareamentos também

podem ocorrer entre diferentes regides da molécula, resultando em uma

estrutura tridimensional caracteristica e, certamente, fundamental para

Rionuctease a fun¢io desempenhada.

i gue el 2 Vamos olhar, agora, as estruturas dos principais tipos de RNA
hidrolise do RNA.

tentando associd-las as suas fungoes!

C
& A—160 . ) .
GG Figura 5.5: Possivel estrutura secundaria do
g-—-é: componente de RNA da enzima RiBoNucLEASE P
Gc:g (RNase P) de Escherichia coli. A RNase P é uma
Gy—n ribonuclease que contém, além da parte pro-
A—U téica, uma parte integrante de RNA e participa
E:EA do processamento dos tRNAs. As caixas em cinza
140 é-—-g indicam o par nao tradicional G U, representado
) C-..(";" em destaque separadamente.
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RNAs de transferéncia (tRNAs)

Aproximadamente 15% do total de RNA celular correspondem
aos tRNAs. Para desempenhar seu papel na sintese de proteinas,
os tRNAs precisam desempenhar duas funcdes. Primeiramente, as
moléculas de tRNA ativam os aminodcidos, o que favorece energeticamente
a formacao das ligacdes peptidicas. Os aminodcidos ativados sdo, entdo,
transportados para os ribossomos, onde sdo transferidos para a cadeia
polipeptidica nascente. A segunda fun¢io dos tRNAs é reconhecer a
informacdo contida no mRNA, mais especificamente nos copons do
mRNA, assegurando que o aminodcido correto seja incorporado na
cadeia peptidica crescente. Maiores detalhes sobre a participagao dessas
moléculas na sintese protéica vocé s6 verd no Modulo 4. Nesta aula,
apenas algumas peculiaridades serdo abordadas para que vocé entenda
que duas caracteristicas estruturais dos tRNAs estio diretamente
associadas a estas fungoes.

Sabe-se que cada tRNA pode transferir apenas um aminodcido.
Entretanto, embora apenas 20 aminodcidos sejam utilizados na sintese
de proteinas, a variedade de tRNAs na célula é grande, existindo pelo
menos um tRNA especifico para cada um dos aminoacidos incorporados
numa cadeia polipeptidica.

Os tRNAs sdo polirribonucleotideos relativamente pequenos,
apresentando entre 73 e 93 ribonucleotideos, o que corresponde a uma
faixa de peso molecular de 24.000 a 31.000. As seqiiéncias de todas as
moléculas de tRNA de inimeros organismos, mais de 1.000 conhecidas
até o momento, apresentam uma estrutura secunddria comum que se
assemelha a uma folha de trevo.

Veja na Figura 5.6 a estrutura secunddria geral comum a
todos os tRNAs. Note as partes da molécula que estdo ligadas por
pontes de hidrogénio, chamadas hastes ou bragos, e as partes em que
essas intera¢des ndo ocorrem, chamadas alcas. No esquema, estdo
representados os nucleotideos que ndo variam com o tipo de tRNA.
A presenca de varios nucleotideos modificados também é comum nos
tRNAs, como, por exemplo, os residuos y — letra grega psi — (pseudo-
uridina), D (5,6-diidrouridina), m'G (1-metilguanosina) e I (inosina),

dentre outros.

Copon

Uma sequiéncia de trés
nucleotideos adjacentes
em um 4cido nucléico
que codifica um
aminodacido especifico.
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Uma peculiaridade
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interessante € que essas

modificacdes sao

introduzidas apés a sintese da molécula de tRNA. Observe a formula

estrutural desses nucleotideos na Figura 5.7.

3
A
C
C

-
c

CO0 0000
o0 000 00

Pu @
@ AGO O®@ 00O
G* .
~ o0 0 0 0 °
Brag¢o D e —©
resduos D em °o—o
53:?2:;5 e—0
o —0
®—90

Pi
u

Braco do
aminoacido

Braco TVC

...
® 00 0
[ 11 ] 1 L4
....GTIIJC

Braco extra
Variavel em tamanho
e nao esta presente
em todos o RNAs

pu Braco do

) ] anticédon
Posicao osulante@

("wobble™)
Anticodo

Figura 5.7: Bases modificadas que
podem estar presentes nos tRNAs.
Note que, na pseudo-uridina, a
ligacéo a ribose ocorre através do
carbono C; em lugar do carbono C,
mais usual.
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Figura 5.6: Estrutura
secundaria geral de
todos os tRNAs. Estru-
tura de folha de trevo.
Note os quatro bracos
sempre presentes e um
braco extra que néo
estd presente em todos
os tRNAs. Os circulos
fechados representam
os nucleotideos comuns
(derivados das bases A,
C, GeT)easlinhas entre
eles representam pontes
de hidrogénio, que carac-
terizam os pares de bases.
As caracteristicas e/ou
residuos invariantes estdo
representados em cinza.
Os simbolos utilizados na
figura sdo: Pu — qualquer
purina; Pi — qualquer piri-
midina; G* — guanosina
ou 2'-O-metilguanosina;
Y - pseudo-uridina.
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Dois bragos de um tRNA s3o importantes para que a molécula
possa desempenhar sua fun¢do: o “braco do aminoacido”, que se liga a
um aminodcido especifico, e o “braco do anticédon”, que contém uma
sequiéncia complementar (lembra da complementaridade de bases?)
ao cédon no mRNA, o que assegura a ordem dos aminodcidos na
proteina de acordo com a sequéncia de bases no mRNA. Os detalhes
desse reconhecimento serdo vistos no Médulo 4. Os outros dois ou trés
bracos sdo importantes apenas para a conformagao tridimensional das
moléculas de tRNAs.

Agora que vocé ja aprendeu sobre as peculiaridades das moléculas
de tRNA, incluindo a estrutura de folha de trevo (estrutura secundaria),
é importante que vocé conheca sua estrutura tridimensional. Usaremos,
como exemplo, o tRNA de levedura especifico para o aminodacido
fenilalanina, representado por tRNA< (Ié-se fenilalanil tRNA).

Este tRNA, o primeiro acido nucléico a ter sua seqiiéncia de bases
completamente determinada, contém 76 nucleotideos, sendo que 10 sdo
formados por bases modificadas. Na Figura 5.8, vocé pode ver uma
representacio da estrutura tridimensional do tRNA™<¢ proposta com
base na analise de difra¢io de raios X. Note que, nessa estrutura que se
assemelha a um L torcido, os dois bracos importantes para que o tRNA
desempenhe suas fungdes, os bracos do aminodcido e do anticdédon,
estdo arranjados de forma especifica no espaco. Essa estrutura, que
tem sido observada em todos os tRNAs estudados até o momento, é
fundamental para as etapas de ativagao de aminodcidos e de transferéncia

de aminodcido para a cadeia peptidica nascente no ribossomo.

Braco do
Braco T¥C aminoacido

Braco D
— e
Braco do S ’
anticédon
1 ] Anticodon '
(@ (b)

Figura 5.8: Estrutura tridimen-
sional do tRNAP de levedura
proposta a partir da analise de
difracdo de raios X. A forma
se assemelha a um L torcido.
(a) Diagrama esquematico.
(b) Modelo de preenchimento
espacial. As trés bases cor-
respondentes ao anticodon, a
extremidade 3’ no braco do
aminoacido e os bracos D e
TYC estdo em destaque.
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RNAs ribossomais (rRNAs)

A sintese de proteinas, como serd visto no Moddulo 4, ocorre
nos ribossomos, uma magquinaria supramolecular complexa. Em uma
célula da bactéria E. coli, encontram-se mais de 15.000 ribossomos, que
correspondem a aproximadamente % do peso seco da célula. Assim,
vocé tem uma idéia do tamanho dessas particulas e da quantidade de
ribossomos presentes em uma célula. A por¢ao de RNA nos ribossomos
corresponde a 60-65% do peso total do ribossomo, enquanto os 35
a 40% restantes correspondem a porc¢do protéica. Os ribossomos de
procariotos e eucariotos sio sempre constituidos de duas subunidades,
uma maior e outra menor. Cada subunidade é formada por uma, até
trés moléculas de rRNA e intimeras proteinas diferentes, como sera visto
mais adiante.

Diferentemente dos tRNAS, as moléculas de rRNAs geralmente
sao grandes e alguns poucos tipos estio presentes em uma célula.
Os rRNAs representam cerca de 80% do RNA celular total e sdo
metabolicamente estiveis. Esta estabilidade é resultado de sua associacao
com proteinas ribossomais.

Os estudos de dissocia¢io dos ribossomos foram de extrema
importancia para se entender sua estrutura, suas propriedades e seu
papel na sintese de proteinas. A técnica de ULTRACENTRIFUGAGAO ANALITICA,
cujo principio bédsico consiste na observacao do movimento de moléculas
em uma centrifuga, foi, e ainda é, muito empregada no monitoramento da
dissociagao e da reassociacdo dos ribossomos. O movimento de uma
particula, que nesse caso especifico pode ser ribossomo, RNA ou proteina,
na centrifugagio é caracterizado pelo COEFICIENTE DE SEDIMENTAGAO eXpresso

em UNIDADES SVEDBERG (S).

ULTRACENTRIFUGACAO ANALITICA, COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO E UNIDADES SVEDBERG (S)

Na técnica de ultracentrifugacdo analitica, o movimento de uma particula é caracterizado pelo
coeficiente de sedimentacdo expresso em unidades Svedberg (S). Esse nome foi dado em homenagem
a Thedor Svedberg, um cientista sueco que inventou a ultracentrifuga. A rapidez com que
uma particula se move em dire¢do ao fundo do tubo depende de sua forma e de seu tamanho.
Assim, o valor de S aumenta com o peso molecular da particula que estd sedimentando, mas esta
relacdo nao é diretamente proporcional, uma vez que sua forma também influencia a velocidade
de sedimentacao.
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A partir de agora, esta unidade, Svedberg — S, serd comumente
empregada para designar os ribossomos de procariotos ou eucariotos,
suas subunidades maior e menor e seus rRNAs constituintes. Observe a

Figura 5.9 e acompanhe a descri¢do a seguir.

Ribossomo bacteriano Ribossomo eucaridtico
70s M, 2,7 x 10° 805 M, 4,2 x 10°

M, 1,8 x 10°

rRNA 55

{120 nucleotideos)
rRNA 23S

(3.200 nucleotideos)
36 proteinas

30s 405
M, 0,9 x 10° M, 1,4 x 10°
rRNA 165 rRNA 185
(1.540 nucleotideos) (1.900 nucleotideos)
21 proteinas ~33 proteinas

Figura 5.9: Comparag¢do dos ribossomos
procarioéticos e eucariéticos. Estdo repre-
sentadas as subunidades maior e menor
com os dados relativos a cada uma delas.
M:r é a massa molecular relativa.

Na bactéria E. coli, a subunidade menor do ribossomo, também
chamada de subunidade 30S, é formada por uma molécula de rRNA
16S e 21 proteinas diferentes. Ja a subunidade maior, conhecida por

subunidade 508, é constituida de duas moléculas de rRNA, os rRNAs

5S e 23S, e 36 proteinas, sendo 33 proteinas diferentes.

M, 2,8 x 10°
rRNA 55

(120 nucleotideos)
rRNA 5,85

(160 nucleotideos)
rRNA 285

(4.700 nucleotideos)

~49 proteinas
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A particula inteira apresenta coeficiente de sedimentacao de 70S.
Repare que nio basta simplesmente somar os valores de coeficiente de
sedimentacdo das duas subunidades para se determinar o coeficiente
do ribossomo, o que comprova que o valor de S depende da forma da
particula.

Como serdo os ribossomos de eucariotos? Provavelmente mais
complexos. Vamos ver como eles sdo?

Os ribossomos de uma célula eucaridtica, nio considerando
aqueles presentes na mitocondria e em cloroplasto, sio maiores e mais
complexos que os ribossomos bacterianos, apresentando coeficiente de
sedimentacdo de 80S. Eles também tém duas subunidades que, apesar de
poderem variar de tamanho entre as espécies, apresentam valores médios
de coeficiente de sedimentag¢ao de 40S e 60S, para as subunidades menor
e maior, respectivamente. A subunidade 40S contém um rRNA 18S e a
subunidade 60S é formada pelos rRNAs 58, 5,8S e 28S. Em associagido
a esses rRNAS encontram-se mais de 80 proteinas diferentes.

Os ribossomos de todos os organismos e organelas sao similares
em relacdo aos aspectos estruturais e funcionais. Os rRNAs que
integram essas particulas contém intimeros nucleotideos modificados e
podem apresentar estruturas secunddarias bastante complexas, como as

apresentadas na Figura 5.10.
(b) 5'(1)

3
(120)

Figura 5.10: Modelos de estruturas secundarias
de rRNAs bacterianos. (a) rRNA 16S de E. coli. (b)
rRNA 5S de E. coli. O primeiro (extremidade 5') e o
ultimo (extremidade 3’) residuos de nucleotideos
dos rRNAs estdo numerados.

3'(1.542)



RNAs mensageiros (MRNAs)

Dos trés principais tipos de RNA, os mRNAs sio os menos
abundantes, representando, na maioria das células, entre 5 e 10% do
RNA celular total. Os mRNAs sao sintetizados utilizando a mensagem
contida na seqiiéncia de bases de por¢oes especificas do genoma de um
organismo. As seqiiéncias de bases do mRNA, por sua vez, determinario
a ordem dos aminodcidos nas proteinas sintetizadas nos ribossomos.
Os mRNAs eucaridticos sio monocistronicos, isto €, contém informagao
para apenas uma cadeia polipeptidica. Em contrapartida, os mRNAs
procaridticos sao geralmente policistronicos, ou seja, contém informacoes
para a sintese de mais de uma proteina.

E importante ressaltar que o fendtipo e o estado funcional de
uma célula estd diretamente relacionado ao seu conteido de mRNA.
Assim, células que se multiplicam muito rapidamente necessitam de
diferentes proteinas em um curto intervalo de tempo. Para atender a
esta exigéncia, é de se esperar que os mRNAs tenham um tempo de vida
pequeno, sendo rapidamente degradados apds participarem da sintese
de proteinas, para que os ribonucleotideos sejam reciclados e utilizados
na sintese de moléculas de outros mRNAs.

Os mRNAs apresentam muita variacao no tamanho. Isso é facil
de ser entendido! J4 que os mRNAs codificam proteinas (determinam a
sequiéncia de aminodcidos nas cadeias polipeptidicas) dos mais diversos
tamanhos, é de se esperar que eles devam apresentar também tamanhos
heterogéneos. Provavelmente, existem poucos dobramentos intracadeia
(ou intramolecular) nos mRNAs e pouco temos a discutir sobre os
aspectos estruturais desse tipo de RNA. Os detalhes sobre sua sintese
e processamento serdo discutidos no Maédulo 3.

Para finalizar, sob o aspecto estrutural, o DNA apresenta
dois filamentos arranjados espacialmente na forma de dupla hélice.
Sua fungio celular é armazenar e perpetuar a informacdo genética, o
que de alguma forma é assegurado por suas caracteristicas estruturais.
Contudo, o RNA contém um tnico filamento, ndo apresenta uma

estrutura padrdo e participa de inimeros processos celulares.
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Na Figura 5.11, vocé pode observar as diferengas estruturais bdsicas
entre os dois dcidos nucléicos. Mas é importante ressaltar que dependendo
da molécula de RNA, sua estrutura pode ser bastante complexa e

certamente estd relacionada a fungdo celular que lhe é atribuida.

Suporte
desoxirribose-fosfato

Pontes de

hidrogénio entre
bases pareadas

Suporte ribose-fosfato

Figura 5.11: DNA versus RNA. Uma diferenca basica entre esses acidos
nucléicos é a presenca de duas fitas no DNA e de um Unico filamento
no RNA. Como consequéncia, as moléculas de DNA, independente-
mente de sua seqUéncia de bases, assumem a estrutura de dupla hélice,
enquanto as moléculas de RNA podem assumir diferentes estruturas
tridimensionais, que sdao dependentes das seqiéncias de bases.
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RESUMO

Nesta aula, vocé aprendeu que, além de ser o material genético de alguns virus,
o RNA pode desempenhar inumeras funcdes na célula, sendo que a maioria
dessas fun¢des esta associada a sua participacao no fluxo da informacao
genética, que é o processo global em que a informacdo contida no DNA é
utilizada para a sintese de proteina. O intermedidrio nesse processo, que
conta com a participacdo de varios tipos de RNA, é uma molécula de mRNA.
O RNA é menos estavel que o DNA devido a presenca do grupo 2'-hidroxila, mas
existe variacao de estabilidade entre os diferentes tipos de RNA. Diferentemente
do DNA, o RNA é formado por um Unico filamento, de forma que equivaléncia de
bases, conforme a regra de Chargaff, ndo se aplica a essa molécula. A fita Unica
de RNA pode apresentar uma estrutura helicoidal, que é facilitada pelas forcas de
empilhamento de bases. Entretanto, as sequiéncias complementares de diferentes
porcoes do RNA podem formar pares de bases de acordo com o padrao descrito
para o DNA, gerando uma estrutura de dupla fita. A regularidade da hélice pode ser
quebrada por estruturas conhecidas como alcas internas, saliéncias e hastes e alcas.
Do total dos RNAs celulares, aproximadamente 15% correspondem aos tRNAs, 85%
aos rRNAs e o restante, aos mRNAs. O tamanho de cada um desses tipos de RNA
é bastante distinto, assim como a estrutura, que é determinante para as fun¢des
que cada um desempenha. O tamanho dos mRNAs é proporcional ao tamanho
das proteinas que codificam, sendo, portanto, bastante heterogéneo. Os tRNAs
e rRNAs apresentam em suas seqUéncias um numero razoavel de nucleotideos
modificados. Os rRNAs sdo metabolicamente mais estaveis que os outros dois tipos

de RNA devido a sua associacdo com proteinas ribossomais.
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EXERCICIOS
1. Discuta as fun¢des do RNA.

2. Quais sdo os trés principais tipos de RNA e de que processo celular eles

participam.

3. A estabilidade do DNA é biologicamente vantajosa? E a instabilidade do
RNA ¢é biologicamente vantajosa? Discuta a diferenca de estabilidade dessas

moléculas.

4. Um virus identificado recentemente teve seu material genético isolado e a
composicdo de bases determinada. Sabendo que o material genético é RNA
e que o percentual de adenina é 18% e o de citosina é 32%, é possivel calcular o

percentual das duas outras bases? Explique.
5. Marque a alternativa correta a respeito do RNA:

a) Incorpora bases purinicas e pirimidinicas, modificadas e ndo modificadas,

durante sua sintese.
b) Nao exibe qualquer estrutura helicoidal dupla.

) As estruturas das moléculas apresentam intera¢des de empilhamento de

bases e pareamento de bases ligadas por pontes de hidrogénio.
d) Geralmente contém cerca de 65 a 100 nucleotideos.
e) Nao exibe pareamento de bases do tipo Watson-Crick.
6. Represente as estruturas secundarias comumente encontradas nos RNAs.
7. Relacione a estrutura tridimensional dos tRNAs com a funcdo desempenhada.

8. O que vocé acha que seria degradado mais rapidamente na célula, o mMRNA ou
o rRNA. Por qué?
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AUTO-AVALIACAO

As questdes desta aula tém por objetivo a fixacdo do contetdo estudado. Caso
vocé se sinta inseguro apos resolvé-las e conferir suas respostas, ndo hesite em

rever a aula ou pedir ajuda aos tutores no polo.

INFORMAGCOES SOBRE A PROXIMA AULA

Nas préximas aulas, vocé estudard a organizacdo dos acidos nucléicos como

material genético de procariotos, virus e eucariotos.
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Estrutura dos cromossomos em
virus e procariotos

Ao final desta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Discutir a organizacao do material genético em virus e
procariotos.

e Entender como as moléculas de DNA sdo
empacotadas para caber dentro das estruturas
especificas de cada um dos organismos.

Pré-requisitos

Compreensao do contelido das aulas sobre
Estrutura dos Acidos Nucléicos.

Material didatico utilizado nas disciplinas
de Bioquimica e Biologia Celular.
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INTRODUCAO

Nas aulas anteriores, vocé teve a oportunidade de aprender que a informacéao
genética de todos o0s organismos vivos é armazenada nos acidos nucléicos,
gue podem ser moléculas de RNA ou DNA, podendo ainda ser fita simples
ou fita dupla.

Desde a descoberta da natureza do material genético, uma questao intrigante
surgiu relacionada a sua localizacdo e organizagdo. Um principio geral é evidente
na organizacao de todo material genético. Ele existe como uma massa compacta
gue ocupa um volume limitado e as suas varias atividades como replicacao e
transcricado devem ser desempenhadas dentro deste confinamento.

Antes de mais nada, vocé precisa ter em mente que o tamanho dos genomas,
na forma de uma molécula esticada, seria muito maior do que as dimensodes dos

compartimentos nos quais eles sdo encontrados. Observe a Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Comparacao entre o tamanho dos genomas (nimero de nucleotideos, tipo de molécula) e as dimen-

sdes dos compartimentos onde sdo encontrados nos diferentes organismos

Compartimento | Forma Dimensoes Tipo de acido Tamanho
nucléico

T™V Filamento 0,008 X 0,3um 1 RNA fita 2um = 6,4 kb
simples

Fago ¢d Filamento 0,006 X 0,85um 1 RNA fita 2um = 6,0 kb
simples

Adenovirus Icosaedro  Diametro 1 DNA dupla fita  11um = 35,0 kb

0,07um
Fago T4 Icosaedro 0,065 X 0,10um 1 DNA dupla fita  55um = 170,0 kb
Escherichia coli  Cilindro 1,7 X 0,65um 1 DNA dupla fita  1,3um=4,3 X 10° kb

Nicleo Esferoide

(humano)
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Diametro 6 pm

46 cromossomos de
DNA dupla fita

1,8 m =6 X 10° kb



Pensando assim, o DNA (ou RNA, no caso de alguns virus) deve ser altamente
comprimido para caber nesses compartimentos. Quando falamos em DNA,
temos o habito de visualizar a sua estrutura como uma dupla hélice esticada,
conforme descrita por Watson e Crick. No entanto, a deformacao da estrutura
do DNA, dobrado e empacotado em uma forma mais compacta, deve ser
encarada como a estrutura mais freqlente apresentada pelo DNA in vivo.
Damos o nome de empacotamento ao processo de compactacdo dos acidos
nucléicos.

Nos préximos tépicos, vocé vai poder explorar o que se conhece sobre esses

mecanismos em virus e procariotos.

EMPACOTAMENTO DE GENOMAS VIRAIS

A aparéncia de uma particula viral é relativamente simples.
Elas sdao compostas por um capsideo, que é uma estrutura simétrica ou
quase simétrica, formado por um ou poucos tipos de proteinas, e pelo
material genético que pode ser DNA ou RNA. O material genético,
ou genoma, pode ainda se apresentar na forma de fita simples ou fita
dupla. O genoma estd contido dentro do capsideo. Alguns virus podem
apresentar outras estruturas associadas ao capsideo ou ligadas a ele,
formadas por outras proteinas, que sio necessdrias durante o processo
de infecgdo da célula hospedeira.

De um modo geral, a particula viral é bastante compacta.
Raramente o seu tamanho é maior do que o volume de 4dcido nucléico
nele contido.

Existem dois tipos de mecanismos de montagem de um capsideo

viral contendo acido nucléico no seu interior:

1. a cobertura protéica pode ser montada em torno do
acido nucléico, condensando o DNA ou o RNA através
de interag¢des com as proteinas e entre elas, durante o

processo de montagem;

2. o capsideo pode ser construido a partir dos seus
componentes protéicos na forma de uma concha vazia,
na qual o acido nucléico sera inserido. A condensacdo

do acido nucléico ocorre durante a sua entrada.
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Vocé vera, a seguir, dois exemplos de montagem de capsideos.

Em virus que apresentam seu genoma na forma de RNA fita
simples, o capsideo é montado em torno do genoma. O melhor exemplo
ja caracterizado é o do virus TMV (do inglés Tobacco Mosaic Virus, que
significa Virus Mosaico do Fumo).

A montagem se inicia através da ligacao de proteinas numa estrutura
de grampo de cabelo, formada na molécula de RNA. O local onde esta
estrutura é formada chama-se centro de nucleacdo e, a partir desse
ponto, o0 acoplamento de proteinas ocorre bidirecionalmente até atingir
as extremidades do RNA. A unidade do capsideo é um disco composto
por duas camadas; cada camada é composta por 17 subunidades protéicas
idénticas. O disco é uma estrutura circular, que forma uma hélice 4 medida
que vai interagindo com o RNA. O RNA se enrola de forma helicoidal

dentro da capa protéica conforme ilustrado na Figura 6.1.

Grampo de cabelo
E 0 nome que se dd a uma estrutura dupla fita que pode
ser formada em sequiéncias de dcido nucléico fita simples a
partir do pareamento de regides complementares presentes
na molécula. Por exemplo, a seqiiéncia AAGCCAUUGCA
UGGCCAUGGGGGAUGGCCAUGCAAUCAU podera

formar a estrutura abaixo

COFPCARAAPCQAP> s o

0OCPFPAAQQC» AQca» QOO > >

Q

Repare que somente os nucleotideos que estao em negrito
sdo complementares e podem se parear. Observe como a
estrutura lembra o formato de um grampo de cabelo! Vocé
terd oportunidade de ver a ocorréncia dessa estrutura em

outras situacoes.
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O RNA se enrola na
forma de uma hélice

— Proteinas

Figura 6.1: llustracdo do virus TMV. O RNA viral se torna helicoidal devido
ao acoplamento de subunidades protéicas ao seu redor.

Os capsideos esféricos de virus de DNA sio montados antes da
introdu¢ao do DNA. Acompanhe a montagem do fago A, esquematizado
na Figura 6.2. Primeiramente, uma estrutura protéica semelhante a
uma concha é montada, e posteriormente assume uma forma mais
bem definida. Quando o empacotamento do DNA se inicia, a concha
se expande em tamanho mas permanece com o mesmo formato e, por
ultimo, a cabega preenchida com o DNA é selada pela adi¢dao da cauda.
Pouco se sabe a respeito do mecanismo de condensac¢io. Esse esquema
esta baseado nas observagoes feitas através de microscopia eletronica,

em que as diferentes etapas puderam ser observadas.

Inicio do Concha se expande A concha esta cheia A cauda sela a
Concha vazia empacotamento para encaixar o DNA com o DNA concha
do DNA

Figura 6.2: Montagem do capsideo do fago. O empacotamento do fago lambda
passa por varios estagios. A concha vazia muda sua forma e se expande, a medida
que o DNA vai sendo introduzido. No final, a cauda sela o capsideo e o fago
esta completo.

Obviamente, existem outros tipos de virus, com diferentes tipos
de genomas. No entanto, o desafio para todos eles é fazer com que o seu

material genético caiba dentro da mindscula estrutura do capsideo.
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O CROMOSSOMO BACTERIANO

O cromossomo bacteriano é formado por uma grande molécula
de DNA fita dupla circular. Muitas bactérias apresentam moléculas
de DNA circular, chamadas plasmidios, que sio completamente
independentes do cromossomo. Damos o nome de genoma ao conjunto
total de acidos nucléicos de um organismo. Assim, nas bactérias que
contém plasmidios, seu genoma serd composto pelo DNA cromossomal
e pelo DNA plasmidial. N6s voltaremos a falar sobre plasmidios nas
proximas aulas.

O cromossomo circular bacteriano é organizado em uma estrutura
conhecida como nucledide. Quando observadas ao microscopio, essas
estruturas podem ser vistas como um aglomerado compacto que ocupa
cerca de um ter¢o do volume da célula. Quando as células sio rompidas
ou lisadas, o DNA pode ser visualizado como fibras em formato de algas,

ligadas ao envelope celular rompido. Observe o esquema apresentado

na Figura 6.3.

-

/‘? . ﬁﬂnﬂﬂnn ~ W

Figura 6.3: Esquema representativo do cromossomo de Escherichia coli, em uma célula
que foi rompida. O cromossomo aparece como fibras formando alcas multiplas.




Esta observagdo sugere que o DNA nio se encontra somente
na estrutura de dupla hélice, como se acreditava anteriormente, mas
sim compactado, provavelmente através da associagio com proteinas.
De fato, vérias proteinas que se ligam ao DNA, e que sdo superficialmente
semelhantes aquelas encontradas em eucariotos, foram isoladas em
Escherichia coli.

Dentre elas, uma proteina dimérica chamada HU é capaz de
condensar DNA. No entanto, estudos realizados com mutantes que
ndo possuem a proteina HU indicaram que ela ndo € essencial para a
formagio do nucledide. Uma outra proteina, H1, também se liga ao DNA,
interagindo preferencialmente com seqiiéncias que estao dobradas.

Da mesma forma como se observou para a proteina HU, estudos
com mutantes indicaram que a proteina H1 também nao é essencial para
a formacdo do nucledide. Uma possivel explicagdo para esse fato é que
essas duas proteinas teriam fun¢ao redundante no processo de formagio
do nucledide, e que somente a eliminagdo de ambas com um mutante
duplo poderia esclarecer o seu verdadeiro papel no mecanismo.

Moléculas de RNA também estio presentes no nucledide, mas
a abordagem experimental para elucidar o seu papel é mais complexa
do que para a andlise de proteinas, de modo que a sua func¢do ainda nao
esta esclarecida.

Vocé pode observar a Figura 6.4, que propde um modelo para a
estrutura do cromossomo. As observagoes levaram a conclusio de que
a molécula de DNA do cromossomo de Escherichia coli esta organizada
em cerca de 50 a 100 algas, sendo que cada uma delas é independentemente
superespiralada. No entanto, o tratamento do cromossomo com RNAses
e proteases nio destréi o superespiralamento, o que indica que o
superespiralamento nio depende das proteinas e do RNA, e é o principal
responsavel pelo empacotamento do nucledide em procariotos.

Ja o tratamento com DNase rompe o superespiralamento porque
interfere na tensao na molécula de DNA, uma vez que o DNA pode
girar livremente. No entanto, as algas sdo independentes, confirmando

o modelo proposto.

RNAsEs

Sao enzimas com
atividade de nuclease
que degradam
moléculas de RNA

em ribonucleotideos.
DNases sao enzimas com
atividade de nuclease
que degradam DNA em
desoxirribonucleotideos.
Proteases sdo enzimas
que degradam proteinas,
ou polipeptideos, em
peptideos menores ou
aminoacidos.
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(a) Cromossomo circular
ndo empacotado

Figura 6.4: Esquema ilustrando a estrutura do cro-
mossomo de Escherichia coli. Cada uma das etapas
do empacotamento esta explicada na figura.
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(e) Cromossomo
parcialmente desempaco-
tado (superenrolamento é

mantido)

RNA é cortado

30 p
‘—| 5 Tratamento
H Cada al com RNAse
ada alca
. L € superespiralada
RNA 3 independentemente
—>
Tratamento
(b) Cromossomo (c) Cromossomo com RNAse
empacotado 40 a empacotado e
50 algas superespiralado

DNA é cortado

(d) Cromossomo
parcialmente
desenrolado

Com base nas informacdes vistas nesta aula, podemos concluir
que os virus e os procariotos utilizam mecanismos distintos para com-
pactar o material genético. A compacta¢do, muitas vezes, estd associada
a caracteristicas intrinsecas das moléculas de 4cidos nucléicos presen-
tes. Como vimos, para o virus TMV, a formacdo de uma estrutura de
grampo permite o acoplamento das proteinas que formarao o capsideo.
A formagio dessa estrutura s6 € possivel porque na molécula de RNA
existem nucleotideos que sio complementares e, por isso, podem parear
e formar a estrutura. Na Escherichia coli, um aspecto bastante interes-
sante é o espiralamento do DNA presente na estrutura do nucledide,
que, como vimos, ndo é destruido apds o tratamento com RNases
e Proteases, indicando também que se trata de uma propriedade da
molécula do DNA. Para que o processo de espiralamento fique claro
e complemente as informacdes vistas nesta aula, veremos na proxima
aula de que maneira ocorre o espiralamento do DNA, uma vez que ele
ocorre no DNA de todos os organismos e desempenha um papel crucial

no empacotamento dos genomas.



RESUMO

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de aprender que o material genético
de todos os organismos vivos é maior do que o compartimento onde eles sdo
encontrados, por isso eles sofrem uma condensacdo ou empacotamento. Vocé
também viu como ocorre o empacotamento de genomas virais e a formacéo da

estrutura dos nucledides em procariotos.

EXERCICIOS
1. De que maneira ocorre o empacotamento dos genomas virais?

2. Quais sdo os componentes do nucledide e de que forma ele esta organizado?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu bem o conteudo desta aula, provavelmente nao teve
dificuldades para responder aos dois exercicios propostos. Lembre-se de que o
importante é compreender que o objetivo do empacotamento é fazer com que o
genoma do individuo caiba no compartimento apropriado. Esse conceito é muito
importante para entender a dindmica das moléculas e o que ocorre nas células

durante as suas vidas.

INFORMACAO SOBRE A PROXIMA AULA

Na proxima aula, vocé terd a oportunidade de estudar como ocorre o
superespiralamento dos acidos nucléicos, as enzimas que participam do processo

e a sua importancia. Bom estudo e até 13!
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Superespiralamento do DNA

Ao final desta aula, vocé tera a oportunidade de:
e Entender o mecanismo de espiralamento do DNA.

e Entender a importancia do espiralamento no
empacotamento do DNA.

Pré-requisito

Conteldo das aulas sobre estrutura do DNA.
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O que significa superespiralamento do DNA? Vamos usar o fio do telefone
como exemplo para facilitar a compreensao. Observe o esquema de um telefone
ilustrado na Figura 7.1. Podemos dizer que o fio do telefone é espiralado, pois
possui a forma de uma espiral. Vocé ja deve ter observado que, as vezes, o fio
se enrola sobre ele mesmo, ficando mais curto. Pode ser bem trabalhoso coloca-
lo novamente na forma original. Esse enrolamento é uma superespira, pois o
fio do telefone ja é uma espiral e sobre ela foi formada uma outra. Assim, o

superespiralamento significa o espiralamento de uma espira.

Espiral

Superespiral

Figura 7.1: Um fio de telefone é um bom exemplo de espiralamento (como uma
hélice do DNA). Esta ilustracdo é apropriada, pois foi a observagdo de um fio de
telefone que levou Jerome Vinagrad e seus colaboradores, em 1965, a entenderem
que muitas propriedades dos DNAs circulares e pequenos poderiam ser explicadas
pelo superespiralamento.

O mesmo acontece com o DNA. Vocé j& sabe que o DNA é espiralado na forma
de uma dupla hélice, em que ambas as fitas da espira de DNA se enrolam em
torno de um eixo. O espiralamento desse eixo sobre si préprio produz o DNA

superespiralado, conforme vocé pode observar na Figura 7.2.



Hélice dupla de
DNA (espiral)

Eixo

R h VoA N ZANZANY

Algumas propriedades do superespiralamento foram estabelecidas e estao
baseadas em conceitos derivados de um ramo da Matematica chamado
topologia, ciéncia que estuda os objetos que nao se modificam sob
deformidades continuas.

O que vem a ser deformidade continua? Para o DNA, a deformacao continua
inclui alteracoes conformacionais devidas a movimentacao térmica ou a uma
interagdo com protefnas ou outras moléculas. A deformagdo descontinua
envolve a quebra das fitas de DNA. Para uma molécula de DNA circular,
uma propriedade topoldgica é aquela que nao é afetada pelas deformacoes
das fitas do DNA, desde que ndo ocorra nenhuma quebra. As propriedades
topoldgicas sé serdo alteradas por quebra e reunido de uma ou de ambas as

fitas do esqueleto do DNA.

Figura 7.2: Superespiralamento do DNA. Se o eixo da dupla hélice
for girado sobre si mesmo, formara uma nova hélice (super-hélice).
O DNA super-hélice é usualmente chamado de superespira.
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O SUBENROLAMENTO DO DNA LEVA
AO SUPERESPIRALAMENTO

Vamos utilizar o exemplo dos plasmidios, que sdao moléculas de
DNAs circulares pequenas, para facilitar a compreensio de como ocorre o
superespiralamento.

Vocé deve estar lembrado da aula sobre a estrutura do DNA no
modelo descrito por Watson e Crick, em que vimos que a molécula dupla
hélice apresenta 10,5 pares de bases para cada volta, na forma B do DNA.
Se 0 DNA circular fechado obedecer a estrutura de forma B, apresentard
uma estrutura relaxada, ou seja, ndo estara superespiralado.

O superespiralamento ocorrerd quando o DNA estiver sujeito a
alguma forma de tensio estrutural. Essa tensio é provavelmente regulada
pela célula para induzir o superespiralamento da molécula. Um fato
interessante é que, quando um DNA circular fechado é isolado, nunca
se encontra na forma relaxada.

O que causa a tensdao no DNA, levando-o ao superespiralamento?
Na maioria das vezes, essa tensdo é provocada por um subenrolamento
da dupla hélice de DNA, ou seja, 0 DNA apresenta menos voltas do que
o observado na estrutura de Watson e Crick. Acompanhe a Figura 7.3
para entender os efeitos do subenrolamento. O exemplo apresenta uma
molécula de DNA circular na forma relaxada (a). Um segmento de DNA
de 105 pares de bases formaria 10 voltas na forma relaxada (b). Se uma
das voltas fosse removida, haveria 105/9 ou cerca de 11,7 pares de bases
por volta em vez de 10,5 pares de bases. Podemos dizer que houve um
desvio na forma e, com isso, a molécula fica mais tensa (c). Dessa forma,
a maioria da tensdo pode ser aliviada pelo espiralamento do eixo do
DNA sobre si mesmo, formando uma superespira (d). A tensdo também
pode ser acomodada separando as duas fitas de DNA em um segmento

de cerca de 10 pares de bases (e), equivalente a uma volta.
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(a) DNA circular relaxado

(c) Tenso (9 voltas)

(e) Separacao das fitas

Figura 7.3: Efeito do subenrolamento do DNA. (a) A figura ilustra um DNA
circular no estado relaxado. (b) Um segmento de 105 pares de bases do
DNA circular relaxado, ilustrado em (a), apresenta 10 voltas. (c) Uma das voltas foi
removida gerando uma tensdo na molécula. (d) O resultado da tensdo provocada pelo
subenrolamento é a formagdo de uma superespira. (e) A tensdo poderia ser relaxada se um
segmento de 10 pares de bases fosse aberto na molécula circular.
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Em um DNA circular fechado, a tensdao induzida pelo
subenrolamento é geralmente acomodada pelo superenrolamento,
em vez da separagao das fitas, uma vez que o espiralamento requer menos
energia do que o rompimento das pontes de hidrogénio.

Dai surge a pergunta: o DNA é capaz de se subenrolar sozinho?
A resposta é nao! O subenrolamento do DNA ¢é regulado ativamente
pela célula com a ajuda de um processo enzimatico, o que facilita sua
compactacdo pelo espiralamento.

A manutenc¢do do subenrolamento e, consequentemente, o
espiralamento s é possivel se 0 DNA estiver em um circulo fechado
(cromossomo bacteriano, cromossomos virais, plasmidios e organelas)
ou se estiver ligado e estabilizado por proteinas (cromossomos lineares de
eucariotos), de tal forma que as fitas nio estejam livres para rodar uma em
relagdo a outra, o que levaria a reversdo imediata, ao estado relaxado.

O numero de voltas da hélice ndo pode ser alterado sem que
ocorra pelo menos uma quebra transitoria em uma das fitas do DNA.
Mais adiante, vocé verd como isso ocorre. O numero de voltas da
hélice em uma molécula de DNA fornece uma informacio precisa
do superenrolamento. A seguir, vocé podera compreender de que maneira

isso pode ser calculado.

DEFINICAO DE NUMERO DE LIGACAO TOPOLOGICA

A topologia fornece algumas idéias que sdo tteis nesta discussio,
particularmente o conceito de numero de ligagio. O namero de ligacao
¢ uma propriedade topolodgica porque ela ndo varia quando o DNA de
dupla fita for curvado ou deformado. O conceito de ntimero de ligagao
(Lk) éilustrado na Figura 7.4. O esquema ilustra duas moléculas circulares
de DNA dupla fita que estdo ligadas (a). Imagine cada molécula como
se fosse um elo de uma corrente. As moléculas circulares, ligadas como
elos da corrente, estio efetivamente unidas pelo que pode ser descrito
como uma ligagao topoldgica.

A Figura 7.4.b ilustra que, mesmo se todas as pontes de hidrogénio
e as interagdes de empilhamento das bases fossem abolidas, de forma
tal que as fitas ndo tivessem contato fisico, a ligacio topoldgica ainda

manteria as estruturas circulares ligadas.



Visualize uma das moléculas circulares de DNA fita dupla, da

mesma forma que acontece com uma pelicula de sabao, espalhando-se

AULAI MODULO 1

pelo espago emoldurado por um fio circular, antes que vocé sopre uma

bolha de sabdo. Vocé ja fez bolhas de sabao, nio é mesmo?

(a) Duas moléculas circulares de
DNA fita dupla ligadas:
Lk=1

(c) Uma molécula passa seis vezes
pela outra molécula:
Lk=6

(b) Duas moléculas circulares
onde as pontes de hidrogénio
foram rompidas:

Lk=1

Figura 7.4: Definicdo de numero de ligacao, Lk. As moléculas de DNA dupla fita cir-
cular estao representadas. Em (a), Lk = 1, o que acontece também com as moléculas
em (b), embora as pontes de hidrogénio que ligam a molécula dupla fita tenham
sido rompidas. Em (c), Lk = 6, pois uma das moléculas passa 6 vezes pela superficie
imaginaria interna da outra molécula.

O numero de ligacao pode ser definido rigorosamente como o niimero
de vezes que a segunda molécula circular fura esta superficie (c). Para o
exemplo ilustrado na Figura 7.4.ae 7.4.b, Lk = 1. Para o exemplo na Figura

7.4.c, Lk = 6. O nimero de ligagio de um DNA circular é sempre inteiro.

CEDERJ 111



Biologia Molecular | Superespiralamento do DNA

Vamos analisar esse conceito para um DNA circular fechado com

3.150 pares de bases. Observe a Figura 7.5 e acompanhe a explicagio.
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Figura 7.5: Esquema ilustrativo de uma molécula circular contendo 3.150
pares de bases. Em (a), podemos observar o DNA relaxado, apresentando um
Lk = 300, correspondente ao numero de voltas. Em (b), podemos observar
o DNA que sofreu uma quebra; ndo se pode definir o Lk, pois ndo se pode
medir a manutencdo da estrutura de dupla hélice e, consequentemente, o
numero de voltas. Em (c), podemos observar um segmento da molécula que
estd subenrolada em 3 voltas, Lk = 297.

Quando a molécula estiver relaxada, o ndmero de ligacao é
simplesmente o nimero de pares de bases por volta, que é proximo de
10,5; nesse caso, Lk = 300. A propriedade topologica de uma molécula
de DNA circular, como o nimero de ligagdo, so existe se nao houver
quebra em nenhuma das fitas. Caso ocorra uma quebra em qualquer fita,
ela pode, em principio, desenrolar-se completamente. Nesse caso, ndo
existe ligacdo topolodgica, e o Lk ndo pode ser definido (b).

Podemos, agora, descrever o subenrolamento do DNA em termos
de variacao do numero de ligagao. O nimero de ligacio no DNA relaxado,
chamado Lk, é usado como referéncia. Para a molécula mostrada na
Figura 7.5, Lk, = 300, se trés voltas forem removidas dessa molécula,

Lk sera igual a 297. A variagdo pode ser descrita pela equagio:

ALk = Lk - Lk, =297-300 = -3.
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Frequentemente, é conveniente exprimir a variagio do nimero de

ligacGes em termos de uma quantidade que é independente da extensdo

AULAI MODULO 1

da molécula de DNA. Essa quantidade é chamada diferenca de

ligagdo especifica (o), ou densidade super-helicoidal, que

é uma medida do niimero de voltas removidas relativas

aquelas presentes no DNA relaxado:

G = ALK/Lk,,

No exemplo, o = -0,01 significa que 1%
(3 em 300) das voltas da hélice presentes no DNA

foram removidas. O grau de subenrolamento nos

DNAs celulares geralmente fica entre 5 e 7%, ou seja, DNA relaxado
c = -0,05 a -0,07. O sinal negativo de o denota que Lka= 300
variagdo no namero de ligagio se deve ao subenrolamento
do DNA. O superespiralamento induzido pelo  ,,, __; ALk = + 3
subenrolamento é, portanto, definido como um
superespiralamento negativo. Contrariamente,
em algumas condicdes, o DNA pode ser
superenrolado, e resulta no superespiralamento
positivo.

Na Figura 7.6, vocé pode observar que

o caminho torcido tomado pelo eixo da hélice

do DNA, quando o DNA estiver subenrolado

(superespiralamento negativo), é a imagem

especular daquele, adquirido quando o DNA  Superespiras Superespiras
3 . . negativas positivas
esta superenrolado (superespiralamento positivo). Lk = 297 Lk = 303

O superespiralamento ndo ocorre ao acaso, pois

Figura 7.6: llustracdo do superespiralamento

esta diretamente relacionado a tensio da tor¢ao ar , -~
positivo e negativo, utilizando o exemplo da

imposta ao DNA pela diminuicio ou aumento do molécula mostrada na Figura 7.5. A molécula de
. ] _ ) DNA circular relaxada pode sofrer um subenrola-
namero de ligacdo relativo ao DNA relaxado. mento, levando ao superespiralamento negativo
(Lk = -3), ou pode sofrer um superenrolamento,

A quebra deuma fitade DNA pode alterar levando ao superespiralamento positivo (Lk = +3).

Observe que a distor¢do do eixo do DNA é oposta,
levando a geragdo de uma imagem refletida no

extremidades da fita quebrada, 360° sobre a fita espelho.

o numero de ligagdo em = 1 ao rodar uma das

nio quebrada e ao religar as extremidades

quebradas. Essa alteracdo ndo tem efeito no
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Figura 7.7: Modelo de tira
para ilustrar a distorcdo e a
contorc¢do. (a) A tira cinza
representa o eixo de uma
molécula de DNA relaxada.
A tensdo gerada pelo
subenrolamento do DNA ir4
distorcer a tira cinza como
(b) contorcao ou (c) distor-
¢do. A alteracdo no nimero
de ligacdo geralmente é
acompanhada por alte-
ra¢des na contorcao e na
distorcao.
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numero de pares de bases ou no nimero de dtomos em uma molécula
circular de DNA. Duas formas de um dado DNA circular, que difiram
apenas em uma propriedade topoldgica (como o numero de ligagio),
sdo referidos como topoisdmeros.

O numero de ligagio pode ser dividido em dois componentes
estruturais chamados contor¢iao (Wr, do inglés writhe) e distor¢ao (Tw,
do inglés Twist) e estao ilustrados na Figura 7.7. Esses componentes sao
mais dificeis de serem descritos do que o nimero de ligacao. No entanto,
podemos pensar na contor¢ao como uma medida do espiralamento do
eixo da hélice, e na distor¢io, com uma determinante da distor¢ao local
ou do relacionamento espacial dos pares de bases vizinhas. Quando
ocorre uma varia¢ao no numero de ligacio, parte da tensdo resultante é
compensada pela contor¢io (superespiralamento) e parte pela variacao

da distorcdo, fornecendo a equagao:

Lk = Tw + Wr.

Distor¢do e contorcdo sio propriedades geométricas e nao
topoldgicas porque elas podem ser alteradas pela deformag¢iao de uma
molécula de DNA circular fechada. Além disso, Tw e Wr ndo precisam

ser nimeros inteiros.

/ (a)._ )

Grande contorcao, pequena alteracado na distorcao

S < Al
(©

Zero de contorcdo, grande alteracdo na distor¢ao



O superespiralamento do DNA é um processo precisamente
regulado que influencia muitos aspectos do metabolismo do DNA.
Toda célula possui enzimas cuja tnica fungio é subenrolar e/ou relaxar o
DNA. Enzimas que aumentam ou diminuem o grau de subenrolamento
do DNA sio chamadas topoisomerases, e a propriedade do DNA
que elas afetam é o ntimero de ligagao. Lembre-se de que vocé ja viu,
nesta aula, a defini¢io de um topoisémero. Assim, a topoisomerase
¢ a enzima que leva a formagdo dos topoisdmeros. Essas enzimas
desempenham um papel importante em processos como a replicagdo
e o empacotamento do DNA.

As topoisomerases catalisam quebras nas moléculas de DNA,
mas usam ligacdes covalentes entre elas para segurar as moléculas de
DNA que foram quebradas. Existem dois tipos de topoisomerase: a) a
topoisomerase I, que produz quebras em uma tnica fita do DNA e permite
o giro da fita quebrada sobre a fita intacta. A ligagio das fitas quebradas
altera o Lk em aumentos de 1; b) a topoisomerase II, que produz quebras
nas duas fitas do DNA e alteram o Lk em aumentos de 2.

Em Escherichia colija foram caracterizadas duas topoisomerases
do tipo I (I e III) e duas topoisomerases do tipo II (Il e IV).

As enzimas topoisomerase I sdo eficientes, energeticamente falando,
pois elas conservam a energia do rompimento da ligacdao fosfodiéster,
visto na aula sobre estrutura do DNA, estocando-a na forma da ligacdao
covalente que ocorre entre elas e os grupamentos fosfato, presentes
no ponto de clivagem. Posteriormente, elas utilizam essa energia para
restaurar a ligacdo fosfodiéster e selar a quebra. Algumas topoisomerases
I podem relaxar superespiralamentos positivos e negativos no DNA.
A topoisomerase I de Escherichia coli remove uma superespira negativa
do DNA quebrando uma fita, passando a fita intacta através da fita
quebrada, e selando a quebra (aumentado o Lk), conforme vocé pode

observar na ilustracio da Figura 7.8.
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(a) DNA topoisomerase | promove quebras transitérias em uma Unica
fita, que servird como eixo de rotacdo nas moléculas de DNA
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hélice ndo pode
5—0‘@‘0‘@‘@‘0‘0-3 giraremto?ngda

outra extremidade

(2) DNA topoisomerase | se liga cova-
lentemente a um grupamento fosfato
do DNA, quebrando a ligagado fos-
fodiéster em uma das fitas do DNA

As duas extremidades do
DNA dupla hélice podem agora

) ) girar em torno da outra
A energia da ligacdo fos-

fodiéster original é armazena-

da na ligacdo fosfotirosina, B @ OH

tornando a reacao reversivel

i‘;i}@& ® ‘m

(3) A restauracao da ligacao
fosfodiéster regenera a dupla
hélice do DNA na sua forma
original, a topoisomerase
intacta é liberada.

(b) DNA Topoisomerase | remove superespiras do DNA, uma de cada vez
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(1) DNA com uma  (2) Topoisomerase (3) Uma fita 4 4
superespira I'se liga a regiao é cortada € (4) A fita (5) A quebra é (6) DNA relaxado
desenrolada na o fosfato 5' intacta passa selada (sem superespira)
molécula de DNA fica ligado a através da
enzima quebra da
outra fita

Figura 7.8: A topoisomerase | produz quebra em uma das fitas do DNA. Em (a),
podemos observar que essas quebras servem como um eixo de rotacdo para
as moléculas de DNA. As reacdes catalisadas pela DNA polimerase Iremovem
superespiras do DNA, uma de cada vez, conforme ilustrado em (b).
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As enzimas topoisomerase II quebram as duas fitas a0 mesmo
tempo e podem introduzir ou retirar superespiras, duas de cada vez, em
um mecanismo dependente de ATP. As enzimas cortam as duas fitas do
DNA, prendem-se as extremidades através de ligacoes covalentes, passam
a dupla fita através do corte e selam a quebra.

A DNA girase é a topoisomerase II de Escherichia coli melhor
caracterizada até o momento. Ela é capaz de introduzir espiras negativas
(diminuindo o Lk) num mecanismo complexo que utiliza ATP. Observe a
Figura 7.9 e acompanhe a explicacio.

A girase liga-se ao DNA de forma que duas regides de uma
molécula sdao cobertas, resultando na configuracao de um cruzamento
ou no positivo (+). Numa molécula circular, essa configura¢ao provocara
a formag¢io de um cruzamento ou nd negativo ( - ) para compensar a
tensdo em qualquer lugar da molécula de DNA. A girase, entdo, quebra
as duas fitas no ponto onde houve a formagio do no positivo, passa a
fita dupla pelo ponto de quebra e liga novamente as duas fitas. Como
resultado, ocorre a formacdo de dois nds negativos ( - ). A girase diminui,

dessa forma, o Lk em -2.

(+)

ALk =0

(a (b) (0

ALk =-2

(d)

Figura 7.9: Mecanismo da DNA girase. A girase se liga ao DNA de forma que duas
regides de uma molécula sdo cobertas, levando a formacdo de um cruzamento
ou nd positivo (+) (a). Em resposta, um né negativo é formado (-) (b). A enzima,
entdo, corta a regido positiva (+) nas duas fitas, passa a molécula pela outra e
sela o corte (c). Como consequéncia, ocorre a formagao de dois nds negativos (d).

A alteracdo reflete uma alterac¢do do Lk em -2.
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compactado.
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Figura 7.10: Superenrola-
mento plectonémico. O
DNA superenrolado no sentido
da mao direita. O esquema mostra
que o DNA se ramifica, mas ndo é

A girase desempenha um papel fundamental na replicacio do
cromossomo de Escherichia coli. Vocé voltard a ouvir falar nela nas
préximas aulas.

O grau de superenrolamento do DNA bacteriano é mantido pela
atividade final das topoisomerases I e II.

Ja os eucariotos possuem topoisomerases do tipo I (I e III) e
topoisomerases do tipo II (Ila e IIB). As topoisomerases do tipo II ndo
conseguem subenrolar o DNA (introduzir superespiras negativas), embora
ambas possam relaxar superespiras positivas e negativas. A provdvel
origem das superespiras negativas em eucariotos vocé estudara na proxima
aula, quando falaremos da estrutura da cromatina.

Vocé aprendeu até agora que o DNA se encontra superespiralado,
e teve a oportunidade de conhecer como isso é possivel através do
subenrolamento das fitas, promovido pelas topoisomerases.

Mas como isso resulta no empacotamento dos genomas? Afinal,
nds chegamos a conclusido de que, para caber dentro dos compartimentos,
o DNA estd superespiralado e contém proteinas. Mas mesmo com a
remocdo das proteinas, o superespiralamento é mantido. Foi isso que
nos levou a procurar entender como ocorre o superespiralamento, nao
¢ mesmo?

Um fato interessante que foi observado é que o DNA superes-
piralado negativamente se encontra no sentido da mio direita da
molécula de DNA, e tende a se estender e estreitar em vez de se empacotar,
freqiientemente com muitas ramificacdes. Isso foi observado através de
microscopia eletronica e a Figura 7.10 ilustra um esquema representando
a estrutura que foi encontrada.

Esse tipo de superespiralamento é chamado
plectonémico (do grego plektos, destorcido, e
nema, fio). O termo pode ser aplicado a qualquer
estrutura em que as fitas estejam entrelacadas de
maneira simples e regular. Essa estrutura é comum em

DNA superenrolado em solugio.




Essa estrutura ndo satisfaz a necessidade de empacotamento do
DNA. Uma outra forma de superenrolamento pode ser adotada pelo
DNA subenrolado, chamado superenrolamento solenoidal. Vocé pode
confrontar os dois tipos de superespiralamento na Figura 7.11.a.

O superespiralamento solenoidal envolve voltas apertadas, no
sentido da mio esquerda, semelhante a forma tomada por uma mangueira
de jardim organizadamente enrolada em uma roda. As duas formas de
superenrolamento, solenoidal e plectonémico, podem ser assumidas por um
mesmo DNA subenrolado. Além disso, as duas formas sio interconversiveis.
A forma plectonémica é mais estivel em solu¢io, mas a forma solenoidal
pode ser estabilizada pela ligacao de proteinas, e é a forma encontrada na
cromatina. Vocé pode observar na Figura 7.11.b que a estrutura solenoidal
resulta em uma maior compactagio. Assim, pode-se concluir que o
superenrolamento solenoidal é 0 mecanismo pelo qual o subenrolamento

contribui para a compactacio do DNA.

(a) (b)

Plectonémico

W

Solenoidal
Solenoidal

Figura 7.11: (a) O superenrolamento plectonémico toma a forma de
espiras no sentido da mao direita, enquanto o superenrolamento
solenoidal negativo toma a forma de voltas apertadas no sentido
da mao esquerda. (b) Comparacdo entre o superenrolamento plec-
tonémico e solenoidal na mesma molécula, apresentada em escala.
O superenrolamento solenoidal fornece um grau muito maior de
compactacao.
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RESUMO

Na aula de hoje, vocé teve a oportunidade de aprender que o superespiralamento
€ um mecanismo essencial para empacotar todos os acidos nucléicos e pudemos
analisar de que maneira isso ocorre no DNA, através do estudo de alguns parametros
topoldgicos. Vocé viu, também, o papel fundamental desempenhado pela enzima
topoisomerase no superespiralamento, bem como o seu mecanismo de ag¢do. E, por
ultimo, vocé viu a importancia dos dois tipos de estrutura (plectonémico e solenoidal)

assumidas pelo DNA superespiralado durante o empacotamento do DNA.

EXERCIiCIOS

1. O que é superespiralamento do DNA?

2. Vocé consegue explicar de que maneira o subenrolamento do DNA leva ao

superespiralamento?

3. Qual a funcdo da enzima topoisomerase? Quantos tipos existem e quais as

diferencas entre eles?
4. Por que a DNA girase é um tipo diferente de topoisomerase?

5. Por que a estrutura solenoidal é mais interessante do que a estrutura

plectonémica?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteldo da aula de hoje, ndo deve ter encontrado
dificuldades para responder aos exercicios. Lembre-se de que o superespiralamento
do DNA é importante para o empacotamento dos cromossomos, e vocé nado deve
se preocupar com os detalhes, uma vez que as informacdes aqui apresentadas
servem de base para compreender o mecanismo como um todo, e vocé pode e

deve consulta-la todas as vezes que tiver necessidade.

INFORMACAO SOBRE A PROXIMA AULA

Na préxima aula, vocé terd a oportunidade de estudar como ocorre o
empacotamento do cromossomo de eucariotos. Para isso, precisarad dos conceitos
apresentados na aula de hoje. Por isso, responda os exercicios e bom estudo! Até

a préxima aula.
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Estrutura dos cromossomos
em eucariotos

Ao final desta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Entender a organizacdo do material genético,
apresentando a estrutura dos cromossomos em
eucariotos.

e Conhecer os diferentes componentes do
Cromossomo eucariético.

e Entender a importancia do empacotamento
do DNA na fidelidade da transferéncia das
informacdes genéticas para as geragdes
seguintes.

Pré-requisitos
Conteldo das aulas sobre estrutura
dos acidos nucléicos.

Conteldo da aula sobre
superespiralamento do DNA (Aula 7).

Material didatico utilizado nas
disciplinas Bioquimica e Biologia Celular.
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Vocé ja deve ter estudado na disciplina Biologia Celular que a maioria dos
eucariotos é dipléide, ao contrario dos procariotos que sao hapléides, ou seja,
0 seu genoma contém duas cépias, cada uma sendo proveniente de cada
um dos pais. Além do mais, algumas plantas sdo polipléides (possuem mais
de duas copias do genoma).

Uma outra diferenca importante esta relacionada a quantidade de material
genético. Os eucariotos em geral apresentam uma quantidade de DNA
muito maior que os procariotos, embora a diferenca na quantidade de genes
muitas vezes nao seja tao significativa. Os eucariotos, da mesma forma que
os procariotos, apresentam DNA extranuclear. Esses DNAs sao encontrados
nas organelas mitocondria (em todas as células) e cloroplasto (e plastideos de
células vegetais). Entao, o genoma dos eucariotos consiste no DNA encontrado
no nucleo mais o DNA das organelas. Da mesma forma que o DNA plasmidial,
essas moléculas sdo independentes do DNA nuclear e apresentam particula-
ridades que serdo estudadas mais tarde.

Um outro fato interessante é que o DNA nuclear dos eucariotos esta
organizado em cromossomos e 0 nimero de cromossomos varia de espécie
para espécie. O tamanho dos cromossomos dentro de uma determinada
espécie também varia.

E bom que vocé tenha em maos o seu material de Biologia Celular referente
as aulas sobre mitose e meiose, pois isso facilitard a compreensao de alguns
topicos que serdo estudados a sequir.

Durante a maior parte da vida da célula, ou ciclo celular, as células ndo estao se
dividindo e permanecem num estagio conhecido pelo nome de intérfase. Nessa
fase, os cromossomos nao sao visiveis, mas podem ser isolados na forma de um
emaranhado de fibras conhecido como cromatina.

Somente na metafase (na meiose ou mitose) é que 0S CromMoOssOMOsS,
ou seja, a cromatina, podem ser visualizados. E nesse momento que
o DNA se encontra no seu mais complexo nivel de empacotamento.
Na verdade, os cromossomos metafasicos, geralmente representados com
o formato da letra X, sdo compostos de duas cromatides-irmas ligadas pelo
centrémero (um cromossomo que ja foi duplicado).

E importante que vocé tenha esse conceito bem solidificado, pois muitas vezes

algumas informacoes sao apresentadas de forma incompleta ou incorreta a



fim de facilitar a compreenséao. Entdo, daqui para a frente, vocé deve ter em
mente que cada cromossomo é formado por uma longa molécula de DNA
dupla hélice, e o que é visto durante a metafase sao duas moléculas de DNA
dupla hélice idénticas ainda ligadas, chamadas cromatides-irmas, que serdo
posteriormente separadas.

A cromatina é formada principalmente por DNA, proteinas e também RNA. As
proteinas podem ser divididas em duas classes: proteinas basicas, carregadas
positivamente em pH neutro, chamadas histonas, e um grupo heterogéneo
de proteinas acidicas, carregadas negativamente em pH neutro, que sao
chamadas genericamente proteinas cromossomais ndo histonas.

As histonas desempenham um papel estrutural importante na cromatina.
Elas estao presentes em todos os eucariotos em quantidades equivalentes a
quantidade do DNA. As histonas de animais e plantas estdo divididas em cinco
classes: H1, H2a, H2b, H3 e H4. As histonas se ligam ao DNA, permitindo a
formacao de subunidades estruturais conhecidas como nucleossomos. Mais
tarde, n6s vamos falar um pouco mais sobre essas estruturas.

De que maneira as histonas interagem com o DNA? Como ja foi dito, essas
proteinas sdo basicas porque cerca de 20 a 30% de seus aminoacidos sdo a
arginina e alisina. Conforme vocé deve se lembrar do que aprendeu na disciplina
Bioquimica, esses dois aminoacidos sao carregados positivamente.

Os grupamentos NH3* expostos na arginina e lisina permitem que as
histonas atuem como polications, e isso é importante para a sua interacao
com o DNA, que é polianionico devido aos grupamentos fosfato carregados
negativamente.

Se vocé estiver em duvida, dé uma olhadinha nas aulas de Bioquimica que

tratam das propriedades e caracteristicas dos aminoacidos.
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EMPACOTAMENTO DE DNA EM CROMOSSOMOS
EUCARIOTICOS

O maior cromossomo no genoma humano mede cerca de 85mm
(85.000pm ou 8,5 X 10’nm) de uma molécula gigante de DNA dupla
fita. Esta molécula de DNA, de alguma forma, se empacota em uma
estrutura encontrada na metafase que tem cerca de 0,5um de didmetro
e cerca de 10 um de comprimento, uma condensa¢io da ordem de
10* com relacdo ao tamanho da molécula de DNA esticada.

A partir dessa observa¢do, n6s podemos elaborar muitas perguntas!
Como ocorre essa condensagao? Quais componentes dos cromossomos
estao envolvidos no processo de empacotamento? As moléculas de DNA
dos cromossomos diferentes sio empacotadas de maneiras diversas, ou
existe um mecanismo universal de empacotamento? Existem diferentes
niveis de empacotamento?

Conforme ja vimos, os cromossomos metafdsicos estio muito
mais condensados do que os cromossomos encontrados na intérfase.
Que niveis adicionais de condensagio ocorrem nessas estruturas especiais
planejadas para garantir a segregacdo correta do material genético
durante a divisdo celular? As seqiiéncias de DNA de genes que estio
sendo expressos sio empacotadas diferentemente daqueles genes que
nao estio sendo expressos?

Vocé vai poder estudar as evidéncias que estabeleceram a existéncia
de trés diferentes niveis de empacotamento de DNA nos cromossomos
de eucariotos.

Quando a cromatina isolada de células de eucariotos foi examinada
por microscopia eletrdnica, observou-se que ela é composta por muitas
estruturas elipsoidais (medindo cerca de 11nm de diametro e 6nm de
altura), que estdo ligadas entre si por regioes mais finas.

A Figura 8.1 é uma representag¢do esquemadtica do que foi
observado. Deu-se 0 nome de estrutura de “colar de contas”, pois a

aparéncia da estrutura é semelhante a um colar.



(a)

Nucleo de histonas DNA de ligagdo do
do nucleossomo nucleossomo

Retirada de Alberts, B. et al. In: Fundamentos de
Biologia Celular, p. 255, fig. 8.8, Porto Alegre: Artmed
Editora S.A.,1999.

©2002 by Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian
Lewis, Martin Raff, Keith Roberts and Peter Walter.

Figura 8.1: (a) Representacdo esquematica da estrutura de
“colar de contas” observada na cromatina. (b) Esquema de
uma regido do colar contendo quatro contas.

Para se descobrir a natureza dessa estrutura, apresentada pelo
DNA, foram feitos estudos tratando a cromatina com ENDONUCLEASES.
Ap6s o tratamento da cromatina, foi observado que segmentos de DNA
de 200 PARes DE NucLEOTIDEOS eram de alguma forma “protegidos” da )

PARES DE NUCLEOTIDEOS
degradacido com a endonuclease.
Regides dupla fita
de 4cidos nucléicos.
Muitas vezes sao
NUCLEASES também chamados

pares de bases. Vocé

Sio enzimas que degradam 4cidos nucléicos. Elas podem ser VEl RGO E1S

ribonucleases (RNases) que degradam RNA em ribonucleotideos
ou podem ser desoxirribonucleases (DNases) que degradam DNA
em desoxirribonucleotideos. As nucleases podem ser classificadas

duas formas, mas é
importante que saiba
que significam a mesma
como endonuclease (quando degradam o 4cido nucléico coisa. Observe ainda
internamente) ou exonuclease (quando degradam os 4cidos nucléicos que as vezes falamos
a partir da suas extremidades) podendo ainda ser exonuclease
5> - 3°, quando iniciam a degradacdo na extremidade contendo o
nucleotideo 5°, ou exonuclease 3’ - 5’ quando iniciam a degradacdo

a partir da extremidade 3’ do acido nucléico. Existe, ainda, um outro

em cromatina e, outras
vezes, falamos em DNA,
e isso € proposital, pois
a cromatina é formada
por DNA, e o DNA é

tipo de endonuclease, chamado Endonuclease de Restricao ou somente
encontrado na forma de

Enzima de Restrigao. Essa enzima reconhece seqiiéncias especificas no
DNA dupla fita. Existe um niimero muito grande de enzimas de restricio
que sao amplamente utilizadas em Laboratérios de Biologia Molecular

cromatina. Vocé deve
fazer um esforgo para se
para cortar moléculas de DNA em locais especificos. familiarizar com
0s termos.
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O tratamento da cromatina com quantidades de nucleases e tempos
menores do que aqueles necessarios para que haja uma degradagio
completa é chamado digestdo parcial. Em Biologia Molecular, usamos
freqlientemente o termo digestdo para nos referirmos ao ataque de
nucleases aos 4dcidos nucléicos.

Assim, a digestdo parcial da cromatina com essa nuclease resultou
na produgio de fragmentos de DNA em uma série de tamanhos especificos
que eram multiplos integrais dos fragmentos menores, ou seja, multiplos
de 200. Entdo, foram observados fragmentos de 200, 400, 600, 800 pares
de nucleotideos e assim por diante. A Figura 8.2 apresenta um esquema

ilustrando o que foi descrito anteriormente.

Figura 8.2: Esquema representando o resultado da
digestdo parcial da cromatina. O DNA foi separado
por eletroforese em gel de agarose, tratado
com brometo de etideo e visualizado com luz
ultravioleta. Observe o tamanho dos fragmentos sendo
multiplos de 200.

Vocé ja deve estar imaginando por que isso foi observado, pois,
baseado nas informacdes anteriores, vimos que, ao tratar o DNA
(cromatina) com nuclease, fragmentos de 200 pares de nucleotideos foram
encontrados. Ja na digestdo parcial, que é menos eficiente, observa-se o
aparecimento de multiplos de 200. Isso implica a conclusio de que a
cromatina apresenta uma estrutura repetitiva, supostamente as contas
do colar observadas na microscopia eletronica.

De alguma forma, o DNA presente nas contas esta protegido
do ataque da nuclease, enquanto o DNA que une uma conta a outra
é justamente o local suscetivel ao ataque da nuclease. Entdo, podemos
dizer que o colar de contas é composto por DNA na forma de contas e
DNA na forma de cordio.

Para tratar o assunto numa linguagem mais cientifica, vamos discutir
como essas estruturas sao chamadas e como elas s3o formadas. A conta
ou subunidade da cromatina é chamada nucleossomo, de acordo com o
conceito atual da estrutura da cromatina, e as conexdes ou cordoes de

DNA entre as contas sdo as regioes suscetiveis ao ataque da nuclease.



Um outro experimento de digestio da cromatina com nuclease
demonstrou que se os nucleossomos (200 pares de nucleotideos) fossem
mantidos por mais tempo em contato com a nuclease, um segmento
de DNA de 146 pares de nucleotideos continuava presente em cada
nucleossomo. Essa estrutura menor, resistente a nuclease, é chamada
centro do nucleossomo. Mas como o nucleossomo é formado?

Nos falamos, no inicio desta aula, sobre os diferentes componentes
do cromossomo e vocé deve estar lembrado das histonas. Caso nao
esteja lembrado, volte para o inicio da aula para poder compreender os
proximos topicos.

O centro do nucleossomo é formado por 146 pares de nucleotideos
e duas moléculas de cada uma das histonas H2a, H2b, H3 e H4.

As histonas se organizam na forma compacta de um octimero.
Estudos fisicos (difracdo de raios X e andlises semelhantes) de cristais do
centro do nucleossomo mostram que 0 DNA (146 pares de nucleotideos) estd
enrolado na forma de uma superespira solenoidal (Aula 7), com orientagdao
de mio esquerda, em torno do octimero de
histonas, realizando uma volta completa mais

trés quartos de uma segunda volta. Observe a

2H2a+2H2b+2H3+2H4

Figura 8.3 e vocé compreendera melhor.
3/4 de Volta

A andlise criteriosa dessa estrutura
revela por que o DNA eucaridtico esta
subenrolado. Vocé deve estar lembrado que
0s eucariotos nao possuem topoisomerases
que subenrolam o DNA.

Vocé deve estar lembrado também
que o enrolamento solenoidal é uma forma
de superenrolamento adotada pelo DNA
subenrolado. Se vocé nio estiver se lembrando,
pegue a parte final da Aula 7 e revise esse topico,
pois é importante para a compreensao.

O enrolamento dos nucleossomos é

Octamero de histonas

Par 146 de
nucleotideos

2nm

1 volta

Par 1 de nucleotideos

]

solenoidal. Para que o DNA seja enrolado E— A Tl

fortemente nas histonas, é necessaria a Figura 8.3: Esquema representando os 146 pares de
) nucleotideos enrolados em torno do octamero de

remocgdo de cerca de uma volta da hélice do histonas. A figura apresenta as dimensdes do nuicleo

do nucleossomo. Observe a formacdo de uma volta

DNA. Observe a Figura 8.4 e acompanhe mais trés quartos de volta.

a explicacao.
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DNA

Quando o nucleo de proteina de um nucleossomo (octamero
de histonas) liga-se in vitro a um DNA circular fechado, relaxado,
a ligacdo introduzird uma superespira negativa. Essa ligacdo ndo
provoca quebra na molécula de DNA e ndo altera o nimero de liga¢do,
mas a forma¢do de uma espira solenoidal negativa ird provocar a
formagao de uma superespira positiva em algum lugar da molécula
para acomodar a tensdo.

Nesse ponto, entra a topoisomerase que, como vocé ja sabe,
é capaz de remover superespiras positivas. Como resultado da acio
da topoisomerase relaxando a superespira positiva, ocorrerd uma
diminui¢do global no nimero de ligacdo. Isso resolve o problema da
falta de uma enzima capaz de formar superespiras negativas a partir do

DNA subenrolado.

(b) (©)

Nucleo de
histona

k
— O~ - @
J A
Superespira — TOPOISOMERASE
negativa )
(Solenoidal) Superespira Uma superespira
positiva negativa

(Plectonémica)

Figura 8.4: Montagem da cromatina. (a) O octamero de histonas e o DNA circular
separados. (b) Ao se ligar ao DNA na estrutura solenoidal (superespira negativa), ocorre
a formag¢do de uma superespira positiva para acomodar a tensdo. A topoisomerase
rompe a superespira positiva relaxando novamente o DNA (c).
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Os octdmeros de histonas tendem a se ligar em regides do DNA
que apresentam varios pares de bases A =T, no sulco secundario da hélice
do DNA, que estd em contato com as histonas. A explicacdo plausivel
para isso € que o intenso enrolamento do DNA em volta do octimero
requer a compressdo do sulco secundario do DNA, e um agregado de
dois ou trés A = T torna essa compressao mais facil.

As histonas protegem o segmento do DNA no centro do
nucleossomo da clivagem pela nuclease. A estrutura do nucleossomo é,
na esséncia, invariavel em todos os cromossomos. Dizemos na esséncia
porque pode haver alguma variagdo no ndmero de nucleotideos que

compdem o centro do nucleossomo e as conexoes.



O nucleossomo é entdo a subunidade da cromatina. Cada
subunidade é composta pelo centro do nucleossomo (146 pares de
nucleotideos mais o octimero de histonas), o DNA de conexdo, uma
molécula de Histona H1 e proteinas cromossomais ndo histonas.
Entretanto, nio estd bem estabelecido se a Histona H1 é distribuida
igualmente por nucleossomo ou conexio, na cromatina.

As evidéncias sugerem que o nucleossomo completo contém
uma molécula de Histona H1, que estabiliza duas voltas completas de
super-hélices de DNA, na superficie do octimero de histonas. A Figura
8.5 ilustra o que foi descrito. O tamanho da DNA de conexdo varia de
espécie para espécie e de um tipo celular para outro. Ja foram descritos

conectores que variam de 8 a 114 pares de nucleotideos.

2 nm

Octamero
de histonas

Histona H1
DNA com 166 pares

de nucleotideos

Ficou claro que o nucleossomo é o componente bdsico estrutural
da cromatina de eucariotos mas, como foi visto anteriormente, 0 DNA
deve estar empacotado para caber dentro do nticleo da célula eucariotica
e somente a organiza¢do em nucleossomos nao seria suficiente, pois esse
tipo de estrutura reduz o tamanho do DNA na ordem de sete vezes,
muito menos do que o nimero visto no inicio da nossa aula, em que a
reducdo é da ordem de 10%, ou seja, 10.000 vezes. Veremos, a seguir, o

que ocorre com 0S nucleossomos.

Figura 8.5: Esquema da localizacao
da Histona H1 no nucleossomo.
O nucleossomo aqui represen-
tado estd composto por 166 pares
de nucleotideos,
duas voltas. A H1 mantém as duas
voltas unidas.

completando
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Figura 8.6: Esquema de um cromos-
somo metafasico, baseado na imagem
obtida através de microscopia eletronica.
Note a presenca de um emaranhado de fibras.
Cada uma dessas fibras corresponde a uma
estrutura de 30nm.
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Vocé pode observar no esquema da Figura 8.6 que, quando os
cromossomos metafasicos sao observados por microscopia eletrdnica,
eles se apresentam como massas de fibras altamente dobradas ou
enroladas.

Essas fibras de cromatina tém um didmetro médio de 30nm,
sendo a estrutura da cromatina conhecida como fibra de 30nm.
Durante os estagios iniciais da mitose ou meiose, s6 é possivel visualizar
as regioes onde as fibras de 30nm estio fortemente empacotadas ou

condensadas.

Fibra de cromatina
- 30nm

O que sdo as fibras de 30nm observadas em cromossomos
meidticos e mitdticos? Apesar de ndo existir uma resposta definitiva
para essa pergunta, vocé ja viu que o DNA é enrolado como uma
superespira em um octimero de histonas para formar a estrutura de

10nm do nucleossomo, certo?



O que ocorre, provavelmente, é que os nucleossomos estio em
justaposicdo direta uns com os outros, escondendo as regides conectoras,
formando uma fibra de nucleossomos de 10nm. Se a fibra de 10nm, por
sua vez, for dobrada em uma ordem maior de espiralamento (solenoidal),
uma fibra de 30nm pode ser formada.

Embora os cientistas nio entendam todos os detalhes da estrutura
da fibra de 30nm da cromatina, existem boas evidéncias de que elas
representam uma estrutura solen6ide como a mostrada na Figura 8.7. As
fibras de 30nm fornecem um grau de compactacdo de aproximadamente
100 vezes.

6nm

(a)
: Octamero de
— Histona

=)
a
o
3
&
e
L— |
T1nm

30nm

Centro do

nucleossomo
nucleossomos

(~11nm)

Fibra de cromatina
(solenoidal) (~30 nm)

30nm

Figura 8.7: (a) O esquema apresenta um possivel mecanismo
de formacédo da fibra de 30nm. (b) O esquema apresenta a
forma como a fibra é encontrada na cromatina, com base
em observagdes feitas por microscopia eletrénica.

Por que os cromossomos metafdsicos sdo tdo condensados? Para
responder a essa questdo, precisamos recordar o que ocorre na divisiao
celular. Na metéfase, os cromossomos duplicados (um par de cromatides-
irmis) sao alinhados no fuso para que ocorra a separa¢ao de metade para

cada célula-filha.
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Parece logico que essa organiza¢io em uma estrutura tio compacta
facilite essa separacdo, ndo é mesmo? Entdo, o papel desses cromossomos,
altamente condensados, é organizar e empacotar o DNA em estruturas que
facilitardo a segregaco para os nicleos das células-filhas sem que as moléculas
de DNA dos diferentes cromossomos se tornem emaranhadas e, como resultado,
possam ser quebradas durante a separagio das cromatides-irmas.

Entao, vocé pode concluir que a estrutura basica do cromossomo
metafdsico é a fibra de cromatina de 30nm que, por sua vez, ¢ formada
pela fibra de 10nm composta pelos nucleossomos. A maneira como
essas fibras se condensam mais ainda até atingir a estrutura observada
na metafase ainda ndo é muito bem conhecida, mas parece que certas
regidoes do DNA associam-se a um andaime nuclear.

A Figura 8.8 ilustra um esquema desse andaime, que pode ser
observado quando o cromossomo metafésico foi tratado com proteases.
O resultado foi a formag¢io de um halo de DNA associado ao andaime.
As regides associadas aos andaimes estdo separadas por alcas de DNA de,
talvez, 20.000 a 100.000 pares de bases. O andaime contém vdrias
proteinas, grandes quantidades de histonas H1 (interior da fibra) e a
topoisomerase II, o que nos remete novamente ao papel dessa enzima
no subenrolamento do DNA e a montagem da cromatina.

Embora ndo exista um modelo definitivo para demonstrar como
o DNA atinge o nivel maximo de compactagio, a idéia mais aceita é que

esta sempre dependente da formacdo de espiras em cima de espiras.
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Figura 8.8: Esquema baseado
na observacdo da microscopia
eletronica de um cromossomo
metafasico tratado com proteases.
Observe que o andaime lembra o
formato da estrutura observada
na Figura 8.6, de um cromossomo
metafasico. Em torno do andaime,
nota-se um halo de DNA formado
por muitas alcas.



CENTROMEROS E TELOMEROS

Conforme vocé ja estudou em Biologia Celular, os cromossomos
metafasicos duplicados (cada um contendo duas cromatides-irmas) de cada
um dos pares de cromossomos em um individuo dipldide se separam para
podlos opostos no fuso meidtico durante a anafase I da meiose.

De modo semelhante, durante a anifase II da meiose e na tinica
anifase da mitose, as cromatides-irmas de cada cromossomo se movem
para pélos opostos e se tornam cromossomos-filhos. Esses movimentos,
durante a anafase, dependem da ligacao dos microttibulos, que compoem
o fuso, a regides especificas dos cromossomos, que sio chamadas
centromeros.

Todos os centromeros desempenham a mesma fungiao bdsica,
assim, os centrdmeros de diferentes cromossomos de uma espécie contém
componentes estruturais semelhantes.

O centromero de um cromossomo metafésico (esquematizado na
Figura 8.9) pode ser reconhecido como uma constri¢do, na qual ainda nio
houve duplicacio do cromossomo nessa regido. Vocé pode observar essa
constricdo no esquema da Figura 8.6. Na verdade, a produc¢io de dois
centrdmeros funcionais a partir de um centromero parental é um passo-
chave na transicio da metifase para a anifase. Um centromero funcional
deve estar presente em cada cromossomo-filho para evitar efeitos deletérios

Ccomo a NAO-DISJUNGAO.

Fibra do fuso

LGN X XA X

DNA /. NS
Cromatides-irmas 0 Vg%

{

Centrémero

Figura 8.9: Modelo da estrutura do centrémero em um cromossomo
metafasico. As fibras do fuso, que se ligam ao centrémero, sdo respon-
saveis pela separacdo das cromatides-irmas.

NAo-DISJUNCAO

E quando os dois
Cromossomos mi-
gram para uma mesma
extremidade gerando
células-filhas com
alteragdo no ntimero
de cromossomos.
Uma delas ira conter
2 cromossomos e
a outra contera o
cromossomo daquele
par. Vocés vao estu-
dar o fenémeno de
nao-disjun¢do, em
detalhe, na disciplina
Genética Basica.
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O que é, e como funciona o centromero? Muito do que se sabe hoje
em dia veio de estudos feitos com leveduras. Os centromeros de todos
os cromossomos da levedura Sacharomyces cerevisae foram isolados e
caracterizados. Uma regido chamada CEN foi identificada.

Os pesquisadores observaram que as regides CEN de diferentes
cromossomos podem ser trocadas entre si. A troca da regiao CEN
de um cromossomo pela regiao CEN de um outro cromossomo nao tem
efeito aparente na célula ou na sua capacidade de se dividir normalmente.

Estudos moleculares demonstraram que o centromero funcional
de levedura apresenta um tamanho de 110 a 120 pares de nucleotideos
e possui trés regides essenciais. Vocé pode observar a representacdo
esquematica da regido CEN na Figura 8.10.

Asregioes I e Il sdo seqiiéncias conservadas que estdo localizadas
nas extremidades da regido II, que é um segmento central rico em A=T
composto por cerca de 90 pares de nucleotideos. Na regido central, o seu
tamanho e o fato de ser rica em A=T sdo provavelmente mais importantes
do que a seqiiéncia em que os nucleotideos estao dispostos. Jd nas regides
I e I1I, as sequiéncias especificas sao importantes, pois atuam como sitios
de ligagdo para proteinas, provavelmente envolvidas na ligagio com
as fibras do fuso. A estrutura macromolecular exata do complexo de
ligacdo do centromero com as fibras do fuso ainda ndo foi totalmente

determinada para os cromossomos eucarioticos.

20nm

Microtubulos
na fibra do fuso

Nucleossomos

jesssessnsetes]
QTOCOO0000

CL LI CN N )

/Centrémero

I m L
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DNA y
110 nucleotideos (~40nm) 11nm
Regides conservadas
I Il i
[ [ [ I
ATAAGTCACATGAT TGATTTCCGAA
88 pb, 93% AT
TATTCAGTGTACTA P ° ACTAAAGGCTT

Figura 8.10: Esquema da estrutura conservada dos centrOmeros de Sacharomyces
cerevisae e as sequéncias das regides I, Il e Ill, que formam o CEN.



Até agora vocé viu que o cromossomo € um filamento longo de
DNA, que sofre um empacotamento para atingir a estrutura observada
no cromossomo metafasico. Vocé viu também que isso é importante na
separacao dos cromossomos para as células-filhas e que essa separagio
ocorre através de uma estrutura especial, permitindo a liga¢io de
proteinas que formarao o fuso.

Vocé vera no proximo topico que 0s Cromossomos eucarioticos
apresentam ainda uma outra particularidade, essencial para a sua conservagao
e estrutura. Essa particularidade é uma estrutura chamada telémero.

Os telémeros (do grego telos e meros que significa final e parte) ou
extremidades dos cromossomos eucaridticos apresentam propriedades
unicas. Uma observacdo interessante obtida pelos pesquisadores é que
os cromossomos com as extremidades quebradas se tornam “grudentos”
e tendem a se fundir com outros. Em contraste, as extremidades de
Cromossomos normais sao estaveis e nao apresentam tendéncia de fusdo
COm Outros Cromossomos.

Uma outra razdo para acreditar que os teldbmeros apresentam
estruturas unicas é o fato de o mecanismo conhecido de replicagio de
moléculas lineares de DNA ndo permitir a duplicagdo completa das duas
fitas. Assim, os teldbmeros devem conter estruturas Gnicas que permitam a
replica¢do ou deve existir alguma enzima que resolva esse problema. Esse
assunto serd estudado em detalhe nas aulas sobre replicacio do DNA.

Qualquer que seja sua estrutura, os telomeros devem prover trés
fungoes importantes: impedir que as nucleases degradem as extremidades
da molécula de DNA linear; impedir que moléculas lineares de diferentes
cromossomos se fundam e facilitar a replicacdo das extremidades da
molécula linear, para que ndo ocorra perda de material genético.

Sabe-sequeosteldmerosdecromossomoseucariticossao formados por
repeticOes contiguas de seqiiéncias curtas de nucleotideos. As seqiiéncias variam
de espécie para espécie, mas a unidade bésica da repeticao é representada por
5’ T1-4 A0-1 G 1-8 3’, em quase todas as espécies. Isso significa que, a
partir do primeiro nucleotideo 5°, a repeti¢do pode apresentar de 1 a 4 Ts;
deO0alA;dela8Gs.
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Lembre-se de que 0 DNA é sempre representado na orientacao fosfato
5’ para hidroxila 3’ e mesmo que o DNA seja dupla fita, somente uma
delas é representada, ja que a outra fita 3’ - 5’ sera complementar a ela.

Por exemplo, uma seqiiéncia repetida encontrada em humanos
e outros vertebrados é S’TTAGGG3’, a do protozodrio Tetrahymena
thermophila é STTGGGG3’ e a da planta Arabidopsis thaliana é
S’TTTAGGGS3’. Na maioria das espécies, outras sequiéncias repetitivas
de DNA sao encontradas nas adjacéncias dos teldmeros, e sio chamadas
sequéncias associadas ao telomero.

Em vertebrados, a repeti¢io S’TTAGGG3’ é altamente conservada,
e foi identificada em mais de 100 espécies incluindo mamiferos, passaros,
répteis, anfibios e peixes. O numero de copias dessa repeticio bésica
em telébmeros varia de espécie para espécie, de cromossomo para
cromossomo dentro das espécies e até no mesmo cromossomo em
diferentes tipos celulares.

Em cultura in vitro de células somaticas humanas normais, os
telomeros geralmente contém de 500 a 3.000 repeti¢des S’TTAGGG3’;
que vao diminuindo com a idade das células. Uma observacio
interessante é que os telomeros de linhagens de células germinativas e
células cancerosas nao diminuem com a idade.

Os telomeros de algumas poucas espécies ndo sdo compostos
por repeti¢oes do tipo descrito acima. Na mosca de fruta, Drosophila
melanogaster, por exemplo, os telomeros sio compostos de duas seqiiéncias
especializadas de DNA que apresentam a capacidade de se mover de um
local para outro do genoma. Devido a mobilidade, essas seqtiéncias sio
chamadas elementos genéticos de transposi¢ao. Vocé terd a oportunidade
de aprender sobre o assunto mais adiante nessa mesma disciplina.

A maioria dos teldmeros termina com uma regido fita simples de
DNA rica em Gs, chamada extremidade 3’ pendurada. Essas regides sao
curtas em ciliados como o Tetrabymena (12 a 16 nucleotideos), mas sao
longas em humanos (125 a 275 nucleotideos).

Os nucleotideos terminais das extremidades fita simples
geralmente exibem padrdes tnicos de metilacdo (ligagdo covalente de
grupamentos metila) que, sem duvida, contribuem para a estrutura do
telomero. As regides dos teldmeros com seqiiéncias ricas em guanina
apresentam a capacidade de formar numerosas pontes de hidrogénio
(diferentes daquelas produzidas pelo pareamento das bases de Watson
e Crick no DNA).



Por exemplo, quatro residuos de guanina podem formar um quarteto
G através de um tipo especial de ponte de hidrogénio chamado pareamento

de Hoogstein. A Figura 8.11 ilustra a estrutura do quarteto G.
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Figura 8.11: Estrutura do quarteto G formado em
solucdo utilizando oligonucleotideos contendo as
sequéncias repetitivas encontradas nos telémeros.

Experimentos in vitro usando seqiiéncias curtas de DNA sintético,
chamados oligonucleotideos, contendo as seqiiéncias repetitivas
encontradas nos telomeros, sao capazes de formar quartetos G em
solucdo. No entanto, o fato de essas seqiiéncias formarem quartetos G
in vivo permanece desconhecido. Trés modelos da estrutura dos telomeros
humanos sio mostrados na Figura 8.12. Uma sugestdo é que os quartetos
G bimoleculares (Figura 8.12 ¢) podem desempenhar uma fung¢io durante

a iniciacdo do pareamento dos cromossomos na meiose.
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Figura 8.12: Trés modelos para a estrutura do teldmero humano. (a) Grampo de
cabelo, uma estrutura unimolecular, (b) Quarteto G unimolecular, (c) Quarteto G
bimolecular.

Embora a estrutura tridimensional conhecida dos teldmeros niao
seja precisa, os telomeros certamente apresentam caracteristicas especiais
que sdo responsdveis pelas suas propriedades tnicas. O mecanismo
de sintese dos telomeros serd abordado na aula sobre replicacao do
DNA. Proteinas que se ligam especificamente aos telomeros ja foram
identificadas em diferentes espécies.

Essas proteinas provavelmente encobrem o DNA telomérico
proporcionando uma estabilidade maior as extremidades dos
cromossomos. Uma dessas proteinas chamada TRF2 (Telomere
Repeat-binding Factor 2, do inglés Fator 2 ligante a Repeticdo
Telomérica) demonstrou impedir a fusdo extremidade-extremidade de
cromossomos humanos.

Com todas essas informacdes que vocé teve a oportunidade de
estudar nas duas tltimas aulas, vocé ja pode tragar algumas conclusdes.
Vamos citar algumas delas. Quanto mais complexo o organismo, mais
coordenado e preciso é o mecanismo de organiza¢ido e empacotamento
do material genético.

Essa organizac¢do estd diretamente relacionada a necessidade de
transmitir essas informacoes contidas no DNA e RNA (em virus) para

as proximas geracoes, de maneira intacta.
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Em todos os organismos, o material genético sofre alteracoes
na sua estrutura que resultam no superespiralamento, além de estar
associado a proteinas.

No caso dos eucariotos, vocé pode observar que o DNA contido nos
cromossomos passa por diferentes niveis de organizac¢do e que apresenta
regides que sao essenciais para a manuten¢do da sua integridade.

Apesar das inumeras informagoes aqui apresentadas, vocé deve
ter notado que muitas vezes nés citamos que alguns dos mecanismos
ainda ndo sdo conhecidos em detalhe.

Pois bem. Vocé deve ter em mente que a Biologia Molecular é uma
ciéncia relativamente recente, pois como vocé deve estar lembrado, foi em
1953 que a estrutura do DNA foi determinada por Watson e Crick.

Pensando assim, todas essas informac¢oes foram obtidas nos
ultimos 50 anos, e dependeram do desenvolvimento de equipamentos
e técnicas especializadas. A Biologia Molecular é uma das 4reas das
ciéncias que mais avangou nos tltimos anos e acreditamos que no futuro
proximo muitas das hipoteses serdo comprovadas ou descartadas com

base nas evidéncias experimentais que estao por vir.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender que os cromossomos dos
eucariotos sofrem diferentes niveis de compactacdo. O superespiralamento
do DNA é essencial para o seu empacotamento. Nos eucariotos, o primeiro
nivel de compactacdo ocorre através da interacdo do DNA com octameros de
histonas, formando os nucleossomos. Na cromatina, o DNA é encontrado na
forma de fibras de 30nm, como resultado do superespiralamento solenoidal
da fibra de 10nm, formada pelos nucleossomos. Os niveis superiores de
compactacdo ndo sdo bem conhecidos; no entanto, o mecanismo mais
provavel é que seja dependente da formacdo de espiras sobre espiras.
Vocé viu ainda que os cromossomos de eucariotos apresentam estruturas
especiais. Uma delas, o centromero, estd envolvida na formacdao do fuso e
garante a separacao das cromatides-irmas; a outra, o telémero, esta localizada
nas extremidades dos cromossomos e desempenha importante fun¢do relacionada

a estrutura e integridade dos cromossomos.
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EXERCICIOS
1. Cite e explique os componentes dos nucleossomos.

2. Um DNA dupla fita de um virus foi injetado no nucleo de uma célula eucariética.

Esse DNA sera empacotado na forma de nucleossomos? Justifique sua resposta.
3. De que maneira é formada a fibra de cromatina de 30nm?

4. Qual a funcdo da topoisomerase no mecanismo de empacotamento do

cromossomo eucariotico?

5. Quais sdo os principais componentes estruturais de um cromossomo

eucariotico?

6. Vocé acha que é possivel construir um cromossomo artificial juntando DNA de

diferentes organismos? Justifique sua resposta.

AUTO-AVALIACAO

Se vocé teve dificuldade para responder aos exercicios 2 e 6, recomendamos que vocé
recorra ao tutor desta disciplina no pélo. Ele com certeza o ajudara. As respostas

para os demais exercicios estdo contidas no texto da nossa aula de hoje.

INFORMACOES SOBRE A PROXIMA AULA

Nas préximas aulas, nés estudaremos como funciona o mecanismo de replicagdo

em diferentes organismos. Até |4 e bom estudo!
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Aula 3

1. Os nucleotideos sdo formados por um acticar de cinco atomos de carbono (uma pentose),
uma base nitrogenada ligada ao C,. da pentose e um, dois ou trés grupamentos fosfatos ligados

normalmente ao C_ da pentose.

2. DNA - os nucleotideos constituintes sdo chamados desoxirribonucleotideos; RNA - os
nucleotideos constituintes sdao chamados ribonucleotideos. Os desoxirribonucleotideos
contém o aclcar desoxirribose, as bases purinicas adenina (A) e guanina (G) e as bases
pirimidinicas citosina (C) e timina (T). J& os ribonucleotideos contém o actcar ribose,
as bases purinicas adenina (A) e guanina (G) e as bases pirimidinicas citosina (C)

e uracila (U).

3. A purina é formada por dois anéis heterociclicos fundidos, um de seis e outro de cinco &tomos,
e a pirimidina é formada por apenas um anel heterociclico de seis &tomos. Desenhar qualquer
uma das bases A, G, C e T presentes no DNA e qualquer uma das bases A, G, C e U presentes no

RNA. As férmulas estruturais desses compostos encontram-se na Figura 3.4.

4. Um nucleosideo é formado por uma base nitrogenada ligada a uma pentose através do carbono C,,
Ja o nucleotideo é constituido de uma pentose, uma base nitrogenada, ligada ao C,.da pentose, e um,
dois, ou trés grupamentos fosfatos, ligados ao C_ da pentose. As estruturas gerais de um nucleosideo

e um nucleotideo encontram-se na Figura 3.6.

5. Associe as duas colunas.

(a) ligacao fosfodiéster (d) difere a D-ribose da desoxi-D-ribose

(b) ligacdo N-glicosidica (a) ligacdo de nucleotideos adjacentes em uma cadeia
(c) fosfato éster ou fosfoéster ( ¢) difere um nucleosideo de um nucleotideo

(d) presenca de H ou OH no C, da ribose (b) ligacdo da base a pentose no nucleosideo

6. Além de serem as unidades formadoras dos acidos nucléicos, os nucleotideos desempenham outras
funcdes celulares: sdo moléculas carreadoras de energia quimica (o ATP, por exemplo), sdo moléculas
de sinalizacdo (o cAMP, por exemplo), sdo componentes de co-fatores enzimaticos (NADH, por

exemplo).

7. Ocorre uma reacao de condensacao, havendo formacédo de uma ligacdo fosfodiéster e liberacdo
de agua e pirofosfato organico. NTP (ou dNTP) + NTP (ou dNTP) - dinucleotideo + H,0 + pirofosfato.

Essa reacdo esta representada na Figura 3.9.

8. Este esquema esté representado na Figura 3.10. Ao longo de toda a cadeia existe um fosfato
ligado a um acuticar, que esté ligado a um fosfato ligado a um acucar, e assim por diante. O que
diferencia as moléculas de acidos nucléicos é a seqiiéncia de bases nitrogenadas ligadas a cada

acucar da cadeia.
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Aula 4

1. O DNA é a molécula que armazena informacdo genética nas células. Como molécula da

hereditariedade, o DNA tem de ser capaz de:

e armazenar um numero enorme de informacdes, para codificar todas as proteinas

necessarias ao funcionamento de uma célula;

e duplicar-se com confiabilidade, para garantir que as células-filhas contenham o mesmo

conteldo genético que a célula-mae;

e permitir alteracdes em situacdes raras, o que garante a variabilidade genética aos

individuos de uma populacéo.

2. O modelo proposto por Watson e Crick consiste em duas cadeias polinucleotidicas, chamadas
fitas ou filamentos, helicoidais e enoveladas para a direita ao redor de um eixo comum, formando
uma dupla hélice com 20 A de didmetro. A estrutura tridimensional do DNA se assemelha a
estrutura de uma escada em espiral. A natureza antiparalela das fitas que formam a dupla hélice

garante o 6timo alinhamento das bases.

A complementaridade das fitas que compdem a dupla hélice de DNA assegura a formacao
de uma duplicata exata da informacao genética parental quando o DNA é replicado. As fitas
sdo ditas complementares porque a base em uma das fitas determina a base da outra fita,
formando os pares de bases A=T e C=G, mantidos por duas e trés pontes de hidrogénio entre

as bases nitrogenadas, respectivamente.

Os suportes acucar-fosfato das duas fitas se localizam na parte externa da dupla hélice,

enquanto os pares de bases se encontram na parte interna dessa estrutura.

A estrutura global do DNA é mantida pelas pontes de hidrogénio e por intera¢des

hidrofobicas que asseguram o empilhamento das bases.

Varios outros aspectos estruturais da molécula de DNA podem ser citados, sendo que todos
eles encontram-se no texto de aula. As figuras sdo importantes para o entendimento; portanto,

vocé deve retornar a cada uma delas na tentativa de extrair o maximo de informacgoes.

3. Aresposta a este exercicio se baseia no fato de que a base G em uma fita pareia com a base
C em outra, e vice-versa, e que a base A em uma fita pareia com a base T em outra, e vice-
versa. Além disso, é importante lembrar que as fitas sdo antiparalelas, ou seja, a extremidade
5’ de uma fita coincide com a extremidade 3’ da fita complementar. Assim, a seqiiéncia da fita
complementar é:

T e e e e A 3

< T O e A A O T A T
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4. Esta representacdo encontra-se na Figura 4.5 desta aula. As intera¢des existentes entre as
bases sdo do tipo ponte de hidrogénio. Entre A e T formam-se duas pontes de hidrogénio,

enguanto entre C e G formame-se trés pontes de hidrogénio.

5. As estruturas da desoxirribose, da guanina e do fosfato podem ser encontradas na Aula 3,

mais especificamente nas Figuras 3.3, 3.4.d e 3.5, respectivamente.
Ordem de solubilidade: fosfato > desoxirribose > guanina.
Quanto maior a polaridade do composto maior sua solubilidade em agua.

Os grupamentos fosfatos, que sdo altamente polares, e os residuos de acucar localizam-
se na parte externa da dupla hélice e, portanto, expostos a dgua. Ja as bases hidrofébicas

encontram-se no interior da dupla hélice.

6. Se a molécula de DNA da nova espécie de bactéria contém 42% do par de bases C=G, podemos

deduzir que o conteudo do par de bases A=T é 58% (100-42).

Em cada par de bases C=G, existe uma base C e uma base G. Portanto, em termos percentuais,
podemos dizer que a metade do conteudo do par corresponde a base C, 21%, e a outra metade

corresponde a base G, 21%.

Ja em cada par de bases A=T, existem uma base A e uma base T. Usando um raciocinio
analogo ao usado anteriormente, podemos afirmar que o contetddo de A é a metade de 58%,

ou seja, 29%, e é exatamente igual ao contetdo de T.
Assim, o conteldo de cada base é: A=T=29% e C=G=21%.

7. a) Espécie X — se o conteudo de adenina é 35%, o conteudo de timina também é 35%, pois

para cada base A em uma fita existe uma base T na fita complementar.

Entdo, A + T = 70%, sobrando 30% de bases C e G. Como para cada base C em uma fita
existe uma base G na fita complementar, podemos dizer que a metade, 15%, corresponde a

C, e a outra metade, 15%, corresponde a G.
Resumindo, A=T=35% e C=G = 15%.

Usando o mesmo raciocinio, podemos calcular o conteddo de cada uma das quatro bases para
oDNAY.

Espécie Y — se o conteldo de adenina é 17%, o conteudo de timina também é 17%, pois

para cada base A em uma fita existe uma base T na fita complementar.

Entdo, A + T = 34%, sobrando 66% de bases C e G. Como para cada base C em uma fita
existe uma base G na fita complementar, podemos dizer que a metade, 33%, corresponde a C

e a outra metade, 33%, corresponde a G.

Resumindo, A=T=17% e C=G =33%.
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b) Para o calculo dos percentuais das bases, foi considerada a complementaridade das bases,

conforme ja explicado no item a.

¢) Para que uma espécie sobreviva a temperaturas elevadas, € importante que suas moléculas
sejam mais resistentes a degradacéo pelo calor. Para uma molécula de DNA, quanto maior o
contetdo do par C=G maior a temperatura de fusdo (T ), ja que este par de bases envolve
trés pontes de hidrogénio, enquanto o par de bases A=T envolve apenas duas pontes de

hidrogénio.

Voltando ao resultado obtido no item a, o DNA Y apresenta maior nimero do par C=G
(C+ G =66%) do que o DNA X (C + G = 30%), portanto, muito provavelmente, o DNA isolado

de correntes de agua quente foi o da espécie Y.

8. As bases nitrogenadas livres absorvem mais luz UV (260nm) do que o DNA fita simples, que absorve
mais luz que o DNA dupla fita. Desse modo, o aumento de absorcao de luz observado quando uma
solucdo de DNA é aquecida esta associado a desnaturacdo do DNA, que envolve, inicialmente, a

separacao parcial das duas fitas até a separacao total, originado duas fitas simples.

Aula 5

1. Apenas em grupo pequeno de virus, o RNA é capaz de atuar como material genético, ou
seja, é capaz de armazenar informacdo genética. A importancia do RNA na célula é no fluxo da
informacao genética, que conta com a participacdo dos trés principais tipos de RNA, o mRNA,
o tRNA e o rRNA. Outros RNAs, listados no Quadro 5.1, desempenham funcdes variadas em

uma célula. Além disso, os RNAs chamados ribozimas exibem atividade catalitica.

2. Os trés principais tipos de RNA, mRNA, tRNA e rRNA, participam do fluxo da informacao
genética. Na transcricdo, uma molécula de mRNA é sintetizada tendo como molde as bases de
uma das fitas do DNA. Esse mRNA, entéo, carrega a informacdo genética para o ribossomo, uma
particula supramolecular formada por rRNAs e proteinas ribossomais. No ribossomo, ocorre
a sintese de proteinas, que conta com a participacdo dos tRNAs que transferem aminoacidos

para a cadeia polipeptidica nascente de acordo com a seqliéncia de bases no mRNA.

3. E claro que a estabilidade do DNA é vantajosa sob o ponto de vista biolégico. E justamente

esta estabilidade que assegura a perpetuac¢do das informacdes genéticas.

A instabilidade do RNA também ¢é biologicamente vantajosa. Se tomarmos como exemplo o
mRNA, néo seria interessante que esta molécula se apresentasse metabolicamente estavel,
pois sua funcdo de carrear a informacdo armazenada no DNA para o ribossomo, onde ocorre
asintese protéica, é passageira. Apos desempenhar seu papel, esta molécula deve ser degrada,
assegurando, assim, arenovacao de ribonucleotideos que serdo utilizados na sintese de outras

moléculas de mRNA.
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A diferenca de estabilidade entre RNA e DNA esté relacionada a presenca do grupo 2'-hidroxila
adjacente a ligacdo fosfodiéster do RNA. Este grupamento hidroxila, presente apenas nas
moléculas de RNA, torna a ligacdo fosfodiéster mais susceptivel as hidrélises quimica e

enzimatica do que a ligacao fosfodiéster do DNA.

4. Em principio, ndo, uma vez que o RNA, normalmente, apresenta apenas uma cadeia
polinucleotidica, o que ndo permite a aplicacdo da regra de Chargaff. Entretanto, o genoma de alguns
virus de RNA é composto por duas cadeias polinucleotidicas. Nestes casos, a complementaridade de
bases pode existir e a regra de Chargaff pode ser aplicada. Como, no enunciado do problema, ndo
ha qualquer informacéo a este respeito, podemos dizer que nao é possivel calcular o percentual

das outras duas bases.

5. a) Falsa. Apesar de inimeras bases modificadas poderem ser encontradas no RNA, durante sua

sintese apenas as bases ndo modificadas sdo incorporadas.

b) Falsa. As moléculas de RNA podem apresentar estrutura helicoidal dupla mesmo na auséncia
de pareamento de bases do tipo Watson-Crick. Neste caso, a estrutura helicoidal ocorre devido as
forcas de empilhamento de bases, sendo mais fortes entre duas purinas do que entre uma purina

e uma pirimidina, ou entre duas pirimidinas.

) Correta. Além das interacoes de empilhamento de bases, as moléculas de RNA podem apresentar

regides com pareamento de bases ligadas por pontes de hidrogénio

d) Falsa. Apenas as moléculas de tRNA apresentam tamanho variado dentro desta faixa. Os rRNAs,
em geral, sdo moléculas grandes, podendo apresentar um ndmero muito maior de nucleotideos.
Ja o mRNAs apresentam tamanho bastante varidvel e dependente do tamanho das proteinas por

eles codificadas.
e) Falsa. Ja foi discutido na letra c.
6. As estruturas mais comuns estao representadas na Figura 5.4.

7. Os tRNAs participam da sintese de proteinas ativando aminoacidos e transportando-os para
o ribossomo, onde sdo transferidos para o polipeptideo nascente. Todos os tRNAs apresentam o
mesmo tipo de estrutura secundaria de trevo de quatro folhas, que é composta por quatro bracos
(ver Figura 5.6). Em alguns tRNAs maiores, pode haver ainda um braco extra. O braco do aminoacido
€ onde o aminoacido especifico se liga ao tRNA, enquanto o braco do anticodon apresenta uma
seqUéncia complementar ao cédon no mRNA. Os outros dois ou trés bracos sdo importantes
apenas sob o aspecto estrutural. A estrutura tridimensional de todos os tRNAs se assemelha a um
L torcido (ver Figura 5.8) e a localizacdo dos bracos do aminoécido e do anticédon nessa estrutura

é fundamental para que os tRNAs desempenhem suas func¢des.

8.0 mRNA. Os rRNAs sdo metabolicamente mais estaveis devido, principalmente, a sua associacdo

com proteinas ribossomais, o que é facilitado por sua estrutura, em geral, complexa. J4 os mRNAs,

que apresentam poucos dobramentos intracadeia, séo mais facilmente degradados na célula.
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Aula 6

1. O empacotamento dos genomas virais pode ocorrer, basicamente, de duas maneiras: 1. O
acido nucléico vai se empacotando a medida que as proteinas formadoras do capsideo vao
se ligando a ele, de modo que essas proteinas auxiliam na compactacdo do acido nucléico.
Um bom exemplo é o TMV. 2. O capsideo protéico é sintetizado antes do empacotamento;
0 acido nucléico vai se compactando a medida que entra no capsideo. Um bom exemplo é
o fago. Comentario: vocé vai encontrar a resposta para esse exercicio no inicio desta aula. E
importante que vocé entenda que os dois mecanismos tém o objetivo de fazer com que o DNA

fique contido dentro da particula viral.

2. Os componentes do nucledide sdo: o DNA cromossomal, as proteinas que se ligam ao DNA
e moléculas de RNA. O nucledide é o cromossomo bacteriano empacotado. O DNA encontra-
se superespiralado, formando de 50 a 100 alcas que sdo unidas pelas moléculas de RNA e
proteinas. A retirada das moléculas de RNA e proteina ndo destréi o superespiralamento,
indicando que isso é uma caracteristica intrinseca do DNA. Comentario: a resposta deste
exercicio esta contida no corpo do texto desta aula. E importante que vocé compreenda que
o DNA das bactérias nao fica solto dentro da célula, mas sim organizado numa estrutura que
permite a sua compactacao.

Aula 7

1. O DNA ¢é uma espiral, sendo formado por duas fitas antiparalelas e complementares.
O espiralamento de uma espiral é chamado superespiralamento. Assim, o
superespiralamento do DNA significa a formacdo de uma outra espiral sobre a
estrutura ja espiralada, da mesma maneira que pode ser observado com o fio do
telefone. Comentario: vocé pode encontrar a definicdo do superespiralamento no inicio

da aula de hoje.

2. O subenrolamento significa que o numero de voltas na molécula de DNA é menor do que o normal.
Essa diminuicdo no nimero de voltas gera uma tensdo na molécula de DNA, que devera
ser acomodada. A rotacdo do eixo do DNA sobre si mesmo pode relaxar a tensao,
mas o resultado sera a formacdo de uma superespira em algum local na molécula
de DNA. Assim, podemos dizer que o subenrolamento leva ao superespiralamento.
Comentario: a resposta para esse exercicio esta contida no texto da nossa aula de hoje. E interessante

que vocé reflita sobre as causas do superespiralamento e a sua importancia.

3. A topoisomerase é uma enzima que aumenta ou diminui o grau de subenrolamento
do DNA, promovendo a formacdo de topoisdmeros através da alteracdo do nimero
de ligagdo. As topoisomerases catalisam quebras nas moléculas de DNA, mas usam
ligacdes covalentes para segurar as moléculas de DNA que foram quebradas. Existem
dois tipos de topoisomerases: a topoisomerase |, que produz quebras em uma

Unica fita do DNA, e a topoisomerase Il, que produz quebras nas duas fitas do DNA.
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Comentario: esse exercicio fard com que vocé revise a rea¢éo catalisada pela topoisomerase, bem

como a diferenca entre os dois tipos apresentados.

4. A DNA girase introduz duas espiras negativas através de um mecanismo que primeiramente
forma uma espira positiva, através da ligacdo da enzima ao DNA. Para compensar a tensao, o
DNA se enrola mais adiante formando uma espira negativa. A girase corta, entdo, ambas as fitas
do DNA no local no qual a espira positiva foi formada, promove a passagem da fita intacta pelo
corte e liga as duas fitas cortadas. Como resultado, ocorre a formacdo de duas espiras negativas.
As outras topoisomerases cortam o DNA, promovem o giro da molécula e ligam as moléculas,
introduzindo, assim, uma espira negativa na molécula, por isso a girase é diferente das outras
topoisomerases. Comentario: esse exercicio fard com que vocé revise 0 mecanismo de acdo dessa

importante enzima.

5. Porque a estrutura plectonémica ndo consegue comprimir o DNA, da mesma forma que ocorre
na estrutura solenoidal. Por isso, a estrutura solenoidal é mais interessante para o empacotamento
do DNA. Comentario: esse exercicio fara com que vocé trace um paralelo entre os dois processos,
compreendendo a necessidade da escolha por um deles.
Aula 8
e

1. O nucleossomo é formado por um octamero de histonas (2 subunidades de cada H2A, H2B, H3
e H4) e um segmento de DNA contendo 146 pares de nucleotideos. O DNA se enrola de forma

solenoidal em torno do octamero de histonas, formando uma volta e mais trés quartos de volta.

2. Sim. Porque uma molécula de DNA serd sempre uma molécula de DNA. O que irad definir o seu
tipo de empacotamento é o ambiente celular onde ele se encontra. Assim, um DNA viral injetado
no nucleo de um eucarioto encontrara as histonas que permitirdéo o empacotamento do mesmo

na forma de nucleossomos.

3. A fita de 30nm é formada a partir da sobreposicdo e enovelamento da estrutura de 11nm

composta pelos nucleossomos na estrutura de colar de contas.

4. A formacado de um solendide, pelo DNA enrolado, associado ao octamero de histonas
(nucleossomo), levara a formacdo de uma superespira positiva em algum lugar da
molécula de DNA para acomodar a tensdo causada pela formacao da estrutura solenoidal.
A topoisomerase relaxa a superespira positiva, fazendo com que a molécula apresente
uma superespira negativa (como resultado da estrutura solenoidal no nucleossomo).
Assim, a topoisomerase de eucariotos, embora ndo adicione superespiras negativas, indiretamente

contribui para que o DNA seja superespiralado negativamente.
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5. Sim. Sabemos que existem trés componentes principais no cromossomo: os teldmeros, localizados
na extremidade dos cromossomos; o centrémero, que pode estar localizado em diferentes posi¢des
do cromossomo, e o DNA, que corresponde ao restante do cromossomo. J& que essas estruturas
apresentam funcoes semelhantes em todos os organismos, é possivel juntar o teldmero de um
organismo, o centrébmero de um outro e a regido estrutural de um outro, formando, assim, um

cromossomo artificial.
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