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1-Aspectos Gerals

Tipos
Acido Ribonucléico — RNA
100 a milhares de nucleotideos
Acido Desoxirribonucléico — DNA
até 100 milhdes de nucleotideos

Relacionados com a informacéao genética de
todos 0s organismos Vivos



2-Composicao dos Acidos Nucléicos

Composicéao geral dos nucleotideos (mondmeros)
Grupamento fosfato - Aclcar - Base nitrogenada

Adenosine 5'-monophosphate
(AMP) 2-Deoxyribose




Composicdo dos Acidos Nucléicos
Bases Nitrogenadas

Purinas

Pirimidinas

Citosina Timina Uracila
(DNA) (RNA)




NOS SERES HUMANOS
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- Informacéo das proteinas e
RNAS gue serdo sintetizadas
pelas células do organismo ao
longo da sua vida.

-Capacidade de se auto-duplicar
para originar outras células.
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Estrutura:

m Dupla hélice
m Contém o codigo genético
m = 20 A de didmetro

®m O genoma humano = 25,000
genes




ESTRUTURA QUIMICA DA MOLECULA DO DNA

Base
Nitrogenada

_______________

Base
Nitrogenada

Como aligacao
entre uma desoxirribose
e outra desoxirribose
SO pode ser feita
guando um grupo
fosfato liga-se no

Carbono 5’do
primeiro acucar e
no Carbono 3’do
segundo agucar dizemos
gue a moléecula
de DNA “cresce em
direcao 5°— 3’




Estrutura dos Acidos Nucléicos

Estrutura primaria

Phospho-
diester
bond

Phospho-
diester
bond




DNA como uma dupla hélice:

m Difracio com Raio-X indica uma estrutura

repetitiva para o DNA:
Maurice Wilkins and Rosalind Franklin

m O DNA € uma dupla fita em uma dupla hélice:

James Watson and Francis Crick



2nm

DMA s a double helix with the bases on the
inside and the sugar-phosphate backbones on
the outside of the molecule.

.‘- (L34 nm
/ Bases on opposite strands are paired by hydrogen bonds between adenine (A) and
thymine (T}, and between guanine (G) and oytosine (C). The two DA strands mn in opposite
directions, defined by the 5% and 3* groups of deoxyribose,
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Cadeia do DNA:

B A cadeia de acido nucleico
tem uma orientacao : a
extremidade 5° tem um
ogrupo hidroxil ou fostfato
livte no cartbono 5 do
acucar terminal; a
extremidade 3° tem um
grupo hidroxil livre no
carbono 3 do acucar
terminal.




DNA como um polimero:

m Cada fita simples de DNA ¢é uma cadeia de

nucleotideos que se ligam através de ligacoes

fosfodiestet. Formam, entao, um polimero
fosfato-pentose (um poliéster).

(Base), {'_l"' I:Fl!ia 524
(Sugar)—OH + HO—P—0—(Sugar) —

o
(Base), ) {Base),
(Sugar)—O }"—{}—[Sugar:. + H,0
{5'



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mcb.glossdiv.7888#7719

Estrutura dos Acidos Nucléicos

Minor

Major




Estrutura dos Acidos Nucléicos

Conformacoes do DNA

(a) B DNA (b) A DNA




B DNA:

m A geometria mais provavel de ser formada pelo
esqueleto acucar-fostato. E o DNA natural, tem a hélice
orientada para direita. O padrao de difracao por raio X
do DNA indica que as bases empilhadas sao
regularmente espagadas 0.34 nm ao longo do eixo da
hélice. A hélice faz uma volta completa a cada 3.4 nm;
entao, ha 10 pares de base por volta. Essa ¢ a forma
normal presente na maioria das fitas de DNA nas
células

® Do lado de fora das formas B DNA, os espacos entre
as fitas entrelacadas formam duas fendas na hélice, que
possuem diferentes tamanhos descritas como fenda
maior e fenda menor.
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B DNA- Vista Lateral:

R.H. helix




A DNA:

B Em muito baixa umidade, a estrutura

cristalografica do B DNA muda para forma A.
m Hélices RNA-DNA e RNA-RNA também

existem nessa forma. A forma A € mais
compacta do que a forma B, tendo 11pares de
base por volta, e as bases empilhadas enclinadas.



A DNA - Vista Longitudinal




A DNA — Vista Lateral:

R.H. helix




Z. DNA:

m Pequenas moléculas de DNA, compostas de
nucleotideos de purina e pirimidina alternados
(espectalmente G e () adotando uma
configuracao alternativa orientada para esquerda.
Essa estrutura € chamada Z DNA porque as
bases parecem estar em zigue-zague quando
vista de lado.



Vista Longitudinal

Z. DNA —




Z. DN A — Vista lateral:

L.H. helix




E perfeitamente possivel que ambos
forma A e forma Z das fitas de DNA
existam nas ceélulas.



Hélice tripla de DNA:

®m uma estrutura de tripla hélice pode existir pelo
menos 2 wvitro, e possilvelmente durante a
recombinacao de DNA e reparo. Por exemplo
quando polimeros sintéticos de poli (A) e
polideoxi (U) sao misturados, uma estrutura de
hélice tripla é formada.



Hélice tripla de DNA:

5 ---GGACAGGTCTCTCTCTCTCTCTC-T Triple helix
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Pareamento de Hoogsteen — Base do

DNA tetraplex

m [ongas cadeias
homopoliméricas de DNA
composto por residuos de
citosina e timina em uma fita
e residuos adenina e guanina
em outra podem ser alvo de
pareamento de  pequenas
ssequéncias de poli (C+T)).
Oligonucleotideos  sintéticos
podem inserir-se como uma
terceira fita, ligando-se na
sequéencia de forma especifica
por parecamento de [Hoogsteen.
Cortes especificos do DNA
no local de hélice tripla pode
ser realizado ligacao a agentes
quimicos (ex. Fe2+-EDTA)
para que o)
oligodeoxinucleotideo forme
a terceira fita.




DNA Tetraplex

B Sequiencias ricas em guanina podem juntar-se para
formar estruturas tetraplex em solucao com
concentracoes fisiologicas de Na+ e K+, embora
sua formacao nao tenha sido estabelecida 7z wzvo.
Entretanto, apesar de nao ter sido detectada  viwo,
acredita-se que essas estruturas tenham um papel
celular vital. Além disso, a conservacao do DNA
telomérico pode estar relacionada a formacao
natural do tetraplex de DNA. Essa hipotese ¢
confirmada por estudos que encontraram muitas
proteinas ligadoras de DNA telomérico, que ligam-
se a DNA tetraplex ou promovem sua formacao.



DNA Tetraplex




Cromatina: DNA associado com
proteinas:

B O DNA enrola-se em
torno de  proteinas
denominadas  histonas
(nucleossomos).

m QOutras proteinas
enrolam-se ao DNA
mais fortemente para
formar o cromossomo.

m Porcoes nao enroladas
do DNA sao
importantes para a
mitose, replicacao e
transcricao de RNA.,

Naked DNA
(all histone

10 nm

5 Histones
£y / Nucleosome

Scaffold

fwe protein
/"_Qhromatin

et fibers

Metaphase

chromosome, = o




Cromatina: DNA associado com

4
proteinas:
m No Cromossomo Y/ N/N/RE
o, . 5 Q DNA double helix
mitotico os dominios @) tsom @ Tromm
enrolados e dobrados istones 0 wisone Hi

=< attaching
(a) Nucleosomes

do cromossomo sao
caracteristicas do cro-
mossomo metafasico.

Nuclecsome

m Os passos de “empa- (5 30-nm chromatin fiver
cotamento’” sao pre- A0
cisos e especificos Pp—
com genes particula-
res ficando na mesma

Iano nm
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(d) Metaphase chromosome




Replicacgao:

®m Uma nova fita é formada por
pareamento de bases
complementares com a fita
antiga.

B Duas moléculas sao feitas.

B Cada uma contém uma fita
nova e uma antiga.

Davghter Parent
strands strand




Replicagao:

Incoming 0
deoxynucleoside =~ '
5'-triphosphate 9=F—U

]

0=P—0

Growing
DNA strand
{primer)

Template
DNMNA strand

Deoxyribose




Nucleotides

DNA to be Both strands serve Two identical daughter
replicated as templates molecules




Esquema da replicacao:

Direction of replication

Replication Fork
Uy

GTAGTAGCTAC

: - C
Helicase T CATCATC GATG FRHEL

\ Lugase

DNAP Okazaki
fragment
Primase +
exonuclease

AT
T Ag STAGTAGCTAC
RX_SATCATCGATG. .




Polimerase Chain Reaction

+DNA polymcrasc DNA
dATP SYNTHESIS
Y +

double-stranded STRANDS +dCTP PRIMERS
DNA \ +dTTP ]
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mRNA Polipeptideo
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Absorbancia do DNA sob luz UV
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Sample 2
Mix
and cool

_+ Duplex of

| sample 1
Hybrid — Duplex of
duplex sample 2




Como se provou que DNA é o material
genético?

O DNA é o material genético em todos os organismos exceto em alguns virus
(virus de RNA)
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@ Live nonvirulent bacteria
\Z,[ - DNA isolated from heat-killed

& % virulent bacteria




Receptores de hormonios esteroides
possuem dominios distintos de de ligacao
ao hormonio e ao DNA
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@ ' Regulacao da transcricao por hormonio
H°fm6n'° esteroide e receptores nucleares (NR)
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Sequenciamento de DNA

Reag¢do de sequenciamento e marcagao
do DNA

Leitura das sequéncias - Leitura das sequéncias -

Manual Automatica
« o -
Radioisétopos . Fluoresceinas
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SEQUENCIAMENTO DIDESOX]
AUTOMATIZADO

Mistura de produtos de DNA, cada um contendo
um ddNTP terminador de cadeia com um marcador

fluorescente diferente
I

GCATAT PRODUTOS
GCATA APLICADOS EM . Eletroforese
EESIATGT M GEL CAPILARO >
sCAT — » (0 o0 o0
AT A TGTC \

Produtos separados por
tamanho sao lidos em sequéncia

(A)

o

(B) TTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTT GGCGTAATCAT



Intensity

Sample/Genome ‘)[ Fragmentation (Adaptive _ o End Repair &

Focused Acoustic Shearing) Adapter Ligation
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Clonal Amplification
Clonal Amplification by Bridge PCR

by Emulsion PCR
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