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A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!
O Que € sulco maior ou menor? Importancia biologica?

Figura do “Genética Molecular Basfta: dos Genes aos Genomas”, 2017



A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!
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The structure of the DNA double helix. The atoms inthe &7
structure are colour-coded by element and the detailed
structure of two base pairs are shown in the bottom right.

e Qual as posicoes das bases frente ao esqueleto fosfodiester?
e O que ¢ esse esqueleto fosfodiester?
e As bases estdao na horizontal?



A estrutura B-DNA- tilt e propeller twist!
Esses angulos podem variar na estrutura da molécula!

(a) H-twist (€2) (b) Tilt (©)

FIGURE 4-12 The propelier twist be-
tween the purine and pyrimidine base
pairs of aright-handed helix. (a) The struc-
ture shows a sequence of thrée conséculive
AT base pairs with normal Watson - Crick
bonding. (L) A propeler twist causes rola-
tion of the bases about ther kong axes.
(Adapted, with permission, from Aggarwal
AK. et al. 1988. Saence 242: 899-907,
Fig. Sb. . AAAS.)




 Trabalho de Alexander Rich na década de “80...

* Trabalhando com oligonucleotideos com a sequéncia
(para fazer cristalografia de raio X):
5’-GCGCGCGCGCGC-3

* Qual a vantagem de usar esse tipo de sequéncia?

Resultado: O DNA girava para a esquerda!!!

E fazia zig-zag!!! — DNA Z!



As estruturas do DNA!

a B DNA

3.4 nm




(b)

B-DNA A-DNA Z-DNA
Sentido da hélice Orientado 3 direita Orientado 3 direita Orientado 3 esquerda
Didmetro ~20 A ~26 A ~18 A
Pares de base por volta da hélice 10,5 n 12
Incremento na altura da hélice por parde base 34 A 26A 37A
nclinacdo das bases em relacdo ao eixo da hélice —6° +20° -7°
Geometria do agucar C-2' endo C-3' endo C-2' endo nas pirimidinas
C-3' nas purinas
Conformacdo da ligacdo glicosidica Anti Anti Anti nas pirimidinas
Syn nas purinas

Que significa que as purinas estao na posicao anti ou sin?
Qual delas é a mais fina?

Qual o significado biologico dessas sequencias?
Elas ocorrem in vivo?



As bases podem girar no nucleotideo!
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Qual delas estda no DNA?
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Emparelhamento de bases!
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Quantas pontes de hidrogénio tem em cada par? Qual tem mais forca?
2. Como seria o emparelhamento de duas purinas?
3. E duas pirimidinas?



Observacao: Outras estruturas do DNA:
tripla hélice e tetrahélice!
Sido chamadas estruturas nao canonicas.....
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(b) Fita com purinas poli-(A)

Fitas com pirimidinas poli-(T)

FIGURA 6-21 Estruturas do DNA de trés e quatro fitas. (a)
O pareamento de bases no triplex de DNA. Os atomos par-
ticipantes do pareamento de Hoogsteen estdo em vermelho;
os pareamentos de bases de Watson-Crick tradicionais estao
em preto. (b) Vista lateral de uma hélice tripla de DNA, con-
tendo duas fitas com poli-(T) e uma com poli-(A). As fitas em
azul-claro e azul-escuro, no plano da frente, sdo antiparalelas

(c) Tetraplex de guanosina
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e realizam o pareamento normal de Watson-Crick. A fita poli-
-(T) no plano de trés é paralela a fita da poli-(A) e esté pare-
ada por pontes de hidrogénio de Hoogsteen. (¢) Uma camada
de estrutura de tetraplex da guanosina. Um ion K* no centro
do tetraplex estabiliza a estrutura pela coordenacao dos gru-
pos funcionais das bases. [Fonte: (b) PDB ID 1BCE.]
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Tetrahélice:
Sao chamadas estruturas nao canonicas.....
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PERGUNTA CRUEL: Se essas estruturas existem,
Como sao processadas na replicacao e transcricao???



E a estrutura do RNA?
Esta ¢ uma molécula simples fita? O RNA faz também
emparelhamento com pontes de hidrogénio? Quais?

Com é 0 RNA no plano? E por que?

E a estrutura espacial do RNA, que estrutura assume?



E a estrutura do RNA?

O RNA faz também
emparelhamento com pontes de hidrogénio? Quais?
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Emparelhamento com pontes de hidrogénio alternativos!
Inclusive com 3 bases!

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017



A estrutura do RNA também nao € inteiramente simples fita!

Estrutura do t-RNA no plano e espacial!

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017



Voltando ao DNA: a dupla hélice pode se desnaturar!

Native (double helix) i

Denatured
(random coil)

Uma sequencia rica em AT desnatura mais rapido ou lento
que uma rica em GC..... Por que?



A dupla hélice pode se desnaturar!

FIGURA 6-29 DNA parcialmente desnaturado. O DNA
mostrado nesta micrografia eletrénica foi parcialmente des-
naturado e entao fixado para impedir a renaturacdo durante a



A desnaturacio provoca um efeito hiper-cromico.... Por que?
O que ¢ Tm?

Fita simples

A260

Fita dupla
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Absorbancia

Temperatura

Figura 13. Exemplo de uma curva de desnaturacao térmica do DNA

Barra e Neto, 2015, Rev. Virtual de Quimica



Moléculas de DNA podem ter Tm diferentes.... Por que?
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Mas as mesmas Moléculas de DNA podem ter Tm diferentes....
em condicoes diferentes...Por que?
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Interprete essas curvas: T.°C)

vermelho baixa concentracao de sal,

verde, alta concentracao de sal.



https://www.youtube.com/watch?v=XtX{tHcllrxg



Mas podemos renaturar uma molécula de DNA!
Que condicoes ela tem que respeitar?
Que tipo de sequencia pode resultar em renaturacao?

Native DNA Denatured DNA Renatured DNA

Zippering
Heal (second-order) (firstorder)

Fast



E podemos medir a velocidade de renaturacao, ou
Reassociacao!!!!
“the Cot value” depende de concentraciao de DNA e tempo
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FIGURA 6-30 Hibridizacdao de DNA interespécies. Duas
amostras de DNA podem ser comparadas pelo aquecimen-
to, para desnaturar as fitas, seguidas pelo resfriamento da
mistura, para permitir a formacdo de duplex entre as fitas
complementares. Quanto maior a semelhancga entre as duas
amostras, maior o nimeros de duplex hibridas formadas, nas
quais uma fita deriva da primeira espécie e a outra fita deriva
da segunda.



A curva de reassociacao ¢ diferente para diferentes genomas!
(mesma concentracao inicial do DNA)

Por que?
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O DNA de mamiferos (incluindo humano) tem curva
de reassociacio em duas (ou mais) fases!!! Por que?
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Esse DNA repetitivo também ¢ chamado DNA satélite
pois pode apresentar densidade diferente do genoma,
E pode ser separado em gradiente de cloreto de césio (CsCl)!

uniform gradient

centrifugation satellite bands

—_— .
|—J main band




Esse ¢ um exemplo. DNASs ricos em AT tem densidade menor!

Por que?

Main band
DNA

Satellite

Concentration of DNA

69 1.701
Density (g/ cn’)



Desnaturacao e hibridacao podem ajudar
em varias estrateégias de Biologia Molecular

Placa de agar
contendo as coldnias
bacterianas transformadas

Células bacterianas transferidas
para o filtro de nitrocelulose

Sonda anelada as
coldnias de interesse

Exposicéo g
ao filtro ao
filme de

raio X

FIGURA 6-31 Hibridizacdo em col6nia. Veja o texto para
detalhes.



FISH: localizando, in situ, sequencias especificas!!!

Exemplo: telomeros......

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
fluorescent dye
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Super estrutura: O DNA circular nao tem pontas livres e isso
cria uma tensao de giro- e provoca a formacao de superhélice.

Hélice dupla de

DNA (torcida)
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7 r FIGURA 9-7 Supertorcdo do DNA. Quando se torce sobre
= si mesma, a fita dupla do DNA forma uma nova hélice, ou
. N . super-hélice. Normalmente, a super-hélice de DNA é cha-
FIGURA 9-6 Supertorcdes. O cordao de um telefone antigo mada de supertorcida. [Fonte: Adaptada de N. R. Cozzarelli, T.C.
é torcido como uma hélice de DNA, e o cordao torcido pode Boles, and J. H. White, in DNA Topology and Its Biological Effect (N. R.

se supertorcer. Cozzarelli and J. C. Wang, eds), Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1990, pp. 139-184.]



Imagine uma DNA ou RNA polimerase atuando na dupla-hélice.

FIGURA 9-8 Os efeitos da replicacdo e transcricio na su- torg30o, (b) Em uma molécula de DNA, a progressio da DNA-
pertorclio do DNA. Como o DNA é uma estrutura em hélice -polimerase ou RNA-polimerase (como apresentado aqui)
dupla, a separagdo das fitas leva a um estresse adicional e su- 20 longo do DNA envolve a separagdo da fita dupla. Como
pertorgdo se o DNA estiver preso (sem liberdade para rodar) resultado, o DNA fica supertorcido a frente da enzima e se

a frente da separagdo das fitas. (a) O efeito geral pode ser desenrola atras dela. As setas vermelhas indicam a direg3o da
ilustrado torcendo-se duas fitas de eldstico uma sobre a outra tor¢do. [Fonte: (a) Adaptada de W. Saenger, Principles of Nuclek Acid
para formar uma hélice dupla. Se uma extremidade estiver Structure, Springer-Verlag, 1984, p, 452.)

presa, a separacdo das duas fitas na outra extremidade leva 3

Os processos de transcri¢ao e replicagao promovem tensao na hélice,
que precisa ser resolvido!!!



Um DNA circular esta sujeito a essa torc¢ao.
Veja o exemplo nessa foto de microscopia eletronica.

FIGURA 9-9 DNA plasmidial circular fechado relaxado e supertorcido. A micrografia eletrénica de
varredura a extrema esquerda mostra o DNA relaxado. Supertorcdes crescentes sdo apresentadas da
esquerda para a direita. [Fonte: Laurien Polder, de A. Kornberg, DNA replication, W. H. Freeman, 1980, p.29.]

Mas 1sso existe de fato na cé¢lula? O que 1sso implica para
o processamento do DNA?



Formas circulares, lineares e supercoil migram de forma
diferente em eletroforese gel de agarose,

gel de agarose? Alias, o que € isso?
Para que polo migra o DNA?

solution gel slots containing DNA samples

— electrode

(@Q ' ‘-i movement of DNA
A;;? '.
,;;:?:" - - W

shorter
bands

2007 Encyclopaedia Britannica, Inc.



Como deve migrar uma molécula de DNA supercoil (Forma 1- F1),
Linear (Forma 2- F2) ou circular (Forma 3- F3)?




©1992 W.H. Freeman

FIGURE 4-17 Topological states of covalently closed, circular (ccc) DNA. The figure shows
conversion of the relaxed (a) to the negatively supercoiled (b) form of DNA, The strain in the super-
coiled form may be taken up by supertwisting (b) or by local disruption of base pairing (¢). (Adapted
from a diagram provided by Dr. M. Gellert.) (Modified, with permission, from Kornberg A. and
Baker T.A. 1992, DNA replication, 2nd ed,, Fig 1.21, p. 32. ©) W.H. Freeman.)



Uma quebra simples no DNA faz ele perder a torcao....
E desnaturacao do DNA também pode reduzir a tensao.

(b) Lk indefinido

(a) Lk =200 = Lkg
Quebra
rwfy

(c) Lk=198

%
O

FIGURA 913 Nuamero de ligacao de DNAs circulares fe-
chados. Uma molécula de 2.100 pb é apresentada em trés
formas: (a) relaxada, Lk = 200; (b) relaxada com uma quebra
em uma fita, Lk indefinido; (c) destorcida em duas voltas,

Lk = 198. A molécula distorcida geralmente é supertorcida,
mas o desenrolamento também facilita a separacao das fitas
de DNA.

Corte




E como a célula lida com essas estruturas supercoil??
Elas existem nos cromossomos?

O Cromossomo tem a ponta livre?



A estrutura de um solenoide pode aliviar tor¢coes na molécula
de DNA.

Fita esticada (DNA relaxado)
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Grande contorgao, pequenas mudangas na torgao

< Sl ]

Contorcao zero, grande mudanca na torcdo

FIGURA 9-15 Contorcdo e torcdo. A fita bege representa
o eixo de uma molécula de DNA relaxada. As tensdes na
fita destorcida podem se manifestar como contorcao ou
torcdo. AlteracGes topoldgicas no nimero de ligacdes em
geral sdo acompanhadas por mudancas geométricas na
contorgao e torcao.

Como isso pode ajudar na estrutura do cromossomo?



DNA

Proteina ligadora de DNA l

.

Supertorcao I
negativa ligada \
(solenoide) Supertorcao positiva

nao ligada (plectonémica)

Uma supertorgdo
(total) negativa

FIGURA 9-22 A origem da supertorcdo negativa no DNA
eucariotico. Quando o DNA é firmemente enrolado ao redor
da proteina ligadora de DNA ou complexo proteico, é fixada
uma supertorcdo negativa solenoide no DNA. Em uma molé-
cula de DNA tensionada, as supertorgdes positivas ocorrem
em outros lugares para compensar a tensao resultante. O
relaxamento de supertorcées positivas nao ligadas pelas to-
poisomerases leva ao desenvolvimento de uma super-hélice
negativa no DNA.



A estrutura em cruz também pode aliviar tor¢coes na molécula

de DNA. ONTNINTN NN NN

DNA relaxado

DNA desenrolado

DNA em cruz

FIGURA 9-16 Promocéo da estrutura em cruz pelo desenro-
lamento do DNA. A cruz pode se formar nas sequéncias pa-
lindrémicas, mas ocorrem aleatoriamente no DNA relaxado
porque o DNA circular acomoda mais pares de bases do que
a estrutura em cruz. O DNA desenrolado facilita a separagéo
parcial da fita necessaria para promover a formacéo da cruz
nas sequéncias adequadas.

Que tipo de sequencias podem fazer essa cruciforme?

O que sio sequencias palindromicas em DNA?



Além disso, as moléculas de DNA podem sofrer verdadeiros nos!
Por exemplo, apos a replicacao de moléculas circulares.

Cromossomos
catenados

/ Topoisomerase IV\

Cromossomos
separados

FIGURA 9-21 Resolvendo o problema topolégico com topoi-
somerases tipo Il. A topoisomerase tipo Il resolve os nds e
catenanos que surgem no DNA passando um duplex por uma
quebra temporéria da fita dupla de outro duplex.



E 0 DNA esta sempre sem pontas livres.... Mesmo nos cromossomos
existem alcas fixas no arcabouco deste!!!! O que prende 0o DNA?

1,400 nm
Pontos de tensdo
Arcabouco | P
do cromossomo 1 1300 nm

FIGURA 9-11 Alcas em um cromossomo eucariético forca-
das por proteinas do arcabouco. O arcabouco da cromatina
se liga ao cromossomo em intervalos, com o DNA localizado
entre os pontos de ligacdo definindo as algas que sao topolo-
gicamente tensas. [Fonte: Fotografia de G. F. Bahr/Biological Photo
Service.]

Assim o problema de tensao na dupla helice € normal em
nossas c¢lulas!



As alc¢as sao observadas também em genoma bacteriano, ou
de bacteriofagos: vejam essas fotos abaixo

0,5um



Como resolver tantos problemas gerados por questoes
estruturais??

Nao seria possivel dar uma tesoura para o DNA tirar os nos?



Essas tesouras siao as topoisomerases!
Topoisomerase I, cliva uma das fitas e reduz a torcao em 1 volta.

@ | Ositio ativo da Tyr ataca a ligagéo fosfodiéster de
uma fita do DNA, clivando-a e criando uma
ligagdo DNA-proteina 5'-fosfotirosil covalente.
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. or/m acko FIGURA 9-19 A reacdo da topoisomerase tipo I. A topoi-
aberta 13 somerase bacteriana | aumenta o Lk quebrando uma das
35 fitas de DNA, passando a fita intacta pela quebra e entao
l fechando novamente a fita. O ataque nucleofilico por resi-
duos Tyr do sitio ativo quebra uma das fitas de DNA. As ex-
5'3' tremidades sao ligadas por um segundo ataque nucleofilico.
Em cada etapa, uma ligacdo de alta energia substitui a outra.
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Topoisomerase 11, cliva as duas fitas e reduz o Lk em 2.
Em procariontes temos a girase: faz hélices negativas!

e Um segundo segmento

da mesma molécula de

a A enzima de multissub- DNA (vermelho) é
unidades da enzima se = ligado ao portédo N.

liga a uma molécula de

DNA. - / /

¢
Um segundo segmento de
Portao N DNA (vermelho) é
AV aprisionado. O segmento
DNA=—/ = = azul é clivado nas duas fitas
Portio C — % para formar duas ligacGes

5'-fosfotirosil (pontos
vermelhos) com a enzima.

\

. e’

- O segundo
5] :Z;lli)gl;l:of]:ibrado € segmento de DNA

segundo segmento < S - é (velrmelh;) ) passa

de DNA ¢ liberado - pea quebra.

pelo portdo C. / /
FIGURA 9-23 Alteracao do niumero de ligacao pela topoi- fita dupla no outro segmento. A estrutura da enzima e o uso
somerase tipo Il. O mecanismo geral é similar ao da DNA- de ATP sao distintos nesta reacdo. Ver texto para detalhes.
-girase bacteriana (ver Figura 9-20b), com um segmento [Fonte: Adaptada de J. J. Champoux, Annu. Rev. Biochem. 70:369,

de DNA duplex intacto que passa pela quebra transitéria da 20071, Fig. 11.]



Podemos visualizar esses topoisomeros em simples géis de agarose!

DNA —
relaxado §
Reducdo do
Lk
DNA Jdy
altamente —

supertorcido

FIGURA 9-18 Visualizando os topoisomeros. Neste experi-
mento, as moléculas de DNA (plasmideos) possuem um nu-
mero idéntico de pares de bases mas diferem no grau de su-
pertorcao. Na coluna 1, o DNA altamente supertorcido migra
como uma banda tnica. As colunas 2 e 3 mostram o efeito do
tratamento do DNA supertorcido com uma topoisomerase
tipo I; o DNA na coluna 3 foi tratado por mais tempo do que
o DNA da coluna 2. Cada banda da coluna 3 na regido dos
colchetes contém DNA plasmidial com o mesmo nimero de
ligacGes; o Lk muda por 1de uma banda para a outra. [Fonte:
W. Keller, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:2553,1975.]
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O Genoma esta no nucleo: como? Como ele se comporta na divisao?

Ce¢lulas em mitose desenhado por
Walther Flemming 1879!



A estrutura da cromatina observada em microscopio eletronico!

The Fundamental Chromatin Fiber is the
10 nm Fiber (DNA Associated With Nucleosomes)
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Figure 4-23. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

30 nm fibers

10 nm fibers
“beads on a
string”

Como um colar de
contas!




Digestao de uma cromatina com nuclease revela
uma estrutura regular!

O Que da essa
regularidade!

Figura 10.20 A. Nucleos de células de inseto foram digeridos com
nuclease micrococal; em seguida, o DNA foi extraido e os fragmentos
obtidos analisados em gel de agarose. B. DNA de nucleos de células de
inseto que nao passaram pelo tratamento com nuclease micrococal. A
numeracao refere-se aos tamanhos dos fragmentos de DNA expressos



Probing the 10 nm Fiber With Nuclease

core histones

linker DNA of nucleosome
18

| )
“beads-on-a-string” nucleosome
form of chromatin includes
~200 nucleotide
NUCLEASE pairs of DNA

DIGESTS
LINKER DNA

released .
nucleosome 11 nm
core particle L

DISSOCIATION
WITH HIGH
CONCENTRATION
OF SALT

PN

Figure 4-24 part 1 of 2, Molecular Biology of the Cell, 4th Edition,



Nucleosomes Are Composed of DNA and an
Oc tamer of Four Histone Pairs + DNA

Ac%

octameric  146-nucleotide-pair
histone core DNA double helix
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Figure 4-24 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Nucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 base pairs of DNA)



‘ Nucleosome Structure

Figure 4-25. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




A model of chromatin structure
30 nm fibers

Octameric histone core
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Questoes importantes sobre histonas:
Qual a carga de histonas? (por que?)
Proteinas ricas em lisinas e argininas
Como a compactacao da cromatina pode regular a expressao génica?

Como isso pode ser modificado na células?



Modificacoes de histonas podem causar alteracoes (epigeneéticas)
Que podem modificar a estrutura da cromatina?

Condensed chromatin

Acetyl groups

on histone HAT

HDAC

Decondensed chromatin

Acetilacoes de histonas as tornam menos condensadas e
metilacdo as tornam mais condensadas!

Essas modificacoes epigenéticas ajudam no controle de
expressdo génical



As diferentes estruturas de cromatina!

Short region of 2nm
DNA double helix

“Beads on a string” 11 nm
form of chromatin

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Section of
hr i
Gl e, | 300nm
sy 700nm

Centromere ) -

coofe Como resultado o DNA fica
s uooom - 50,000 X menor em seu comprimento.
>



As diferentes estruturas de cromatina!

DNA The Nucleosome "Beads-on-a-String"” The 30nm Fibre Active Chromosome The Metaphase Chromosome

[ | [ I [ | [ I | I [ 1

Isolated patches. Genes under active transcription. Less active genes. During interphase. During cell division.

[ | [ | [ I | ! [ !

Add core histones. Add histone H1. Add further scaffold proteins. Add further scaffold proteins.

Como resultado o DNA fica
50.000 X menor em seu comprimento.



O Nivel de condensamento pode ser visivel na mitose!

Telomeres

Orange-colored
regions indicate
o heterochromatin.

Centromere

Euchromatin

Diferencie heterocromatina e eucromatina!



Essa organizacao em al¢cas também pode ser observada em
Cromossomos gigantes:

Cromossomo lumpbrush, que ocorre em glandula salivar de insetos.

que ocorre em ovocitos de anfibios e
outros animais.



Cromossomos politénicos: impacto na ciéncia brasileira!

Experimento de Crodowaldo Pavan e Marta Breuer!

*O que sao os puffs de cromossomos politénicos?
*Expressao e amplificacao génica!

n Puffll b
cromossomico &



Videos interessantes:

historico:

https://www.youtube.com/watch?v=tfecfROFrp ¢

animacao:

https://www.youtube.com/watch?v=gbSIBhFwQ4s
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