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Guia de estudos

Aula 9: Acidos nucleicos

Seguindo o padrédo adotado temos as leituras basica, complementar e
avancada, retiradas de D.L. Nelson e M.M. Cox - Principios de Bioquimica de
Lehninger, 72 ed. (Artmed, 2018). Atente-se para o fato de que as leituras estao
mais divididas neste capitulo, ou seja, ha diversas leituras basicas até o fim do
texto, intercalada por leituras complementares e avancadas. Ao fim do arquivo
h& um texto sobre o ATP pois este € um nucleotideo.
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no metabolismo celular. Eles sdo a moeda energética

nas transacoes metabdlicas; sdo as ligacoes quimicas
essenciais nas respostas da célula a hormoénios e a outros
estimulos extracelulares; e também sdo os componentes
estruturais de uma estrutura ordenada de cofatores enzi-
maticos e intermedidrios metabdlicos. E, por ultimo, mas
nao menos importante, eles sdo os constituintes dos acidos
nucleicos: acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribo-
nucleico (RNA), os repositorios moleculares da informagao
genética. A estrutura de cada proteina — e, em ultima anali-
se, de cada biomolécula e componente celular — é o produto
da informacdo programada na sequéncia nucleotidica dos
acidos nucleicos da célula. A capacidade de armazenar e
transmitir a informacgao genética de uma geracao a outra é
uma condicao fundamental para a vida.

Este capitulo fornece uma visdo geral da natureza qui-
mica dos nucleotideos e dcidos nucleicos encontrados na
maioria das células; uma abordagem mais detalhada da fun-
¢ao dos dcidos nucleicos € o foco da Parte III deste texto.

Nucleotideos apresentam uma variedade de funcoes

8.1 Alguns dados basicos

é Nucleotideos, os blocos de construgao dos acidos nucleicos A se-
quéncia de aminodcidos de cada proteina na célula e a se-
quéncia nucleotidica de cada RNA sido especificadas pela
sequéncia nucleotidica do DNA da célula. Um segmento de
uma molécula de DNA que contém a informag¢do necessaria
para a sintese de um produto biologicamente funcional, seja
proteina ou RNA, é denominado gene. Uma célula costuma
ter muitos milhares de genes, e moléculas de DNA, nio sur-
preendentemente, tendem a ser muito grandes. O armaze-
namento e a transferéncia da informagao biolégica sado as
unicas fun¢oes conhecidas do DNA.

O RNA tem uma ampla variedade de funcdes e mui-
tas classes sao encontradas nas células. Os RNA ribos-

somais (rRNAs) sio componentes dos ribossomos, os
complexos que executam a sintese proteica. Os RNAs
mensageiros (mRNAs) sdo intermediarios, carregando
a informacao genética de um ou poucos genes para o Ti-
bossomo, onde as proteinas correspondentes podem ser
sintetizadas. Os RNAs transportadores (tRNAs) siao
moléculas adaptadoras que traduzem fielmente a infor-
macao no mRNA em uma sequéncia especifica de aminoa-
cidos. Além dessas classes maiores, existe uma grande va-
riedade de tipos de RNA com funcoes especiais, descritos
detalhadamente na Parte III.

Nucleotideos e acidos nucleicos tém pentoses e
bases caracteristicas

Os nucleotideos apresentam trés componentes caracte-
risticos: (1) uma base nitrogenada (contendo nitrogénio),
(2) uma pentose e (3) um ou mais fosfatos (Figura 8-1). A
molécula sem o grupo fosfato é denominada nucleosideo.
As bases nitrogenadas sdo derivadas de dois compostos re-
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FIGURA8-1 Estrutura de nucleotideos. (a) A estrutura geral mostrando
a convencdo numérica do anel de pentose. Esse é um ribonucleotideo. Nos
desoxirribonucleotideos, o grupo —OH no carbono 2’ (vermelho) é subs-
tituido por H. (b) Os compostos ancestrais das bases pirimidicas e puricas
dos nucleotideos e dos dcidos nucleicos, mostrando a conveng¢éo numérica.
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lacionados, a pirimidina e a purina. As bases e as pento-
ses dos nucleotideos comuns sdo compostos heterociclicos.

CONVENCAO-CHAVE: Os dtomos de carbono e de nitrogénio
nas estruturas relacionadas sdo numerados convencio-
nalmente para facilitar a denominacgao e a identificacdo
dos muitos compostos derivados. A convencao para o anel
da pentose segue as regras descritas no Capitulo 7, mas,
nas pentoses dos nucleotideos e nucleosideos, os niime-
ros dos carbonos recebem a designacdo de um apdstrofo
(") para diferencia-los dos dtomos numerados nas bases
nitrogenadas. M

A base de um nucleotideo € ligada covalentemente (no
N-1 das pirimidinas e no N-9 das purinas) por uma ligagdo
N-B-glicosidica ao carbono 1" da pentose, e o fosfato € este-
rificado no carbono 5’. A ligagdo N-B-glicosidica é formada
pela remocao dos elementos de dgua (um grupo hidroxila
da pentose e o hidrogénio da base), como na formagao da
ligacao O-glicosidica (ver Figura 7-30).

Tanto o DNA quanto o RNA contém duas bases puricas
principais, adenina (A) e guanina (G), e duas pirimidi-
cas. No DNA e no RNA, uma das pirimidinas é a citosina
(C), mas a segunda pirimidina néo é a mesma nos dois: € a
timina (T) no DNA e a uracila (U) no RNA. Apenas rara-
mente a timina é encontrada no RNA ou a uracila no DNA.
As estruturas das cinco principais bases estdo mostradas
na Figura 8-2, e a nomenclatura de seus nucleotideos e
nucleosideos correspondentes estd resumida na Tabela 8-1.

Os acidos nucleicos tém dois tipos de pentoses. As re-
correntes unidades desoxirribonucleotidicas do DNA con-
tém 2'-deséxi-D-ribose e as unidades ribonucleotidicas do
RNA contém D-ribose. Nos nucleotideos, ambos os tipos de
pentoses estdo na sua forma B-furanose (anel fechado com
cinco atomos). Como mostra a Figura 8-3, o anel de pento-
se nao € planar, mas ocorre em uma série de conformagoes
geralmente descritas como “pregueadas”.

CONVENCAO-CHAVE: Embora o DNA e do RNA parecam ter
duas diferencas — pentoses diferentes e a presenca de ura-

1A Nomenclatura de nucleotideo e de dcido nucleico
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FIGURA8-2 Principais bases puricas e pirimidicas dos acidos nuclei-
cos. Alguns dos nomes comuns dessas bases refletem as circunstancias
das suas descobertas. A guanina, por exemplo, foi primeiramente isolada de
guano (esterco de passaro) e a timina foi isolada originariamente de tecido
do timo.

cila no RNA e timina no DNA - é a pentose que define a
identidade do acido nucleico. Se o dcido nucleico contém
2'-desoxi-D-ribose, € DNA por defini¢cdo, embora possa
apresentar alguma uracila. Da mesma forma, se o acido nu-
cleico contém D-ribose é RNA, independentemente da sua
composicao de base. H

A Figura 8-4 mostra as estruturas e os nomes dos qua-
tro principais desoxirribonucleotideos (desoxirribo-
nucleosideo 5'-monofosfato), as unidades estruturais dos
DNAs, e os quatro principais ribonucleotideos (ribonucle-
osideo 5’-monofosfato), as unidades estruturais dos RNAs.

Término leitura basica

Base Nucleosideo Nucleotideo Acido nudeico

Purinas

Adenina Adenosina Adenilato RNA
Desoxiadenosina Desoxiadenilato DNA

Guanina Guanosina Guanilato RNA
Desoxiguanosina Desoxiguanilato DNA

Pirimidinas

Citosina Citidina Citidilato RNA
Desoxicitidina Desoxicitidilato DNA

Timina Timidina ou desoxitimidina Timidilato ou desoxitimidilato DNA

Uracila Uridina Uridilato RNA

Nota: “Nucleosideo” e “nucleotideo” sdo termos genéricos que incluem ambas as formas ribo ou desoxirribo. Também, ribonucleosideos ou ribonucleotideos sao aqui
designados simplesmente como nucleosideos e nucleotideos (p. ex., riboadenosina como adenosina), e desoxirribonucleosideos e desoxirribonucleotideos como deso-
xinucleosideos e desoxinucleotideos (p. ex., desoxirriboadenosina como desoxiadenosina). Ambas as formas de denominagao sao aceitas, mas os nomes mais curtos
sao mais comumente usados. A timina é uma excec¢ao; “ribotimidina” é usado para descrever sua ocorréncia incomum no RNA.
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FIGURA 8-3 Conformacao da ribose. (a) Em solucao, as formas de ca-
deia reta (aldeido) e em anel (B-furanose) da ribose livre estdo em equilibrio.
O RNA contém apenas a forma em anel, a B-p-ribofuranose. A desoxirribose
sofre uma interconversao semelhante em solucdo, mas no DNA existe ape-
nas a B-2'-desoxi-p-ribofuranose. (b) Os anéis de ribofuranose nos nucleoti-
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deos podem existir em quatro diferentes conformagoes pregueadas. Em to-
dos os casos, quatro dos cinco dtomos estao em uma forma planar. O quinto
atomo (C-2" ou C-3') estd no mesmo lado (endo) ou no lado oposto (exo) do
plano em relacao ao atomo de C-5'.
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5’-monofosfato) 5’-monofosfato) 5’-monofosfato) 5’-monofosfato)
Simbolos: A, AMP G, GMP U, UMP C,CMP
Nucleosideo: Adenosina Guanosina Uridina Citidina
(b) Ribonucleotideos

FIGURA8-4 Desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos dos acidos
nucleicos. Todos os nucleotideos estao mostrados nas suas formas livres
em pH 7,0. As unidades nucleotidicas do DNA (a) sao em geral simbolizadas
como A, G, Te Ce, algumas vezes, como dA, dG, dT e dC; aquelas do RNA (b)
como A, G, U e C. Na sua forma livre, os desoxirribonucleotideos sdo comu-
mente abreviadas como dAMP, dGMP, dTMP e dCMP; os ribonucleotideos,

AMP, GMP, TMP e CMP. Para cada nucleotideo, os nomes comuns sao segui-
dos pelo nome completo entre parénteses. Todas as abreviaturas assumem
que o grupamento fosfato esta na posicao 5’. A porcao nucleosidica de cada
molécula estd sombreada em cor salmao. Nesta e nas préximas ilustragoes,
0s carbonos do anel nao estdo mostrados.
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FIGURA8-6 Algumas adenosina monofosfatos. Adenosina 2’-mono-
fosfato, adenosina 3’-monofosfato e adenosina 2’,3'-monofosfato ciclico sdo
formados por hidrolise enzimatica e alcalina do RNA.
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FIGURA 8-5 Algumas bases puricas e pirimidicas secundarias, mos-
tradas como nucleosideos. (a) Bases secundarias do DNA. A 5-metilciti-
dina ocorre no DNA de animais e de plantas superiores, a N°-metiladenosina
no DNA bacteriano e a 5-hidroximetilcitidina no DNA de animais e bactérias
infectadas por determinados bacteriéfagos. (b) Algumas bases secundarias
do tRNA. A inosina contém a base hipoxantina. Observe que a pseudouridi-
na, como a uridina, contém uracila; elas sao diferentes no ponto de ligagcao a
ribose - na uridina, a uracila é ligada pelo N-1, o ponto de ligagdo usual para
pirimidinas; na pseudouridina, pelo C-5.

inicio leitura complementar |

Embora os nucleotideos que contém as principais pu-
rinas e pirimidinas sejam os mais comuns, o DNA e o RNA
também contém algumas bases secundarias (Figura 8-5).
No DNA, as mais comuns delas sdo as formas metiladas
das bases principais; em alguns DNA virais, algumas bases
podem ser hidroximetiladas ou glicosiladas. As bases alte-
radas ou raras na molécula de DNA muitas vezes apresen-
tam fun¢des na regulacdo ou na protec¢ao da informacao
genética. Bases secundarias de muitos tipos também sao
encontradas nos RNAs, especialmente nos tRNAs (ver Fi-
guras 8-25 e 26-22).

CONVENCAO-CHAVE: A nomenclatura para as bases secundé-
rias pode ser confusa. Assim como as bases principais, mui-
tas tém nomes comuns — hipoxantina, por exemplo, mos-
trada como seu nucleosideo inosina na Figura 8-5. Quando
um atomo no anel purico ou pirimidico é substituido, a con-

vencdo usual (utilizada aqui) € simplesmente para indicar a
posicao no anel do atomo substituido pelo seu nimero — por
exemplo, 5-metilcitosina, 7-metilguanina e 5-hidroximetil-
citosina (mostrados como nucleosideos na Figura 8-5). O
elemento ao qual o &tomo substituido é ligado (N, C, O) ndo
é identificado. A convencao muda quando o d&tomo substi-
tuido é exociclico (ndo se encontra dentro da estrutura ci-
clica), nesse caso o tipo de atomo € identificado e a posicdo
no anel no qual ele € ligado € indicada por sobrescrito. O
nitrogénio amino ligado ao C-6 da adenina é N°; da mesma
forma, o oxigénio da carbonila e o nitrogénio amino no C-6 e
no C-2 da guanina sio O° e N%, respectivamente. Exemplos
dessa nomenclatura sao N°-metiladenosina e Nz—metilgua—
nosina (Figura 8-5). H

As células também contém nucleotideos com grupos
fosfato em posigoes diferentes do carbono 5’ (Figura 8-6).
Os ribonucleosideos 2',3’-monofosfato ciclicos sio in-
termediarios isolaveis e os ribonucleosideos 3’'-monofos-
fato sdo os produtos finais de hidrélise do RNA por certas
ribonucleases. Outras variacdes sdo adenosina 3’,56"-mono-
fosfato ciclico (cAMP) e guanosina 3’ ,5'-monofosfato cicli-
co (cGMP), considerados no final deste capitulo.

igacoes fosfodiéster ligam nucleotideos consecutivos

nos acidos nucleicos [Inicio leitura basica |

Os nucleotideos consecutivos de ambos DNA e RNA sao
ligados covalentemente por “pontes” de grupos fosfato,
nas quais o grupo 5’-fosfato de uma unidade nucleotidica
é ligado ao grupo 3’-hidroxila do préximo nucleotideo,
criando uma ligacdo fosfodiéster (Figura 8-7). Por-
tanto, o esqueleto covalente dos acidos nucleicos con-
siste em fosfatos e residuos de pentose alternados, e as

érmino leitura complementar |
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bases nitrogenadas podem ser consideradas como grupos
laterais ligados ao esqueleto em intervalos regulares. O
esqueleto do DNA e do RNA sao hidrofilicos. Os grupos
hidroxila dos residuos de ac¢ucar formam ligacoes de
hidrogénio com a agua. Os grupos fosfato, com um pK,
proximo a 0, sdo completamente ionizados e carregados
negativamente em pH 7, e as cargas negativas sdo, de um
modo geral, neutralizadas pelas intera¢des i6nicas com
cargas positivas nas proteinas, nos fons metalicos e nas
poliaminas.

CONVENCAO-CHAVE: Todas as ligacoes fosfodiéster no DNA e
no RNA tém a mesma orientacio ao longo da cadeia (Figura
8-7), conferindo a cada fita do acido nucleico uma polarida-
de especifica e extremidades 5’ e 3" diferentes. Por defini-
¢ao, a extremidade 5’ ndo apresenta um nucleotideo na
posicdo 5, e a extremidade 3’ ndo apresenta um nucleo-
tideo na posicao 3’. Outros grupos (mais frequentemente
um ou mais fosfatos) podem estar presentes em uma ou em
ambas as extremidades. A orientacdo 5’ para 3’ de uma fita
de 4cido nucleico refere-se a uma extremidade da fita, ndo
a orientacao da ligacao fosfodiéster individual ligando seus
nucleotideos constituintes. M

O esqueleto covalente do DNA e do RNA esta sujeito
a hidrélise lenta e ndo enzimatica das ligacoes fosfodiés-
ter. No tubo de ensaio, o RNA € hidrolisado rapidamente
em condicdes alcalinas, mas ndo o DNA; os grupamentos
2'-hidroxila no RNA (ausentes no DNA) estdo diretamen-
te envolvidos nesse processo. Os nucleotideos 2’,3"-mo-
nofosfato ciclicos sdo os primeiros produtos da acdo de
alcalis sobre o RNA e sido rapidamente hidrolisados para
gerar uma mistura de 2’ e 3'-nucleosideos monofosfato
(Figura 8-8).

As sequéncias nucleotidicas dos acidos nucleicos po-
dem ser representadas esquematicamente, como ilustrado
a seguir, por um segmento de DNA com cinco unidades nu-
cleotidicas. Os grupos fosfato sio simbolizados pelo @, e

Derivado
2’,3’-monofosfato
ciclico

RNA
encurtado
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FIGURA8-7 Ligagdes fosfodiéster no esqueleto covalente do DNA e
do RNA. As ligacoes fosfodiéster (uma das quais estd sombreada no DNA)
ligam unidades nucleotidicas sucessivas. O esqueleto de pentose e grupa-
mentos fosfato alternados nos dois tipos de acidos nucleicos é altamente
polar. As extremidades 5 e 3" da macromolécula podem estar livres ou po-
dem estar ligados a um grupo fosforil.

Mistura de
H,0
———2=—> derivados 2'- e
3’'-monofosfato

FIGURA 8-8 Hidrdlise de RNA em condigées alca-
linas. O grupamento 2’-hidroxila atua como grupa-
mento nucleofilico no deslocamento intramolecular. O
derivado 2’,3'-monofosfato ciclico é mais hidrolisado
para gerar uma mistura de nucleosideos 2'- e 3’-mono-
fosfato. O DNA, o qual ndo apresenta grupamentos 2’-hi-
droxila, é estavel em condicoes semelhantes.
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cada desoxirribose é simbolizada por uma linha vertical, a
partir do C-1' na parte superior para o C-5" na parte inferior
(mas lembre-se de que, nos acidos nucleicos, o a¢icar esta
sempre na sua forma de anel fechado de B-furanose). As
linhas de conexdo entre os nucleotideos (as quais passam
pelo @) estdo desenhadas diagonalmente a partir do cen-
tro (C-3") da desoxirribose de um nucleotideo para a parte
inferior (C-56") do préximo nucleotideo.

A C G T A

Extremidade 5’ Extremidade 3’

OH

Algumas representacdes mais simples desse pentadesoxirri-
bonucleotideo sdo pA-C-G-T-Ay;, PAPCpGpTpA e pACGTA.

CONVENCAO-CHAVE: A sequéncia de uma fita simples de écido
nucleico é sempre escrita com a sua extremidade 5" a es-
querda e com a extremidade 3’ a direita — isto €, na direcédo
5'=3". |

Um &cido nucleico pequeno é denominado oligonu-
cleotideo. A definicao de “pequeno” é um tanto arbitraria,
mas polimeros contendo 50 nucleotideos ou menos em ge-
ral sdo chamados de oligonucleotideos. Um dcido nucleico

maior é chamado de polinucleotideo.

As propriedades das bases nucleotidicas afetam a
estrutura tridimensional dos acidos nucleicos

Purinas e pirimidinas livres sdo compostos fracamente
basicos e, por isso, sio chamados de bases. As purinas e
as pirimidinas comuns no DNA e no RNA sido moléculas
aromaticas (Figura 8-2), uma propriedade com conse-
quéncias importantes para a estrutura, a distribuicdo dos
elétrons e a absorc¢ao de luz dos acidos nucleicos. O des-
locamento dos elétrons entre os atomos no anel confere
a maioria das ligagdes carater parcial de ligacdo dupla. O
resultado é que as pirimidinas sdo moléculas planares e as
purinas sdo muito préximas a uma estrutura planar, com

FIGURA 8-10 Espectro de absorcdo dos nucleotideos co-
muns. Os espectros sao mostrados de acordo com a variagdo nos
coeficientes de extingdo molar pelo comprimento de onda. Os coefi-
cientes de extingdo molar em 260 nm e pH 7,0 (&,4,) estéo listados na
tabela. Os espectros dos ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos
correspondentes, assim como 0s nucleosideos, sdo essencialmente
idénticos. Para misturas de nucleotideos, o comprimento de onda de
260 nm (linha vertical tracejada) é usado para medidas de absorcéo.

Coeficiente de extingao molar, €

OH OH
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H H
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N

Lactamico Lactimico
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FIGURA8-9 Formas tautoméricas da uracila. Aforma lactdmica predo-
mina em pH 7,0; as outras formas tornam-se mais proeminentes quando o
pH diminui. As outras pirimidinas livres e as purinas livres também tém for-
mas tautoméricas, mas sdo mais raramente encontradas.

uma leve prega. Bases puricas e pirimidicas livres podem
existir em duas ou mais formas tautoméricas, dependen-
do do pH. A uracila, por exemplo, ocorre nas formas lac-
tamicas, lactimicas e lactimicas duplas (Figura 8-9). As
estruturas mostradas na Figura 8-2 sdo os tautomeros que
predominam em pH 7,0. Todas as bases nucleotidicas ab-
sorvem luz UV, e os dcidos nucleicos sdo caracterizados
por uma forte absorcdo em comprimentos de onda proxi-
mos a 260 nm (Figura 8-10).

As bases ptricas e pirimidicas sdo hidrofébicas e relati-
vamente insoltveis em agua perto do pH neutro da célula.
Em pH 4cido ou alcalino, as bases tornam-se carregadas e
sua solubilidade em dgua aumenta. Interacoes de empilha-
mento hidrofébicas em que duas ou mais bases sio posicio-
nadas com os planos de seus anéis em paralelo (como pilha
de moedas) sdo uma das duas formas mais importantes de
interacao entre bases nos dcidos nucleicos. O empilhamen-
to também envolve a combinacdo de interacdes dipolo-di-
polo e de van der Waals entre as bases. O empilhamento de
bases ajuda a minimizar o contato das bases com a dgua e
interacoes de empilhamento de bases sdo muito importan-
tes na estabilizacdo da estrutura tridimensional dos dcidos
nucleicos, como descrito posteriormente.

Os grupos funcionais das purinas e das pirimidinas sdo
anéis nitrogenados, grupos carbonila e grupos amino exo-
ciclicos. As ligagdes de hidrogénio envolvendo os grupos
amino e carbonila sdo a forma mais importante de interacao
entre duas (e ocasionalmente trés ou quatro) cadeias com-
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plementares de acidos nucleicos. Os padrdes mais comuns
de ligacoes de hidrogénio sao aqueles definidos por James D.
Watson e Francis Crick em 1953, nos quais A liga-se especifi-
camente a'T (ou U) e G liga-se a C (Figura 8-11). Esses dois
tipos de pares de bases predominam no DNA de fita dupla
e no RNA e os tautdomeros mostrados na Figura 8-2 sao res-
ponsaveis por esses padrdes. £ esse pareamento especifico
de bases que permite a duplicacdo da informacgdo genética,
como serd discutido posteriormente neste capitulo.

Francis Crick, 1916-2004

James D. Watson

RESUMO0 8.1  Alguns dados bdsicos

» Um nucleotideo é constituido por uma base nitrogena-
da (purina ou pirimidina), um agticar pentose e um ou
mais grupos fosfato. Os dcidos nucleicos sdo polimeros
de nucleotideos, unidos por ligacoes fosfodiéster entre

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 287

Timina

Citosina

FIGURA8-11 Padrées de ligacées de hidrogénio no pareamento de
bases definido por Watson e Crick. Aqui, como em outras partes no livro,
as ligacoes de hidrogénio estao representadas por trés linhas azuis.

o grupo 5'-hidroxila de uma pentose e o grupo 3’-hidro-
xila da préxima pentose.

P Existem dois tipos de dcidos nucleicos: RNA e DNA. Os
nucleotideos no RNA contém ribose e as bases pirimidi-
cas comuns sdo a uracila e a citosina. No DNA, os nucleo-
tideos contém 2'-desoxirribose e as bases pirimidicas co-
muns sao a timina e a citosina. As purinas primarias sao
adenina e guanina tanto no RNA quanto no DNA.

8.2 Estrutura dos acidos nucleicos

A descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em
1953 deu origem a disciplinas completamente novas e in-
fluenciou o rumo de muitas ja estabelecidas. Nesta se¢do, o
foco principal serd a estrutura do DNA, alguns dos eventos
que conduziram para a sua descoberta e aprimoramentos
mais recentes na nossa compreensao do DNA. A estrutura
do RNA também é apresentada.

Como no caso da estrutura proteica (Capitulo 4), muitas
vezes € 1util descrever a estrutura de acidos nucleicos em
termos de niveis de complexidade hierarquicos (primaério,
secundario, terciario). A estrutura primaria dos acidos nu-
cleicos € sua estrutura covalente e sequéncia nucleotidica.
Qualquer estrutura regular e estavel adotada por alguns
ou todos os nucleotideos em um acido nucleico pode ser
considerada como estrutura secundaria. Todas as estrutu-
ras consideradas no restante deste capitulo se classificam
como estruturas secundarias. O enovelamento complexo
de grandes cromossomos dentro da cromatina eucariética
e o nucleoide bacteriano ou o elaborado enovelamento de
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grandes moléculas de tRNA ou rRNA geralmente sdo consi-
derados estruturas tercidrias. A estrutura tercidria do DNA
é discutida no Capitulo 24 e a estrutura terciaria do RNA é
considerada no Capitulo 26.

0 DNA é uma dupla-hélice que armazena

informacdo genética

O DNA foi inicialmente isolado e caracterizado por Friedri-
ch Miescher em 1868. Ele chamou a substancia contendo
fosforo de “nucleina”. Até os anos de 1940, com o trabalho
de Oswald T. Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty, ndo
existia uma evidéncia convincente de que o DNA fosse o
material genético. Avery e seus colegas descobriram que
DNA extraido de uma linhagem virulenta (patogénica) da
bactéria Streptococcus pneumoniae e injetado em uma
linhagem nao virulenta da mesma bactéria transformava a
linhagem néo virulenta em virulenta. Eles concluiram que o
DNA da linhagem virulenta carregava a informacao genéti-
ca para viruléncia. Entdo, em 1952, experimentos de Alfred
D. Hershey e Martha Chase, que estudaram a infecgao de
células bacterianas por um virus (bacteriéfago), com DNA
ou proteina marcados radioativamente, acabaram qualquer
duvida remanescente de que o DNA, e nio a proteina, por-
tava a informacao genética.

Outra pista importante para a estrutura do DNA veio do
trabalho de Erwin Chargaff e seus colegas no final dos anos
de 1940. Eles descobriram que as quatro bases nucleotidi-
cas do DNA eram encontradas em proporc¢oes diferentes
nos DNAs de organismos diferentes e que as quantidades
de certas bases estavam relacionadas. Esses dados, cole-
tados a partir de DNAs de uma variedade muito grande de
espécies, conduziram Chargaff as seguintes conclusoes:

1. A composi¢do de bases do DNA, em geral, varia de
uma espécie para a outra.

2. Amostras de DNA isoladas de diferentes tecidos da
mesma espécie tém a mesma composicdo de bases.

3. A composicao de bases de DNA em uma dada espé-
cie ndo muda com a idade do organismo, seu estado
nutricional ou a mudanca de ambiente.

4. Em todos os DNAs celulares, independentemente
da espécie, o nimero de residuos da adenosina é
igual ao nimero de residuos da timidina (isto é€,
A =T) e ontmero de residuos de guanosina € igual
ao numero de residuos de citidina (G = C). Dessas
correlacoes, conclui-se que a soma dos residuos de
purina € igual a soma dos residuos de pirimidina;
istoé, A+ G=T+ C.

Essas relacoes quantitativas, algumas vezes denomina-
das “regras de Chargaff”, foram confirmadas por muitos ou-
tros pesquisadores. Elas foram a chave para estabelecer a
estrutura tridimensional do DNA e para levantar pistas da
forma como a informacao genética estd codificada no DNA
e € transmitida de uma geracio para a outra.

Para esclarecer melhor sobre a estrutura do DNA, Rosa-
lind Franklin e Maurice Wilkins usaram o método eficaz da
difracao por raios X (ver Quadro 4-5) para analisar fibras de
DNA. Eles demonstraram, no inicio dos anos de 1950, que o
DNA produz um padrio de difracdo por raios X caracteristi-

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

co (Figura 8-12). A partir desse padrao, deduziu-se que as
moléculas de DNA sdo helicoidais com duas periodicidades
ao longo de seu eixo mais longo, a primaria de 3,4 Aea
secundéria de 34 A. O problema entédo era propor o modelo
tridimensional de uma molécula de DNA que pudesse ser
compativel ndo apenas com os dados de difracdo de raios
X, mas também com a equivaléncia de bases A=T e G=C
especifica descoberta por Chargaff e com as outras proprie-
dades quimicas do DNA.

Rosalind Franklin,
1920-1958

Maurice Wilkins,
1916-2004

James Watson e Francis Crick contaram com essas in-
formagdes acumuladas sobre o DNA para deduzir sua estru-
tura. Em 1953, eles postularam o modelo tridimensional da
estrutura do DNA que levava em consideracao todos as da-
dos disponiveis. O modelo consiste em duas cadeias de DNA
helicoidais enroladas em torno do mesmo eixo para formar
uma dupla-hélice de orientacio a direita (ver no Quadro 4-1
uma explicacdo sobre a orientacio a direita e a esquerda da
estrutura helicoidal). Os esqueletos hidrofilicos de grupos
fosfato e desoxirribose alternados estdo no lado de fora da
dupla-hélice, orientados para a 4gua circundante. O anel fu-
ranosidico de cada desoxirribose esta na conformacgao C-2'
endo. As bases pirimidicas e puricas das duas fitas estdo
empilhadas dentro da dupla-hélice, com suas estruturas hi-
drofébicas em forma de anel e quase planares muito perto
uma da outra e perpendiculares ao eixo longitudinal. O pa-
reamento perfeito das duas fitas cria um sulco maior e um
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FIGURA 8-13 Modelo de Watson-Crick para a estrutura do DNA. O
modelo original proposto por Watson e Crick tinha 10 pares de bases ou 34 A
(3,4 nm) por volta da hélice; medidas subsequentes revelaram 10,5 pares de
bases ou 36 A (3,6 nm) por volta. (a) Representacdo esquemaética, mostrando
as dimensodes da hélice. (b) Representacdo em bastdo mostrando o esquele-
to e o empilhamento de bases. (c¢) Modelo de volume atémico.

sulco menor na superficie do duplex (Figura 8-13). Cada
base nucleotidica de uma fita esta pareada no mesmo plano
com a base da outra fita. Watson e Crick descobriram que os
pares de bases unidos por ligacoes de hidrogénio de G com
C e de A com T, mostrados na Figura 8-11, sdo aqueles que
melhor se enquadram dentro da estrutura, fornecendo uma
base légica para a regra de Chargaff que, em qualquer DNA,
G = Ce A =T E importante notar que podem ser formadas
trés ligacoes de hidrogénio entre G e C, simbolizadas G=C,
mas apenas duas podem ser formadas entre A e T, simbo-
lizadas A=T. Essa é uma razao para a descoberta de que a
separacdo das fitas pareadas do DNA € mais dificil quanto
maior for a razdo do pareamento de bases G=C para A=T.
Outros pareamentos de bases tendem (em varios graus) a
desestabilizar a estrutura dupla helicoidal.

Quando Watson e Crick construiram seu modelo, eles
tiveram que decidir inicialmente se as fitas de DNA seriam
paralelas ou antiparalelas — se suas ligacoes fosfodiéster
3’5" iriam seguir no mesmo sentido ou em sentidos opos-
tos. Uma orientacdo antiparalela produziu o modelo mais
convincente e trabalhos posteriores com DNA-polimerases
(Capitulo 25) produziram evidéncias experimentais de que
as fitas eram mesmo antiparalelas, um achado confirmado
posteriormente por analise de raios X.

Para explicar a periodicidade nos padroes de difracdo
de raios X das fibras de DNA, Watson e Crick manipularam
modelos moleculares para chegar a estrutura em que a dis-
tancia entre as bases empilhadas verticalmente no interior
da dupla-hélice seria de 3,4 A; uma distancia de repeticao
secundaria de aproximadamente 34 A foi atribuida para a
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presenca de 10 pares de bases em cada volta completa da
dupla-hélice. Em solug¢ao aquosa, a estrutura é um pouco
diferente daquela nas fibras, havendo 10,5 pares de bases
por volta helicoidal (Figura 8-13).

Como mostra a Figura 8-14, as duas cadeias polinu-
cleotidicas antiparalelas da dupla-hélice de DNA nao séo
idénticas nem na sua sequéncia de bases e nem na sua com-
posicao. Elas sdo complementares entre si. Sempre que a
adenina estd presente em uma cadeia, a timina é encontra-
da na outra; da mesma forma, sempre que a guanina esta
presente em uma cadeia, a citosina é encontrada na outra.

A dupla-hélice de DNA, ou duplex, é mantida por duas
forcas, como descrito anteriormente: ligacoes de hidrogénio
entre os pares de bases complementares (Figura 8-11) e in-
teracdes de empilhamento de bases. A complementaridade
entre as cadeias de DNA ¢ atribuida a ligacdo de hidrogénio
entre os pares de bases. As interacdes de empilhamento de
bases, as quais sdo muito inespecificas no que diz respeito a
identidade das bases empilhadas, determinam a maior con-
tribui¢do para a estabilidade da dupla-hélice.

Os aspectos importantes do modelo da dupla-hélice da
estrutura do DNA sdo mantidos, em grande parte, por evi-
déncias bioldgicas e quimicas. Além disso, o modelo sugere
imediatamente um mecanismo para a transmissao da infor-
macado genética. O aspecto principal do modelo é a comple-
mentaridade das duas cadeias de DNA. Como Watson e Crick
foram capazes de visualizar, muito antes da disponibilidade
de dados confirmatoérios, essa estrutura poderia ser replicada
de forma légica pela (1) separacdo das duas cadeias e (2)
sintese de uma cadeia complementar a cada uma delas. Uma
vez que, em cada nova cadeia, os nucleotideos sdo unidos na
sequéncia especificada pelas regras de pareamento de bases
descritas anteriormente, cada cadeia preexistente funciona

FIGURA 8-14 Complementarida-
de das cadeias na dupla-hélice de
DNA. As cadeias antiparalelas com-
plementares do DNA seguem as regras
propostas por Watson e Crick. As cadeias
antiparalelas pareadas por bases séo di-
ferentes na sua composicao de bases: a
cadeia da esquerda tem a composicao
AT,G,C,; a da direita, A,T,G,C,. Elas tam-
bém se diferenciam na sequéncia quando
cada cadeia é lida na direcéo 5" — 3'. Ob-
serve as equivaléncias de bases: A =T e
G = Cnoduplex.
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Cadeia
mae

Cadeias
filhas

FIGURA 8-15 Replicagdo do DNA como sugerido por Watson e Cri-
ck. As‘cadeias mae”ou preexistentes sdo separadas e cada uma é o molde
para a biossintese de uma “cadeia filha” complementar (em cor-de-rosa).

Inicio leitura

avancada
0 DNA pode ocorrer em formas tridimensionais
diferentes

como molde para direcionar a sintese de uma cadeia comple-
mentar (Figura 8-15). Essas suposi¢oes foram confirmadas
experimentalmente, inaugurando uma revolucdo da nossa
compreensio da hereditariedade bioldgica.

[Término leitura bésica |
Pareamento de bases no DNA

PROBLEMA RESOLVIDO 8-1

Em amostras de DNA isoladas de duas espécies de bacté-
rias nao identificadas, X e Y, adenina constitui 32 e 17%,
respectivamente, do total de bases. Que proporcao relativa
de adenina, guanina, timina e citosina vocé esperaria en-
contrar nas duas amostras de DNA? Que suposi¢cdes vocé
fez? Uma dessas espécies foi isolada de uma fonte de dgua
quente (64°C). Qual espécie é a mais provavel de ser uma
bactéria termofilica e por qué?

Solugdo: Para qualquer dupla-hélice de DNA, A = T e
G = C. O DNA da espécie X tem 32% de A e, portanto, deve
conter 32% de T. Isso totaliza 64% das bases e deixa 36%
para pareamento G=C: 18% de G e 18% de C. A amostra
da espécie Y, com 17% de A, deve conter 17% de T, totali-
zando 34% dos pares de bases. Os 66% restantes de bases
sdo entdo distribuidos igualmente assumindo que ambas as
moléculas de DNA estdo na forma de dupla-hélice.

Quanto maior o contetido G + C da molécula de DNA,
maior € a temperatura de fusdo. A espécie Y, como apresen-
ta o DNA com o maior contetido G + C (66%), é a bactéria
termofilica mais provavel; seu DNA tem a maior tempera-
tura de fusdo e, portanto, € mais estavel na temperatura da
fonte de dgua quente.

O DNA ¢é uma molécula extremamente flexivel. Rotacdo
consideravel € possivel em torno de varios tipos de ligagcoes
no esqueleto acucar-fosfato (fosfodesoxirribose) e flutua-
¢ao térmica pode produzir enovelamento, alongamento e
desnaturacao (fusdo) das cadeias. Muitas variacoes signifi-
cativas da estrutura de DNA de Watson e Crick sdo encon-
tradas no DNA celular, algumas ou todas elas podem ser
importantes no metabolismo de DNA. Essas variacoes es-
truturais geralmente nao afetam as propriedades-chave do
DNA descritas por Watson e Crick: complementaridade das
cadeias, cadeias antiparalelas e a exigéncia do pareamento
A=Te G=C.

Variacdo estrutural no DNA reflete trés aspectos: as di-
ferentes conformacdes possiveis da desoxirribose, a rotacao
em torno das ligagoes contiguas que constituem o esqueleto
de fosfodesoxirribose (Figura 8-16a) e a rotagdo livre em
torno da ligagdo C-1'-N-glicosidica (Figura 8-16b). Devido
a restricoes estéricas, as purinas nos nucleotideos puricos
estdo restritas a duas conformacdes estaveis com respeito a
desoxirribose, denominadas syn e anti (Figura 8-16b). As
pirimidinas geralmente estdo restritas a conformacao aniz,
devido a interferéncias estéricas entre o a¢tcar e o oxigénio
da carbonila no C-2 da pirimidina.

OH OH OH OH OH OH
syn-Adenosina anti-Adenosina anti-Citidina
(b)

FIGURA8-16 Variacao estrutural no DNA. (a) A conformacdo de um nu-
cleotideo no DNA ¢é afetada pela rotacao de aproximadamente sete ligagdes
diferentes. Seis dessas ligacdes giram liviemente. Uma rotacao limitada da i-
gagao 4 origina uma dobra no anel. Essa conformacdo é endo ou exo, depen-
dendo se 0 dtomo encontra-se no mesmo lado do plano como C-5" ou no
lado oposto (ver Figura 8-3b). (b) Para bases puricas nos nucleotideos, apenas
duas conformacoes relacionadas as unidades de ribose ligadas sao permiti-
das estericamente, anti ou syn. As pirimidinas ocorrem na conformacgao anti.
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A estrutura de Watson e Crick também é conhecida
como forma B do DNA ou B-DNA. A forma B é a estrutura
mais estavel para uma molécula de DNA de sequéncia alea-
toria sob condicoes fisioldgicas, sendo, desta forma, o ponto
de referéncia padrao em qualquer estudo das propriedades
do DNA. Duas variantes estruturais que tiveram suas estru-
turas cristalograficas bem caracterizadas sao as formas A
e Z. Essas trés conformacdes de DNA estdo mostradas na
Figura 8-17, com um resumo das suas propriedades. A for-
ma A é favorecida em muitas solu¢des que sao relativamen-
te livres de dagua. O DNA € ainda organizado na forma de
dupla-hélice a direita, mas a hélice é mais larga e o niimero
de bases por volta helicoidal é 11, em vez de 10,5 como no
B-DNA. O plano dos pares de bases no A-DNA estd inclinado
em cerca de 20° relativo aos pares de bases do B-DNA, entao
os pares de bases no A-DNA néo estdo perfeitamente per-
pendiculares ao eixo da hélice. Essas mudancas estruturais
aprofundam o sulco maior enquanto fazem o sulco menor
mais superficial. Os reagentes usados para promover crista-
lizagdo de DNA tendem a desidraté-lo, e assim a maioria das
moléculas de DNA pequenas tende a cristalizar na forma A.

A forma Z do DNA é um afastamento mais radical da
estrutura B; a diferenca mais ébvia € a rotacao helicoidal a
esquerda. Nessa forma sao encontrados 12 pares de bases
por volta helicoidal, e a estrutura aparece mais delgada e
alongada. O esqueleto de DNA adquire uma aparéncia de
ziguezague. Certas sequéncias nucleotidicas dobram em
hélices Z a esquerda muito mais facilmente que outras.
Exemplos eminentes sdo sequéncias em que pirimidinas

28A
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alternam com purinas, especialmente alternando residuos
de C e G ou 5-metil-C e G. Para formar a hélice a esquerda
no Z-DNA, os residuos puricos mudam para a conformacao
syn, alternando com pirimidinas na conformacio anti. O
sulco maior € pouco aparente no Z-DNA, e o o sulco menor
é estreito e profundo.

A ocorréncia do A-DNA em células é duvidosa, mas exis-
tem evidéncias para algumas pequenas extensoes (trechos)
do Z-DNA em bactérias e em eucariotos. Esses trechos de
Z-DNA podem ter um papel (até agora nao definido) na re-
gulacdo da expressao de alguns genes ou em recombinacao
genética.

Certas sequéncias de DNA adotam estruturas incomuns

Outras variacoes estruturais dependentes de sequéncia en-
contradas em cromossomos grandes podem afetar a fungdo
e o metabolismo dos segmentos de DNA em suas adjacén-
cias. Por exemplo, ocorrem curvaturas na hélice de DNA
sempre que quatro ou mais residuos de adenosina apare-
cem sucessivamente em uma cadeia. Seis adenosinas, uma
apos a outra, produzem uma curvatura de cerca de 18°. A
curvatura observada nessa e em outras sequéncias pode ser
importante na ligacao de algumas proteinas ao DNA.

Um tipo de sequéncia de DNA bem comum € um pa-
lindromo. Um palindromo é uma palavra ou frase escrita
de forma idéntica se for lida da esquerda para a direita ou
vice-versa; dois exemplos sdo OMISSISSIMO e LUZ AZUL.
O termo € aplicado a regidoes de DNA com repeticoes
invertidas de sequéncias de bases tendo simetria dupla

FIGURA8-17 Comparacao dasformas A, BeZ do DNA. Cada estrutura
mostrada aqui tem 36 pares de bases. As riboses e as bases estao em amare-
lo. O esqueleto fosfodiéster esté representado como uma corda azul. Azul é a
cor usada para representar cadeias de DNA nos capftulos seguintes. A tabela
resume algumas propriedades das trés formas do DNA.

Forma A Forma B Forma Z

Forma A Forma B Forma C
Orientacdo da hélice A direita A direita A esquerda
Diametro ~26 A ~20A ~18A
Pares de bases por
volta helicoidal 11 10,5 12
Incremento na hélice
por parde bases 2,6 A 34A 3,7A
Torcao da hélice por
volta helicoidal 20° 6° 7°
Conformacao do C-3" endo C-2" endo C-2" endoem
anel de ribose pirimidinas;
C-3' endo
em purinas
Conformacao da Anti Anti Antiem
ligacéo glicosidica pirimidinas;
syn em purinas
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Palindromo

(\

<> 5 TTAGCACGTGCTAA

dr | I N T B B N
gl L L L 1 1 |
AATCGTGCACGATT

Repeticdes de imagem especular
W «# 5 TTAGCACCACGATT

N N T I Y N Iy Ay I |
AATCGTGGTGCTAA

FIGURA8-18 Palindromos e repeti¢des de imagem especular. Palin-
dromos sdo sequéncias de acidos nucleicos de fita dupla com simetria dupla.
A fim de sobrepor uma repeticao (sequéncia sombreada) na outra, ela deve
ser girada 180° em torno do eixo horizontal e entdo 180° em torno do eixo
vertical, como mostrado pelas setas coloridas. Uma repeticao de imagem es-
pecular, por outro lado, tem uma sequéncia simétrica dentro de cada cadeia.
Sobrepor uma repeticdo na outra requer apenas uma unica rotagao de 180°
em torno do eixo vertical.

nas duas cadeias de DNA (Figura 8-18). Tais sequéncias
sdo autocomplementares dentro de cada cadeia e, conse-
quentemente, tém potencial para formar estruturas eru-
ciformes (em formato de cruz) ou em grampo (Figura
8-19). Quando a repeticdo invertida ocorre dentro de
cada cadeia individual de DNA, a sequéncia é denominada
repeticio de imagem especular. As repeticoes de ima-
gem especular ndo tém sequéncias complementares den-
tro da mesma cadeia e ndo formam grampos ou estruturas
cruciformes. Sequéncias desses tipos sdo encontradas
em praticamente cada grande molécula de DNA e podem
abranger poucos pares de bases ou milhares. O nimero
de palindromos que ocorrem como cruciformes em célu-
las ndo é conhecido, embora algumas estruturas crucifor-
mes tenham sido demonstradas 7 vivo em Escherichia
coli. As sequéncias autocomplementares produzem eno-
velamentos de cadeias simples de DNA (ou RNA) isoladas
em solugdo para se dobrar em estruturas complexas con-
tendo multiplos grampos.

Algumas estruturas de DNA incomuns envolvem trés ou
até mesmo quatro cadeias de DNA. Os nucleotideos parti-
cipantes de um par de bases do tipo Watson-Crick (Figu-
ra 8-11) podem formar ligacdes de hidrogénio adicionais,
especialmente com grupos funcionais ancorados no sulco
maior. Por exemplo, um residuo de citidina (se protonado)
pode parear com o residuo de guanina de um par nucleoti-
dico G=C (Figura 8-20); uma timidina pode parear com a
adenosina de um par A=T. O N-7, o 0% e 0 N° das purinas,
os atomos que participam na ligacao de hidrogénio do tri-
plex de DNA frequentemente sdo denominados posicoes
de Hoogsteen, e o pareamento do tipo ndo Watson-Crick
é chamado de pareamento de Hoogsteen, em homena-
gem a Karst Hoogsteen, que em 1963 reconheceu pela pri-
meira vez o potencial desses pareamentos incomuns. O pa-
reamento de Hoogsteen permite a formacao de triplex de
DNA. Os triplex mostrados na Figura 8-20 (a, b) sdo mais
estaveis em pH baixo porque o trio C=G - C* requer uma
citosina protonada. No triplex, o pK, dessa citosina é > 7,5,
diferente do seu valor normal de 4,2. Os triplex também se
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FIGURA 8-19 Grampos e estruturas cruciformes. Sequéncias de DNA
(ou RNA) palindrémicas podem formar estruturas alternativas com parea-
mento de bases intracadeia. (@) Quando somente uma Unica cadeia de DNA
(ou RNA) estd envolvida, a estrutura € chamada de grampo. (b) Quando am-
bas as cadeias do duplex de DNA estao envolvidas, a estrutura é denomina-
da cruciforme. O sombreamento azulado realca sequéncias assimétricas que
podem parear com sequéncias complementares tanto na mesma cadeia
quanto na cadeia complementar.

formam mais facilmente em sequéncias longas contendo
somente pirimidinas ou somente purinas em uma dada ca-
deia. Alguns triplex de DNA contém duas cadeias puricas e
uma cadeia pirimidica; outros contém duas cadeias puricas
e uma cadeia pirimidica.

Quatro cadeias de DNA também podem parear para for-
mar um tetraplex (quadruplex), mas isso ocorre facilmente
apenas para sequéncias de DNA com uma proporc¢do muito
alta de residuos de guanosina (Figura 8-20c, d). O tetraplex
da guanosina, ou tetraplex G, é bastante estavel em uma
faixa ampla de condicoes. A orientacdo das cadeias em um
tetraplex pode variar como mostrado na Figura 8-20e.

No DNA de células vivas, sitios reconhecidos por mui-
tas protefnas ligantes de DNA em sequéncias especificas
(Capitulo 28) estdo organizados como palindromos, e se-
quéncias polipirimidicas ou polipuricas que podem formar
hélices triplas sdo encontradas dentro de regides envolvi-
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DNA. (a) Padrées de pareamento de bases em uma forma bem caracteri-
zada de triplex de DNA. O par de Hoogsteen em cada caso é mostrado em
vermelho. (b) DNA helicoidal triplo contendo duas cadeias pirimidicas (ver-
melho e branco; sequéncia TTCCT) e uma cadeia purica (azul; sequéncia AA-
GGAA) (derivado do PDB ID 1BCE). As cadeias em azul e em branco sao anti-
paralelas e pareadas pelo padréo normal de pareamento de Watson-Crick. A
terceira cadeia (toda pirimidica) (vermelho) é paralela a cadeia purica e pare-
ada por meio de ligagdes de hidrogénio do tipo ndo Watson-Crick. O triplex
é visto lateralmente, mostrando seis tripletes. (€) Padrdo do pareamento de
bases na estrutura tetraplex da guanosina. (d) Quatro tetrapletes sucessivos
de uma estrutura tetraplex G (PDB ID 244D). (e) Possiveis variantes na orien-
tacdo das cadeias em um tetraplex G.

das na regulacdo de expressdo de alguns genes eucario-
ticos. A principio, cadeias de DNA sintéticas desenhadas
para parear com essas sequéncias para formar triplex de
DNA podem interromper a expressao génica. Essa aborda-
gem para controlar o metabolismo celular é de interesse
comercial pela sua potencial aplicacdo na medicina e na

agricultura. [Término leitura avancada |

| RNAs mensageiros codificam para cadeias polipeptidicas |

Agora o foco serad a expressao da informacgao genética que
o DNA contém. O RNA, a segunda maior forma de acidos
nucleicos nas células, tem muitas funcoes. Na expressao
génica, o RNA atua como intermedidrio pelo uso da infor-
macao codificada no DNA para especificar a sequéncia de
aminoacidos da proteina funcional.

[Inicio leitura basica |
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Uma vez que o DNA de eucariotos é basicamente con-
finado no nicleo, enquanto a sintese proteica ocorre nos
ribossomos no citoplasma, alguma outra molécula que nao
o DNA deve carregar a mensagem genética do nicleo para
o citoplasma. Ja por volta da década de 1950, o RNA foi
considerado o candidato l6gico: o RNA é encontrado tanto
no nucleo quanto no citoplasma e um aumento na sintese
proteica é acompanhado por um aumento na quantidade de
RNA citoplasmico e um aumento da sua taxa de renovacao.
Essas e outras observagoes levaram varios pesquisadores a
sugerir que o RNA carrega a informac¢do genética do DNA
para a maquinaria biossintética proteica do ribossomo. Em
1961, Francois Jacob e Jacques Monod apresentaram uma
descrigao consistente (e essencialmente correta) de muitos
aspectos desse processo. Eles propuseram o nome “RNA
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FIGURA 8-21 mRNA bacteriano. Diagrama esquematico mostrando
mRNA (a) monocistronico e (b) policistronico de bactérias. Segmentos em
vermelho representam RNA que codifica para um produto génico; segmen-
tos em cinza representam RNA néo codificante. No transcrito policistronico,
0 RNA néo codificante separa os trés genes.

mensageiro” (mRNA) para aquela por¢do do RNA celular
total que carrega a informacgdo genética do DNA para os ri-
bossomos, onde os mensageiros fornecem os moldes que
especificam as sequéncias de aminoacidos nas cadeias poli-
peptidicas. Embora os mRNAs de diferentes genes possam
variar muito em tamanho, os mRNAs de um gene em par-
ticular geralmente tém um tamanho definido. O processo
de formacdo de um mRNA a partir de um molde de DNA é
nheci mo transcricio

Em bactérias e arquibactérias, uma tinica molécula de
mRNA pode codificar para uma ou varias cadeias polipep-
tidicas. Se ela carrega o cédigo para somente um polipepti-
deo, o mRNA é monocistronico; se ela codifica para dois
ou mais polipeptideos diferentes, o mRNA é policistroni-
co. Em eucariotos, a maioria dos mRNAs € monocistronica.
(Para a finalidade dessa discussao, “cistron” refere-se a um
gene. O termo por si s6 tem raizes histéricas na ciéncia da
genética e sua defini¢do genética formal vai além do escopo
deste texto.) O comprimento minimo de um mRNA ¢é deter-
minado pelo comprimento da cadeia polipeptidica para a
qual ele codifica. Por exemplo, uma cadeia polipeptidica de
100 residuos de aminoacidos requer uma sequéncia codifi-
cante de RNA de pelo menos 300 nucleotideos, porque cada
aminodcido € codificado por um grupo de trés nucleotideos
(este e outros detalhes de sintese proteica serdo discutidos
no Capitulo 27). Entretanto, mRNAs transcritos a partir de
DNA sé@o sempre um pouco mais longos que o comprimen-
to necessario para a codificacdo simples de uma sequéncia
(ou sequéncias) polipeptidica. A por¢do adicional ndo codi-
ficante do RNA inclui sequéncias que regulam a sintese pro-
teica. A Figura 8-21 resume a estrutura geral de mRNAs

bacterianos.  [Término leitura basica |

Muitos RNAs tém estruturas tridimensionais |
mais complexas [Inicio leitura complementar|

O RNA mensageiro € somente uma de varias classes de RNA
celular. RNAs transportadores sdo moléculas adaptadoras
na sintese proteica; ligadas covalentemente a um amino-
acido em uma extremidade, elas pareiam com um mRNA
de forma que os aminoacidos sdo unidos a um polipepti-
deo crescente na sequéncia correta. RNAs ribossémicos sao
componentes dos ribossomos. Existe também uma gran-
de variedade de RNA de funcdo especial, incluindo alguns
(chamados ribozimas) que tém atividade enzimatica. Todos
os RNAs serdo considerados detalhadamente no Capitulo
26. As funcgdes diversas e muitas vezes complexas desses

RNAs refletem a diversidade de uma estrutura muito mais
rica do que a observada em moléculas de DNA.

O produto de transcricao do DNA é sempre RNA de fita
simples. A cadeia simples tende a assumir a conformacao
helicoidal a direita dominada por interagdes de empilha-
mento de bases (Figura 8-22), as quais sdo mais fortes en-
tre duas purinas do que entre uma purina e uma pirimidina
ou entre duas pirimidinas. A intera¢do purina-purina é tao
forte que uma pirimidina separando duas purinas é muitas
vezes deslocada do padrao de empilhamento, de forma que
as purinas possam interagir. Qualquer sequéncia autocom-
plementar na molécula produz estruturas mais complexas.
O RNA pode fazer pareamento de bases com regides com-
plementares de RNA ou de DNA. O pareamento de bases é
igual ao padrao para DNA: G pareia com C e A pareia com
U (ou com o ocasional residuo de T em alguns RNA). Uma
diferenca é que o pareamento de bases entre residuos de
G e U — incomum no DNA - é permitido no RNA (ver Figu-
ra 8-24), quando sequéncias complementares nas duas ca-
deias simples de RNA pareiam uma com a outra. As cadeias
pareadas no RNA ou nos duplex RNA-DNA séo antiparale-
las, como no DNA.

Quando duas cadeiras de RNA com sequéncias perfei-
tamente complementares estdo pareadas, a estrutura pre-
dominante de cadeia dupla é uma dupla-hélice de forma A
a direita. As estruturas tridimensionais de muitos RNAs,
como aquelas das proteinas, sdo complexas e Unicas. Inte-
racoes fracas, especialmente interacoes de empilhamento,
ajudam a estabilizar as estruturas de RNA, assim como elas
fazem no DNA. Hélices na forma Z foram feitas em labora-
torio (sob condigoes de alta salinidade e alta temperatura).
A forma B do RNA ainda nao foi observada. Quebras na hé-
lice normal de forma A causadas pelo pareamento incorreto

FIGURA 8-22 Padrao tipico de empilhamento a direita de RNA de
fita simples. As bases estdo mostradas em amarelo, os dtomos de fosfato
em cor de laranja e as riboses e os oxigénios dos fosfatos em verde. Verde é
usado para representar cadeias de RNA nos capitulos seguintes, assim como
azul é usado para o DNA.
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ou nao pareamento de bases em uma ou ambas as cadeias
sdo comuns e resultam em protuberancias ou alcas inter-
nas (Figura 8-23). Alcas do tipo grampos formam-se entre
sequéncias autocomplementares (palindromicas) vizinhas.
O potencial para estruturas helicoidais de pareamento de
bases em muitos RNAs é muito grande (Figura 8-24) e os
grampos resultantes sdo o tipo mais comum de estrutura
secundaria no RNA. Sequéncias de bases especificas pe-
quenas (assim como UUCG) sdo muitas vezes encontradas
no final de grampos de RNA e sdo conhecidas por formarem
alcas particularmente firmes e estaveis. Tais sequéncias po-
dem agir como pontos de partida para o enovelamento de
uma molécula de RNA na sua estrutura tridimensional exa-
ta. Outras contribuicdes sdo feitas pelas ligagoes de hidro-
génio que nao fazem parte do pareamento de bases padrao
do tipo Watson-Crick. Por exemplo, o grupo 2’-hidroxila
da ribose pode formar liga¢des de hidrogénio com outros
grupos. Algumas dessas propriedades sdo evidentes na es-
trutura do RNA transportador de fenilalanina de levedura
— o tRNA responsavel pela insercao de residuos de Phe nos
polipeptideos — e em duas enzimas de RNA, ou ribozimas,
cujas funcoes, assim como das enzimas proteicas, depen-
dem das suas estruturas tridimensionais (Figura 8-25).

FIGURA 8-24 Estruturas helicoidais de pareamento de bases no
RNA. A possivel estrutura secundaria do componente RNA M1 da enzima
RNase P de E. coli, com muitos grampos, estd mostrada aqui. A RNase P, a
qual também contém um componente proteico (ndo mostrado), funciona
no processamento dos RNAs transportadores (ver Figura 26-26). Os dois col-
chetes indicam sequéncias complementares adicionais que podem estar
pareadas na estrutura tridimensional. Os pontos azuis indicam pares de ba-
ses G=U do tipo nao Watson-Crick (insercao no quadro). Observe que pares
de bases G=U sao permitidos somente quando cadeias pré-sintetizadas de
RNA se dobram ou se anelam umas com as outras. Nao ha RNA-polimerases
(as enzimas que sintetizam RNA a partir de um molde de DNA) para inserir
uma U tendo como molde uma G, ou vice-versa, durante a sintese de RNA.
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FIGURA 8-23 Estrutura secundaria de RNA. (a) Protuberéancia, alca in-
terna e grampo. (b) As regides pareadas geralmente tém uma hélice direita
na forma A, como mostrado no grampo (derivado do PDB ID 1GID).
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FIGURA 8-25 Estrutura tridimensional do RNA. (a) Estrutura tridimen-
sional do tRNA de fenilalanina em levedura (PDB ID 1TRA). Alguns padrdes de
pareamento de bases incomuns encontrados neste tRNA estdo mostrados.
Observe também o envolvimento do oxigénio de uma ligagéo fosfodiéster
da ribose em um arranjo de ligagdo de hidrogénio e um grupo 2'-hidroxila
da ribose em outro (ambos em vermelho). (b) Ribozima cabega-de-martelo
(denominada desta forma devido a estrutura secundaria no sitio ativo que
parece a cabeca de um martelo), obtida de certos virus de plantas (obtida

de PDB ID TMME). Ribozimas, ou enzimas de RNA, catalisam uma variedade
de reagdes, principalmente do metabolismo de RNA e na sintese proteica. As
estruturas tridimensionais complexas desses RNAs refletem a complexidade
inerente na catdlise, como descrito para enzimas proteicas no Capitulo 6. (c)
Segmento de mRNA conhecido como intron, de um protozoario ciliado Te-
trahymena thermophila (obtido do PDB ID 1GRZ). Esse intron (uma ribozima)
catalisa sua prépria excisdo do meio dos éxons em uma cadeia de mRNA
(discutido no Capitulo 26).

[Término leitura complementar

A andlise da estrutura do RNA e a relagdo entre estrutura
e funcdo compdem um campo emergente de pesquisa com
muitas das mesmas complexidades da andlise de estrutura
proteica. A importancia da compreensido da estrutura do
RNA cresce a medida que surgem mais informacoes sobre o
grande numero de papéis funcionais das moléculas de RNA.

cios vieram do experimento de Avery-MacLeod-McCarty,
o qual demonstrou que o DNA isolado de uma linhagem
bacteriana pode entrar em células de outra linhagem e
transforma-las, dotando-as com algumas caracteristi-
cas hereditarias do doador. O experimento de Hershey-
-Chase demonstrou que o DNA de um virus bacteriano,

RESUMO0 8.2 Estrutura dos acidos nucleicos

P Muitas linhas de evidéncia demonstram que o DNA car-
rega a informacao genética. Alguns dos primeiros indi-

mas nao a sua cobertura proteica, carrega a mensagem
genética para a replicag¢do do virus na célula hospedeira.

» Reunindo todas as informacgoes, Watson e Crick postu-
laram que o DNA nativo € constituido por duas cadeias
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antiparalelas em uma organizaciao de dupla-hélice com
orientacdo a direita. Pares de bases complementares,
A=T e G=C, sao formados por ligacdes de hidrogeé-
nio dentro da hélice. Os pares de bases sdo empilhados
perpendicularmente ao longo do eixo da dupla-hélice,
a uma distancia de 3,4 A, com 10,5 pares de bases por
volta.

» O DNA pode existir em varias formas estruturais. Duas
variagoes da forma de Watson-Crick, ou B-DNA, sdo
A-DNA e Z-DNA. Algumas variacdes estruturais de-
pendentes de sequéncia causam enovelamentos na
molécula de DNA. As cadeias de DNA com sequéncias
especificas podem formar grampos ou estruturas cruci-
formes ou triplex de DNA ou tetraplex de DNA.

» O RNA mensageiro transfere a informacao genética do
DNA para os ribossomos para a sintese proteica. O RNA
transportador e o RNA ribossémico também estao en-
volvidos na sintese proteica. O RNA pode ser comple-
xo estruturalmente; cadeias simples de RNA podem se
dobrar em grampos, regioes de cadeia dupla ou alcas
complexas.

[Inicio leitura basica |

8.3 Quimica dos acidos nucleicos

O papel do DNA como repositorio da informacao gené-
tica depende em parte da sua estabilidade inerente. As
transformacoes quimicas que ocorrem geralmente sao
muito lentas na auséncia de um catalisador enzimatico.
Entretanto, o armazenamento de longo prazo da informa-
cao inalterada é tdo importante para a célula que mesmo
reacdes muito lentas que alteram a estrutura do DNA po-
dem ser fisiologicamente significativas. Processos como
carcinogénese e envelhecimento podem estar intimamen-
te ligados ao acumulo lento e irreversivel de alteracoes
no DNA. Outras altera¢des, ndo destrutivas, também
ocorrem e sao essenciais para a funcido, como a separa-
cao das cadeias que deve preceder a replicacdo do DNA
ou a transcricdo. Além de proporcionar maior compreen-
sdo dos processos fisiol6gicos, nosso conhecimento da
quimica dos acidos nucleicos nos concedeu um conjunto
poderoso de tecnologias que tem aplicacdes em biologia
molecular, na medicina e na ciéncia forense. Agora serao
examinadas as propriedades quimicas do DNA e algumas
dessas tecnologias.

DNA e RNA duplas-hélices podem ser desnaturados

Solugoes de DNA nativo isolado cuidadosamente podem
ser muito viscosas em pH 7,0 e em temperatura ambiente
(25°C). Quando essa solucao é submetida a valores de pH
extremos ou a temperaturas acima de 80°C, sua viscosidade
diminui drasticamente, indicando que o DNA sofreu uma
mudanca fisica. Da mesma forma que calor e valores de pH
extremos desnaturam proteinas globulares, eles também
causam desnaturacdo, ou fusao, da dupla-hélice do DNA.
Rompimento das ligacoes de hidrogénio entre pares de
bases e de bases empilhadas causam desenrolamento da
dupla-hélice para formar duas cadeias simples, completa-
mente separadas uma da outra pela molécula inteira ou de
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parte da molécula (desnaturacao parcial). Nenhuma ligacdo
covalente no DNA € rompida (Figura 8-26).

A renaturac¢do da molécula do DNA é um processo ra-
pido de uma etapa, contanto que um segmento helicoidal
duplo de pouco mais de uma duzia de residuos ainda man-
tenha as duas cadeias unidas. Quando a temperatura ou
o pH retornam para a faixa em que a maioria dos organis-
mos vivem, os segmentos desenrolados das duas cadeias
espontaneamente se enrolam, ou pareiam, para produzir
o duplex intacto (Figura 8-26). Entretanto, se as duas ca-
deias sdo separadas completamente, a renaturagdo ocor-
re em duas etapas. Na primeira, relativamente lenta, as
duas cadeias “acham” uma a outra por colisdes aleatérias
e formam um segmento pequeno de dupla-hélice comple-
mentar. A segunda etapa € muito mais rapida: as bases nao
pareadas remanescentes vém sucessivamente se apresen-
tando como pares de bases, e as duas cadeias se unem,
como se fosse o fechamento de um ziper, para formar a
dupla-hélice.

A estreita interagao entre bases empilhadas nos acidos
nucleicos tem o efeito de diminuir sua absorcao em luz UV
em comparacao com a da solucdo com a mesma concen-
tracdo de nucleotideos livres, e a absorcdo diminui ain-
da mais quando duas cadeias complementares de dcidos
nucleicos estdo pareadas. Isso é chamado de efeito hipo-
cromico. A desnaturagdo de um acido nucleico de cadeia
dupla produz o resultado oposto: aumento na absor¢do de-

Pareamento Desnaturagao

DNA parcialmente desnaturado

Associacao das

. Separagao
cadeias por B
P das cadeias
pareamento
de bases

Cadeias de DNA separadas
em espirais aleatorias

FIGURA 8-26 Desnaturagao reversivel e anelamento (renaturagao)
do DNA.
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nominado efeito hipercrémico. A transi¢cao entre DNA de
cadeia dupla e a forma desnaturada de cadeia tinica pode
ser entdo detectada pelo monitoramento da absor¢ao de
luz UV a 260 nm.

Moléculas de DNA bacteriano ou viral em solucdo des-
naturam quando sdo aquecidas vagarosamente (Figura
8-27). Cada espécie de DNA apresenta uma temperatura
de desnaturacdo caracteristica, ou ponto de fusdo (Z; for-
malmente, a temperatura na qual a metade do DNA esta
presente na forma de cadeias tinicas separadas): quanto
maior o seu contetudo de pares de bases G=C, mais alto
o ponto de fusdao deste DNA. Isso é devido ao fato de o
pareamento de bases G=C, com trés ligagdes de hidro-
génio, necessitar de mais calor para se dissociar do que o
pareamento de bases A=T. Portanto, o ponto de fusdo da
molécula de DNA, determinada sob condicoes fixas de pH
e forca idnica, pode produzir uma estimativa da sua com-
posicido de bases. Se as condi¢des desnaturantes forem
controladas cuidadosamente, regioes que sao ricas em pa-
reamentos de bases A=T serdo especificamente desnatu-
radas, enquanto a maior parte do DNA permanece como
cadeia dupla. Essas regioes desnaturadas (denominadas
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FIGURA8-27 Desnaturacao do DNA pelo calor. (a) As curvas de desna-
turacao, ou fusdo, de duas amostras de DNA. A temperatura no ponto médio
da transicéo (t,,) é o ponto de fuséo, que depende do pH, da forca i6nica e
do tamanho e da composicao de bases do DNA. (b) Relacdo entre t,, e o
conteudo G + Cdo DNA.
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FIGURA 8-28 DNA parcialmente desnaturado. Este DNA foi parcial-
mente desnaturado, sendo entéo fixado para evitar renaturacao durante o
preparo da amostra. O método do sombreamento utilizado para visualizar
o DNA nesta micrografia eletrénica aumenta seu didmetro em aproximada-
mente cinco vezes e suprime a maioria dos detalhes da hélice. Entretanto,
medidas de comprimento podem ser obtidas, e regides de fita simples séo
facilmente distinguiveis de regides de fita dupla. As setas apontam para al-
gumas bolhas de fita simples onde a desnaturacdo ocorreu. As regides que
desnaturam s&o altamente reproduziveis e sao ricas em pareamentos de
bases A=T.

bolhas) podem ser visualizadas em microscopia eletronica
(Figura 8-28). Observe que, na separacao das cadeias do
DNA que ocorre 27 v7vo durante processos como replica-
cao de DNA e transcricao, os sitios onde esses processos
iniciam sdo muitas vezes ricos em pares de bases A=T,
como sera visto a seguir.

Os duplex de duas cadeias de RNA ou uma cadeia de
RNA e uma cadeia de DNA (hibrido RNA-DNA) também
podem ser desnaturados. Especialmente, os duplex de RNA
sao mais estaveis que duplex de DNA. Em pH neutro, a des-
naturacdo de RNA de cadeia dupla muitas vezes necessita
de temperaturas de 20°C ou mais altas do que as tempe-
raturas necessarias para a desnatura¢ao de uma molécula
de DNA com sequéncia semelhante. A estabilidade de um
hibrido RNA-DNA geralmente € intermedidria entre a do
RNA e a do DNA. As bases fisicas para essas diferencas em
estabilidade térmica sdo desconhecidas.
Término leitura basica

a
rormar hibridos avancada

os nucleicos de especies diferentes podemjinicio leitura

A capacidade de duas cadeias de DNA parearem uma com
a outra pode ser usada para identificar sequéncias de DNA
semelhantes em duas espécies distintas ou no genoma de
uma mesma espécie. Se os duplex de DNA isolados de célu-
las humanas e de células murinas sdo completamente des-
naturados por aquecimento, sendo entao misturados e man-
tidos em temperaturas em torno de 25°C abaixo do seu ¢,
por muitas horas, grande quantidade do DNA ira se parear.
A taxa de pareamento do DNA ¢ afetada pela temperatura,
pelo comprimento e pela concentracdo dos fragmentos de
DNA a serem pareados, pela concentracao de sais na mistu-
ra de reacdo e pelas propriedades da sua propria sequéncia
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(isto é, complexidade e contetido G=C). A temperatura é
especialmente importante. Se for muito baixa, sequéncias
curtas de moléculas de DNA com semelhancas coincidentes
em partes distantes e heterélogas irdo se parear improdu-
tivamente e interferir com o alinhamento geral de cadeias
complementares de DNA. Temperaturas muito altas irdo fa-
vorecer a desnaturacdo. A maioria do reanelamento ocorre
entre cadeias complementares de DNA murino para formar
duplex de DNA murino; do mesmo modo, a maioria das ca-
deias de DNA humano pareia com cadeias complementares
de DNA humano. Entretanto, algumas cadeias de DNA mu-
rino irdo se associar com cadeias de DNA humano para dar
origem a duplex hibridos, nos quais segmentos de cadeia
de DNA murino formam regides de pareamento de bases
com segmentos de cadeia de DNA humano (Figura 8-29).
Isso reflete uma heranga evolutiva comum; organismos dife-
rentes em geral tém muitas proteinas e RNAs com funcdes
semelhantes e, frequentemente, estruturas semelhantes.
Em muitos casos, os DNAs que codificam essas proteinas e
RNAs tém sequéncias semelhantes. Quanto mais préxima a
relacdo evolutiva entre duas espécies, mais facilmente seus
DNAs irdo hibridizar. Por exemplo, DNA humano hibridiza
muito mais facilmente com DNA murino do que com DNA
de levedura.

A hibridizac@o de cadeias de DNA de fontes distintas
constitui o principio basico para um poderoso conjunto de
metodologias essenciais para a pratica moderna de gené-
tica molecular. Uma sequéncia de DNA especifica ou um
gene pode ser identificado na presenca de muitas outras
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FIGURA 8-29 Hibridizacdo do DNA. Duas amostras de DNA, para serem
comparadas, sdo completamente desnaturadas pelo calor. Quando as duas
solucdes sao misturadas e resfriadas lentamente, as cadeias de DNA de cada
amostra irdo se associar com seus parceiros complementares normais e se
anelar para formar duplex. Se dois DNA tém semelhanca de sequéncia signi-
ficativa, eles também tendem a formar duplex parciais ou hibridos um com
0 outro: quanto maior a semelhanca de sequéncia entre dois DNAs, maior
o numero de hibridos formados. A formacao de hibridos pode ser medida
de varias maneiras. Um dos DNAs geralmente é marcado com um isétopo
radioativo para simplificar sua deteccdo e as medidas.
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sequéncias, se ja existir uma cadeia de DNA complemen-
tar (geralmente marcada de alguma forma) adequada para
hibridizar com ela (Capitulo 9). O DNA complementar
pode ser de uma espécie diferente ou da mesma espécie,
ou pode ser sintetizado quimicamente no laboratoério usan-
do técnicas descritas a seguir neste capitulo. Técnicas de
hibridizacdo podem ser adaptadas para detectar um RNA
em vez de um DNA. O isolamento e a identifica¢ao de ge-
nes especificos e RNA se baseiam nessas técnicas de hi-
bridizacdo. Aplica¢des dessa tecnologia tornam possivel a
identificacdo de um individuo com base em um tnico fio
de cabelo deixado na cena de um crime ou a predicao do
inicio de uma doenca décadas antes do aparecimento dos
sintomas (ver Quadro 9-1).

Nucleotideos e dcidos nucleicos sofrem transformacoes

nao enzimaticas

- | Purinas e pirimidinas, juntamente com os nucleoti-

] deos dos quais elas sdo parte, sofrem alteracoes es-
pontaneas na sua estrutura covalente. O indice dessas rea-
coes em geral é muzito lento, mas essas reagdes sao
fisiologicamente significativas devido a tolerancia muito
baixa da célula para alteracoes em sua informacado genéti-
ca. Alteracgdes na estrutura do DNA que produzem mudan-
cas permanentes na informacao genética codificadas pelo
DNA sao chamadas de mutacoes, e muitas evidéncias su-
gerem uma ligacao estreita entre o acimulo de mutagoes
em um organismo individual e os processos de envelheci-
mento e carcinogénese.

Véarias bases nucleotidicas sofrem perda espontanea de
seus grupamentos amino exociclicos (desaminacao) (Fi-
gura 8-30a). Por exemplo, em condic¢oes celulares tipicas,
a desaminacdo da citosina (no DNA) a uracila ocorre em
aproximadamente um em cada 10" residuos de citidina em
24 horas. Isso corresponde a cerca de 100 eventos esponta-
neos por dia, em média, em uma célula de mamifero. A de-
saminacdo de adenina e guanina ocorre em taxas de cerca
de 1/100.

A reacdo lenta de desaminacdo da citosina parece in6-
cua o suficiente, mas é quase seguramente a razao pela
qual o DNA contém timina em vez de uracila. O produto
da desaminacao da citosina (uracila) é rapidamente re-
conhecido como estranho no DNA, sendo removido pelo
sistema de reparo (Capitulo 25). Se o DNA normalmente
tivesse uracila, o reconhecimento de uracilas resultantes
da desaminacdo da citosina seria mais dificil, e uracilas
nao reparadas conduziriam a mudanc¢as permanentes na
sequéncia, fazendo o pareamento com adeninas durante a
replicagdo. A desaminacao de citosina gradualmente con-
duziria a uma diminui¢ao nos pares de bases G=C e a um
aumento nos pares de bases A=—U no DNA de todas as
células. Através dos milénios, a desaminacdo de citosina
poderia eliminar pares de bases G=C e o cédigo genético
que depende desses pares de bases. O estabelecimento
da timina como uma das quatro bases no DNA pode ter
sido um dos pontos cruciais de reviravolta na evolucao,
tornando possivel o armazenamento de longo prazo da in-
formacao genética.
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Outra reacdo importante nos desoxirribonucleotideos é
a hidrolise da ligagdo N-B-glicosidica entre a base e a pento-
se, para criar uma lesdo no DNA chamada de sitio AP (apu-
rinico, apirimidinico) ou sitio abésico (Figura 8-30b). Isso
ocorre a uma taxa maior para purinas do que para pirimidi-
nas. Cerca de uma em cada 10° purinas (10.000 por célula
de mamiferos) é perdida do DNA a cada 24 horas em con-
di¢bes celulares tipicas. A depurinacao de ribonucleotideos
e do RNA é muito mais lenta e, em geral, ndo é considerada
fisiologicamente significativa. No tubo de ensaio, a perda
de purinas pode ser acelerada por acido diluido. Incubacéo
de DNA em pH 3 causa remocao seletiva de bases puricas,
resultando no derivado denominado acido apurinico.

Outras reacdes sao promovidas pela radiacdo. A luz UV
induz a condensacao de dois grupos etilenos para formar
um anel ciclobutano. Na célula, a mesma reacdo entre bases
pirimidicas adjacentes nos acidos nucleicos forma dimeros
pirimidicos ciclobutanos. Isso ocorre mais frequentemente
entre residuos de timina adjacentes na mesma hélice de
DNA (Figura 8-31). Um segundo tipo de dimero de piri-
midinas, chamado de fotoproduto 6-4, também é formado
durante irradiacao UV. Radia¢des ionizantes (raios X e raios
gama) podem causar abertura de anel e fragmentacgao de
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FIGURA8-30 Algumas rea¢des nao enzimaticas bem caracterizadas
dos nucleotideos. (a) Reacdes de desaminacdo. Apenas a base estd mos-
trada. (b) Depurinagdo, em que uma purina é perdida pela hidrolise da liga-
cao N-B-glicosidica. A perda de pirimidinas ocorre por meio de uma reacao
semelhante, mas muito mais lentamente. A lesdo resultante, com a deso-
xirribose presente e a base ausente, é chamada de sitio abésico ou sitio AP
(sitio apurinico ou, raramente, apirimidinico). A desoxirribose remanescente
apds a depurinacao é rapidamente convertida de B-furanose para a forma
aldeidica (ver Figura 8-3), desestabilizando ainda mais o DNA nessa posicéo.
Reagbes nao enzimdticas adicionais estdo ilustradas nas Figuras 8-31 e 8-32.

bases, assim como quebras dos esqueletos covalentes dos
acidos nucleicos.

Praticamente todas as formas de vida sdo expostas a ra-
diacdo de alta energia capaz de causar mudancas quimicas
no DNA. Sabe-se que a radiacdo UV curta (com comprimen-
to de ondas de 200 a 400 nm), que compde uma porgao
significativa do espectro solar, causa a formacao de dimeros
de pirimidina e outras mudancas quimicas no DNA de bac-
térias e de células da pele humana. Humanos estdo sujeitos
constantemente a um campo de radiagdes ionizantes na for-
ma de raios cosmicos, os quais podem penetrar profunda-
mente na terra, assim como as radia¢oes emitidas por ele-
mentos radioativos, como radio, plutonio, uranio, radoénio,
"C e "H. Raios X usados em exames médicos e dentais e na
radioterapia de cancer e outras doengas sao outra forma de
radiacdo ionizante. E estimado que radiacdes ionizantes e
UV sejam responsaveis por cerca de 10% de todo dano no
DNA causado por agentes ambientais.

O DNA também pode ser danificado por reagentes qui-
micos introduzidos no ambiente como produtos de ativida-
de industrial. Tais produtos podem nao ser prejudiciais por
si s6, mas podem ser metabolizados pelas células em formas
que o sdo. Existem duas classes principais desses compos-
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FIGURA8-31 Formacao de dimeros de pirimidinas induzidos por luz
UV. (a) Um tipo de reacao (a esquerda) resulta na formacao de um anel ci-
clobutil envolvendo C-5 e C-6 de residuos de pirimidinas adjacentes. Uma
reacao alternativa (a direita) resulta no fotoproduto 6-4, com uma ligagao en-

tos (Figura 8-32): (1) agentes desaminantes, especial-
mente acido nitroso (HNO,) ou compostos que podem ser
metabolizados a acido nitroso ou nitritos e (2) agentes al-
quilantes.

O 4cido nitroso, formado a partir de precursores orga-
nicos, como nitrosaminas, e a partir de sais de nitrito e de
nitratos, € um potente acelerador de desaminacdo de bases.
O bissulfito tem efeitos semelhantes. Ambos os agentes sdo

Fotoproduto 6-4

(b)

tre C-6 de uma pirimidina e C-4 da pirimidina vizinha. (b) A formacdo de um
dimero de pirimidinas ciclobutano introduz um angulo ou dobra no DNA
(PDBID1TTD).

usados como conservantes em alimentos processados para
evitar o crescimento de bactérias téxicas. Eles ndo parecem
aumentar significativamente os riscos de cancer quando
usados dessa forma, talvez pelo fato de serem usados em
pequenas quantidades e representarem apenas uma peque-
na contribui¢do para os niveis de dano no DNA. (O risco
potencial para a satde de alimentos estragados seria muito
maior se esses conservantes nao fossem usados.)

FIGURA 8-32 Agentes quimicos que

causam dano ao DNA. (a) Precursores COO’ CH,
de acido nitroso, que promovem reacoes AN
de desaminacéo. (b) Agentes alquilantes. H3N—C H O\ /O
Apenas a S-adenosilmetionina age enzi- Cgs /S\
maticamente. Metionina \> /N—N=O /O 0]
C|H2 K CH, CH,
NaNO, NaNO, +S—CH2 Dimetilnitrosamina Dimetilsulfato
Nitrito de sédio Nitrato de sédio CH
L 3 H H
Rl\ H H _CH,—CH, —Cl
/N—N:O OH OH H,C —N\
|
R? adenosina CH,—CH,—Cl
Nitrosamina S-Adenosilmetionina Gas de mostarda

(a) Precursores do acido nitroso

(b) Agentes alquilantes
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Agentes alquilantes podem alterar certas bases do DNA.
Por exemplo, o reagente quimico dimetilsulfato (Figura
8-32b) pode metilar a guanina para produzir O°-metilguani-
na, a qual ndo pode parear com a citosina.

[ o)

Tautébmeros L
de guanina

OCH3
xﬁ\> * | §\>

O°-Metilguanina

Muitas reagdes semelhantes sio realizadas por agentes al-
quilantes normalmente presentes nas células, como S-ade-
nosilmetionina.

A fonte mais importante de altera¢des mutagénicas no
DNA ¢ o dano oxidativo. Espécies reativas de oxigénio,
como peréxido de hidrogénio, radicais hidroxila e radi-
cais superoxidos, surgem durante irradiacdo ou como um
subproduto do metabolismo aerébio. Dessas espécies, 0s
radicais hidroxila sdo responsaveis pela maioria dos danos
oxidativos no DNA. As células tém um sistema de defesa
elaborado para destruir espécies reativas de oxigénio, in-
cluindo enzimas como a catalase e a superéxido-desmutase,
que convertem espécies reativas de oxigénio a produtos
inofensivos. Entretanto, uma fra¢do desses oxidantes ine-
vitavelmente escapa das defesas celulares e o dano ao DNA
ocorre por meio de um grande e complexo grupo de rea-
¢oes, que variam de oxidacao da desoxirribose e das bases
a quebras na hélice. Estimativas precisas da extensdo desse
dano nao estido disponiveis, mas cada dia o DNA de cada
célula humana estd sujeito a milhares de reacdes oxidativas
que causam dano.

Isso € apenas uma amostra das reacdes mais conhecidas
que causam dano ao DNA. Muitos compostos carcinogéni-
cos nos alimentos, na dgua e no ar exercem seus efeitos
cancerigenos por modificacoes das bases do DNA. Apesar
disso, a integridade do DNA como polimero é mais bem
mantida do que a do RNA e da proteina, pois o DNA ¢é a tini-
ca macromolécula que se beneficia de sistemas de reparo
bioquimicos. Esses processos de reparo (descritos no Ca-
pitulo 25) diminuem muito o impacto do dano ao DNA. M

Algumas bases do DNA sao metiladas

Certas bases nucleotidicas em moléculas de DNA sdo meti-
ladas enzimaticamente. A adenina e a citosina sdo metiladas
com mais frequéncia do que guanina e timina. A metilacdo
geralmente é restrita a certas sequéncias ou regioes da mo-
lécula de DNA. Em alguns casos, a funcdo da metilagdo é
bem conhecida; em outros, a funcdo permanece obscura.
Todas as metilases de DNA conhecidas usam S-adenosilme-
tionina como doador de um grupo metila (Figura 8-32b). A
E. colr tem dois sistemas notaveis de metilacao. Um serve

como parte de um mecanismo de defesa que ajuda a célula
a distinguir seu DNA do DNA exégeno por marcar seu pro-
prio DNA com grupos metila e destruir o DNA (exdgeno)
sem os grupos metila (isso € conhecido como um sistema de
modificacdo-restricdo; ver p. 314). O outro sistema metila
residuos de adenosina dentro da sequéncia (56")GATC(3") a
N°-metiladenosina (Figura 8-5a). Isso é mediado pela Dam
(DNA adenine methylation) metilase, um componente de
um sistema que repara pares de bases mal pareados for-
mados ocasionalmente durante a replicacdo do DNA (ver
Figura 25-21).

Em células eucariéticas, em torno de 5% dos residuos
de citidina no DNA sao metilados a 5-metilcitidina (Figura
8-6a). A metilagdo é mais comum em sequéncias CpG, pro-
duzindo metil-CpG simetricamente em ambas as hélices do
DNA. A extensdo da metilagdo em sequéncias CpG varia de
acordo com a regidao molecular em grandes moléculas de
DNA eucariético.

As sequéncias de longas hélices de DNA
podem ser determinadas

Por sua capacidade de ser um repositério de informacao,
a propriedade mais importante de uma molécula de DNA
é a sua sequéncia de nucleotideos. Até o final dos anos de
1970, a determinacédo da sequéncia de um acido nucleico
contendo até mesmo 5 ou 10 nucleotideos era muito traba-
lhosa. O desenvolvimento de duas novas técnicas em 1977,
uma por Alan Maxam e Walter Gilbert e a outra por Frede-
rick Sanger, tornou possivel o sequenciamento de molécu-
las grandes de DNA com uma tranquilidade nao imaginada
poucos anos antes. As técnicas contavam com um melhor
conhecimento da quimica dos nucleotideos e do metabolis-
mo do DNA e em métodos eletroforéticos para separagao
das cadeias de DNA diferindo em tamanho por apenas um
nucleotideo. A eletroforese de DNA é semelhante a das pro-
teinas (ver Figura 3-18). Poliacrilamida muitas vezes € usa-
da como a matriz do gel para pequenas moléculas de DNA
(até poucas centenas de nucleotideos); agarose geralmente
é usada para fragmentos maiores de DNA.

Em ambos os sequenciamentos de Maxam-Gilbert e de
Sanger, o principio geral é reduzir o DNA a quatro grupos
de fragmentos marcados. A reacdo que produz cada um
desses grupos € base-especifica, de forma que os compri-
mentos dos fragmentos correspondem a posicoes de uma
determinada base na sequéncia de DNA. Por exemplo, para
um oligonucleotideo com a sequéncia pAATCGACT, mar-
cado na extremidade 5’ (a extremidade a esquerda), uma
reacdo que quebra o DNA ap6s cada residuo de C ird gerar
dois fragmentos marcados: um fragmento de quatro nucleo-
tideos e um fragmento de sete nucleotideos; uma reagao
que quebra o DNA apés cada residuo de G ira produzir ape-
nas um fragmento marcado de cinco nucleotideos. Devido
aos fragmentos serem marcados radioativamente nas suas
extremidades 5', apenas o fragmento no lado 5’ da quebra
é visualizado. Os tamanhos dos fragmentos correspondem
as posicoes relativas dos residuos de C e G na sequéncia.
Quando os grupos de fragmentos que correspondem a cada
uma das quatro bases siao separados eletroforeticamente
lado a lado, eles produzem uma escada de bandas na qual
a sequéncia pode ser lida diretamente (Figura 8-33). Aqui
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FIGURA 8-33 Sequenciamento de DNA pelo método de Sanger.
Esse método utiliza o mecanismo de sintese de DNA pela DNA-polime-
rase (Capitulo 25). (@) As DNA-polimerases necessitam de um iniciador
(uma cadeia oligonucleotidica curta), ao qual os nucleotideos serdo
adicionados, e uma cadeia-molde para guiar a selecdo de cada novo
nucleotideo. Nas células, o grupo 3’-hidroxila do iniciador reage com
um desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) que estéd entrando para formar
uma nova ligagao fosfodiéster. (b) O procedimento do sequenciamen-
to de Sanger usa andlogos de didesoxinucleosideos trifosfatos (ddNTP)
para interromper a sintese de DNA. (O método de Sanger também é
conhecido como o método didesdxi.) Quando um ddNTP é introduzido
no lugar de um dNTP, o alongamento da cadeia para apds a adicdo do
anélogo, porque falta o grupo 3'-hidroxila necessario para o préximo
passo. (€) O DNA a ser sequenciado é usado como a cadeia-molde, e um
iniciador curto, marcado radioativamente ou com fluorescéncia, pareia
com ele. Pela adicdo de pequenas quantidades de um Unico ddNTP, por
exemplo, ddCTP, a um sistema normal de reacao, as cadeias sintetizadas
serdo prematuramente terminadas em determinadas posi¢des quando
um dC ocorre normalmente. Dado o excesso de dCTP sobre o ddCTP, a
chance do anélogo ser incorporado sempre que dC deve ser adicionado
é pequena. Entretanto, ddCTP esta presente em quantidades suficientes
para assegurar que cada nova cadeia tenha uma probabilidade alta de
adquirir pelo menos um ddC em algum ponto durante a sintese. O re-
sultado é uma solugao contendo uma mistura de fragmentos marcados,
cada um deles terminando com um residuo de C. Cada residuo de C na
sequéncia produz um grupo de fragmentos de um tamanho especifi-
co, de forma que os fragmentos de tamanhos diferentes, separados por
eletroforese, demonstram a localizacdo do residuo de C. Esse procedi-
mento é repetido separadamente para cada um dos quatro ddNTP e a
sequéncia pode ser lida diretamente do autorradiograma do gel. Como
pequenos fragmentos de DNA migram mais rapidamente, os fragmen-
tos préximos a parte inferior do gel representam as posicdes dos nu-
cleotideos mais proximas do iniciador (a extremidade 5') e a sequéncia
é lida (na direcao 5'—3") da parte inferior para a parte superior. Observe
que a sequéncia obtida é aquela da cadeia complementar a cadeia que
esta sendo analisada.
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é ilustrado apenas o método de Sanger, o mais facil tecni-
camente e mais difundido. Esse método requer a sintese
enzimatica de uma cadeia complementar de DNA a cadeia
que esta sendo analisada, usando um “iniciador” marcado
radioativamente e didesoxinucleotideos.

Desde que esses primeiros métodos praticos de se-
quenciamento de DNA apareceram, a metodologia melho-
rou rapidamente. Muito desse avanco foi alimentado pelo
Projeto Genoma Humano, descrito no Capitulo 9. Uma
variacdo do método de sequenciamento de Sanger, em
que os didesoxinucleotideos usados para cada reacdo sao
marcados com diferentes marcadores fluorescentes colo-
ridos (Figura 8-34), foi usada nos esforcos iniciais para
automatizar grandes esforcos de sequenciamento de
DNA. Com essa tecnologia, os pesquisadores podem se-
quenciar moléculas de DNA contendo milhares de nucleo-
tideos em poucas horas. Essa estratégia foi usada macica-
mente nos esforcos iniciais para sequenciar genomas
inteiros de organismos e ¢ ainda usado para sequencia-
mento de rotina de genes ou segmentos de DNA. Entre-
tanto, sequenciamentos genémicos modernos usam agora
métodos muito mais eficientes, muitas vezes chamados de
préxima geracao ou sequenciamento de préxima ge-
racao. Eles estao descritos no Capitulo 9. ] Sequenciamen-
to didesoxi de DNA

A sintese quimica de DNA foi automatizada

Um importante avanco pratico na quimica de acidos nu-
cleicos foi a sintese rapida e precisa de oligonucleotideos
pequenos de sequéncia conhecida. Os métodos foram
desenvolvidos por H. Gobind Khorana e seus colegas
nos anos de 1970. Refinamentos introduzidos por Robert
Letsinger e Marvin Caruthers conduziram a quimica agora
usada em larga escala, denominada método de fosforami-
dita (Figura 8-35). A sintese é conduzida com a cadeia
em crescimento fixada a um suporte sélido, usando funda-
mentos semelhantes aqueles usados por Merrifield para a
sintese de peptideos (ver Figura 3-32), sendo facilmente
automatizada. A eficiéncia de cada etapa é muito alta, per-
mitindo a sintese rotineira de polimeros contendo 70 ou
80 nucleotideos e, em alguns laboratérios, cadeias muito
mais longas. A disponibilidade de polimeros de DNA re-
lativamente baratos com sequéncias pré-desenhadas esta
tendo um impacto poderoso em todas as areas da bioqui-
mica (Capitulo 9).

FIGURA 8-34 Estratégia para automacao de reacées de sequencia-
mento de DNA. Cada didesoxinucleotideo usado no método de Sanger
pode ser acoplado a uma molécula fluorescente que concede uma cor espe-
cifica a todos os fragmentos terminados naquele nucleotideo. Todos os qua-
tro ddNTP marcados séo adicionados em um tubo Unico. Os fragmentos de
DNA coloridos resultantes sdo entéo separados por tamanho em um unico
gel eletroforético contido em um tubo capilar (aprimoramento da eletrofo-
rese em gel que permite separagdes mais rapidas). Todos os fragmentos de
um determinado tamanho migram pelo gel do tubo capilar em um unico
pico e a cor associada com cada pico é detectada usando um feixe de laser. A
sequéncia de DNA é lida pela determinacao da sequéncia de cores nos picos
a medida que passam pelo detector. Essa informacéo é alimentada direta-
mente a um computador, o qual determina a sequéncia.
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FIGURA 8-35 Sintese quimica de DNA pelo método do fosforamidi-
ta. Asintese de DNA automatizada é conceitualmente semelhante a sintese
de polipeptideos em um suporte sélido. O oligonucleotideo é sintetizado
no suporte soélido (silica), um nucleotideo por vez, em uma série repetida de
reagdes quimicas com precursores nucleotidicos adequadamente protegi-
dos. @ O primeiro nucleosideo (o qual formard a extremidade 3’) é acoplado
ao suporte de silica na hidroxila-3" (por meio de um grupamento ligante, R),
sendo protegido na hidroxila-5" com um grupo dimetoxitritil (DMT) labil em
4cido. Os grupos reativos em todas as bases também sao protegidos quimi-
camente. @ O grupo DMT protetor é removido pela lavagem da coluna com
4cido (o grupo DMT é colorido, entdo essa rea¢ao pode ser acompanhada
espectrofotometricamente). ® O préximo nucleotideo tem uma fosforami-
dita na posicao 3': um fosfito trivalente (ao contrario do fosfato pentavalente
mais oxidado normalmente presente nos acidos nucleicos) com um oxigé-

Oxidagao para
formar triéster

nio ligado substituido por um grupo amino ou uma amina substituida. Na
variante comum mostrada, um dos oxigénios da fosforamidita é ligado a de-
soxirribose, o outro é protegido por um grupo cianoetil e a terceira posicao é
ocupada pelo grupo di-isopropilamino facilmente deslocével. A reacdo com
o nucleotideo imobilizado forma uma ligagédo 5’,3" e o grupo di-isopropi-
lamino é eliminado. Na etapa @, a ligacdo fosfito é oxidada com iodo para
produzir uma ligagao fosfotriéster. As reacoes @ a @ sao repetidas até que
todos os nucleotideos tenham sido adicionados. Em cada etapa, 0 excesso
de nucleotideos é removido antes da adicdo do préximo nucleotideo. Nas
etapas @ e ®, 0s grupos protetores remanescentes nas bases e nos fosfatos
sao removidos, e no @, o oligonucleotideo é separado do suporte sélido e
purificado. A sintese quimica de RNA é um pouco mais complicada devido a
necessidade de proteger o grupo hidroxila 2’ da ribose sem afetar a reativi-
dade do grupo hidroxila 3.
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RESUMO0 8.3  Quimica dos acidos nucleicos

» O DNA nativo passa por desenrolamento reversivel e
separacdo de cadeias (fusdo) sob aquecimento ou em
pH extremos. DNASs ricos em pares G=C tém ponto de
fusdo maior do que DNAs ricos em pares A=T.

DNAs de cadeia simples desnaturados de duas espécies
podem formar um duplex hibrido, sendo que o grau de
hibridizacdo depende da extensdo de sequéncias seme-
lhantes. A hibridizacao é a base de técnicas importantes
usadas no estudo e no isolamento de genes especificos
e RNA.

O DNA é um polimero relativamente estavel. Reacoes
espontaneas como a desaminacdo de certas bases, a
hidrélise da ligacdo N-glicosidica base-ac¢tcar, a forma-
¢ao de dimeros de pirimidina induzida por radiacio e o
dano oxidativo ocorrem em taxas muito baixas, mas sdo
importantes devido a tolerancia muito baixa da célula a
mudancas no material genético.

Sequéncias de DNA podem ser determinadas por uma
variedade de métodos modernos

Oligonucleotideos de sequéncias conhecidas podem ser
sintetizados rapida e acuradamente

[Término leitura avancada |

8.4 Outras funcoes dos nucleotideos

Além das suas fun¢des como subunidades dos acidos
nucleicos, os nucleotideos tém uma variedade de outras
fun¢des em cada célula: como carreadores de energia,

compone ( . _ imaticos e mensageiros
quimicos. [Inicio leitura basica

Os nucleotideos carregam energia quimica nas células

O grupo fosfato ligado covalentemente na hidroxila 5’
de um ribonucleotideo pode ter um ou dois fosfatos adi-
cionais ligados. As moléculas resultantes sio conhecidas
como nucleosideos mono, di e trifosfatos (Figura 8-36).
Iniciando a partir da ribose, os trés fosfatos geralmente sao
rotulados «, B e . A hidrdlise de nucleosideos trifosfatos
produz a energia quimica para direcionar muitas reagoes

celulares. A adenosina 5'-trifosfato, ATP, é sem duvida o
mais amplamente utilizado em algumas rea¢des, mas UTP,
GTP e CTP também sdo usados em algumas reacoes. Os
nucleosideos trifosfatos também servem como os precur-
sores ativados na sintese de DNA e de RNA, como descrito
nos Capitulos 25 e 26.

A estrutura do grupo trifosfato é a responsavel pela
energia liberada durante a hidrélise do ATP e de outros nu-
cleosideos trifosfatos. A ligacdo entre a ribose e o fosfato «
é uma ligacao éster. As ligacoes «, e B,y sdo fosfoanidricas
(Figura 8-37). A hidrolise de ligacoes éster rende cerca de
14 kJ/mol em condic¢odes padrao, ao passo que a hidrolise de
cada ligacdo anidrido produz cerca de 30 kJ/mol. A hidroli-
se do ATP muitas vezes exerce uma funcio termodinamica
importante na biossintese. Quando acoplada a uma reagao
com variacdo de energia livre positiva, a hidrélise do ATP
muda o equilibrio do processo geral para favorecer a forma-
¢do do produto (lembre-se da relacdo entre a constante de
equilibrio e a varia¢do de energia livre descrita pela Equa-
¢do 6-3nap. 194).

Nucleotideos da adenina sao componentes de muitos
cofatores enzimaticos

Uma série de cofatores enzimaticos que serve a uma ampla
gama de fun¢des quimicas inclui a adenosina como parte
de suas estruturas (Figura 8-38). Eles nao sio estrutural-
mente relacionados, exceto pela presenca de adenosina.
Em nenhum desses cofatores a porcdo da adenosina par-
ticipa diretamente da fun¢ao principal, mas a remoc¢ao da
adenosina em geral resulta em uma reducao drastica da
atividade do cofator. Por exemplo, a remocao do nucleoti-
deo adenina (3'-fosfoadenosina-difosfato) da acetoacetil-
-CoA, a coenzima A derivada do acetoacetato, reduz sua
reatividade como substrato para a B-cetoacil-CoA-trans-
ferase (enzima do metabolismo dos lipideos) por um fator
de 10°. Apesar dessa exigéncia por adenosina nao ter sido
investigada detalhadamente, ela deve envolver a energia
de ligacdo entre a enzima e o substrato (ou cofator) que é
usada na catalise e na estabilizacdo do complexo enzima-
-substrato inicial (Capitulo 6). No caso da B-cetoacil-CoA-
-transferase, a porcdo nucleotidica da coenzima A parece

Abreviaturas dos ribonucleosideos Abreviaturas dos desoxirribonucleosideos
5'-fosfato 5'-fosfato
Base Mono- Di- Tri- Base Mono- Di- Tri-
L 1 Adenina AMP ADP ATP Adenina dAMP dADP dATP
. NMP . Guanina GMP  GDP  GTP Guanina dGMP dGDP  dGTP
NDP Citosina CMP cbpP  CTP Citosina dCMP  dCDP  dCTP
L Y= ! Uracila UMP uUbP  UTP Timina dTMP  dTDP  dTTP

FIGURA 8-36 Nucleosideos fosfatos. Estrutura geral dos nucleosideos
5'-mono, di e trifosfatos (NMP, NDP e NTP) e suas abreviaturas-padrao. Nos

didesoxirribonucleosideos fosfatos (ANMP, dNDP e dNTP), a pentose é 2'-de-
sOxi-D-ribose.
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ser uma “alavanca” de ligacdo que ajuda a puxar o substra-
to (acetoacetil-CoA) para o sitio ativo. Func¢oes semelhan-
tes podem ser encontradas para a porcao nucleosidica de
outros cofatores nucleotidicos.

Por que a adenosina € usada nessas estruturas, em vez
de outras moléculas grandes? A resposta nesse caso pode
envolver uma forma de economia evolutiva. Certamente a
adenosina ndo € a tnica que contribui para a quantidade
de energia potencial de ligacdo. A importancia da adeno-
sina provavelmente néo estd tanto em alguma caracteris-
tica quimica especial, mas na vantagem evolutiva de usar
um composto para multiplas fungoes. Uma vez que o ATP
tornou-se a fonte universal de energia quimica, foram de-
senvolvidos sistemas para sintetizar ATP em maior quan-
tidade do que outros nucleotideos. Por ser abundante, se
torna a escolha légica para a incorporacdo em uma ampla
variedade de estruturas. A economia se estende a estrutu-

B-Mercaptoetilamina

FIGURA 8-38 Algumas coenzimas que contém adenosina. A porcao
adenosina estd sombreada em cor salmao. A coenzima A (CoA) funcionaem
reacoes de transferéncia de grupos acil; o grupo acil (como o grupo acetil
ou acetoacetil) é acoplado a CoA por meio de uma ligagéo tioéster a porcdo
B-mercaptoetanolamina. NAD ™ atua nas transferéncias de hidretos e FAD, a
forma ativa da vitamina B, (riboflavina), em transferéncias de elétrons. Outra
coenzima que incorpora adenosina € a 5’-desoxiadenosilcobalamina, a for-
ma ativa da vitamina B,, (ver Quadro 17-2), a qual participa em transferéncias
de grupos intramoleculares entre carbonos adjacentes.
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ra da proteina. Um dominio proteico tinico que liga adeno-
sina pode ser usado em enzimas diferentes. Tal dominio,
denominado cavidade de ligacao de nucleotideo, ¢
encontrado em muitas enzimas que ligam ATP e cofatores
nucleotidicos.

Alguns nucleotideos sao moléculas requladoras

Células respondem a seu ambiente por receberem avisos
dos hormonios ou outros sinais quimicos externos. A intera-
¢ao desses sinais quimicos extracelulares (“primeiros men-
sageiros”™) com receptores na superficie da célula muitas ve-
zes leva a producdo de segundos mensageiros dentro da
célula, os quais, por sua vez, conduzem a mudancas adap-
tativas no interior da célula (Capitulo 12). Muitas vezes, o
segundo mensageiro € um nucleotideo (Figura 8-39). Um
dos mais comuns € a adenosina 3’,5'-monofosfato ci-
clico (AMP ciclico, ou cAMP), formado a partir de ATP
em uma reacao catalisada pela adenilil-ciclase, uma enzima
associada com a face interna da membrana plasmatica. O
AMP ciclico exerce funcoes reguladoras em todas as células

Adenosina 3’, 5'-monofosfato ciclico
(AMP ciclico; cAMP)

Guanosina 3’, 5'-monofosfato ciclico
(GMP ciclico; cGMP)

| | 5’
*O—ﬁ’—O—ﬁ’—O—CHQ
O

'

W

0 OH
0—P—0

0
0—P—0

o

Guanosina 5'-difosfato, 3’-difosfato
(guanosina tetrafosfato)

(PPGpp)

FIGURA8-39 Trés nucleotideos reguladores.

fora do reino vegetal. A guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico
(cGMP) ocorre em muitas células e também tem funcgoes
reguladoras.

Outro nucleotideo regulador, ppGpp (Figura 8-39), é
produzido em bactérias como resposta a uma reducio de
velocidade da sintese proteica durante a falta de aminodaci-
dos. Esse nucleotideo inibe a sintese de moléculas de rTRNA
e tRNA (ver Figura 28-22) necessarias para a sintese pro-
teica, prevenindo a produc¢do desnecessaria desses acidos

nucleicos.

RESUMO0 8.4 Outras funcdes dos nucleotideos

» O ATP € o carregador central de energia quimica nas
células. A presenca de uma porcado adenosina em uma
variedade de cofatores enzimaticos pode ser relaciona-

da o nocossidados do onorgia do ligacag
= =

» O AMP ciclico, formado a partir de ATP em uma reacéo
catalisada pela adenilil-ciclase, é um segundo mensagei-
ro comum produzido em resposta a hormoénios e outros

sinais quimicos. Término leitura

basica

Termos-chave

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio.

gene 281

RNA ribossémico
(rRNA) 281

RNA mensageiro
(mRNA) 281
RNA transportador
(tRNA) 281
nucleotideo 281
nucleosideo 281
pirimidina 282
purina 282
desoxirribonucleoti-
deo 282
ribonucleotideo 283
ligacdo fosfodiéster 284
extremidade 5’ 285
extremidade 3’ 285
oligonucleotideo 286
polinucleotideo 286
par de bases 287

sulco maior 289
sulco menor 289
forma B do DNA 291
forma A do DNA 291
forma Z do DNA 291
palindromo 291
grampo 292
cruciforme 292
triplex de DNA 292
tetraplex G 292
transcricio 294
mRNA
monocistronico 294
mRNA policistronico 294
mutacao 299
segundo mensageiro 308
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ciclico (AMP ciclico,
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Problemas

1. Estrutura de nucleotideos. Quais posicdes no anel pu-
rinico dos nucleotideos purinicos do DNA tém potencial para
formar ligacoes de hidrogénio, mas nao estao envolvidas no pa-
reamento de base de Watson-Crick?

2. Sequéncia de bases das fitas de DNA complementar.
Uma cadeia de um DNA de fita dupla tem a sequéncia (5")GCG-
CAATATTTCTCAAAATATTGCGC(3"). Escreva a sequéncia de
bases da fita complementar. Que tipo especial de sequéncia
esta contido nesse segmento de DNA? O DNA de cadeia dupla
tem potencial para formar algumas estruturas alternativas?

3. DNA do corpo humano. Calcule o peso em gramas de
uma molécula de DNA de fita dupla esticada da Terra até a
Lua (~320.000 km). A dupla-hélice de DNA pesa em torno de
1 X 10" g por 1.000 pares de nucleotideos; cada par de bases
abrange 3,4 A. Para uma comparacio interessante, seu corpo
contém aproximadamente 0,5 g de DNA!
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4. Enovelamento do DNA. Assuma que um trecho de
poli(A) de cinco pares de bases produz um enovelamento
de 20° em uma cadeia de DNA. Calcule o enovelamento total
(liquido) produzido no DNA se o par de bases do centro (o
terceiro dos cinco) de dois trechos (dA); sucessivos estiver lo-
calizado (a) a uma distancia de 10 pares de bases; (b) a uma
distancia de 15 pares de bases. Assuma 10 pares de bases por
volta na dupla-hélice de DNA.

5. Distincdo entre estrutura de DNA e estrutura de
RNA. Grampos podem ser formados na sequéncia palindromi-
ca de cadeia tinica de ambos RNA ou DNA. Qual € a diferenca
entre estrutura helicoidal de um grampo longo e completamen-
te pareado (exceto na extremidade) no RNA e um grampo se-
melhante no DNA?

6. Quimica de nucleotideos. As células de muitos orga-
nismos eucariéticos tém sistemas altamente especializados
que reparam especificamente pareamentos incorretos G-T no
DNA. O pareamento incorreto é reparado para formar o par de
bases G=C (ndo A=T). Esse mecanismo de reparo do parea-
mento incorreto G-T ocorre além de um sistema mais geral que
repara quase todos os pareamentos incorretos. Sugira por que
as células necessitam de um sistema especializado para reparar
o pareamento incorreto G-T.

7. Desnaturacao de acidos nucleicos. Um oligonucleoti-
deo de duplex de DNA em que uma das cadeias tem a sequén-
cia TAATACGACTCACTATAGGG tem temperatura de fusao
(t,) de 59°C. Se um oligonucleotideo de duplex de RNA de
sequéncia idéntica (substituindo U por T) é sintetizado, a tem-
peratura de fusdo serd mais alta ou mais baixa?

8. Dano espontianeo no DNA. A hidrélise da ligacao N-
-glicosidica entre a desoxirribose e uma purina no DNA cria um
sitio AP. Um sitio AP gera uma desestabilizacdo termodinamica
maior do que a criada por qualquer pareamento incorreto no
DNA. Esse efeito ndo esta completamente elucidado. Examine
a estrutura de um sitio AP (ver Figura 8-30b) e descreva algu-
mas consequéncias quimicas dessa perda da base.

9. Predicao da estrutura de acido nucleico a partir de
sua sequéncia. Parte de um cromossomo sequenciado tem
a sequéncia (em uma fita) ATTGCATCCGCGCGTGCGCGCGC-
GATCCCGTTACTTTCCG. Qual parte dessa sequéncia é a mais
provavel de assumir a conformacdo Z?

10. Estrutura do acido nucleico. Explique por que a ab-
sorcao de luz UV pelo DNA de fita dupla aumenta (efeito hiper-
cromico) quando o DNA é desnaturado.

11. Determinacdo de concentracio de proteina em
uma solucido contendo proteinas e acidos nucleicos. A
concentracdo de proteina ou acidos nucleicos em uma solugdo
contendo ambos pode ser estimada pelo uso de suas diferen-
tes propriedades de absor¢ao de luz: proteinas absorvem mais
intensamente em 280 nm e dcidos nucleicos em 260 nm. Es-
timativas de suas respectivas concentracoes em uma mistura
podem ser feitas medindo a absorbancia (A) da solucao a 280 e
260 nm e usando a tabela na proxima pagina, a qual dd R.g ),
a razdo das absorbancias a 280 e 260 nm, a porcentagem da
massa total que € acido nucleico e o fator, F', que corrige a lei-
tura a A, e dd uma estimativa mais correta de proteina. A con-
centracao de proteina (em mg/mL) = F' X A, (supondo que a
cubeta tenha um caminho éptico de 1 cm). Calcule a concen-
tracdo de proteina em uma solucdo de A,y = 0,69 e A, = 0,94.
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Proporcao de dcido

R 501260 nucleico (%) F

1,75 0,00 1,116
1,63 025 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 125 0,970
125 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656
0,822 6,00 0,632
0,804 6,50 0,607
0,784 7,00 0,585
0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,671 12,00 0,422
0,644 14,00 0,377
0,615 17,00 0,322
0,595 20,00 0,278

12. Solubilidade dos componentes de DNA. Desenhe as
seguintes estruturas e ordene suas solubilidades relativas em
agua (desde a mais soltivel até a menos soltivel): desoxirribo-
se, guanina, fosfato. Como essas solubilidades sdo consistentes
com a estrutura tridimensional do DNA de fita dupla?

13. Loégica do sequenciamento de Sanger. No método de
Sanger (didesoxi) para sequenciamento de DNA, uma peque-
na quantidade de didesoxirribonucleotideo trifosfato — como
ddCTP - ¢é adicionada a rea¢do de sequenciamento junto com
uma grande quantidade do correspondente dCTP. Qual seria o
resultado esperado se o dCTP fosse omitido?

14. Sequenciamento de DNA. O seguinte fragmento de
DNA foi sequenciado pelo método de Sanger. O asterisco ver-
melho indica um marcador fluorescente.

#E!
3’

3'-OH
ATTACGCAAGGACATTAGAC---5'

Uma amostra de DNA reagiu com a DNA-polimerase e com
cada uma das misturas de nucleotideos (em tampao apropria-
do) listadas abaixo. Didesoxinucleotideos (ddNTP) foram adi-
cionados em quantidades relativamente pequenas.

1. dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddTTP
2. dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddGTP
3. dATP, dCTP, dGTP, ddTTP

4. dATP, dTTP, dCTP, dGTP

O DNA resultante da reacao foi separado por eletroforese
em gel de agarose e foram localizadas as bandas fluorescen-

tes. O padrao de bandas resultante da mistura de nucleoti-
deos 1 esta abaixo. Supondo que todas as misturas fossem
separadas no mesmo gel, qual seria a aparéncia das canale-
tas 2,3 e 4?

Eletroforese

15. Fosfodiesterase de veneno de serpentes. Uma exo-
nuclease é uma enzima que cliva nucleotideos sequencialmen-
te a partir da extremidade de uma cadeia polinucleotidica. A
fosfodiesterase de veneno de serpentes, a qual hidrolisa nu-
cleotideos a partir da extremidade 3’ de qualquer nucleotideo
com um grupo 3’-hidroxila livre, cliva entre o 3’ hidroxila da
ribose ou da desoxirribose e o grupo fosforil do préoximo nu-
cleotideo. Ela age no RNA ou DNA de cadeia simples e ndo tem
especificidade de base. Essa enzima foi usada em experimen-
tos de determinacdo de sequéncia antes do desenvolvimento
de técnicas modernas de sequenciamento de acidos nucleicos.
Quais sao os produtos da digestao parcial pela fosfodiesterase
de veneno de serpente de um oligonucleotideo com a seguinte
sequéncia?

(6")GCGCCAUUGC(3")—OH

16. Preservacao do DNA em endosporos bacterianos.
Os endosporos de bactérias se formam quando o ambiente nao
mais permite o metabolismo celular ativo. Na bactéria de solo
Bacillus subtilis, por exemplo, o processo de esporulacdo
comeca quando um ou mais nutrientes estiverem esgotados.
O produto final é uma estrutura pequena e metabolicamente
dormente que pode sobreviver quase que indefinidamente sem
nenhum metabolismo detectavel. Os esporos tém mecanismos
que evitam o acimulo de muta¢des potencialmente letais no
seu metabolismo por periodos de dorméncia que podem ultra-
passar 1.000 anos. Os esporos de B. subtzlis sao muito mais re-
sistentes ao calor, a radiacdo UV e a agentes oxidantes (agen-
tes mutagénicos), todos eles promovem mutagdes, do que a
bactéria em crescimento.

(a) Um fator que evita potencial dano ao DNA ¢é a grande
diminuicdo no seu contetido de d4gua. Como isso afetaria alguns
tipos de mutacoes?

(b) Os endosporos tém uma categoria de proteinas deno-
minada pequenas proteinas soltveis em acido (SASP, do inglés
small acid-soluble proteins), que se ligam ao DNA, evitan-
do a formacao de dimeros do tipo ciclobutano. O que causa a
formacao de dimeros de ciclobutano e por que os endosporos
de bactérias necessitam de mecanismos que previnam a sua
formacao?



17. Sintese de oligonucleotideos. No esquema da Figura
8-3b5, cada nova base a ser adicionada ao oligonucleotideo que
estd sendo alongado é modificada de forma que o seu grupo
3’ hidroxila é ativado e o grupo 5’ hidroxila esta ligado a um
grupo dimetoxitritil (DMT). Qual é a funcido do grupo DMT na
base que esta sendo adicionada?

Bioquimica na internet

18. A estrutura do DNA. A elucidacio da estrutura tri-
dimensional do DNA ajudou os pesquisadores a entender
como essa molécula carrega informacdo que pode ser fiel-
mente replicada de uma geracao para a proxima. Para ver
a estrutura secundaria do DNA de fita dupla, va ao site do
Protein Data Bank (www.pdb.org). Use os identificadores do
PDB listados abaixo para ver os resumos da estrutura para
as duas formas de DNA. Abra as estruturas usando Jmol (li-
gado ao Display Options) e use os controles no menu do
Jmol (acessado com o control-click ou clique no logo do
Jmol no canto inferior direito da tela do monitor) para com-
pletar os exercicios a seguir. Recorra ao link de ajuda do
Jmol se necessario.

(a) Obtenha o arquivo da 141D, uma sequéncia de DNA al-
tamente conservada e repetitiva da extremidade do genoma do
HIV-1 (o virus que causa a Aids). Mostre a molécula na forma
de estrutura de esfera e bastdo e os elementos em cores dife-
rentes. Identifique o esqueleto acucar-fosfato para cada cadeia
do duplex de DNA. Localize e identifique bases individuais.
Identifique a extremidade 5" de cada cadeia. Localize o sulco
maior e o sulco menor. Essa hélice estd voltada para a direita
ou para a esquerda?

(b) Obtenha o arquivo da 145D, um DNA com a confor-
macao Z. Mostre a molécula como na forma de estrutura de
esfera e bastao e os elementos em cores diferentes. Identifi-
que o esqueleto acucar-fosfato para cada cadeia do duplex
de DNA. Essa hélice esta voltada para a direita ou para a es-
querda?

(c) Para avaliar precisamente a estrutura secundaria
de DNA, ver molécula na forma tridimensional. No control
menu, escolha Select > All, entdo Style > Stereographic >
Cross-eye ou Wall-eye. Vocé verd duas imagens da molécula
de DNA. Coloque o seu nariz a aproximadamente 25 centi-
metros do monitor e olhe a ponta do seu nariz (com os olhos
cruzados) ou as margens opostas da tela do monitor (com os
olhos para os lados). No fundo vocé podera ver trés imagens da
hélice de DNA. Mude o foco do olhar para a imagem do meio,
que aparecera em trés dimensoes. (Lembre-se que apenas um
dos dois autores deste livro consegue fazer isso.)

Problema de analise de dados

19. Estudos de Chargaff da estrutura do DNA A se-
¢ao do capitulo “DNA é uma dupla-hélice que armazena infor-
macdo genética” inclui um resumo dos principais achados de
Erwin Chargaff e seus colegas, listados como quatro conclu-
soes (“Regras de Chargaff” p. 288). Neste problema, vocé ira
examinar os dados que Chargaff coletou para sustentar essas
conclusoes.

Em um artigo, Chargaff (1950) descreveu seus métodos
analiticos e alguns resultados preliminares. Resumidamente,
ele tratou as amostras de DNA com acido para remover as ba-
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ses, separou as bases por cromatografia de papel e mediu a
quantidade de cada base por espectroscopia de UV. Seus resul-
tados estdo mostrados nas trés tabelas a seguir. A relacdo mo-
lar é a razio entre o nimero de moles de cada base na amostra
pelo nimero de moles de fosfato na amostra — isso da a fracao
do nuimero total de bases representada por cada base espe-
cifica. O rendimento é a soma das quatro bases (a soma das
relacdes molares). A recuperacio completa de todas as bases
no DNA daria um rendimento de 1,0.

Rela¢ao molar no DNA de boi

Timo Baco Figado
Base Prep.1 Prep.2 Prep.3 Prep.1 Prep.2 Prep.1
Adenina 0,26 0,28 0,30 0,25 0,26 0,26
Guanina 0,21 024 0,22 0,20 0,21 0,20
Citosina 0,16 0,18 0,17 0,15 0,17
Timina 0,25 024 0,25 0,24 0,24
Rendimento 0,88 0,94 0,94 0,84 0,88
Relagao molar no DNA humano
Esperma Timo Figado
Base Prep.1 Prep.2 Prep. 1 Normal Carcinoma
Adenina 0,29 0,27 0,28 0,27 0,27
Guanina 0,18 0,17 0,19 0,19 0,18
Citosina 0,18 0,18 0,16 0,15
Timina 0,31 0,30 0,28 0,27
Rendimento 0,96 0,92 0,91 0,87
Relag¢ao molar no DNA de microrganismos
Levedura Bacilo da tuberculose avidria
Base Prep.1 Prep.2 Prep.1
Adenina 0,24 0,30 0,12
Guanina 0,14 0,18 0,28
Citosina 0,13 0,15 0,26
Timina 0,25 0,29 0,11
Rendimento 0,76 0,92 0,77

(a) Com base nestes dados, Chargaff concluiu que “até
agora nenhuma diferenca foi encontrada na composicao do
DNA dos diferentes tecidos de uma mesma espécie”. Isso
corresponde a conclusao 2 mencionada neste capitulo. Entre-
tanto, uma visao cética dos mesmos dados poderia concluir:
com certeza, eles parecem diferentes! Se vocé fosse Chargaff,
como usaria os dados para convencer algum cético a mudar
de ideia?

(b) A composicao de bases do DNA de células hepaticas
normais e de células hepaticas cancerosas (hepatocarcinoma)
nao foi significativamente diferente. Vocé esperaria que a téc-
nica de Chargaff fosse capaz de detectar uma diferenca entre
0 DNA de células normais e o de células cancerosas? Justifique
a sua explicacao.

Como vocé pode imaginar, os dados de Chargaff nao foram
completamente convincentes. Ele continuou a aprimorar suas
técnicas, como descrito no artigo posterior (Chargaff, 1951),
em que ele descreveu relagdes molares de bases no DNA de
varios organismos:
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Fonte AG T«C AT GC Purina:pirimidina
Boi 1,29 1,43 1,04 1,00 1,1
Humanos 1,56 1,75 1,00 1,00 1,0
Galinha 1,45 129 1,06 091 0,99
Salmao 1,43 1,43 1,02 1,02 1,02
Trigo 1,22 1,18 1,00 0,97 0,99
Levedura 1,67 1,92 1,03 1,20 1,0
Haemophilus in-
Sfluenzae tipo ¢ 1,74 154 1,07 091 1,0
E. coli K-12 1,056 0,95 1,09 0,99 1,0
Bacilo da tuberculose 0,4 0,4 1,09 1,08 1,1
aviaria
Serratia marcescens 0,7 0,7 0,95 0,86 0,9
Bacillus schatz 07 06 1,12 0,89 1,0

(¢) De acordo com Chargaff, como exposto na conclusao 1
neste capitulo, “A composi¢do de bases do DNA geralmente va-
ria de uma espécie para a outra”. Dé um argumento, com base
nos dados apresentados até agora, que sustente essa conclusao.

(d) De acordo com a conclusao 4, “Em todos os DNA ce-
lulares, independentemente da espécie... A + G =T + C”. Dé
um argumento, com base nos dados apresentados até agora,
que sustente essa conclusao.

Parte da intenc¢do de Chargaff foi refutar a “hipétese do
tetranucleotideo”. Essa era a ideia de que o DNA era um poli-
mero monoétono de tetranucleotideos (AGCT),, e, portanto, in-
capaz de conter informacao de sequéncias. Apesar de os dados
apresentados anteriormente demonstrarem que o DNA ndo
pode ser simplesmente um tetranucleotideo — se fosse, todas
as amostras teriam relagoes molares de 0,25 para cada base —,

ainda seria possivel que o DNA de diferentes organismos fosse
levemente mais complexo na forma de sequéncias repetidas,
mas ainda mondtono.

Para tratar dessa questdo, Chargaff pegou DNA de germe
de trigo e o tratou com a enzima desoxirribonuclease por di-
ferentes periodos. Em cada intervalo de tempo, uma parte do
DNA foi convertida a fragmentos pequenos, e os fragmentos
grandes restantes foram chamados de “cerne”. Na tabela abai-
X0, 0 percentual de “19% do cerne” corresponde aos fragmen-
tos grandes remanescentes quando 81% do DNA foram degra-
dados; “8% do cerne” correspondem aos fragmentos grandes
remanescentes apos 92% de degradacao.

Base DNAintacto 19% do cerne 8% do cerne
Adenina 0,27 0,33 0,35
Guanina 0,22 0,20 0,20
Citosina 0,22 0,16 0,14
Timina 0,27 0,26 0,23
Rendimento 0,98 0,95 0,92

(e) Como vocé usaria esses dados para argumentar que o
DNA de germe de trigo ndo é uma sequéncia repetitiva mono-
tona?
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Quais as caracteristicas estruturais da molécula do ATP responsaveis
pela liberagdo de uma quantidade consideravelmente grande de energia
livre, quando seu grupo fosfato-terminal é hidrolizado?

() Grau de ionizacao do ATP e de seus produtos de hidrélise. Em pH 7,0 o ATP est4 quase

4 -3 -
totalmente ionizado na forma iénica ATP . Pela hidrolise ele libera trés produtos: ADP . HPO 4 e

+
H conforme equacao:

ATP +H.0 === ADP” + HPO,” + H’

Nas condigdes padrdo o ATP+#, ADP-? e HPO4?2 estardo presentes em concentragdes iguais a 1 M.
Entretanto, em pH 7 (pH aproximado do citossol) a concentra¢do do ion H* é apenas 107 M. Isso significa
que pela Lei do Equilibrio Moével de Le Chatelier o equilibrio da hidrélise do ATP é deslocado
fortemente para a direita, pois a concentracdo de H* em pH 7 é muito baixa comparada com as
concentragdes padrao de 1 M dos outros componentes da reagao.

Lei do Equilibrio Movel de Le Chatelier : “Quando um sistema em equilibrio é perturbado, por variagdo
de concentragéo, de presséo total, ou de temperatura, a alteragdo que nele se opera é de modo a reduzir
o efeito imediato daquela pertubagao”.

(i Cargas do ATP. Em pH 7,0 a molécula de ATP tem quatro cargas negativas muito préximas, e
estas repelem-se fortemente. Quando a ligagdo do grupo fosfato terminal é hidrolizada parte da presséo
elétrica no interior da molécula de ATP é aliviada pela separagéo dos produtos carregados negativamente
ADP-3e HPO4, Estes produtos tem tendéncia relativamente pequena de aproximar-se e reagir em dire¢éo
inversa, formando novamente ATP.

(i) Ressonancia do ADP-3 e HPO42 O ADP? e HPO,? sdo hibridos ressonantes, formas
especialmente estaveis nas quais certos elétrons estdo em uma configuragao que possui uma quantidade
de energia muito menor que aquelas que possuiam em suas condi¢des originais na molécula de ATP.
Assim, quando o ATP é hidrolizado, os elétrons nos produtos podem cair para niveis energéticos
menores que aqueles do ATP néo hidrolizado.



Energia Celular. Para a manutenggo e realizagdo de suas diversas funcGes, as células vivas
necessitam receber um suprimento de energia continuo, de maneira ininterrupta, sendo que essa energia
é proveniente da alimentagdo nos animais e do sol nos vegetais. No entanto, a mesma néo ¢ liberada
subitamente, pois se isso ocorresse um individuo ao se alimentar se transformaria em "chamas". Na
verdade as células de um organismo utilizam apenas a energia quimica, extraindo-a dos aminoacidos,
glicideos, nucleotideos e dos lipideos contida nos alimentos ou nos produtos da fotossintese. Esse
processo de extragao € lento, e ocorre em pequenas quantidades, reduzindo a perda de energia na forma
de calor. Dessa forma, o organismo transforma energia térmica em energia quimica, disponibilizando
essa Ultima para o trabalho celular.

Light iphotosynthesis) or
compounds with high
potential energy (respiration)

ATP ADF +F,

Synthesis of Synthesis of other Callular movements, Transport of Generaticn of an Heat
cellular macro- cellular constituents  including muscle con- muolecules against alectric potential
molecules (DNA, (gsuch as membrane traction, crawling move a concentration across a membrana
RMNA, proteins, phospholipids and ments of entire calls, gradient {important for nerve
polysaccharides) certain required and movement of function]
metabolites) chromosomes during
mitosis

A maneira pela qual um organismo recolhe e conduz essa energia, € a torna disponivel na forma de
energia quimica, se da através de um composto denominado ATP (trifosfato de adenosina), que funciona
como um receptor-doador de energia. O ATP € o principal composto rico em energia, e é formado pelos
nucleotideos adenina e ribose (resultando em adenosina), ligados a 3 moléculas de fosfato (atomos de
fésforo e oxigénio), unidos por ligagdes de alta energia.

_ NH,
Adenina |
o O~ (0
| C /CH
-0—P—O0—P—O0—P N="S“N"
I I I
(o)
Ribose

Grupos fosfato

OH OH

Estrutura da adenosina trifosfato



A hidrélise do ATP libera uma molécula de fosfato formando um composto denominado de ADP (difosfato
de adenosina), reagdo essa que libera aproximadamente 7,3 Kcal por molécula de ATP hidrolisado.
Quando o ATP libera 2 moléculas de fosfato, forma-se 0 AMP (monofosfato de adenosina). A hidrélise do
ATP ocorre com ou sem a disponibilidade de oxigénio, sendo essa uma reagéo rapida e anaerobica. Esse
processo permite a liberacdo de energia répida para uso imediato, 0 que ndo ocorreria se 0 processo em

questéo fosse dependente do oxigénio. Isto ser& melhor comentado do ponto de vista
termodin&mico posteriormente. Estes raios saindo
ndo transmitem a ideia de forma correta!

o Hydrolysis of ATP
Adenosine H,0 produces useful energy
s 1 \ for the cell
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Tnpholsphate /J\ | \>—~H Adenosine— P P P Adenosine— P P + P
( Al ATP,
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| |
0-P-0—-P—-0—P—0—CH, O
Il I Il |
o o o @ Energy for ATP synthesis
H H comes from food or body
’ stores of glycogen or fat
OH OH
; H,0
(a) Ribose (b)
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O ATP é armazenado em pequenas quantidades nas células e essa molécula ndo pode ser fornecida
através do sangue, sendo que sua concentragao esta confinada a uma ressintese continua, que devera
ocorrer no mesmo ritmo com que essa molécula é utilizada.

A quantidade total de ATP no organismo encontra-se por volta de 80 a 100g, sendo suficiente para a
manuteng@o de um exercicio fisico méximo por apenas alguns segundos. Nos momentos iniciais do
exercicio ou numa situagdo onde seja exigido uma contragcdo muscular rapida e explosiva, onde as
concentragbes de ATP diminuem significativamente, a ressintese de ATP ocorre a partir de outro
composto de alta energia denominado CP (fosfato de creatina), sendo esse essencial durante a
passagem de uma baixa para uma alta demanda energética.
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Isto será melhor comentado do ponto de vista termodinâmico posteriormente. Estes raios saindo não transmitem a ideia de forma correta!


A Quimica do ATP & bem conhecida

Em pH 7,0, ATP & ADP ocorrem como &nions multicarregados: ATP" e ADP", devido os grupos
fosfato estarem ionizados nesse pH.

No fluido intracelular, com grandes concentragdes de Mg+2, 0 ATP e ADP encontram-se geralmente na
forma MgATP”* ¢ ADP

Em células normais, a concentracdo de ATP & praticamente constante, devido ao equilibrio dindmico

estabelecido pela sintese e hidrélise do ATP. Assim, o grupamento fosfato terminal do ATP sofre
remocao e recolocagdo continua durante o metabolismo celular.

Quando o ATP sofre a perda de seu grupamento fosfato terminal por hidrdlise, com formacgéo de ADP
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