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Nomenclatura: nucleotideos e nucleosideos

‘ pentose
\P o)
(o} — ;5__.0%?’0 : Base
]| F £\ ligacdo
A
- 0O e O: glicosidica

Hé OH = ribose

H =desoxirribose

-~--—-nucleosideo -

nucleotideo —

‘ nucleosideo difosfato - y
nucleosidio trifosfato 4

Simbeolos: A, dA, damp

Iewintademmina

- OH
Nucleotideo:  Adenilato {adenosina

. 3 monofosfato)
Simbobos: A AMP
Norcleossden Adenosna

l')e.mu“l.n:nilno
(desoxiguanasina
5'-monofosfata )}
G, 4G, dGMP

IAssoxigoanosng

1¢’

Desoxitimidilato
(desoxitimsdina
5" -monofosfato)
AT dIMpP

Presoatiniding

{a) Desaxirribonucleotideas

Guanilato (guanasina
Somanotostato )

G, GMmp

Comamming

(b) Ribonucleotideos

1 1

Uridilato (ursdina

5" monofosfato )
L, uMp

Fiendiaa

(desoxicitidena
S -monofosfato]
C, dC, dCMP

Dhesaxiarindm

Citidina

¥



Funcao dos nucleotideos

*» Moedas energeticas nas transacoes metabolicas
-
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Funcao dos nucleotideos

¢ Elos quimicos essenciais na resposta das células a horménios e ou

»
»
extracelulares
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Funcao dos nucleotideos

** Componentes estruturais de uma colecdo de fatores enzimaticos
intermediarios

Coenzyme A

Precursors

'\

del dacido
citrico

Succinato




Funcao dos nucleotideos

«*Unidade constituinte dos acidos nucléicos 2> DNA e RNA.
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Estrutura
e funcao
dos

acidos nucleicos



Ligacoes fosfodiester entre os nucleotideos
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por ligacdes fosfodiéester formando entre si pontes de

nucleotideos estdo ligados covalentemente

fosfato. O grupo hidroxila do carbono-3 da pentose do
primeiro nucleotideo se liga ao grupo fosfato ligado a

hidroxila do carbono-5 da pentose do segundo

nucleotideo através de uma ligacao fosfodiester.

Mafalda, as vezes me pernumo\:\}
Qual 0 %entldo da vida?

“E na d:rec;ao 8>3 7/ L&i
- Felipeltl




_Ligacoes fosfodiéster entre os nucleotideos

Phosphodiester 0

linkage
& CH, O
H H
H H
B

e

Componentes hidrofilicos:

Residuos da pentose: se ligam com a agua;
Grupos fosfatos: pKa~0 — ionizados em pH 7,0;
Séo neutralizadas por interacGes ionicas;

5' End 3' End



Pontes de hidrogenio entre os
nucleotideos

|
N—H
(ij..--N\C_C/ \ I'{ {H
/r"'l'«---..'C":"r ‘\N q\\ /C_—_H
A AY C—cC
Interagdes entre grupos =’ NG S
carboxil e amino das bases  aenn " f;c_N(
O
Thymin

A :T H
~..=N O
I —
— \ H—N H
C—G /N‘“'*C N—H N 4



Empilhamento das bases nitrogenadas:

< Bases: hidrofébicas em pH 7 ? il
;: Ql C
1111
“* InteracGes entre o0s aneis das bases 5 i
\(E) Y (%
nitrogenadas: Empilhamento de base em bﬁ?@{iﬂ
nformacao planar;
conformagao planar; ® I é\o
< Empilhamento: interagdes eletronicas: %

“+ Forca de van der Waals

*

=

L)

%+ Minimiza o contato com a agua

+¢» Estabiliza a estrutura tridimensional



RNA
acido

| f

DNA
acido

0 .0.0,0,0.0.0

Fita de DNA e RNA




Mas como se chegou a esta
estrutura tridimensional??




- HISTORICO

1868 - Friedrich Miescher
4 N

Hmmm ... Detectel uma
susbtdncia que contém

fastforo. Vou chama-la

f
‘4:; nucleinal

1
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1928 - Frederick Griffith
Estudava a pneumonia
(doenca comum na 12 Guerra
Mundial)

Experimento de
Griffith

Streptococcus pneumoniae:

Cepa lisa — capsula protetora
composta por carboidratos e agucares
que as protegem do sistema imune do
hospedeiro.

Cepa rugosa — ndo possui a capsula.

Cepa rugosa
(ndo-virulenta)

¥

rato vive

Cepalisa !
(virulenta)

¥

rato morre

Cepa lisa
submetida ao
calor

% %

%
%,

¥

rato vive

Cepa rugosa &
lisa submetida
ao calor

o
%o%*
.%.

2

rato morre



e 1943 - Avery, MacLeod &
S —. McCarty

Eu acho que podemos se

usarmos a porgio
sica d pﬂ Igﬂ deve tentar com a parte
basica do nicleo (as . .
( dcida do nicleo (o

proteinas) BNA)

Me pergunto se podemos
transformar uma cepa ndo-
virulenta de 5. pneumoniae
em uma forma virulenta?

Ndo, eu acho que vocé

DNA
armazena a

informacao
genética

pneumacocos lisos do tipo 11 pneumococos rugosos do tipo |l

- e ) ."-’v
[ P s
cultivo l lcultivo
E— A
extragdo e
purificagao o
frag3o com principio
transformante
tratamento tratamento
com protease com DNAse
- -
» " r‘ -d ;’.

— —— 5 )
pneumacocos lisos
do tipo lll recuperados
(ocorre transformacgao)

PNEUMOCOCOS Ugosos
do tipo |l recuperados
(n3o ocorre transformacao)



... 9
1952 -
-—-—M&rth&ehase & Alfred D.
~Hershey

DNA

armazena a

informacao
genética

Experimento de Hershey-Chase

riclen de DA marcado
capsula proteica racioatmearnente

marcada rachoatrramente

1
' Da wims infectarn
as bacténas

Ds VIS S30 remu:rimin:ls
das células
Ls n::elulas e o= fagos sio
separadns por centrifiugacio
nenhuroa roarcagio detectada mmarcagio detectada

trarcagdo detectada mmarcagio néo detectada
no sohrenadante no sobrenadante




Ie

0 DNA & feito de 4 bases:
C.A TeG..
Como serd que elas estido
relacionadas enfre si?

J

Bora pegar esses

dados de livros - € hora K

de dar umaboa
processada nisso...

Ld pelos anos de 1940 ... no lab de Erwin Chargaff

Quantidades de matéria® (em mol) das bases em DNA de diferentes fontes.

Organismo Tecido Adenina Timina Guanina Citosina Re gra d e
E. coli (K12) — 26,0 23,8 249 252
D. pneumoniae — 29,8 3.6 20,5 18,0 ( hargaff

M. tuberculosis —_— 15,1 14,6 349 354
Levedura — 31,3 32,9 18,7 17.1
P lividus (ourigo do mar) esperma 32,8 321 17,7 18,4
‘A.renque esperma 27,8 275 222 226
/.,.:’A"Rato tutano de osso 28,6 28,4 21,4 21,5
Humano timo 30,9 29,4 19,9 19,8
Humano figado 30,3 30,3 19,5 19,9
Humano esperma 30,7 3,2 19,3 18,8

*Par 100 mnls de fostatn na forma hidrolisada do DNA



1950: Rosalind Franklin e Maurice Wilkins:

-
Olhell As fitas de

DNA tem duas

peridiocidades ao

L longo do eixo longol

acontece? Com o que o
DMA se parece?

_
Por que serd gue isso J

Molécula helicoidal
Modelo do DNA???

Compativel aos dados de difracdo por raio X
Equivaléncias de bases: A=T e C=G

Propriedades quimicas



1953: James D. Watson e Francis Crick: Dados e informac0es a respeito da molécula de DNA

- ~ . I
Eu tambémlll Sabe,
uma galera ai fez
um tanto de
pesquisa badsica.
Aposto que se a
gente combinar
todas essas
informacdes, vai
rolar elucidar a
estrutura do DNAI

S

Tava a afim

de saber

COMoD 255

DMNA E...

A

1953 ... no laboratorio de James Watson e Francis Crick



Cavidade
menor

Cavidade
maior

DNA - Acido
Desoxirribonucleico

* Duas cadeias enroladas em torno do mesmo eixo;
¢ Orientacao a direita
%+ Sulcos maiores e menores
*» Grupo fosfato e pentose alternado — hidrofilico
*» Pares de bases- hidrofébico
¢+ Pares de bases unidos por pontes de hidrogénio
*»» Relacao A=T e C=G
 Fitas Antiparalelas
% Complementariedade
»» Forcas que mantém a fita: Lig. H e empilhamento de

bases:.



*Complementaridade* - DNA

atuando como molde.




Variacoes estruturais do DNA:

‘
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Caraeteristicas bioquimicas dos acidos nucléicos

Propriedades quimicas: desnaturacdo do DNA

PH extremos

Temperatura elevadas

DNA

of strands strands by base

Separation Association of
pairing

Total ou Parcial

,

Separated strands
of DNA in random coils



Denaturation (%)

Desnaturacao do DNA

< Temperatura de desnaturagao: relacionado com o conteudo de A=T ¢ C=G
“»Ponto de fuséo (t.,): ponto médio de transicao

“*Condicoes de pH e forca i0onica fixa: conteudo de bases nitrogenadas

100

]

100

I

80

60

I

50

I

20

G + C (% of total nucleotides)

75 80 85
Temperature (°C) 060 70 20 ” 100 o
(a) L (°C) Regides de desnaturagao:

(b)



RNA- Acido RiboNucleico

%+ Segunda forma de acidos nucléeicos nas celulas
“ Intermediario da informacdo do DNA

*+ Presenca no nucleo e citoplasma

? DNA:
N TACAGCCTGGTAAGGACGGCA ?

1961 — Francois Jacob & Jacques Monod:

mRNA: G

AUGUCGGACCAUUCCUGCCGU

IR

elucidacdo do mRNA e a transcricao



Tipos de RNA

RNA.measagelro (MRNAS).atua RNA transportador (tRNAS): sintese proteica

na Transcri¢ao da informacéo do

(o) (b)
. ~ 3
DNA carrega as informac0es para o 5
~ . . Amino acid " | Ny
a tradugao no ribossomo; stachmentsite €
; Amino acid
D & % g_ P P attachment
,\ g > %fg TvCloop
/,f_:;;_'.'.i--"'T - V) g UM,
FA™ C SR mG ol
r\ @::i:i’“\ Ylereic % \/
Q&H U N & KIGICIC], G\G
s A—% Transcrigio = o;c\kl% TS S myG \. e
;=C) (molde) da fita 1 ﬁ\ A Tradugio e UM,
f e —— G- C .~ Anticodon loop
A— 'ﬁ (/u - Anticodon loop
Lo G B8 e
E‘EEC > LS ant Anticodon
b G C A
CHK - s' Codon for alanine 3' mRNA
=G uy
DNA ENAm
mRNA: /{/
AUGUCGGACCAUUCCUGCCGU f
RNA ribossomico (rRNA): componentes do =
tRNA: >

- - [ 1 Ll 7
ribossomo, envolvidos na sintese proteica; MetSerAspHisSerCysArg ( |



Sequenciamento de acidos nucleicos

“»Com o desenvolvimento de duas técnicas nos anos 70 foi possivel conhecer a sequéncia do
DNA.

“*Uma por Alan Maxan e Walter Gilbert e outra por Frederick Sanger possibilitou o
sequenciamento de moléculas maiores de DNA.

s Ambas sdo baseadas em eletroforeses e no principio de reduzir o DNA a quatro grupos de
fragmentos marcado quimicamente.

\ &,
P\ P\ -
P\ P\ ddATP ddTTP ddCTP ddGTP .-/
5" CH2 Base 5CH2 o  Base — = = =
3’ 3
OH H=5""Sem OH Ev] i
dNTP Normal ddNTP =

(extensdo da fita de DNA) (interrompe a sintese) ddNTPs with fluorescent tags



Meétodo de Sanger
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Sequenciadores:
automatizacao do meétodo de Sanger

amarelo
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Fila: gvi11b11.91 Lane: 83 Spacing: 15.06 Gel name:
Machine: Cochise-1414-017 Primer: DT3730POP7{BOV3}.mob Signal: C: 1728 A: 3254 G: 2538 T: 2619 Gel start date: 3 .Jan 2004
Matrix: Comment: 177803 Bases: 903 Gel start ime: 4:1:23
10 20 20 40 50 &0 70 80
MNACTCATGTGGTGEGA TTC CTATCCTG AC AAGTGAT TECAAAC TG GTAACTC TG AG GCAGATAACCAGGGE CAAAAAGGTGTATAAG
’ L M nvlﬁl'ﬂ
a0 100 10 120 130 ldﬂ 150 160 170

TAAAACAAAGC CTAACT TG GAAGAAAGAGAGAAAAAGTTCAGT  TTTACACATC T TTATATGAAGCAGAAGTCCEGGAAAATCAT TTAAAGAT
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Bases de dados de DN As sequenciados

< C | @ jgidoegov w OE :

3= Apps m Google Académico  [fJ Facebook @ Scopus - Document = £ Web of Science [v.5. ®. Search - Fungi ‘:—j Protein BLAST: searc! SignalP 4.1 Server 10T hitps://www.idtdna.c » | (O] Outros favoritos
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GenBank Nucleotide

GenBank + | Submit v | Genomes + | WGS - | HTGs - | EST/GSS +»  Metagenomes v | TPA v | TSA = | INSDC

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home

Submission Types
Submission Tools

What is GenBank?

GenBank @ is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences (Mucleic Acids
Research, 2013 Jan:41(D1):036-42). GenBank is part of the International Mucleotide Sequence Database Collaboration , which comprises
the DNA DataBank of Japan (DDB.J), the European Malecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three Search GenBank
organizations exchange data on a daily basis. Update GenBank Records

A GenBank release occurs every two months and is available from the ftp site. The release notes for the current version of GenBank
provide detailed information about the release and notifications of upceming changes to GenBank. Release notes for previous GenBank
releases are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from
each release. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each release.

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces cerevisiae gene demonstrates many of the features of the GenBank flat file




Endonucleases
(enzimas)

de

restricao



Conceito de enzimas de restricao

 Estas enzimas sdo endonucleases, ou seja,
no interior (dai o prefixo endo- dentro) das
moléculas de DNA, cortando-as em locais

bem definidos.

“*Foram descobertas na decada de 1970 e sdo enzimas produzidas
normalmente por bactérias e que possuem a propriedade de defendé-las de
VIrus invasores.



Modo de acao das enzimas de restricao

DNA ‘
3 Eco Rl Hind Ill
DNA
dupla-fita |y fg Ponto de Ponto de
civagerr clivagem
enzima de l l
restricdo GAATTE AAGETT
CTT Jl AG TG G AA
| ol 1m Eixo de _/" Eio de _/ I
"o ntas adesivas" simeina Fonto ge simetna Fonto dé
T civagenm clivagem

Al “

***Enorme variedade de enzimas de restricao



Bibliotecas

Genomicas e

de cDNA



Conceito de bibliotecas gendmicas

“»*Colecéo de fragmentos de DNA de uma determinada espécie de organismo,
obtidos a partir da acdo de endonucleases de restricédo, ligados as

vetores apropriados e clonados apoés terem sido inseridos num hospedeiro.
+* Representativa de todos 0s genes do organismo

«* Inclui sequéncias de um conjunto muito grande, como 0 genoma inteiro de um
organismo, sequéncias expressas de um tipo celular particular ou sequéncias

presentes num fragmento de DNA = DNAg

** Ou pode ser proveniente de cDNA fragmentos oriundos do mRNA

reversamente transcrito a um DNA.



Aplicacoes e importancia

“s*Isolamento de um gene especifico;

** Sequenciamento;

¢ Clonagem;

* Identificacao de genes em diferentes espécies;

¢ Analise de proteinas relacionadas;

s Auxilio a metagenomica

*apenas 1 % dos microrganismos existentes sao cultivaveis.



Construcao de bibliotecas gendmicas

S Enzima de restricdo Enzimas de restricio

- Molécula de DNA contendo
um fragmento de interesse.
— } Pode ser um gene.

Ligacdo das enzimas de restricdo nas sequéncias alvo.
Extremidades coesivas

Ligagdo da enzima
de restricdo na f
sequéncia alvo.

Fragmentos de restrigdo (trés). %

Fragmento de interaesse.

/ DMNA ligase

o

Insercdo do fragmento de restrigdo
contendo um gene de interesse no
plasmidec wetor para a clonagem
génica. As extremidades coesivas
facilitam a ligacdo, mas também &
necessario que DMA ligases unam as
moléculas.







* VVideo sobre a construcao de bibliotecas gendmicas

https://www.youtube.com/watch?v=eiK7F_wCsT]



Amplificacao
de’acidos nucleicos

por PCR



Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

1985- Kary Mullis inventou a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) durante uma viagem de
carro ao 1drig-d da COSt;’:l. da Califérnia. Sua ideia =~ '
foi a concepcdo de uma téecnica genial,
relativamente simples, que funciona como

complemento perfeito para a.clonagem génica. .

Consiste em fazer copias do DNA ““in
vitro’’, usando os elementos basicos do

_processo.de replicacao natural do.DNA.




"~ Componentes

DNA Polymerase

v Tampdo

v Agua-—" i

v DNA molde

v Primers (iniciadores)
v ANTPs-.

v Mg2+

v DNA polimerase



Etapas do PCR
1.Desnaturacao: 94-96°C

Separacao do DNA em duas
fitas simples; -

2. Anelamento: 37-65°C 1001
Primers anelando na regido -
especifica do DNA; g,

P o WY " E[': '
3. Extensao: 72°C gar, :
DNA polimerase utilizaos £ |
elementos para fazer nova  »"

] P—p— — e S —

fita; polimerizacao.
A ‘. 0 1 {0
Tempo (min.)



Tipos de PCR e suas aplicacdes

< RT-PCR (Reverse Transcriptase Chain ) mTNé d ::
nneal primer
Reaction): mRNA usado como molde. l mRNA - B
- - Rirdich) 1.54
Usado na analise de expresséio de genes lR tr_pt 101
(real-tlme qRT-PCR) IIlIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIH:TII)ITII\TEMll'a 0.50 s 1;SPCR“;OcycIf;s 0 % o

< Multiplex PCR: mais de um alvo-no DNA
feito na mesma reacao. Largamente
utilizada em investigacoes de paternidade, s
ja que se analisa mais de uma caracteristica “ @

comm. .. S




% Nested PCR: amplificacdo do alvo em duas

reacOes de PCR, primeiro de uma forma mais _;linuunL i __

abrangente e depois mais especifica. Podem ser — 4> —
realizadas concomitantes ou em separado N 3::;
(Semi-nested PCR) E nnn— :':':':

< PCR Competitiva: € adicionado a reagao um outro trecho de DNA, de sequiéncia,
ta’rhénho e concentracao ‘Cohhe.c'i'dos (controle), c'u'j'as éXt‘remidades sao cdrﬁplémentares
também aos primers que irdo amplificar a seqiiéncia-alvo. O resultado € a amplificacéo
de dois trechos de DNA: a de interesse e a controle. Esta técnica é utilizada

principalmente em kits diagnosticos (Carga Viral de HIV).

- -~ -~ - .,. .



Musica do PCR

https://wwwyoutube.com/watch?v=70N 14Py2pk~



https://www.youtube.com/watch?v=70N_l4Py2pk

AVALIACAO...

Pontuar cada questéo de 1(ruim) a 5(excelente):

Explicacde do conteudo

Esclarecimentos das duvidas

Forma de exposig¢ao da aula

Sugestdes, criticas ou elogios sao livres...



