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RESUMO

Atualmente estd muito bem estabelecido que o DNA pode adotar mais
de um tipo de conformacédo. A conformacdo B € a mais estudada por ser a
predominante no meio celular. As formas A e Z podem ser induzidas por uma
série de fatores ambientais ou estruturais, ou pela ligacdo de moléculas
indutoras. Desde a comprovacdo da ocorréncia dessas formas in vivo, se
busca compreender quais 0s seus possiveis papéis biolégicos. H4 dados na
literatura que apontam para envolvimento dessas conformagcdes em processos
celulares como transcricdo génica e recombinacdo homéloga, bem como em
alguns estados patologicos. O presente trabalho, além de -caracterizar
estruturalmente as formas A, B e Z-DNA e de descrever os parametros
utilizados na diferenciacédo entre elas, redne as principais evidéncias existentes

na literatura que justificam a importancia biolégica destas conformacdes.



1. Introducéo

A descoberta de que o acido desoxirribonucléico (DNA) ocorre em mais
de uma conformacdo se deu antes mesmo que a sua estrutura fosse
desvendada. Em 1951, Rosalind Franklin, com o objetivo de aprimorar imagens
do padrdo de difracdo de raios-X de diversas amostras de DNA realizou
estudos onde a umidade relativa dos meios de cristalizacdo era variada. Ela
observou que, em 75% de umidade, o DNA encontrava-se no estado cristalino
qgue ja havia sido observado (e que ela chamou de forma A). No entanto,
guando a umidade era elevada para aproximadamente 92%, as fibras de DNA
assumiam um estado para-cristalino, se tornando mais alongadas e finas

(forma B) e produzindo imagens mais nitidas (Franklin & Gosling, 1953).

Foi a partir de uma imagem da forma B do DNA obtida por Franklin, a
qual Watson e Crick tiveram acesso através de meios no minimo questionaveis
(Maddox, 2003), que a dupla propds em 1953 o famoso modelo de dupla hélice
e pareamento especifico das bases, pelo qual ganharam o prémio Nobel de
Fisiologia em 1962 (Watson & Crick, 1953). Nas décadas seguintes, esse
modelo tornou-se bem estabelecido tanto para a forma B como para forma A,
sendo que todas as fibras analisadas por difracdo de raios-X foram

classificadas em A- ou B-DNA (revisado por Dickerson, 1992).

A-DNA B-DNA

Figura 1. Padrdo de difracdo de raios-X das formas A e B (produzidos por Rosalind
Franklin). Fonte: Clayton, 2003.



Até entdo, os estudos de difracdo de raios-X com acidos nucléicos eram
baseados em amostras extraidas diretamente de tecidos, ou seja, amostras
impuras, que continham fibras de DNA heterogéneas tanto em tamanho como
em sequéncia. Os padrbes de difracdo obtidos permitiam apenas a proposicéo
de um modelo estrutural idealizado, que representava a média de todas as
estruturas altamente heterogéneas presentes. Nao possibilitava, portanto, a
analise de um determinado par de bases, ou mesmo de um tipo especifico de
par de bases (Dickerson et al., 1982).

A partir da década de 1970, foram desenvolvidos métodos de sintese de
DNA (ltakura et al., 1975; Aretzen & Reese, 1977), que tornaram possivel a
obtencdo de pequenos fragmentos puros de DNA - de seqiéncia definida e
pré-determinada - em quantidades suficientes para se produzir cristais. Assim,
tiveram inicio os primeiros estudos de DNA por cristalografia de difracdo de
raios-X de monocristal (single-cristal X-ray diffration). Essa técnica, que ja vinha
sendo aplicada a proteinas desde 1960 (Dickerson et al., 1982 apud Kendrew
et al., 1960; Perutz et al.,1960), possibilitaria que, finalmente, o modelo

proposto por Watson e Crick fosse efetivamente comprovado.

Nesse contexto, criou-se uma expectativa quanto a conformacao
adotada pelo primeiro segmento de DNA a ser analisado a partir de um
monocristal de DNA. Foi de fato surpreendente quando, em 1979, o primeiro
hexamero a ter sua estrutura desvendada, de sequéncia poli(dC-dG)3;, adotou
uma conformagdo nova e inusitada, com inversdo do sentido da dupla hélice
em relacao as formas A e B (Wang et al., 1979). Nessa conformacéao, além das
hélices possuirem sentido de méo esquerda ao invés do sentido de méo direita,
a cadeia principal possui um formato em zigue-e-zague, razdo pela qual a
conformacao foi chamada de Z-DNA (Rich & Zhang, 2003).
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Figura 2. Representacdo esquematica de duplas hélices nas conformacdes B- e Z-DNA.

A medida que aumentava a quantidade de estruturas de DNA analisadas
por cristalografia de raios-X, tornou-se bem estabelecido que a forma mais
representativa in vivo € a forma B. Por sua vez, observou-se que a adocéo das
formas A e Z podia ser induzida por uma série de fatores, ambientais ou
estruturais. Os primeiros desses fatores a se tornarem bem conhecidos foram
0s ambientais: baixa umidade relativa, percentual de alcoois em solu¢do ou
presenca de contra-ions (Franklin & Gosling, 1953; Pohl & Jovin, 1972;
Thamann et al., 1981). Como as condi¢cdes ambientais favoraveis as formas A
ou Z (ou ambas) eram caracteristicas dos meios de cristalizacdo, a ocorréncia
dessas formas in vivo foi encarada inicialmente com ceticismo, especialmente
no caso da forma Z-DNA. Essa conformagao, por ser tdo diferente
estruturalmente da forma B, por um longo periodo foi pouco investigada por

nao se acreditar que possuisse algum papel fisiologico (Rich & Zhang, 2003).

No entanto, posteriormente foram sendo descobertos outros fatores
indutores das conformacbes A ou Z, que nao estdo restritos aos meios
experimentais, como a sequéncia de pares de bases (Calladine & Drew, 1984),
a presenca de poliaminas (Thomas & Messner, 1986; Thomas et al, 1991;
Thomas & Thomas, 1994) ou o estresse topolégico (Nordheim et al., 1982;

Peck et al.,, 1982). Enquanto que a sequéncia de pares de bases é uma



caracteristica intrinseca da molécula, a presenca de poliaminas, bem como o

estresse topoldgico, sdo de ocorréncia freqiiente no meio celular.

Portanto, a hipétese de que o DNA poderia assumir as conformacdes A
e Z in vivo ganhou for¢a. Mais recentemente, foram descobertas proteinas e
enzimas capazes de reconhecer de forma especifica ou induzir determinadas
conformacdes, sugerindo o envolvimento dessas conformagdes em processos
celulares (Kim et al., 1993a; Herbert et al., 1995; Ivanov et al., 1995; Déstal et
al., 1998; Brandt & Jacobs, 2001; Schwartz et al., 2001).

Portanto, as questdes levantadas e ainda abertas até hoje sao:
Qual o papel dessas conformacdes in vivo?

Elas possuem alguma funcdo biolégica além da estabilizacdo

estrutural do DNA em determinadas condicbes ambientais e topoldgicas?
Qual a importancia do estudo dessas conformacdes?

Nesse contexto, o0 presente trabalho consiste em uma revisao

bibliografica com os objetivos de:
1) Caracterizar estruturalmente as conformacodes A, B e Z.

2) Definir os parametros utilizados na analise conformacional de acidos
nucléicos, correlacionando-os com as propriedades que permitem diferenciar

as formas A, Be Z.

3) Justificar a importancia do estudo das formas A e Z, com base em
evidéncias encontradas na literatura de possiveis papéis bioldgicos para essas

conformacdes.



2. Conformacoes dos Acidos Desoxirribonucléicos

Os é&cidos nucléicos sdo biopolimeros cujas unidades basicas, o0s
nucleotideos, consistem em um fosfato (1), uma pentose (2) e uma base
nitrogenada (3). No caso do &cido desoxirribonucléico (DNA), o aclcar é uma
B-2’-desoxi-D-ribose, ou seja, o grupamento hidroxila do carbono-2’ presente
na D-ribose é substituido por um hidrogénio. Ja as bases nitrogenadas sdo
derivadas de dois compostos: a purina e a pirimidina, sendo as de principal
ocorréncia no DNA adenina e guanina (puricas) e timina e citosina (pirimidicas)
(Nelson & Cox, 2002).
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Figura 3. Composicdo basica do DNA. (a) Estrutura geral de um desoxirribonucleotideo,
mostrando a convencdo da numeracgdo do anel (desoxi)ribose. O carbono-2’ esta ligado a um
hidrogénio (em vermelho) ao invés do grupamento hidroxila que estd presente nos acidos
ribonucléicos (RNA). b) Estrutura das bases nitrogenadas e dos compostos dos quais derivam,

mostrando a convenc¢do das numeracgoes.



A estrutura dessa macromolécula foi elucidada em 1953, por Watson e
Crick, que propuseram um modelo de duas fitas em forma de hélice de méao
direita, compartilhando do mesmo eixo central, porém orientadas em sentidos
contrarios (figura 4a). Cada fita, ou cadeia, € formada por grupamentos fosfatos
e acucares alternados, unidos por ligacdes fosfodiéster, sempre no sentido da
hidroxila ligada ao carbono C3" para a hidroxila ligada ao carbono C5° da
(desoxi)ribose. Cada (desoxi)ribose, por sua vez, encontra-se ligada a uma
base nitrogenada através de uma ligacéo B-glicosidica entre o carbono C1’ do
anel (desoxi)ribose e um dos nitrogénios das bases (N1 nas pirimidicas e N9
nas puricas) (figura 4b).
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Figura 4. Estrutura do DNA. a) Desenho esquematico do modelo de dupla fita proposto por
Watson e Crick em 1953. b) Ligacdo fosfodiéster entre (desoxi)ribose e fosfato na cadeia

principal e ligacdes B-glicosidicas entre (desoxi)riboses e bases nitrogenadas.

Os fosfatos e acgUcares localizam-se na parte externa da hélice,
engquanto as bases nitrogenadas se projetam para a parte interna. Este arranjo
possibilita que as bases de uma cadeia formem ligac6es de hidrogénio com as
bases da cadeia complementar, mantendo as duas hélices unidas.
Considerando-se que os pares sao sempre formados por uma base purica e
outra pirimidica, a area ocupada por cada par se mantém aproximadamente a
mesma independentemente da sequéncia, garantindo didmetro constante ao

longo da fibra de DNA. Além disso, as ligacdes de hidrogénio entre as bases



sdo complementares, permitindo apenas um tipo de pareamento: adenina com
timina ou guanina com citosina, mostrados na figura 5 (Watson & Crick, 1953).
Sendo assim, a sequUéncia de uma das fitas pode ser deduzida através da
sequéncia da fita complementar. Portanto, ao desvendarem o pareamento
especifico dos pares de base, Watson e Crick concomitantemente decifraram o

mecanismo de replicacdo do material genético.
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Figura 5. Padrbes de ligacbes de hidrogénio entre pares de bases. As ligacBes de

hidrogénio estéo representadas por conjuntos de linhas azuis.

Devido ao fato de possuir uma estrutura “trancada”, rica em ligacdes de
hidrogénio entre as bases e em grupamentos carregados negativamente no
seu esqueleto covalente, o DNA é considerado uma molécula de elevada
polaridade e rigidez. De fato, se gasta 50 vezes mais energia para dobrar uma
dupla hélice de DNA em um circulo do que para realizar a mesma operacéo

com uma molécula de DNA de fita simples (Bustamante el at., 2003).

Ainda assim, o DNA é também uma molécula adaptavel e capaz de
assumir uma variedade de conformacgbes (Franklin & Gosling, 1953; Pohl &
Jovin, 1972; Wang et al., 1979; Premilat & Albiser, 1986; Dickerson et al.,
1992). A figura 6 mostra as trés conformacdes candnicas mais estudadas
atualmente: A-, B- e Z-DNA, sendo a forma B a mais conhecida e estudada, por
ser a predominante em condig¢des fisiologicas (Nelson & Cox, 2002). As formas
A e Z podem ser induzidas e/ou estabilizadas por fatores ambientais ou
estruturais, que serdo descritos mais detalhadamente no item 4.
Simplificadamente, sequéncias ricas em adenina e timina tendem a favorecer a

forma B enquanto que sequiéncias ricas em guanina e citosina favorecem a



forma A (Calladine & Drew, 1984; Hunter, 1993). Ja a ocorréncia da forma Z
estd praticamente restrita a seqliéncias que alternam purinas e pirimidinas,

especialmente, sequéncias poli(dG-dC) (Rich & Zhang, 2003).

A comparacdo dessas trés estruturas mostra claramente diferencas nas
hélices de cada conformacao, que hoje estdo bem estabelecidas (Dickerson et
al., 1982; Calladine & Drew, 1984; Dickerson, 1992). Em primeiro lugar, a forma
Z possui hélices de mao esquerda ao invés das hélices de méao direita que
ocorrem nas formas A e B. Também é possivel perceber que as trés estruturas
da figura 6, que possuem o0 mesmo numero de pares de bases, diferem em
diametro e em comprimento. Na forma A, as bases estdo comprimidas ao longo
do eixo central, caracterizando hélices achatadas e largas em relacdo a forma
B. Por outro lado, a forma Z apresenta hélices extremamente alongadas e
estreitas. Na forma B, os planos das bases encontram-se praticamente
perpendiculares ao eixo central, enquanto que, na forma A, os planos estédo

bastante inclinados.

Na figura 7, observa-se que o B-DNA apresenta dois sulcos diferentes
em largura (sulco maior e sulco menor), porém semelhantes em profundidade.
No A-DNA, a diferenca de largura entre os sulcos ndo é tdo evidente quando
no B-DNA. No entanto, eles diferem em profundidade, sendo o sulco maior
mais profundo e o sulco menor mais raso (Dickerson et al., 1982). No caso do
Z-DNA, as bases estdo posicionadas de tal forma que existe apenas um sulco,
analogo em largura ao sulco menor do B-DNA. No lugar do sulco maior, as
bases estdo tdo proximas a superficie que ja ndo se pode considerar a regiao
como um sulco. O desaparecimento do sulco maior no Z-DNA €, no entanto,
compensado por um aumento em profundidade no sulco menor, que o torna
ainda mais profundo (Rich & Zhang, 2003).

A vista axial das trés estruturas (figura 8) evidencia a diferenca de
diametro que existe entre as formas A, B e Z. Na forma A, as bases estdo mais
afastadas do eixo central, criando uma cavidade interna caracteristica da forma
A (Dickerson, 1992). Na forma B, as bases estao localizadas proximas ao eixo
central, ocupando todo o espaco interno das hélices. Na forma Z, as bases
pirimidicas localizam-se internamente, proximas ao eixo central como na forma

B, enquanto as bases puricas localizam-se quase na parte externa das hélices.
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Figura 6. Comparacdo entre diferentes formas do DNA. A-DNA (rosa), B-DNA (lilas) e Z-

DNA (azul). As estruturas foram geradas através do programa 3DNA, cada uma contendo 36

pares de bases. As formas A e Z possuem seqiiéncia poli(dC-dG) e a forma B possui

sequéncia poli(dA-dT).
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(a) A-DNA (b) B-DNA

Figura 7. Comparacdo entre diferentes formas do DNA (sulcos). (a) A-DNA, (b) B-DNA e
(c) Z-DNA. Os fosfatos estdo destacados em amarelo para identificacdo das cadeias principais.
Os sulcos menores estdo indicados em vermelho e os sulcos maiores em azul. No Z-DNA, s6
existe um sulco, indicado pela linha vermelha continua. O local reservado ao segundo sulco

esta indicado por uma linha azul tracejada.

A-DNA B-DNA Z-DNA Y

Figura 8. Comparacao entre diferentes formas do DNA (vista axial). Fonte: Fuertes et al.,
2006.

Outra peculiaridade da forma Z refere-se ao formato em zigue-e-zague
da cadeia principal (figura 9). Diferentemente do B-DNA, em que todas as
bases encontram-se na conformacéao anti, no Z-DNA, algumas bases, de forma

alternada, giram em torno da ligacédo glicosidica, adotando a conformacéo sin.
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Essa reorientacdo das bases se transmite ao anel da pentose e a cadeia
principal, que também alteram as suas conformacdes (ver item 3.2). O
resultado € uma estrutura mista, contendo nucleotideos em conformacdes sin e
anti, alternadamente (Rich & Zhang, 2003). As conformacdes sin e anti da

cadeia principal estdo detalhadas no item 3.2.

B-DNA Z-DNA

L b

Figura 9. Comparacéo entre diferentes formas do DNA (cadeia principal). Vista lateral de
um segmento de B-DNA (esquerda) e outro de Z-DNA (direita). Em ambos, a cadeia principal
esta ilustrada por fitas que acompanham os grupamentos fosfatos das cadeias. Fonte: Fuertes
et al., 2006.

A Tabela 1 resume as propriedades das estruturas A, B e Z-DNA
mostradas nas figuras 3, 4 e 5. Apresentadas desta forma, as diferencas
estruturais entre A-, B-, e Z-DNA sao bastante evidentes, e a diferenciacéo
entre elas pode parecer relativamente simples. No entanto, € importante
salientar alguns fatores que dificultam a andlise. Em primeiro lugar, nem
sempre as transicdes ocorrem em sequUéncias extensas de nucleotideos.
Atualmente, os estudos de acidos nucléicos, atraves de cristalografia de raios-
X (Martin et al., 2004; Miao et al., 2005), modelagem molecular (Spackova et
al., 2003; Babin et al., 2006) ou ressonancia magnética nuclear (RMN) (Yang
et al.,, 1999; Kumar et al., 1998) se restringem a seqiéncias curtas, que

costumam variar de 10 a 12 pares de bases. Além disso, no caso de transicdes

13



conformacionais induzidas pela ligacdo de outras moléculas (proteinas ou
farmacos, por exemplo), a transicdo deve ocorrer no local da interacdo e
eventualmente se propagar por pares de bases adjacentes. Considerando-se
gue a maioria desses ligantes se ligam a um dos sulcos (Reddy et al., 2001) e
que cada sulco ndo expbe mais do que trés ou quatro pares de bases,
dificilmente a transicdo nesses casos ocorrerd em sequéncias longas. Nesses
casos, diferencas estruturais como diametro, nimero de pares bases por volta
ou comprimento da hélice ndo sao indicativos suficientemente precisos de

conformacao.

Em segundo lugar, o DNA pode sofrer transicbes parciais de
conformacéao, resultando em estruturas mistas que apresentam propriedades
de mais de um tipo de hélice (Trantirek et al., 2000; Ivanov et al., 2003; Dostal
et al., 2004). O A e o B-DNA estdo longe de serem duas conformacdes
isoladas, e, embora seja facil identificar os protétipos de cada um (chamados
de formas canénicas), a classificacdo de formas intermediarias (ndo-candénicas)
depende em grande parte da escolha dos critérios de analise (Dickerson & Ng,
2001).

Finalmente, os estudos por cristalografia, por RMN, ou por outros
métodos como a dindmica molecular, geram uma estrutura final que representa
a média das estruturas presentes no cristal ou solugcdo, ou a média das
estruturas geradas durante a trajetoria da dinamica. Essas estruturas podem
ser heterogéneas em alguns aspectos da conformacao, dificultando a
classificacdo da estrutura final.

Logo, pelas razGes apresentadas acima, a analise conformacional do
DNA nao é obvia como pode parecer a principio. Pelo contrario, determinar em
que conformacao encontra-se um segmento de DNA € uma tarefa que exige,
em primeiro lugar, o conhecimento dos parametros Uteis na analise e, em

segundo, interpretacdo da parte do pesquisador.

14



Tabela 1. Parametros de dupla hélice para as formas candnicas A-, B- e Z-DNA.

Hélices
Propriedade A B 7

Unidade de Repeticdo CG AT CG
Sentido da hélice mao direita mao direita mé&o esquerda
Diametro (~26A)" (~20 A)! (~18 A)!
Pares de base por volta da 11,8 (11)* 10,0 (10) 11,3 (12)*?
hélice
Rotacdo média par de bases ~ 30,49° (31°)? 35,93° (36°) -31,97° (-60°)°
Inclinagdo das bases em 22,59 2,77 -11,49
relacdo ao eixo central
Degrau de hélice por 329A (2,6 A) 336A34A)r 359A (37 A
par de bases
Extensdo dos Sulcos

Sulco menor 11,1 (11,5)? 11,7 (8,8)° 9,8

Sulco maior 16,7 17,2 17,5

Os valores médios e as informag8es resumidas na tabela foram obtidos a partir da
analise das estruturas das figuras 3, 4 e 5 pelo programa 3DNA, exceto os valores em
negrito entre parénteses, que sdo dados da literatura para as respectivas formas

canodnicas.
! Nelson & Cox, 2002

2 Dickerson, 1992.

15



3. Analise conformacional do DNA

Basicamente, a estrutura adotada por uma hélice de DNA depende de
dois tipos de fatores: os ambientais e os intrinsecos ou estruturais (Foloppe &
MacJerell Jr., 1999). Em 1984, Calladine e Drew propuseram que eram as
interagbes “n-stacking” entre as bases que guiavam os segmentos de DNA a
assumir uma determinada conformagdo, e que a cadeia principal, sendo
relativamente flexivel, apenas se ajustaria aos movimentos dos pares de
bases. No entanto, apesar de ser idéntica para qualquer seqiéncia, a cadeia
principal também deve ser considerada na analise pelas seguintes razdes:
primeiro, o fato de a cadeia possuir comprimento finito restringe o espaco
conformacional acessivel as bases. Ou seja, embora a cadeia principal seja
capaz de se ajustar até certo ponto, além desse ponto ela passa a limitar os
movimentos dos pares de bases. Em segundo lugar, a cadeia principal une as
propriedades de cada base em uma sequéncia. Isso implica que as estruturas
adotadas por um mesmo par de bases sejam diferentes dependendo da
seqUéncia em que ele se encontra inserido (Yanagi et al., 1991 apud Packer &
Hunter, 1998). Portanto, considerando-se apenas os fatores intrinsecos, o
padrdo adotado por uma determinada sequiéncia de nucleotideos é induzido
pelas interacbes entre os pares de base, mas também restringido pelas

conformacdes energeticamente possiveis da cadeia principal.

Por essa razdo, o0s parametros estabelecidos para a analise e
classificacao estrutural do DNA podem ser divididos em duas categorias (figura
10): (1) os que descrevem as bases e (2) os que descrevem a cadeia principal.
O primeiro grupo (1) consiste em parametros rotacionais e translacionais que
descrevem: (1a) cada base em relacéo a base complementar do par, (1b) cada
par de bases em relacdo ao par de bases vizinho e (1c) cada par de bases com
relacdo ao eixo central da hélice (1c). O segundo grupo (2) consiste nos
angulos torcionais das ligacbes da cadeia principal e da ligacdo glicosidica
entre pentose e base nitrogenada, e na conformacédo adotada pelo anel do
acucar (Dickerson et al., 1982; Dickerson et al., 1989; Dickerson, 1992).
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(2) Cadeia principal
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Angulos torcionais
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Figura 10. Pardmetros de analise do DNA. (1) Representacdo esquematica das bases

nitrogenadas segundo o modelo Calladine-Drew. (2) Representacdo dos angulos torcionais da

cadeia principal e de conformacg@es possiveis para o anel (desoxi)ribose.

A segquir, serdo definidos os parametros contidos em cada grupo, com

destaque para aqueles que permitem melhor diferenciacdo entre as

conformacdes A-, B- e Z-DNA. Considerando que a forma Z se distingue das

formas A e B pelo sentido e conformacdo das cadeias, 0s parametros

referentes as bases tém maior importancia para diferenciacdo entre formas A e

B. Estas, por serem mais parecidas entre si, necessitam de maior nimero de

parametros para que sejam diferenciadas de forma precisa. Por essa razdo, o

item 3.1 serd mais voltado a diferenciacédo entre as formas A e B.
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3.1 Parametros relativos as bases

A convencdo dos eixos, bem como o0s parametros relativos ao
movimento das bases, estdo definidos nas figuras 11 e 12, de acordo com
Dickerson et al (1989).

3 5
A z
A
%
5 ]
.0 o
@ —
O =
1o}
o N~
Y
& 3

Figura 11. Definicdo dos eixos. Representacdo das bases através do modelo Calladine-Drew.
As duas cadeias principais estdo representadas esquematicamente em vermelho. Os vértices
sombreados nas bases representam o ponto em que estao ligadas a cadeia principal.

’f

~N
(a)
Shear (Sx) Stretch (Sy) Stagger (Sz)
Opening (o) Propeller twist (o) Bukle (k)
. J/

Figura 12. Definicbes dos movimentos relativos as bases. (a) translacdes (lilas) e
rotacBes (verde) das bases que compdem um par isolado.
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(b)

Shift (Dx)

Twist (Q2)

Slide (Dy)

Roll (p)

Rise (Dz)

X

Tilt (z)

/

Figura 12. Definic6es dos movimentos relativos as bases. (b) translagtes (lilas) e rotacdes

(verde) de pares de bases consecutivos.

\

()

x displacement (dx)

Tip (6)

y displacement (dy)

Inclination (n)

J

Figura 12. Definices dos movimentos relativos as bases. (c) translacdes (lilas) e rotacdes

(verde) das bases em relacdo ao eixo central da hélice
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A combinacdo dos movimentos apresentados acima confere ao DNA
parte das diferengas estruturais entre as formas A, B e Z, apresentadas nas
figuras 4, 5, 6 e 7. Estd bem descrito, por exemplo, que o parametro
translacional X-displacement, estd relacionado com o tamanho da cavidade
interna do DNA na vista axial (Dickerson & Ng, 2001). Relagcdes como esta,
embora ndo citadas explicitamente na literatura, podem ser feitas para outros
parametros. E possivel inferir que o parametro translacional Slide, que
representa o afastamento entre dois pares de bases ao longo do eixo Y,
influencia no didmetro da dupla hélice. Ja o parametro translacional Rise, que
representa a distancia entre duas bases consecutivas ao longo do eixo Z, pode
ser relacionado com o comprimento da hélice, enquanto que o parametro Twist,
que indica o grau de rotacdo de um par de bases em relacao ao par anterior, é

utilizado para calcular o nimero de pares de bases por volta em uma hélice.

As relacdes entre os parametros citados acima e as propriedades de
cada hélice sdo facilmente compreendidas. Outras, como por exemplo as
contribuicbes dos parametros Roll e X-displacement para as dimensdes dos
sulcos em cada conformacé&o, ndo sao tao obvias e estao ilustradas nas figuras
13 e 14. A Figura 13 mostra que variagcdes em Roll interferem com a largura
dos sulcos (Dickerson & Ng, 2001; Dickerson, 1992). Valores positivos de Roll
favorecem em largura o sulco menor, enquanto que valores negativos de Roll
favorecem o sulco maior. Ou seja, valores positivos de Roll (A-DNA), tendem a

tornar os dois sulcos mais simétricos em largura.

A Figura 14 demonstra que variacbes em X-displacement interferem
tanto com a profundidade quanto com a largura dos sulcos (Reddy et al., 2003).
Valores positivos de X-displacement aumentam a profundidade do sulco menor
e diminuem a profundidade do sulco maior, diminuindo a assimetria em largura
entre ambos. Por outro lado, valores negativos de X-displacement
correspondem a um sulco menor mais raso e um sulco maior profundo, como
ocorre no A-DNA. O B-DNA apresenta valores nulos ou levemente positivos de
X-displacement e, portanto, apresenta sulcos mais simétricos em profundidade

se comparado ao A-DNA.
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Figura 13. Efeito das variacfes em Roll na largura dos sulcos. Vista lateral das hélices
estendidas. Cada par de bases esta representado por um retangulo. Os vértices sombreados
indicam a posicdo em que as bases estdo ligadas as cadeias principais (representadas
esquematicamente por fitas cinzas). (a) bases com valor nulo de Roll, (b) bases com valor

positivo de Roll e (c) bases com valor negativo de Roll.

Sulco Maior

Sulco Maior 3
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J'I:{ 3" sulco Menor 3
Sulco Menor .
(a) (b) X-displacement nulo
2
Sulco Maior Sulco Maior
Sulco Menor Sulco menor

(c) negative X-displacement

(d) positive X-displacement

Figura 14. Efeito de variacGes em X-displacement na profundidade dos sulcos. Vista axial
de uma trinca de pares de bases (a). Em (b), (c) e (d), cada base esta representada
esquematicamente por um quadrado, e o eixo da hélice indicado por um circulo cinza. (b)
bases com valor nulo de X-displacement, (c) bases com valor negativo de X-displacement e (d)

bases com valor positivo de X-displacement.
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Ha diversas vantagens em se decompor as transicées conformacionais
do DNA em uma série de movimentos especificos referentes a um ou no
maximo dois pares de bases. Primeiramente, esse tipo de analise permite a
identificacdo do tipo de hélice adotado por cada dois pares de bases
consecutivos e ndo mais pela sequéncia como um todo. Possibilita, por
exemplo, identificar a transicao B para A de dois pares de bases centrais em
uma sequéncia, mesmo que o restante da estrutura permaneca na forma B (o
gue nado seria possivel utilizando critérios como o0 numero de pares de base por
volta). Além de detalhar a andlise, esses parametros também facilitam a
identificacdo dos fatores que desencadeiam ou que estdo envolvidos nos
processos de transicao, por meio da proposi¢cao de modelos tedricos.

Como exemplo, a figura 15 resume um dos modelos propostos por
Calladine e Drew para a transicdo de B-DNA para A-DNA, através da variacéo
dos parametros Slide e Roll (Calladine & Drew, 1984). Segundo os autores, em
uma hélice tipo B (15a), a aplicacdo uniforme de Slide afastaria as bases do
eixo central, criando a cavidade interna caracteristica de uma hélice tipo A
(15b). Alternativamente, a aplicacdo uniforme de Roll confereria inclinacdo as
bases, sem desloca-las em relacdo ao eixo central (15c¢). A aplicacdo de Roll e
de Slide concomitantemente resultaria em uma hélice familiar, que lembra
muito a forma A, visto que as bases estdo ao mesmo tempo afastadas e

inclinadas em relacdo ao eixo central (15d).

E importante salientar que, embora constem nos programas de analise,
nem todos os parametros definidos pela figura 12 sdo igualmente Uteis na
classificacdo conformacional de um fragmento de DNA. Ao contrario de Slide e
Roll, h4 pardmetros que ndo se correlacionam significativamente com as
propriedades conformacionais de cada tipo de hélice. Tip e Opening, por
exemplo, ndo fornecem nenhuma contribuicdo para a estrutura adotada pela
hélice (Dickerson, 1992). Outros parametros, como o parametro Propeller
Twist, estdo altamente correlacionados com a sequéncia, e ndo tanto com a
conformacao (Calladine, 1982). Finalmente, mesmo entre 0s parametros
correlacionados com a conformacao (Slide, Roll, Inclination, Twist, Rise, entre
outros), alguns podem se mostrar, na prética, fracos indicadores de

conformacao.
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(d)- 1.5A Slide
and + 12° Rol
(A-DNA)

(a) No Slide or Roll (b)-1.5 A Slide (c) + 12°Roll
(B-DNA)

Figura 15. Conversdo de uma hélice B em uma hélice A. (a) B-DNA idealizado. (b) estrutura
intermediaria apds aplicacdo uniforme de -1.5 A de Slide. (c) estrutura intermediaria, apés
aplicacdo uniforme de +12° de Roll. (d) A-DNA idealizado apds aplicacao concomitante de -1.5
A de Slide e +12° de Roll. Fonte: Dickerson & Ng, 2001.

De fato, durante os primeiros estudos cristalograficos de
oligodinucleotideos sintéticos, observou-se que, embora os valores médios
para parametros de hélice se adequassem aos valores esperados para cada
tipo de conformacédo, havia uma ampla variacdo em torno do valor médio
(Dickerson, 1992). Essas variacfes decorrem do fato de o DNA ndo ser uma
molécula estatica e nem t&o rigida como haviam sugerido as primeiras imagens
de difracdo de raios-X. Em realidade, a estrutura esta constantemente
experimentando torc¢des, distensdes e curvaturas locais, sem que a estrutura

global sofra mudancas significativas (Nelson & Cox, 2002).

Sendo assim, o parametro ideal seria aguele que cumpre 0s seguintes
requisitos:
- considerando-se sequéncias diferentes em uma mesma

conformacao, apresente a menor variagao possivel;

- considerando-se uma sequéncia idéntica em conformagdes
diferentes, apresente uma grande magnitude de variacdo entre as

conformacdes.
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O parametro Twist, por exemplo, varia de 35° a 45° nas hélices tipo B e
de 30° a 33° nas hélices tipo A. A alta variagdo na conformacgédo B (10°), se
comparada a diferenca que existe entre as médias das duas conformacgdes
(400-31,5° = 8,59, dificulta a identificacdo do tipo de hélice através do

parametro Twist (Reddy et al., 2003).

A tabela 2 apresenta os valores dos parametros referentes as bases
para as formas candnicas A, B e Z. Os valores da tabela provém da analise
pelo 3DNA de trés dodecameros (gerados pelo proprio programa) e da

literatura.

Os parametros mais associados com a diferenciagcéo entre as formas A
e B consistem em: X-displacement, Rise, Slide, Roll e Twist. (Calladine & Drew,
1984; Dickerson et al., 1992; Dickerson & Ng, 2001; Reddy et al., 2003) O
parametro Inclination também pode ser um bom indicador de conformacéo,
visto que os pares de bases no B-DNA estdo perpendiculares ao eixo da hélice
e, no A-DNA, inclinados na faixa de 15° a 20°. No entanto, na analise de
oligodinucleotideos (segmentos curtos), o parametro Inclination é facilmente

confundido com a curvatura local (Dickerson & Ng, 2001).

O X-displacement é especialmente citado na literatura por duas razoes.
Em primeiro lugar, porque ele torna o B-DNA uma “pilha” de pares de bases ao
longo do eixo central hélice (com valor quase nulo de X-displacement) e
confere ao A-DNA (com alto valor negativo X-displacement) a sua téo
caracteristica cavidade central (Dickerson & Ng, 2001). Em segundo, porque 0s
valores de X-displacement influenciam diretamente nas dimensdes dos sulcos
maior e menor. Tanto a cavidade interior como as dimensdes dos sulcos séo
caracteristicas especificas de cada hélice, o que é reforcado pelo fato de que
nao costumam ocorrer valores intermediarios de X-displacement nas analises
cristalograficas de DNA (Dickerson, 1992).
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Tabela 2. Comparagado dos parametros referentes as bases para as formas canbnicas A,
BeZ

Parametros Formas candnicas

A-DNA B-DNA Z-DNA
(a)
Shear (Sx) (A) 0,00 0,00 0,00
Stretch (Sy) (A) -0,18 -0,10 -0,17
Stagger (Sz) (A) 0,07 0,09 0,05
Opening (o) (°) -1,29 -1,87 1,29
Propeller Twist (o) (°) -10,52 -15,13 8,29
Buckle (k) (°) 0,00 0,00 0,00 *
(b)
Shift (Dx) (A) 0,00 0,00 0,00
Slide (Dy) (A) 1,36 (-1,7) * 0,45 (+0,4)* 1,57 *
Rise (Dz) (A) 3,29 (2,56)" 3,36 (3,37)" 3,59
Twist () (°) 30,49 (30°-339)* 35,93 (35°-459)" -31,97 *
Roll (p) (°) 12,44 1,71 -0,30 *
Tilt (1) (°) 0,00 0,00 0,00
(©)
X-displacement (dx) (A) -4,42 0,48 -15,76 *
Y-displacement (dy) (A) 0,00 0,00 0,00
Tip (0) (°) 0,00 0,00 0,00
Inclination () (°) 22,59 (15° a 20°)° 2,77 (~0) -11,49 *

Os valores médios resumidos na tabela sé@o resultado de andlises feitas pelo programa 3DNA.
Trés dodecameros foram analisados: um poli(dC-dG) na forma canbnica A, um poli(dA-dT) na
forma canbnica B e um poli(dC-dG) na forma canbnica Z. Os valores em negrito entre
parénteses sdo dados da literatura para as respectivas formas canénicas.

(a) parametros referentes a duas bases complementares de um mesmo par.
(b) parametros referentes a dois pares de bases consecutivos.
(c) parametros referentes a um par de bases em relagé@o ao eixo central.

* Valores médios que resultam de oscilacdes alternadas nos valores de pares de bases
consecutivos, causadas pela forma em zigue-e-zague da cadeia principal do Z-DNA.

! Reddy et al., 2003.
? Dickerson & Ng, 2001.
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O parametro Rise também é descrito como um bom parametro de
identificacdo por diferir significativamente entre a achatada forma A (2,56A) ea
alongada forma B (3,37,&), juntamente com o parametro Slide, cujos valores
também diferem entre a forma A (-1,7 A) e B (+0,4 A), e que esta

correlacionado com o parametro Twist (Reddy et al., 2003).

O parametro Twist, embora ndo seja um bom indicador individualmente,
estd altamente correlacionado com outros parametros relativos a pares de
bases consecutivos. Twist correlaciona-se com Rise e Roll com coeficientes de
correlacdo linear superiores a 0,90. Por essa razdo, estabeleceram-se dois
padrées que podem ser adotados pelas hélices de DNA: High Twist Profile
(HTP), correspondente a altos valores de Twist, baixos valores de Rise e
valores negativos de Roll; e Low Twist Profile (LTP), correspondente a baixos
valores de Twist, altos valores de Rise e valores positivos de Roll (Yanagi et al.,
1991). Essas correlagbes se devem, em grande parte, ao comprimento finito da
cadeia principal e por isso ndo ocorrem de forma significativa entre parametros

relativos a pares de bases individuais (Dickerson, 1992).

Adicionalmente, Twist e Roll tém, segundo Dickerson o efeito de
reorientar substancialmente potenciais aceptores e doadores de ligacdes de
hidrogénio das bases que formam o interior dos sulcos. Sendo assim, podem
também ter importancia durante o processo de reconhecimento especifico do

DNA por farmacos e proteinas (Dickerson, 1992).

Quanto a forma Z, a sua identificacdo pode ser feita através de alguns
dos parametros de base, como Inclination e Twist, cujos valores negativos
indicam o sentido contrario das hélices em relacao as formas A e B (tabela 2).
No entanto, o fato de as bases puricas e pirimidicas adotarem no Z-DNA, as
conformacdes sin e anti alternadamente (ver item 3.2) interfere com alguns dos
parametros de bases. Os valores de Slide, Twist ou Roll para os pares GC/GC
sdo diferentes dos valores para os pares de bases CG/CG (tabela 3). O
resultado sdo valores distintos que se alternam ao longo da sequéncia, sendo o
valor médio ndo significativo. Por essa razéo, as transicbes B—>A e vice-e-
versa em geral necessitam da analise dos parametros de base (Cheatham &
Kollman, 1996; Feig & Pettitt, 1998) enquanto que as transicoes B->Z
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costumam ser identificadas através das caracteristicas da cadeia principal (Lim
& Feng, 2005; Kastenholz et al.,2006), descritas no item 3.2.

Tabela 3. Valores de Slide, Twist e Roll para pares de bases em uma hélice Z.

Pares de bases Parametros

Slide (A) Roll (°) Twist (°)
1 GCIGC -1,90 -5,13 -51,37 (-50)*
2 CGICG 5,73 5,51 -8,71 (-10)*
3 GCIGC -1,90 5,13 -51,37 (-50)*
4 CGICG 5,73 5,51 -8,71 (-10)*
5 GCIGC -1,90 -5,13 -51,37 (-50)*
6 CGICG 5,73 5,51 -8,71 (-10)*
7 GCIGC -1,90 -5,13 -51,37 (-50)*
8 CGI/CG 5,73 5,51 -8,71 (-10)*
9 GCIGC -1,90 -5,13 -51,37 (-50)*
10 CGICG 5,73 5,51 -8,71 (-10)*
11 GCIGC -1,90 5,13 -51,37 (-50)*
Valor médio 1,57 -0,30 -31,97

Os valores da tabela provém de andlises feitas pelo programa 3DNA para um dodecamero
poli(dC-dG) na forma canénica Z. Os valores em negrito entre parénteses sdo dados da

literatura para sequéncias poli(dC-dG) na forma Z.

! Dickerson, 1992.
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3.2 Parametros relativos a cadeia principal

Embora a andlise do DNA possa ser feita considerando apenas as
bases de forma isolada, como no item anterior, o fato € que cada uma delas
encontra-se ligada a cadeia principal. Portanto, quando duas bases ou mais
bases se deslocam ou giram em torno de um de seus eixos, a cadeia principal
sofre alteragGes a fim de se acomodar ao novo posicionamento das bases.
Dessa forma, a estrutura do DNA também pode ser analisada através dos
angulos das ligacdes da cadeia principal e da conformacdo dos acgUcares. A
figura 16 apresenta os seis angulos torcionais da cadeia principal propriamente
dita (o, B, v, 6, €, £ ), 0 &ngulo torcional da ligacao glicosidica entre a base e o
acucar () e a conformacdo do anel (desoxi)ribose, indicada pelo angulo de

pseudorrotacéo (P).

Gauche®
+60°

. /

Figura 16. Definicdo dos angulos relativos a cadeia principal e das conformacdes da
(desoxi)ribose. (a) Localizagdo dos angulos torcionais da cadeia principal (de o a ) e da
ligacdo glicosidica (x). O angulo y envolve os atomos O1', C1’, N9 e C4 no caso das bases
paricas e O1", C1°, N1, C2 no caso das pirimidicas. (b) Definicdo das posi¢cdes gauche™ (em
torno de -60°), trans (em torno de 180°) e gauche® (em torno de 60°). (c) Conformacdes mais

comuns para anel da (desoxi)ribose. Adaptado de: Dickerson et al., 1982.
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Os angulos torcionais sao classificados convencionalmente em trés
configuragdes: gauche™ (em torno de -60°), trans (em torno de 180°) e gauche®
(em torno de 60°), sendo que, no B-DNA, a configuragdo da cadeia principal é:
g (o), t (B), g (v), t (), t () e g (), como esta representada na figura 11a.
(Dickerson & Drew, 1981). Na (desoxi)ribose, quatro dos cinco atomos
encontram-se em um mesmo plano e o quinto atomo estd no mesmo lado
(endo) ou no lado oposto (exo) ao plano relativo ao carbono-5" (Nelson & Cox,
2002). As conformacgdes sdo denominadas Xn'-endo ou Xn’-exo, em que Xn’
identifica o atomo que se encontra fora do plano do anel (Dickerson et al.,
1982).

Como foi observado por Dickerson et al. (1992), o fato de a estrutura da
cadeia principal dos acidos nucléicos ser definida por seis angulos torcionais
(o, B, 7, O, €& C) torna a sua analise conformacional mais complexa do que a de
proteinas, que envolve apenas dois angulos torcionais (¢ e y). Por essa razéo,
nao é factivel plotar todos os angulos torcionais dos acidos nucléicos de forma

analoga ao grafico de Ramachandran que existe para proteinas.

No entanto, como ocorre nos parametros relativos as bases, também na
cadeia principal ha parametros mais relevantes que outros durante a
diferenciacao das conformacdes, pelas mesmas razdes discutidas no item 3.1.
Novamente, a identificagdo dos parametros mais correlacionados com o tipo de
hélice facilita a andlise. Na literatura, os parametros de cadeia mais citados
para a classificacdo do tipo de hélice sdo: a conformacéo do acucar e o angulo
torcional da ligagdo glicosidica (). (Dickerson et al., 1982; Dickerson, 1992;
van Wijk et al.,, 1992; Dickerson & Ng, 2001; Reddy et al., 2003; Foloppe &
MacKerell Jr., 1999). E bem descrito também que o angulo torcional § (entre
C5’-C4’-C3'-03) esta fortemente correlacionado com a conformagéo do anel da
(desoxi)ribose (Prive et al., 1991) e com o angulo torcional da ligacao
glicosidica () (Dickerson & Drew, 1981; Drew et al.,, 1981). Portanto,
conhecendo-se essas correlaces, os valores de 6 podem complementar a
analise, especialmente quando a conformacédo do acucar ou o angulo y néo

apontarem claramente para uma das formas (A, B e Z).
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Tradicionalmente, o A-DNA apresenta o anel (desoxi)ribose nas
conformacdes C3"-endo, enquanto que o B-DNA apresenta o anel
(desoxi)ribose nas conformacdes C2'-endo. E importante salientar que a
conformacao C3"-endo é facilmente convertida na conformacao C2"-exo: basta
que a ligacdo C3'-C2" seja empurrada para baixo para que o C3" fique no
plano do anel e 0 C2" abaixo (ou seja, no lado oposto ao plano do carbono-5)
(Dickerson, 1992). Pelo mesmo mecanismo, a conformag¢do C3"-exo pode ser
obtida a partir da C2"-endo (ver figura 16c). Dessa forma, se considera que 0
anel (desoxi)ribose no A-DNA esta constantemente alternando entre as
conformacdes C3’-endo/C2’-exo e, no B-DNA, entre as conformagbes C2’-
endo/C3-exo. No Z-DNA, as (desoxi)riboses encontram-se em duas
conformacdes distintas: C3"-endo nos residuos puricos e C2-endo nos
residuos pirimidicos. (Fuertes et al., 2006). A figura 17 apenas ilustra como a
mudanca de conformacdo do agucar se reflete no posicionamento da cadeia
principal e das bases.

*,

Figura 17. Sobreposicdo de nucleosideos em diferentes conformacdes no anel
(desoxi)ribose. Em lilas, nucleotideo de uma hélice tipo B, com a (desoxi)ribose na
conformacdo C2'-endo/C3’exo. Em verde, nucleotideo de uma hélice tipo A, com a
(desoxi)ribose na conformacdo C3’-endo/C2’-exo. As duas estruturas foram alinhadas nos
atomos C1’, O e C4'.

O angulo torcional y € especialmente til na identificacdo do Z-DNA,
além de explicar algumas das propriedades Unicas dessa conformacdo. A

figura 18a mostra a conformacdo anti adotada pela ligagdo glicosidica nas
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formas A e B-DNA (yx~60°). A figura 18b mostra a conformacéo sin adotada
pelas bases caso ambas girem aproximadamente 180° em torno da ligacao
glicosidica (x~210°). Observa-se, neste caso, que houve inversdo do sentido
das cadeias principais, que agora apresentam o sentido correto de uma hélice
tipo Z.

¥

Figura 18. Relacdo entre a conformacdo da ligacdo glicosidica e o sentido das cadeias
principais. (a) Ligacdes glicosidicas na conformacdo anti, com o sentido (5'>3’) da cadeia
principal apontando para cima na esquerda e para baixo na esquerda (A- e B-DNA). (b)
LigacBes glicosidicas na conformacao sin, apés os anéis (desoxi)ribose girarem em 180° em
torno da ligacao glicosidica. O sentido da cadeia principal foi invertido: para baixo na esquerda
e para cima na direita. Esse é o sentido da forma Z-DNA. (c) LigacBes glicosidicas nas
conformacdes sin (guanina) e anti (citosina). Ha uma alteracdo local do sentido da cadeia
direita, mas o sentido global das cadeias é: para baixo na esquerda, para cima na direita (Z-
DNA). Modificado de: Dickerson, 1992.
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No entanto, as citosinas ndo adotam a conformagéo sin devido ao
conflito estérico que ocorre entre 0 agucar e o anel de seis membros da base,
ao qual esta ligado. Nas guaninas isso ndo acontece, pois estao ligadas ao
acucar por um anel de cinco membros. Sendo assim, na forma Z-DNA (figura
18c), as guaninas encontram-se na conformacdo sin, enquanto que as
citosinas encontram-se na conformacao anti. Isso gera uma inverséo local do
sentido da hélice nas citosinas, que é o responsavel pelo formato em zigue-e-
zague da cadeia (Dickerson, 1992). Portanto, o angulo torcional y torna
evidente uma razao pela qual o Z-DNA s6 ocorre em seqiéncias que alternam
purinas e pirimidinas, mas nao explica porque necessariamente em sequéncias

poli(dC-dG) e nao sequéncias poli(dA-dT).

Tanto a conformacéo do acucar como o angulo torcional y podem ser
relacionados com alguns dos parametros de bases, demonstrando como a
cadeia principal se ajusta ao movimento das bases. Dickerson et al (2001)
observaram que a conformacdo do acUcar correlaciona-se bem com o
pardmetro de base Slide (ver item 3.1). Segundo eles, hélices com altos
valores negativos de Slide adotam a conformacédo C3"-endo, associada a forma
A-DNA, enquanto que hélices com valores baixos ou nulos de Slide tendem a
adotar a conformacédo C2-endo (ou C3-exo0). A figura 19 mostra que a base,
ao sofrer Slide negativo, forca o anel (desoxi)ribose contra o grupamento
fosfato. Segundo os autores, a presséo gerada pode ser aliviada se o carbono
C3’ se afastar do plano do anel na dire¢do contraria ao grupamento fosfato, ou

seja, para o lado do plano do carbono 5’ (lado endo) (Dickerson & Ng, 2001).

A figura 20 ilustra como o angulo torcional y esta relacionado com o
parametro de base Roll (ver item 3.1). Considerando que as ligagOes
glicosidicas (C1'-N) estdo inclinadas em relagdo ao plano do anel
(desoxi)ribose devido a geometria tetraédrica do carbono-1’, quando os anéis
(desoxi)ribose do par de bases (2) giram em torno das ligacdes glicosidicas
(figura 20b), a extremidade N das ligacdes sdo empurradas para baixo. Isso
significa que o par de bases (2) se inclina, com a lateral mais proxima do sulco
maior se distanciando do par de bases (1) (Roll positivo) e se aproximando do

par de bases (3) (Roll negativo) (Dickerson & Drew, 1981). O efeito oposto
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seria obtido se a variagao de y fosse negativa na cadeia da esquerda e positiva

na cadeia da direita (ao contrario da figura 20b).

Figura 19. Correlacéo entre a conformacdo do anel (desoxi)ribose e o pardmetro de base
Slide. (a) Nucleotideo na conformacgdo B-DNA, com valor praticamente nulo de Slide e com o
anel da (desoxi)ribose na conformagcdo C3'-exo. (b) O valor negativo de Slide forca o anel
(desoxi)ribose contra o grupamento fosfato. A pressao é aliviada permitindo que o carbono-3’

se mova para tras, se afastando do fosfato e adotando a conformacao C3’-exo.

A tabela 4 apresenta os valores dos angulos torcionais da cadeia
principal, bem como as conformacdes adotadas pelo anel da desoxi(ribose) nas
formas candnicas A, B e Z. Os dados contidos na tabela provém da andlise
pelo 3DNA para os mesmos trés dodecameros analisados na tabela 2 e da
literatura. Devido a irregularidade da hélice Z, os dados para nucleotideos

puricos e pirimidicos estao especificados em colunas distintas.

33



(3 - .
.~~~ "Fenda maior

M2y

Fenda menor

LSS J

Figura 20. Consequéncias da variacdo de x no pardmetro de base Roll. (a) Vista axial de
uma trinca de pares de bases representados esquematicamente. O par de bases (1) encontra-
se acima (saindo da pagina) e o par de bases (3) encontra-se abaixo (entrando na pagina) do
par de bases (2). As flechas indicam dire¢cdo 5'>3' das cadeias principais. Os oxigénios do
anel (desoxi)ribose estdo representados por esferas vermelhas. (b) Os anéis (desoxi)ribose
giram em torno da ligacdo glicosidica (y positivo na cadeia da esquerda e y negativo na cadeia
da direita). Devido a geometria tetraédrica de C1’, a extremidade N das ligacdes glicosidicas
sdo empurradas para baixo (entrando na pagina). O par de bases (2) inclina-se de forma que a
lateral mais préxima do sulco maior se encontra agora mais distante do par (1) (Roll positivo) e

mais proxima do par (3) (Roll negativo). Modificado de: Dickerson & Ng, 2001.



Tabela 4. Comparacdo dos parametros referentes a conformagao da cadeia principal

para as formas candnicas A, B e Z.

Parametros Formas canbnicas

A-DNA B-DNA Z-DNA*
Puricas (G)  Pirimidicas (C)

Cadeia principal

o (°) -51,7 -29,9 52,0 -139,5
B (%) 174.8 136,4 179,0 136,7

v ) 41,7 31,1 -173,8 50,9

5 (%) 79,0 (83)° 143,3 (144)* 94,9 137,6
) -47,8 -140,8 -103,6 -96,5
() -75,1 -160,5 -64,8 82,0
Ligacéo

glicosidica

7 ) -157,2 -98,0 58,7 (60,0) -154,3
Conformagéo (Anti)*? (Anti)*? (Sin)*? (Anti)*?
Anel

(desoxi)ribose

P () 8,0 (18,0)° 153,9 (162,0) 27,5 (-1)? 150,1 (152)?
Conformacéo C’3-endo C2’-endo C3’-endo C2’-endo

Os dados resumidos na tabela resultam de analises feitas pelo programa 3DNA. Trés
dodecameros foram analisados: um poli(dC-dG) na forma canénica A, um poli(dA-dT) na forma
canbnica B e um poli(dC-dG) na forma candnica Z. Os dados em negrito entre parénteses séo

dados da literatura para as respectivas formas canonicas.

* Devido a irregularidade da hélice Z - os nucleotideos puricos e pirimidicos alternados
assumem conformag@es diferentes - os dados para nucleotideos puricos e pirimidicos estédo

especificados em colunas distintas.
! Dickerson et al., 1982

2 Dickerson, 1992



4. Ocorréncia e papel biologico das formas Ae Z

ApoOs as evidéncias de que o DNA poderia adotar mais de uma
conformacado, alguns fatores ambientais logo se tornaram conhecidos por
induzir e/ou estabilizar as principais conformagdes. Em 1953, Franklin
identificou o primeiro desses fatores, ao observar que a diminuicdo da umidade
relativa (em torno de 75%) favorecia a forma A-DNA, enquanto que o aumento
da umidade relativa (em torno de 92%) favorecia a ocorréncia da forma B
(Franklin & Gosling, 1953). Uma das hipéteses que explicam esse fendbmeno se
baseia no fato de que o aumento do percentual de 4gua no meio forgca 0 DNA a
adotar uma conformacédo na qual as bases nitrogenadas (hidrofébicas) tenham
menor contato com o solvente. A diminuicdo da superficie acessivel ao
solvente pode ser obtida com a diminuicdo de Twist e Slide, ou seja, com a
adoc¢éao da forma B-DNA (Hunter, 1993).

Ja em 1972, Pohl e Jovin descobriram que, em solu¢cbes com altas
concentracbes de ions (NaCl, 4 M), o DNA podia assumir uma nova
conformacado, que mais tarde ficou conhecida como Z-DNA. Logo se tornou
evidente que a sua ocorréncia no meio de cristalizacdo se devia a presenca de
ions em solugcdo (Wang et al., 1979; Thamann et al., 1981). Devido a forma em
Zigue-e-zague da cadeia principal, os fosfatos encontram-se mais proximos uns
dos outros na forma Z (em média 5,1 A) do que ocorre na forma B (6,6 A) ou na
forma A (5,3 A) (Barciszewski et al., 1999). A repulséo eletrostatica entre esses
grupamentos carregados negativamente torna a conformacéo Z menos estavel
em solucdo aquosa do que as formas A e B. No entanto, na presenca de altas
concentragbes de cations, a repulsdo entre os fosfatos é minimizada,

estabilizando a conformacao Z (Rich & Zhang, 2003).

A intensidade das interacOes eletrostaticas também varia de acordo com
a constante dielétrica do meio. Na presenca de solventes cujas constantes
dielétricas sdo menores do que a da agua, o efeito hidrofébico das bases - que
forca a transicdo A>B com o aumento da umidade relativa — torna-se menos
relevante (Hunter, 1993). Por outro lado, intensifica-se a atracdo eletrostatica

entre os grupamentos fosfatos do DNA e os cations em solugdo, o que



favorece e estabiliza a conformacédo Z (lvanov & Kyylov, 1992). De fato,

estudos mostraram que a presenca de alcoois em solugdo € um fator que

favorece tanto a forma A como a forma Z-DNA (Thamann et al., 1981).

Sendo assim, o0s primeiros fatores ambientais indutores e/ou
estabilizadores das formas A e Z consistiam em: diminuicdo da umidade
relativa; altas concentracdes de ions; e presenca de alcoois em solucgéo.
Considerando que estas sdo condicdes caracteristicas dos meios de
cristalizacdo (e ndo do meio celular), tornou-se bem estabelecido que o B-DNA
é a forma mais representativa in vivo, enquanto a ocorréncia das formas A e Z
foi inicialmente encarada com ceticismo, por parecer restrita aos meios de

cristalizacao.

No entanto, a medida que os estudos com acidos nucléicos avangavam,
se tornou evidente que a ocorréncia das formas A e Z dependia também de
fatores estruturais, além dos ambientais. Em 1984, Calladine e Drew
estabeleceram que a forma adotada por um segmento de DNA dependia da
sequéncia dos pares de bases: sequéncias poli(dA)spoli(dT) permaneciam na
forma B-DNA, mesmo em condicdbes de muito baixa umidade relativa,
sequéncias poli(dA-dT)epoli(dA-dT) ou poli(dG-dC)epoli(dG-dC) sofriam
transicbes de B para A com a diminuicdo da umidade relativa e; por fim,
sequéncias poli(dG)epoli(dC) favoreciam a forma A, mesmo com a umidade
relativa elevada. Ou seja, alguns tipos de sequéncias determinam uma
propensdo local & adocdo de certas conformacdes. A forma Z-DNA esta
praticamente restrita a seqUéncias que alternem purinas e pirimidinas,
especialmente, poli(dG-dC)epoli(dG-dC) (Rich & Zhang, 2003; Fuertes et al.,
2006).

Outros fatores estruturais como estresse topolégico causado pelo
superespiralamento negativo das hélices ou alteragbes quimicas dos
nucleotideos também podem diminuir a estabilidade da forma B-DNA e
estabilizar a forma Z-DNA (Rich & Zhang, 2003; Fuertes et al., 2006). A
metilacdo da citosina, que € de ocorréncia comum no DNA de eucariotos,
estabiliza a forma Z, diminuindo a concentragdo de ions necessaria para a
transicio B->Z. Dessa forma, polinucleotideos metilados poli(dG-

m°dC)epoli(dG-m°dC) s&o capazes de adotar a forma Z em condi¢des proximas



as do meio celular, o que ndo ocorre com polinucleotideos poli(dG-dC)spoli(dG-
dC) (Behe & Felsenfeld, 1981).
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Considerando-se que a seqiéncia € uma propriedade intrinseca da
molécula, e que o0 estresse topoldgico, bem como algumas modificacdes
guimicas, sdo eventos que ocorrem in vivo, a hipotese de que a existéncia das
formas A e Z se restringia as condi¢des de cristalizacdo perdeu forca. Nesse
periodo, foram também descobertas moléculas presentes no meio celular que
sdo capazes de induzir transicdes conformacionais. Algumas poliaminas como
espermina, espermidina e putrescina, por serem cations polivalentes, séo
excelentes promotores da conversdao B->Z em sequéncias propensas a adotar
a forma Z-DNA (Thomas & Messner, 1986; Thomas et al, 1991; Thomas &
Thomas, 1994). A espermina e a espermidina sdo capazes também de induzir
a transicdo de B—>A, possivelmente por razbes estereoquimicas, segundo 0s

autores (Minyat et al., 1979).

A ocorréncia da forma Z-DNA in vivo foi confirmada em 1983. Em um
estudo com DNA plasmidial de células de Escherichia coli, observou-se que
sequéncias poli(dG-dC)epoli(dG-dC) adotavam a conformacdo Z quando a
sintese de proteinas estava inibida. Na auséncia de inibidores de sintese
protéica, por outro lado, as sequéncias permaneciam na conformacao B usual
(Haniford & Pulleyblank, 1983).

A partir de entéo, foi aceito o fato de que certas seqiéncias sdo capazes
de adotar, mesmo in vivo, conformacdes ndo usuais do DNA. A gquestdo que ja
havia sido levantada e que continua em aberto até hoje é: qual a fungdo dessas

conformacdes in vivo?

A tabela 5 resume as principais evidéncias encontradas na literatura
atualmente para (1) envolvimento das conformagbfes A e Z em eventos
celulares; (2) reconhecimento especifico e/ou inducdo dessas conformagfes
por outras moléculas; e (3) envolvimento dessas conformagcdes em processos

patoldgicos, que serdo todas discutidas a seguir.



Tabela 5. Evidéncias da literatura para possiveis papéis bioldgicos das formas A e Z.

Evidéncias A-DNA Z-DNA
(1) Transcricdo génica® Transcricdo Génica'*'*?
(hibridos RNA-DNA) Regulagéo da transcrigdo Génica'*"
x R 2,3
Protecdo contra radiacdo UV Recombinacéo genética'®:6%7
Mutagénese'®'®
(2) Poliaminas’ Poliaminas®®*#
SASP?3 Anticorpos®?*
(Small Soluble-Acid Protein) Rec A2
TBP** Rec1"?
(TATA-box Binding Protein)
R ADAR1%#%3 (double-stranded
. ] RNA adenosine deaminase)
(Cyclic AMP Receptor Protein)
. DML1*
Neomicina
E3L29,33,34
Sac7d’
(3) Lupus eritematoso sistémico®>*

Doencas associadas a instabilidades
cromossomais™®
(leucemias e linfomas)™®

Doenga de Alzheimer®

(1) envolvimento em processos celulares

(2) moléculas capazes de reconhecer especificamente e/ou induzir as conformacdes

(3) participacdo em estados patoldgicos

! lvanov & Krilov, 1992. “ Oh et al., 2002

% Nicholson et al., 1991 '* Bullock et al., 1986

* Mohr et al., 1991 '® Treco & Arnheim, 1986

* Minyat et al., 1979 " Wahls et al., 1990

® Kim et al., 1993a ¥ Wang et al., 2006

® Kim et al., 1993b * Wells, 2007

*® Thomas & Messner, 1986
% Thomas et al, 1991

? Thomas & Thomas, 1994
% Lafer et al., 1981

4 Moller et al., 1982

?® Blaho & Wells, 1987

?® Kim et al., 1989

" Kmiec et al., 1985

?® Herbert et al., 1995
% Herbert et al., 1997
% Berger et al., 1998

%! Schwartz et al., 1999
%2 Schwartz et al., 2001
% Brandt & Jacobs, 2001
% Schwartz et al., 2001
% Thomas et al., 1988
% Thomas et al., 1990
%" Suram et al., 2002

" lvanov et al., 1995

® Robinson & Wang, 1996
° Déstal et al., 1998

% wittig et al., 1991

! Rich & Zhang, 2003

2 Fuertes et al., 2003

® Herbert & Rich, 1999



As primeiras evidéncias de um papel bioldgico da forma Z-DNA se
deram com a descoberta de que esta conformacao € induzida in vivo por super-
espiralamento negativo (Nordheim et al.,, 1982; Peck et al., 1982), em
sequéncias que alternam bases puricas e pirimidicas (poli(dG-dC),, poli(dA-
dT), ou poli(dC-dA),). O super-espiralamento negativo, por sua vez, pode ser
causado pela ligacdo de proteinas ao DNA, entre elas, enzimas envolvidas no
processo de transcricdo. As RNA polimerases, por exemplo, ao avangarem por
um segmento de DNA geram super-espiralamento positivo a frente (3’) e super-
espiralamento negativo atras (5’) (Liu & Wang, 1987). A formacdo do Z-DNA
ameniza o super-espiralamento negativo, e a energia liberada é utilizada para

estabilizar a conformacao Z (Fuertes et al., 2006; Wells, 2007).

Polimerase

Super-espiralamento Super-espiralamento
negativo positivo

7Y

%o #

Figura 21. Formacdo de Z-DNA induzida por superespiralamento negativo. llustracdo

esquematica mostrando que uma polimerase, ao avangar por um segmento de DNA (no
sentido 5 &> 3’), provoca super-espiralamento nas regies adjacentes ao local de ligagéo
(positivo a frente e negativo atras). A energia do super-espiralamento negativo € utilizada para

estabilizar a forma Z-DNA, que diminui o estresse torcional.



Tanto o0 super-espiralamento negativo, como as sequéncias que
favorecem o Z-DNA, estdo relacionados com o processo transcrigdo génica.
Nas bactérias, ja esta bem estabelecido que o super-espiralamento do DNA &
um dos principais fatores que regulam a transcricdo génica (Travers &
Muskhelishvili, 2007). Segundo os autores, € bastante provavel que o mesmo
ocorra para 0s eucariotos, visto que o0 super-espiralamento interfere com o
nivel de torcdo das hélices (Twist) que, por sua vez € um fator fundamental de
regulacdo da transcricdo, comum em procariotos e eucariotos (0 aumento de
Twist estd associado ao enovelamento da cromatina e silenciamento da
transcricdo, enquanto que a diminuicdo de Twist promove desenovelamento da

cromatina e capacidade de transcricao).

As sequéncias indutoras da conformacdo Z, além de amplamente
dispersas no DNA de eucariotos, incluindo o genoma humano (Hamada et al.,
1982; Hamada & Kakunaga, 1982), parecem ocorrer de forma n&do-randdémica.
Em um estudo com 98 genes que apresentavam sequéncias formadoras de Z-
DNA, observou-se que essas sequéncias especificas sdo em torno de dez
vezes mais freqlentes nas regides 5 dos genes do que nas regibes 3'. Ou
seja, as sequéncias formadoras de Z-DNA se localizam especialmente onde se
inicia o processo de transcricdo e também onde o super-espiralamento

negativo € mais intenso (Schroth et al., 1992).

Em 1991, estudos em células de mamiferos com anticorpos especificos
para Z-DNA comprovaram que altas propor¢cdes de Z-DNA estdo associadas a
altos niveis de transcricdo. No entanto, durante a replicacéo celular (em que os
niveis de transcricdo sédo baixos), praticamente ndo ocorre formacéao de Z-DNA.
Foi também constatado que, quando a transcricdo é impedida por inibidores de
transcricao, a proporcdo de Z-DNA cai consideravelmente (o que nao ocorre
com inibidores da replicacdo) (Wittig et al., 1991).

Considerando-se, portanto, que o Z-DNA ocorre durante a transcricao
génica, existe a hipotese de que essa conformacdo atue como um regulador
negativo desse processo. A RNA polimerase de E. coli, por exemplo, ndo &
capaz de transcrever segmentos de DNA quando estes adotam a conformacgé&o

Z. Ou seja, a formacdo de Z-DNA na porgcao recém transcrita por uma RNA



polimerase (5’), impede que uma segunda RNA polimerase transcreva
novamente aquele trecho do gene (a0 menos até que uma topoisomerase alivie
0 superespiralamento) (Herbert & Rich, 1999 apud Peck & Wang, 1985).

Além disso, a formacdo do Z-DNA também pode aliviar o estresse
topologico que ocorre durante processos de recombinacdo genética, quando
duas ou mais hélices de diferentes segmentos de DNA séo entrelagadas, como
€ 0 caso das juncdes Holliday (Wahls et al., 1990; revisado por Herbert & Rich,
1999). Um possivel mecanismo para essa estabilizacdo de hélices

heterogéneas esta exemplificado na figura 22.

De fato, sequéncias poli(dG-dT)spoli(dA-dC) e poli(dG-dC)epoli(dG-dC)
sdo conhecidas por induzir recombinagcdo genética in vivo entre segmentos
homologos de DNA (Bullock et al., 1986; Treco & Arnheim, 1986; Wabhls et al.,
1990). Estudos com enzimas envolvidas no processo de recombinacdo
genética reforcam essa hipotese. A enzima recl, de Ustilago maydis, se liga
cerca de 75 vezes mais intensamente em segmentos Z do que em segmentos
B-DNA e é capaz de promover o pareamento homologo entre duas duplas fitas
contendo Z-DNA. Além disso, ha evidéncias de que recl induz a formacéo de
Z-DNA nas jungbes entre segmentos distintos de DNA durante o processo de
recombinacdo (Wahls et al., 1990 apud Kmiec et al., 1985). Também no caso
da enzima recA, de E. coli, a ligagdo ao DNA aumenta quando segmentos B-
DNA séo substituidos por segmentos Z-DNA (Blaho & Wells, 1987; Kim et al.,
1989).

Adicionalmente, sabe-se que a formacdo de estruturas né&o-B
(cruciformes, triplex, tetraplex, entre outras) incluindo o Z-DNA sao
mutagénicas e estdo correlacionadas com pontos de instabilidade
cromossomal que, por sua vez, estdo associados a uma série de doencas
genéticas, neuroldgicas e psiquiatricas (Wells, 2007). Segundo Wang et al.,
sequéncias formadoras da conformacdo Z-DNA induzem altos niveis de
instabilidade genética, tanto em bactérias como em células de mamiferos, que
resultam em delecdes e translocacbes caracteristicas de certas leucemias e
linfomas (Wang et al., 2006). Portanto, por ser recombinogénico, o Z-DNA pode

estar envolvido também em processos patoldgicos.
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Figura 22. Mecanismo pelo qual o Z-DNA pode promover recombinacdo homologa.
Representacdo esquematica de duas duplas fitas homélogas de DNA. A formacédo de Z-DNA
pode aumentar a extensdo da juncdo entre os segmentos homoélogos por rotagao
compensatoria das fitas envolvidas. Isso permite que a extensdo da juncdo aumente, sem
aumentar o estresse topologico ou requerer rotacao livre das moléculas de DNA envolvidas.
Adaptado de: Wahls et al., 1990.

Em contraste com a forma Z-DNA, muito pouco se sabe acerca da
ocorréncia in vivo da forma A-DNA. E suposto que ela também ocorra
transitoriamente durante a transcrigdo, pois a conformacgédo A € a mais estavel
para o RNA em condigdes fisioldgicas (no anel ribose de RNA, a hidroxila extra
do carbono-2’ ndo se ajusta adequadamente ao pequeno espaco destinado a
ela na conformacdo B). Por essa razdo, em duplas hélices hibridas (RNA-
DNA), a fita de DNA é forcada a adotar a conformacao A, induzida pela fita
complementar de RNA (Ilvanov & Krylov, 1992). No entanto, diferentemente do
caso do Z-DNA, os dados até agora referentes ao A-DNA ndo sugerem
nenhum papel de regulacéo na transcricdo génica ou em qualquer outro evento
celular. No entanto, € bastante provavel que a conformagdo A-DNA possua
algum papel de protecdo ao material genético, por ser mais resistente a alguns
danos causados por radiacdo ultravioleta (UV) do que a conformacéo B (a
conformacao A dificulta, por exemplo, a formacédo de dimeros de timina por

questdes estéricas) (Nicholson et al., 1991).
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Em 1991, estudos com proteinas do esporo de Bacillus subtilis (Small-
Acid Soluble Proteins, ou SASP’s) demonstraram que essas proteinas se ligam
e induzem uma transi¢cao conformacional B=>A no DNA bacteriano. As SASP,
gue constituem cerca de 20% do material protéico do esporo maduro, conferem
aos esporos elevada resisténcia a radiacdo UV que, segundo os autores,
decorre justamente da formacéo do A-DNA (Mohr et al., 1991; Nicholson et al.,
1991). Estas foram as primeiras proteinas descobertas capazes de induzir e

estabilizar a conformacédo A-DNA.

A descoberta de proteinas capazes de se ligar ao Z-DNA ja havia
ocorrido em meados de 1980, quando se descobriu que era possivel produzir
anticorpos que reconheciam especificamente Z-DNA (Lafer et al., 1981; Moller
et al.,, 1982). Esses anticorpos se ligavam mais intensamente a genes
ativamente transcritos, reforcando o envolvimento da forma Z na transcricdo
(revisado por Rich & Zhang, 2003). A existéncia de anticorpos anti-Z-DNA,
além de possibilitar a identificacdo do Z-DNA in vivo através de imuno-ensaios
(Jimenez-Ruiz et al., 1991; Wittig et al., 1991), sugere a participacdo dessa

conformacao também em doencas autoimunes.

De fato, os anticorpos no soro de pacientes com lUpus eritematoso
sistémico sao altamente especificos para polinucleotideos na forma Z-DNA
(Thomas et al., 1988; Thomas et al., 1990). A possibilidade de um carater
patolégico dessa conformacao (ou de suas moléculas indutoras) foi reforcada
quando o Z-DNA foi associado a doenca de Alzheimer (Suram et al., 2002).
Suram et al. observaram que o DNA extraido do hipocampo de cérebros
severamente afetados pela doenca adota o padréo caracteristico da forma Z-
DNA (com inverséo do sentido das hélices), enquanto que, em cérebros jovens
e ndo afetados, o DNA adota a conformacdo B usual. Segundo os autores, a
conformacdo alterada do DNA teria sérias implica¢cdes durante a expressao
génica. De fato, Oh et al. demonstraram que algumas proteinas que se ligam
ao Z-DNA séo efetoras da expressao génica in vivo, e que apenas a formagéo
de Z-DNA ja é suficiente para aumentar os niveis de transcricdo génica (Oh et
al., 2002).

Atualmente, sabe-se da existéncia de uma série de proteinas capazes

de ligar especificamente a Z-DNA, que reforcam o envolvimento dessa
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conformacao em processos de transcricdo génica e de recombinacao genética,
muitas vezes associada também a estados patolégicos. A mais estudada é
uma enzima nuclear capaz de editar RNA, chamada double-stranded RNA
adenosine deaminase ou ADAR1, descoberta em 1995 (Herbert et al., 1995).
Inicialmente, essa enzima foi isolada do tecido pulmonar de galinhas, porém,
hoje se sabe que uma enzima homologa (hADAR1) existe em humanos e esta

presente em uma ampla variedade de tecidos (Berger et al., 1998).

A ADAR1 se liga em duplas fitas de RNA e catalisa uma reacédo de
desaminacao hidrolitica no carbono-6 das adenosinas, convertendo-as em
inosina (figura 23). Considerando que 0s ribossomos interpretam inosina como
guanosina, sera alterada a sequéncia de aminoacidos da proteina expressa a
partir de um gene editado pela ADAR1. Ou seja, enzimas editoras de RNA
como ADAR1 sao capazes de aumentar a diversidade de proteinas que podem

ser transcritas a partir de um mesmo locus (Rich & Zhang, 2003).

H H
g ;
N~ Ex N~ O
// 7 ~Cj% N / 7 ~C5% N
H‘_Ca\ |4 2 ‘ H‘_C{ ‘ . 2 ‘
ng\Q/C\H ri/C\,‘;]/C\H
/ /
C1 Adenina C1 Inosina

Figura 23. Estrutura quimica das bases nitrogenadas adenina e inosina. A converséo de
adenina (a) em inosina (b) pode ser obtida pela substituicdo do grupamento amina em C6 por

um grupamento carbonila.

Com a descoberta de que a ADAR1, além de se ligar ao Z-DNA, é
também capaz de estabilizar trechos de DNA nessa conformacéo (Berger et al.,
1998), hipdteses foram propostas visando compreender de que forma a
especificidade pela conformagdo Z poderia contribuir para a atividade dessa

enzima. A primeira delas supfe que a especificidade por Z-DNA seja um meio
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de “enderecar” rapidamente a ADAR1 para trechos de DNA ativamente
transcritos (em que ocorre maior formacdo de Z-DNA). Além disso, a
estabilizacdo de um segmento de DNA na conformacdo Z pela energia de
ligacdo da enzima pode ser um mecanismo de impedir que aquele trecho seja
novamente transcrito até que termine o processo de edicdo (Herbert et al.,
1995). Em ambas hipéteses, a atividade enzimatica de ADAR1 estaria sendo
modulada pela formagéao de Z-DNA.

Em estudos posteriores, foi localizado o dominio especifico da ADAR1
responsavel pela ligagdo ao Z-DNA, que foi chamado de Zaapar: € esté
localizado préximo a regido N-terminal (Herbert et al., 1997). Em 1999, quando
esse dominio foi co-cristalizado com o hexadmero poli(dC-dG)s, a conformacéo
adotada pelo DNA mostrou-se idéntica a do primeiro fragmento de Z-DNA,
descoberto em 1979 (Wang et al., 1979). Observou-se que a interacao entre Za.
e o DNA ocorre principalmente através dos fosfatos da cadeia principal, ao
passo que had uma Unica interacdo entre o dominio Za. e uma das bases
nitrogenadas (uma guanina na posicao sin) (Schwartz et al., 1999).
Considerando-se que o formato em zigue-e-zague da cadeia principal, bem
como a orientacdo sin das guaninas, sao caracteristicas da conformacao Z,
tornou-se evidente que a especificidade da enzima ADAR1 é pela conformacao

em si, e ndo pela sequéncia.

Finalmente, foi descoberto que o dominio Za da ADAR1, ao se ligar a
duplas hélices de RNA, também induz o RNA a adotar a conformacédo Z
(transicdo A->Z), de forma muito semelhante do que ocorre com o DNA (Brown
et al, 2000). Nesse mesmo trabalho, os autores mencionam que alguns virus
de RNA, ao invadirem as células do hospedeiro, provocam o aumento da
expressdo de enzimas como a ADARI1. Segundo os autores, interferindo no
sistema de replicacdo do virus, a ADAR1 induz hipermutacdes no RNA viral,
qgue podem vir a ser prejudiciais ao virus. Dessa forma, servindo de alvo a
ADARL1, a conformagéo Z-DNA pode ter um papel importante na defesa celular

contra infec¢des virais.

Além da importancia bioldgica, a caracterizacdo do dominio Zoapari

também facilitou a identificacdo, por homologia de sequéncias, de outras
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proteinas ligantes de Z-DNA. Em 2001, descobriu-se que uma proteina
chamada DML1, que é altamente expressa em tecidos em contato com
tumores, contém um dominio de elevada similaridade com o dominio Zaapar1
(Schwartz et al. 2001). Os autores ainda mostraram que a DML1 é capaz de se
ligar ao Z-DNA de modo muito semelhante a ADAR1, indicando um mecanismo
genérico de reconhecimento dessa conformacéo e sugerindo a existéncia de
uma familia de proteinas que compartilham um motivo comum de ligacéo a Z-

DNA

Outras proteinas que possuem homologia com o dominio Zaapar: Sao
as proteinas E3L, caracteristicas de virus do género Orthopoxvirus, incluindo o
virus vaccinia e o virus da variola (Herbert et al., 1997). As proteinas E3L
conferem resisténcia a resposta imunolégica do hospedeiro mediada por
interferons, além de serem fundamentais para a replicagdo do DNA viral em
uma ampla gama de células (Brandt & Jacobs, 2001 apud Beattie et al., 1996).
Em 2001, Brandt e Jacobs demonstraram através experimentos in vivo que a
proteina E3L (incluindo a regido N-terminal, que possui homologia com
Zoapar1) € fundamental para a patogenicidade do virus vaccinia. Em um estudo
posterior, Kim et al. comprovaram que a por¢do N-terminal de E3L é de fato
capaz de se ligar a Z-DNA (Kim et al., 2003). Segundo os autores, a interacéo
entre a regido N-terminal de E3L e os segmentos Z-DNA do hospedeiro pode
inibir a transcricdo de alguns genes importantes para a resposta imunoldgica
da célula. Neste caso, servindo de alvo as proteinas E3L, 0 Z-DNA possui um
papel prejudicial a defesa celular (diferentemente do papel favoravel que lhe foi
proposto no caso de ADARL1).

Em comparacdo com a forma Z, pouco se sabe acerca de moléculas
presentes in vivo capazes de reconhecer ou induzir a formacao de A-DNA. Um
estudo interessante foi feito com a proteina receptora de AMP ciclico (CRP), de
E. coli, que controla a iniciacdo da transcricdo em inUmeros operons (lvanov et
al., 1995 apud Kolb et al., 1993). Essa proteina se liga a dois sitios de
reconhecimento no DNA, simetricamente invertidos (TGTGA:TCACA) que, na
maioria dos casos, encontram-se espacados por sequéncias de 6 pares de
bases. Nestes casos, a ligagdo de CRP aos sitios de reconhecimento ndo

costuma provocar nenhuma transicdo conformacional no DNA. No entanto,
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Ivanov et al. observaram que, quando as sequéncias TGTGA:.TCACA estao
separadas por sequéncias espacadoras mais longos (8 pares de bases), pelo
menos uma Vvolta das hélices sofre transicAo para a forma A-DNA.
Considerando-se que a forma A é mais achatada e menos torcida (menores
valores de Twist) do que a forma B, a transicdo de B para A garantiria que a
extensdo e o angulo de tor¢do entre os sitios de reconhecimento no DNA se
mantivessem constantes, mesmo com espacadores de 8 pares de bases
(lvanov et al., 1995). A figura 24 ilustra que um fragmento de 12 pares de
bases na forma A-DNA pode ter a mesma extensdo que um fragmento de 10
pares de bases na forma B-DNA - 0 que permite acomodar os sitios de ligacdo
da CRP aos sitios de reconhecimento do DNA, mesmo quando estes estéo
separados por uma sequéncia espacadora mais longa. Este é um eficaz
mecanismo de ajuste de complexos proteina-DNA, que pode ser comum a

varias outras proteinas com mais de um sitio de ligacdo ao DNA.

Vs
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Figura 24. Modelos de encaixe CRP-DNA. Representacdo esquematica mostrando que um
segmento de 12 pares de bases na forma A-DNA (area sombreada) tem a mesma extensao
que um segmento de 10 pares de bases na forma B-DNA. A adocao da forma A no segmento
entre os sitios de reconhecimento da CRP permite o encaixe entre CRP e o DNA, mesmo
quando o espacador central contém 8 pares de bases. Quando os sitios de reconhecimento
estdo separados por 6 pares de bases, o DNA permanece na forma B. Os sitios de
reconhecimento da CRP (a-hélices) estdo representados por cilindros, e os pares de bases
(pb) que compdem a seqlUiéncia espacadora estdo representados em cinza. Adaptado de:

lvanov et al., 1995.
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Em 1993, a co-cristalizacdo da proteina de ligacdo a TATA (TATA-box
binding protein ou TBP) com segmentos de DNA contendo sequéncias TATA,
mostrou que a ligacdo de TBP a essas sequUéncias promove uma curvatura
intensa do DNA sobre o sulco maior. Essa curvatura ocorre apenas nos 8 pares
de bases que compBem a sequéncia TATA e faz com que, em alguns
parametros, o DNA se aproxime da conformacgdo A: o sulco maior se torna
profundo, enquanto o sulco menor se torna exposto e raso, o que € confirmado
por valores positivos de Roll e pela diminui¢cdo da distancia entre os fosfatos da
cadeia principal. Além disso, a curvatura faz com que os valores de tor¢cdo das
hélices (Twist) diminuam, facilitando a interacdo de TBP com o sulco menor,
que é exposto ao solvente (Kim et al.; 1993a; Kim et al., 1993b). No entanto, é
mais provavel que a alteracdo desses parametros resulte da curvatura em si, e

nao de uma transicdo conformacional.

Outra molécula de importancia biolégica que mostrou-se capaz de
induzir a conformacéo A-DNA em sequéncias poli(dG)spoli(dC) é o antibidtico
neomicina, da classe dos aminoglicosideos (Robinson & Wang, 1996). Os
antibioticos desta classe atuam por se ligar a moléculas de RNA, impedindo a
sintese de proteinas bacterianas (Range et al., 2003). Considerando-se que 0
RNA costuma adotar a forma A, faz sentido que antibidticos com esse
mecanismo de acdo possuam maior afinidade pela conformacdo A e sejam
capazes de estabilizd-la. Robinson & Wang também ressaltaram que a
neomicina compartilha propriedades moleculares com outros compostos
indutores da forma A-DNA, como o ion Co(NHs)s*™ e algumas poliaminas. As
trés classes sdo compostas por moléculas altamente carregadas positivamente
e ricas em grupamentos doadores de ligacbes de hidrogénio (aminas),
distribuidos em uma estrutura rigida (figura 25). Segundo os autores, estas
podem ser as caracteristicas necessarias para o reconhecimento e inducdo da
forma A, e a identificacdo dessas caracteristicas possibilitaria o planejamento

de ligantes de RNA ainda mais potentes e especificos.

Mais recentemente, DOstal et al. apresentaram evidéncias de que
proteina Sac7d, da archea Sulfolobus, é capaz de induzir uma transi¢cao parcial
B->A no DNA. A proteina Sac7d pertence a uma familia de proteinas

pequenas, basicas e abundantes, que se ligam de forma nao-especifica ao
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DNA, e que parecem ser importantes para a organizacdo e manutengdo do
DNA nas archeas, de forma analoga as histonas nas bactérias e nos
eucariotos. Segundo os autores, quando essa proteina Sac7d se liga ao
decamero d(G-A-G-G-C-G-C-C-T-C),, dois a seis pares de bases sofrem
transicOes parciais B>A, com inversao da conformacéo do acucar de C2’-endo
para C3-endo (Dostal et al., 2004). Anteriormente, complexos entre essas
proteinas e DNA j& haviam mostrado que o DNA tende a adotar conformacdes
gue em alguns aspectos se assemelham ao A-DNA (Doéstal et al., 2004 apud
Gao et al., 1998; Robinson et al., 1998; Sue et al., 2000). No entanto, devido ao
alto nivel de perturbacdo estrutural que a ligacdo dessas proteinas causa no
DNA, torna-se dificil discernir as alteracdes que refletem uma real transicédo
conformacional daquelas que refletem apenas alteracdes locais.

Em suma, embora ndo sejam as Unicas descritas na literatura, estas sado
as principais evidéncias que sustentam a importancia biolégica das

conformacdes A e Z.
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Figura 25. Estruturas quimicas dos compostos neomicina, espermina, espermidina e

hexaaminocobalto (l11)
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5. Conclusoes

O DNA, embora muitas vezes erroneamente considerado uma
biomolécula “rigida”, pode assumir mais de um tipo de conformacdo. As
conformacdes diferem na geometria e na forca de interacdo entre as bases
(razéo pela qual sdo, em parte, dependentes da sequiéncia) e também quanto
aos angulos torcionais adotados pela cadeia principal, que se ajusta aos
movimentos das bases. O conjunto dessas propriedades relacionadas a pares
de bases individuais confere aos protétipos de cada conformacao propriedades
de hélice bem distintas, tais como comprimento, diametro e numero de pares
de base por volta. Embora sejam nitidas as diferencas entre conformacdes
candnicas, a classificacdo de formas intermediarias ou mistas, ou ainda de
segmentos contendo poucos pares de bases, ndo é um processo simples. Para
isso, é necessario discernir as alteragbes que refletem perturbacdes locais
daquelas que refletem transicfes conformacionais, o que exige conhecimento e

interpretacéo da parte do pesquisador.

Entre as conformagdes conhecidas, a forma B é a mais estudada por ser
a de ocorréncia frequente no meio celular. As formas A e Z podem ser
induzidas por fatores ambientais, estruturais ou pela ligacdo de moléculas
indutoras. A compreenséao dos fatores que favorecem essas formas ndo-usuais
€ importante porque fornece indicios da ocorréncia dessas conformacdes no
ambiente celular, bem como de possiveis papéis biolégicos. A identificacdo das
poliaminas como indutoras das formas A e Z, por exemplo, foi determinante
para que a possibilidade de ocorréncia in vivo dessas conformacdes ganhasse
forca. De forma anéloga, a identificacdo das sequéncias que favorecem o Z-
DNA e do super-espiralamento negativo como o0 seu principal fator indutor in
Vivo constituiram 0s primeiros passos para a suposi¢cdo, atualmente bem
aceita, de que o Z-DNA possui algum papel de regulacdo na transcricdo
génica.

Por sua vez, a comprovacdo de que essas conformacdes podem
participar de processos celulares € um indicativo de que elas também podem

estar envolvidas em estados patoldgicos. As evidéncias de que o Z-DNA facilita
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processos de recombinacdo genética, por exemplo, torna provavel que ele
também esteja por tras de uma série doencas causadas por mutacdes

prejudiciais em alguns genes.

Finalmente, a identificacdo de proteinas e enzimas capazes de induzir
ou reconhecer especificamente uma conformacdo também s&do de suma
importancia por reforcarem a ocorréncia in vivo dessas conformacdes e
corroborarem as hipoteses de papéis biolégicos que ndo apenas a
estabilizacdo estrutural do DNA. A descoberta de que algumas enzimas
envolvidas no processo de recombinacao génica possuem afinidade por Z-DNA
reforcou o papel recombinogénico dessa conformagéo. De forma analoga, a
descoberta das SASP em esporos bacterianos reforca o papel protetor da
conformacao A contra radiacdo UV, assim como a descoberta da especifidade
da enzima ADAR1 por Z-DNA consolida a importancia dessa conformacéo

durante a transcrigao génica.

Além disso, a pesquisa por enzimas conformagao-especificas pode vir a
desvendar as bases moleculares que garantem a ligacdo especifica de uma
molécula a uma determinada conformacéo. A compreensao do modo com que
o dominio Za. de ADAR1 se liga a segmentos de Z-DNA, por exemplo,
comprova a existéncia de moléculas com especificidade pela conformacao, e
nao pela sequéncia. Atualmente, um dos principais problemas envolvendo
farmacos ligantes a DNA (quimioterapicos, anti-virais e antibidticos) € a
toxicidade (Reddy et al., 2001), portanto, torna-se interessante o planejamento
de farmacos com afinidade ndo apenas por determinadas sequéncias, mas

também por uma determinada conformacéo.

No caso de farmacos quimioterapicos, a especificidade de um agente
intercalador por Z-DNA garantiria uma acdo mais efetiva deste farmaco em
células com elevados niveis de transcricdo génica, ou seja, células tumorais.
Por outro lado, se o Z-DNA facilita o processo de recombinacdo génica, €
possivel que ele esteja presente em maiores propor¢cdes no DNA viral e que
seja um dos fatores responsaveis pelos altos niveis de mutagédo. Portanto, um
agente intercalador com especificidade por Z-DNA também pode ser

interessante do ponto de vista do desenvolvimento de farmacos anti-virais.
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Finalmente, é importante considerar que as transicbes conformacionais
geram alteracBes estruturais que interferem com a ligacdo de moléculas ao
DNA. E o caso da curvatura do DNA provocada pela proteina TBP, que
provoca a abertura do sulco menor, cujas bases se tornam altamente expostas,
facilitando a interacdo com o sitio de ligagcdo da proteina. A variacdo nas
dimensdes dos sulcos, além de interferir com a acessibilidade as bases,
reorienta 0s grupamentos doadores de ligacbes de hidrogénio das bases,
muitas vezes 0s principais envolvidos na interacdo do DNA com outras
moléculas. Até mesmo variacdes na extensdo de um mesmo segmento devido
a transi¢cdes conformacionais podem ser uteis durante o reconhecimento do
DNA por uma proteina com mais de um sitio de ligacdo, como é o caso da
proteina CRP.

Sendo assim, é possivel concluir que ha indicios suficientes na literatura
sustentando a ocorréncia in vivo das formas A e Z, ainda que de forma
transitoria. Adicionalmente, embora muitas das hipoteses propostas ainda nao
estejam consolidadas, as evidéncias apontam para mais de um possivel papel
biolégico dessas conformacgfes, que ndo apenas a estabilizacdo estrutural do
DNA. Portanto, o estudo dessas conformacdes e dos seus fatores indutores
pode ser importante tanto para a elucidacdo de mecanismos celulares ainda
nao bem conhecidos como para o desenvolvimento de novas moléculas e

possiveis farmacos ligantes de DNA.
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