Estrutura dos Acidos
Nucleicos e Expressao
Génica

CONCEITOS PRINCIPAIS

* Amaior parte da informagao genética eucariética estd armazenada no DNA encontrado no ni-
cleo. Uma pequena quantidade estd também estocada no DNA mitocondrial e no cloroplasto.

Moléculas de DNA sdo polimeros de unidades repetidas de nucleotideos, as quais sio com-
postas por um dentre quatro tipos de bases nitrogenadas, mais um agticar e um fosfato.
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A cadeia principal de qualquer molécula de DNA é um polimero de agtcar-fosfato, mas é a
sequéncia de bases ligadas aos agticares que determina a identidade e a fungao genética de
uma determinada sequéncia de DNA.

* O DNA normalmente ocorre sob a forma de uma dupla-hélice, compreendendo duas fitas
unidas por ligagoes de hidrogénio estabelecidas entre pares de bases nitrogenadas comple-
mentares.

¢ A transmissdo da informagédo genética de uma célula para outra ocorre normalmente pela
copia das moléculas de DNA complementar que sao entdo igualmente distribuidas para as
duas células-filhas.

* Genes sao segmentos de DNA utilizados como molde para sintetizar uma molécula de RNA
complementar funcional.

¢ Amaioria dos genes gera um RNA que servird como molde para a produgéo de um polipeptideo.

* Vidrios genes produzem moléculas de RNA que nao codificam polipeptideos. Tais RNAs ndo
codificantes frequentemente auxiliam a regulacao da expressao de outros genes.

Assim como o DNA, moléculas de RNA sdo polimeros de unidades repetidas de nucleoti-
deos, as quais sdo compostas por quatro tipos de bases nitrogenadas (sendo trés idénticas no
DNA), mais um agticar levemente diferente e um fosfato.

= Diferentemente do DNA, moléculas de RNA sao normalmente fita simples.

¢ Para se tornar funcionais, RNAs recém-sintetizados devem passar por uma série de etapas de
maturago, como excisdo de sequéncias intervenientes nao desejadas e alteragoes quimicas
de determinadas bases.

¢ A sintese de polipeptideos ocorre nos ribossomos, tanto no citoplasma como no interior de
mitocondrias e cloroplastos.

A informagdo sequencial codificada no RNA ¢ interpretada nos ribossomos através de um
cédigo genético em trincas (triplets), determinando a estrutura bdsica do polipeptideo.

= Peptideos com frequéncia sofrem uma ampla variedade de alteragoes quimicas.
» Proteinas apresentam extraordinarias diversidades estrutural e funcional.
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1.1 DNA, RNA E POLIPEPTIDEOS

A genética molecular foca primariamente na inter-relagao entre dois dcidos nucleicos,
DNA e RNA, e na maneira como eles sio utilizados para a sintese de polipeptideos, os
componentes bdsicos de todas as proteinas. O RNA deve ter sido o material hereditério
em um estagio inicial da evolugdo, no entanto, excetuando-se certos virus, ele agora nao
desempenha mais esse papel. A informagéo genética é alternativamente armazenada em
moléculas de DNA, quimicamente mais estdveis, as quais podem ser copiadas de maneira
fiel e transmitidas as células-filhas.

Os dcidos nucleicos foram originalmente isolados do nicleo de células brancas san-
guineas, mas podem ser encontrados em todas as células e nos virus. Em eucariotos, as
moléculas de DNA sdo encontradas principalmente nos cromossomos do nticleo, mas
cada mitocondria também possui uma pequena molécula de DNA, do mesmo modo que
os cloroplastos das células vegetais.

Um gene é uma parte de uma determinada molécula de DNA, que serve como molde
para fazer uma molécula de RNA funcionalmente importante. Em organismos simples,
como as bactérias, o DNA é condensado com genes (entre vdrias centenas e até alguns mi-
Ihares de genes diferentes). Em eucariotos, as pequenas moléculas de DNA das mitoc6n-
drias ou cloroplastos contém poucos genes (de dezenas a centenas). Contudo, o nticleo
muitas vezes contém milhares de genes, e eucariotos complexos normalmente apresen-
tam dezenas de milhares. Neste tiltimo caso, todavia, muito do DNA consiste em sequén-
cias repetitivas, cujas funcdes nao sao facilmente identificadas. Parte das sequéncias de
DNA repetitiva mantém fungoes cromossdmicas essenciais, mas também existem varias
cdpias imperfeitas de genes funcionais.

Existem vérios tipos distintos de moléculas de RNA, mas eles podem ser divididos em
duas classes principais. Em uma classe, cada molécula de RNA contém uma sequéncia
de RNA codificante que pode ser decodificado para gerar uma sequéncia polipeptidica
correspondente. Como esta classe de RNA carrega informacéo genética do DNA para a
maquinaria de sintese proteica, ela é descrita como RNA mensageiro (mRNA). O RNA
mensageiro produzido no niicleo precisa ser exportado para o citoplasma para ser utiliza-
do para a produgio de proteinas, mas o RNA mensageiro sintetizado na mitocéndria e nos
cloroplastos é utilizado para fabricar proteinas no interior dessas organelas. A expressao
da maioria dos genes ¢ dedicada a producao de polipeptideos e, assim, as proteinas repre-
sentam o principal objetivo funcional da informagao armazenada no DNA.

A outra classe de RNA é denominada RNA néo codificante. Essas moléculas nao ser-
vem como molde para a producao de polipeptideos. Alternativamente, elas estdo envol-
vidas no controle da expressiao de outros genes, as vezes atuando de modo mais geral,
as vezes regulando a expressdo de um pequeno conjunto de genes-alvo. Esses processos
regulatdrios podem envolver moléculas de RNA catalitico (ribozimas).

A maior parte da informacgao genética ocorre no sentido
DNA — RNA — polipeptideo

O fluxo de informagéo genética normalmente ocorre em sentido tinico: 0 DNA é transcrito
para a produgio de RNA, e entao o RNA ¢ utilizado para a produgéo de polipeptideos que
subsequentemente formam as proteinas. Em fungao dessa universalidade, esta sequéncia
de transmissdo da informagéao genética foi descrita como o dogma central da biologia mo-
lecular. Dois processos sdo essenciais em todos os organismos celulares:

« transcricdo, pela qual o DNA é utilizado por uma RNA-polimerase como molde para
sintetizar um dentre vdrios tipos diferentes de RNA.

« traducdo, pela qual o mRNA é decodificado para produzir polipeptideos nos ribos-
somos, os quais sao grandes complexos de RNA-proteina encontrados no citoplasma,
bem como em mitocondrias e cloroplastos.

Ainformagao genética é codificada em uma sequéncia linear de nucleotideos do DNA
e decodificada em grupos de trés nucleotideos por vez (triplets) para gerar uma sequéncia
linear de nucleotideos no RNA. Essa sequéncia é entdo decodificada em grupos de trés
nucleotideos (cddons) para gerar uma sequéncia linear de aminodcidos no produto po-
lipeptidico.

Células eucaridticas, incluindo as células de mamiferos, contém sequéncias de DNA
cromossdmico nao viral, como os membros da familia de DNA repetitivo LINE-1. Esta fa-
milia génica codifica transcriptases reversas celulares em mamiferos, as quais podem pro-
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duzir sequéncias de DNA a partir de um molde de RNA. O dogma central do sentido tinico
no fluxo de informacéao genética nas células nao é, portanto, estritamente valido.

Acidos nucleicos e polipeptideos sao sequéncias lineares de

unidades repetitivas simples

Acidos nucleicos

DNA e RNA possuem estruturas muito similares. Ambos sio grandes polimeros com lon-
gas cadeias principais de residuos alternados de um fosfato e cinco agicares de carbono.
Preso a cada residuo de agucar se encontra uma base nitrogenada (Figura 1.1A). Os agu-
cares no DNA e no RNA diferem quanto a falta ou a presenca, respectivamente, de um
grupo -OH em seu carbono 2’ (Figura 1.1B, C). O agticar ¢ uma desoxirribose no dcido
desoxirribonucleico (DNA), enquanto no dcido ribonucleico (RNA), uma ribose.
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Figura 1.1 Unidades de repeticao nos
acidos nucleicos. (A) A cadeia principal
dos &cidos nucleicos é composta por
residuos alternados de fosfato e agucar.
Ligada a cada acUcar se encontra uma
base. A unidade basica de repeti¢cao
(sombreado em péssego claro) consiste
em uma base + aclcar + fosfato = um
nucleotideo. O aglcar apresenta 5 dtomos
de carbono numerados de 1' a 5'. (B) No
DNA, o aglcar é a desoxirribose. (C) No
RNA, o agucar ¢ a ribose, a qual difere

da desoxirribose por apresentar um grupo
hidroxila (OH) ligado ao carbono 2'.

Diferentemente dos residuos de aglicar e fosfato, as bases de uma molécula de dcido
nucleico variam. A sequéncia de bases identifica o dcido nucleico e determina a sua fun-
¢do. Quatro tipos de bases sdo comumente encontrados no DNA: adenina (A), citosina

(A) adenina (A)

citosina (C)

NH,

o]

[¢]
il

guanina (G)

0
Il

0—P—0—P—0—P—0

o

o

|
0" _CH, o
"L

1‘(|:\| |/(|:1’
& H

= C
H3'| 2|
OH H

(B)

Figura 1.2 Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
nucleotideos. (A) Quatro bases nitrogenadas (A, C, G e
T) ocorrem no DNA, e quatro bases nitrogenadas (A, C,

G e U) ocorrem no RNA. A e G s&o purinas; C,T e U sao
pirimidinas. (B) Um nucleosideo € um residuo composto
por base + acucar, neste caso, uma adenosina. (C) Um
nucleotideo é um nucleosideo + um grupo fosfato que é
ligado aos carbonos 3’ ou 5' do aglicar. Os dois exemplos
apresentados aqui sao a adenosina 5’-monofosfato
(AMP) e a 2'-desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP). As

linhas em negrito na parte inferior dos anéis de ribose e
desoxirribose indicam que o plano do anel se encontra
em um angulo de 90° em relagao ao plano dos grupos
quimicos que estdo ligados aos atomos de carbono de

1' a 4’ no anel. Se o plano da base esta representado
deitado sobre a superficie da pagina, os carbonos

2' e 3' do aglicar poderiam ser vistos projetando-se
acima da péagina, enquanto o atomo de oxigénio estaria
projetando-se abaixo da superficie da pagina. Grupos
fosfato sdo numerados sequencialmente («, B, v, etc.), de
acordo com a sua distancia em relacdo ao anel de aglcar.
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TABELA 1.1 Nomenclatura para bases, nucleosideos e nucleotideos

Adenina

Guanina

Pirimidinas

Citosina

Timina

Uracila

Nucleosideo = base + aglicar

Ribose

adenosina

guanosina

citidina

timidina

uridina

Desoxirribose

desoxiadenosina

desoxiguanosina

desoxicitidina

desoxitimidina

desoxiuridina

Nucleotideo = nucleosideo + fosfato(s)

Monofosfato

adenosina monofosfato (AMP)”

desoxiadenosina monofosfato
(dAMP)°

guanosina monofosfato (GMP)®

desoxiguanosina monofosfato
(dGMP)

citidina monofosfato (CMP)®
desoxicitidina monofosfato

Difosfato

adenosina difosfato (ADP)

desoxiadenosina difosfato
(dADP)

guanosina difosfato (GDP)

desoxiguanosina
difosfato (dGDP)

citidina difosfato (CDP)
desoxicitidina difosfato (dCDP)

Trifosfato

adenosina trifosfato (ATP)

desoxiadenosina trifosfato
(dATP)

guanosina trifosfato (GTP)

desoxiguanosina trifosfato
(dGTP)

citidina trifosfato (CTP)
desoxicitidina trifosfato (dCTP)

(dCMP)
timidina monofosfato (TMP)®

desoxitimidina monofosfato
(dTMP)

uridina monofosfato (UMP)®

timidina difosfato (TDP)
desoxitimidina difosfato (dTDP)

timidina trifosfato (TTP)
desoxitimidina trifosfato (dTTP)

uridina difosfato (UDP)
desoxiuridina difosfato (dUDP)

uridina trifosfato (UTP)

desoxiuridina monofosfato desoxiuridina trifosfato (dUTP)

(dUMP)

“Monofosfatos de nucleosideo sao alternativamente denominados como segue: AMP, adenilato; GMP, guanilato; CMR, citidilato; TMP, timidilato; UMP, uridilato.
"Quando o aglicar & uma ribose, o nucleotideo é AMP; quando o aglicar € uma desoxirribose, o nucleotideo é dAMP Este padrao se aplica para toda a tabela.
Note que TMPR, TDP e TTP ndo sao normalmente encontrados nas células.

(C), guanina (G) e timina (T). O RNA também apresenta quatro tipos principais de bases.
Trés deles (adenina, citosina, guanina) também ocorrem no DNA, mas no RNA a uracila
(U) substitui a timina (Figura 1.2A).

As bases sdo constituidas por anéis heterociclicos de carbono e por dtomos de nitrogé-
nio, podendo ser divididas em duas classes: purinas (A e G), as quais possuem dois anéis
interligados, e pirimidinas (C, T e U), as quais possuem um anel simples. Nos dcidos nuclei-
cos, cada base é ligada ao carbono 1’ (um linha) do agticar, sendo que um agicar contendo
uma base ligada é chamado de nucleosideo (Figura 1.2B). Um nucleosideo contendo um
grupo fosfato ligado aos carbonos 5’ ou 3’ do agtcar constitui a unidade bdsica de repeti¢do
de uma fita de DNA, sendo denominada de nucleotideo (Figura 1.2C e Tabela 1.1).

Polipeptideos

As proteinas sdo compostas por um ou mais polipeptideos que podem ser modificados
pela adicdo de cadeias laterais de carboidratos ou outros grupos quimicos. Assim como
o DNA e o RNA, polipeptideos sao polimeros constituidos por uma sequéncia linear de
unidades repetitivas. A unidade basica de repeti¢io é denominada aminodcido. Um ami-
nodcido possui um grupo amino positivamente carregado (-NH,) e um grupo acido car-
boxilico (carboxila) negativamente carregado (-COOH). Esses grupos sio conectados por
um atomo central de carbono (carbono a) que também abriga uma cadeia lateral identifi-
cadora, a qual determina a natureza quimica do aminodcido. Polipeptideos sio formados
por uma reagéo de condensagdo entre o grupo amino de um aminodcido e o grupo carbo-
xila do préximo, formando uma cadeia principal repetitiva, com cadeias laterais (chama-
das de grupos R) que podem diferir de um aminoécido para o outro (Figura 1.3).

Os 20 aminodcidos comuns podem ser categorizados de acordo com suas cadeias la-
terais:

e aminodcidos basicos (Figura 1.4A) carregam uma cadeia lateral com carga elétrica
liquida positiva em pH fisiol4gico;

« aminodcidos com grupo 4cido (Figura 1.4B) carregam uma cadeia lateral com carga
elétrica liquida negativa em pH fisioldgico;

« aminodcidos polares ndo carregados (Figura 1.4C) apresentam carga elétrica global
neutra, embora suas cadeias laterais carreguem grupos elétricos polares com cargas
elétricas parciais (denominadas 8+ ou 8—);

frens.
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+ aminodcidos neutros nao polares (Figura 1.4D) sdo hidrofébicos (repelem a dgua),
geralmente interagem entre si e com outros grupos hidrofébicos.

Em geral, aminodcidos polares sao hidrofilicos, e aminoacidos nao polares sdo hi-
drof6bicos. A glicina, que apresenta uma cadeia lateral muito pequena, e a cisteina (cujo
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Figura 1.3 A estrutura de repeticao
basica dos polipeptideos. Um
polipeptideo &€ um polimero que consiste
em unidades repetidas de aminoacidos
(sombreado em péssego claro).
Aminoacidos apresentam a féormula geral
H,N-CH(R)-COOH, onde R representa

a cadeia lateral, H,N-, o grupo amino,

e —COOH, o grupo carboxila. Em cada
aminoécido, o carbono « central carrega
todos os trés grupos. O sombreado em azul
representa uma das ligacdes peptidicas que
conecta aminoacidos adjacentes.

Figura 1.4 Grupos R para os 20
aminoacidos comuns, reunidos de
acordo com o grupo quimico. Existem

11 aminoacidos polares, divididos em

trés classes: (A) aminodcidos basicos
(positivamente carregados); (B) aminoacidos
acidos (negativamente carregados) e (C)
aminoacidos polares nao carregados. Grupos
quimicos polares sdo destacados. (D) Além
disso, uma quarta classe € composta por
nove aminoéacidos neutros nao polares. Os
aminoécidos pertencentes a cada grupo

sao quimicamente muito semelhantes. Os
atomos de carbono das cadeias laterais sdo
numerados a partir do carbono « central (ver
cadeia lateral da lisina). Na prolina, o grupo
R se conecta ao grupo -NH, do aminoacido,
bem como ao carbono « central.
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TABELA 1.2 Forgas e ligagoes nao covalentes fracas

Tipo de ligagao  Natureza da ligacao
Hidrogénio Ligacdes de hidrogénio se formam quando um atomo de hidrogénio interage com

atomos eletronegativos, normalmente atomos de oxigénio e nitrogénio

lonica Interagdes iGnicas ocorrem entre grupos carregados. Elas podem ser muito fortes
em cristais, mas em ambiente aquoso os grupos carregados estao blindados tanto
por moléculas de agua como por fons em solugao, tornando-se relativamente
fracas. No entanto, elas podem ser muito importantes nas fungdes biologicas, como
no reconhecimento enzima-substrato

Forgas de van Qualquer par de atomos posicionados préximos um ao outro apresenta uma forga

der Waals de interagao fraca (atragao de van der Waals) como resultado da flutuacao de suas
cargas elétricas. Quando os atomos ficam extremamente proximos, se repelem
com grande intensidade (repulsao de van der Waals). Embora atracoes de van der
Waals sejam muito fracas, o efeito cumulativo de varias dessas interacoes pode
ser importante quando existe uma boa sobreposigao entre as superficies de duas
macromoléculas

Forgas A &gua é uma molécula polar. Moléculas hidrofdbicas ou grupos quimicos em

hidroféhicas ambiente aguoso tendem a se agrupar. I1sso minimiza o seu efeito disruptivo na
complexa rede de ligagoes de hidrogénio entre as moléculas de agua. Grupos
hidrofébicos sdo mantidos unidos pelas chamadas ligagdes hidrofobicas, embora a
base para essa interagao seja na verdade a repulsao em comum destes grupos as
moléculas de agua.

grupo -SH nio é tdo polar quanto um grupo -OH) ocupam posi¢des intermedidrias na
escala de hidrofobicidade.

Conforme descrito a seguir, as cadeias laterais podem ser modificadas pela adi¢do de
vérios grupos quimicos ou cadeias de agticar.

0 tipo de ligacao quimica determina a estabilidade e a funcao

A estabilidade dos dcidos nucleicos e das proteinas é primariamente dependente de li-
gagoes covalentes fortes entre os dtomos da cadeia principal. Adicionalmente as ligagoes
covalentes, ligagdes ndo covalentes fracas (Tabela 1.2) sdo importantes tanto nas molé-
culas de dcidos nucleicos e proteinas como entre essas moléculas (Quadro 1.1). Ligagaes
ndo covalentes individuais sdo normalmente cerca de 10 vezes mais fracas do que ligacdes
covalentes individuais.

A estrutura da dgua é particularmente complexa, com uma rede oscilante de ligagoes
nao covalentes ocorrendo entre as moléculas de dgua. A for¢a predominante nessa estru-
tura é aligacao de hidrogénio, uma ligacdo eletrostética fraca entre &tomos de hidrogénio
parcialmente positivos e dtomos parcialmente negativos (dtomos de oxigénio, no caso das
moléculas de dgua).

QUADRO 1.1 A importancia das ligacoes de hidrogénio em acidos nucleicos e proteinas

Ligacdes de hidrogénio intermoleculares em acidos nucleicos -mRNA, e codons de mRNA se ligam ao tRNA durante a traducéo.
Sao importantes para a formagdo dos seguintes acidos nucleicos de Muitos RNAs regulatérios, como micro RNAs, controlam a expressao
dupla-fita: de genes-alvo pelo pareamento de bases com sequéncias comple-

mentares em nivel de RNA.
» DNA dupla-fita. A estabilidade da dupla-hélice é mantida pelas liga-

¢oes de hidrogénio entre os pares de bases A-T e C-G. As ligagdes Ligagoes de hidrogénio intramoleculares em acidos nucleicos
de hidrogénio individuais séo fracas, mas em células eucaritticas as  Sao particularmente prevalentes em moléculas de RNA. Pareamento in-
duas fitas de DNA sao mantidas unidas por dezenas de milhares a  tramolecular de bases proporciona a formagao de estruturas secunda-
centenas de milhdes de ligagoes de hidrogénio. rias (hairpins) que podem ser imprescindiveis para a estrutura de alguns
Duplices DNA-RNA. Ligacoes de hidrogénio se formam naturalmen- RNAs, como rRNAs e tRNAs (ver Figura 1.9), e como alvo para a regula-
te entre DNA e RNA durante a transcricao, mas o pareamento de cao génica.

bases é transiente, pois o RNA se afasta do DNA & medida que N . N sihopel .
T ey Ligacoes de hidrogénio intramoleculares em proteinas

Vérios elementos caracteristicos da estrutura secundaria das proteinas,
como «-hélices e folhas B-pregueadas, surgem em fungao das ligacoes
de hidrogénio entre as cadeias laterais de diferentes aminoéacidos na

RNA dupla-fita. Ocorre de maneira estavel no genoma de alguns virus,
assim como de maneira transiente em células durante a expressao
génica. Por exemplo, durante o splicing do RNA, pequenas molécu- g 3 P
las de RNA nuclear se ligam a sequéncias complementares no pré- ~ Mesma cadeia polipeptidica.
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Moléculas carregadas sdo altamente soliiveis em dgua. Em fung¢io dos grupos fosfa-
tos presentes em seus nucleotideos, tanto DNA como RNA sdo polidnions negativamente
carregados. Dependendo da composigao de aminodcidos, as proteinas podem ser eletri-
camente neutras, apresentar carga liquida positiva (proteinas bdsicas), ou carga liquida
negativa (proteinas 4cidas). Todas essas moléculas podem formar multiplas interagoes
com a dgua durante sua solubilizagao. Mesmo proteinas eletricamente neutras sio fa-
cilmente soltiveis se contiverem uma quantidade suficiente de aminodcidos carregados
ou polares neutros. Em contrapartida, proteinas de membrana com muitos aminoacidos
hidrofébicos sdo termodinamicamente mais estdveis em um ambiente hidrofébico.

Embora individualmente fracas, as numerosas ligagdes ndo covalentes realizam em
conjunto uma grande contribuigdo a estabilidade da conformacio (estrutura) dessas mo-
léculas, sendo importantes para especificar o formato de uma macromolécula. Ligagoes
covalentes sdo comparativamente estdveis, de modo que um grande ganho de energia ¢é
necessdrio para rompé-las. Ligac6es ndao covalentes, entretanto, sdo constantemente esta-
belecidas e rompidas em temperaturas fisioldgicas (ver Quadro 1.1).

1.2 ESTRUTURA DOS ACIDOS NUCLEICOS E REPLICACAO
DO DNA

Estrutura de DNA e RNA

Moléculas de DNA e RNA apresentam cadeias principais lineares, compostas por residuos
alternados de aglcares e grupos fosfato. Os residuos de agticar sao unidos por ligagdes
3’, 5'-fosfodiéster, nas quais um grupo fosfato conecta o carbono 3’ de um agticar ao car-
bono 5’ do préximo agticar na cadeia de agticar-fosfato (Figura 1.5).

Embora certos genomas virais sejam compostos por DNA de fita simples, o DNA celu-
lar forma uma dupla-hélice: duas fitas de DNA sdo mantidas unidas por ligagoes de hidro-
génio para formar um duplice. As ligagoes de hidrogénio ocorrem entre as cadeias laterais
de pares de bases complementares, lateralmente opostos nas duas fitas do diplice de
DNA. Tais pares de bases ocorrem de acordo com as regras de Watson-Crick: A pareia com
T, enquanto G pareia com C (Figura 1.6).

Em funcado do pareamento de bases, a composicao de bases do DNA nao ¢ aleatéria:
a quantidade de A equivale a de T, e a quantidade de G equivale a de C. A composi¢ao
de bases do DNA pode, portanto, ser especificada pela estimativa da porcentagem de GC
(= porcentagem de G + porcentagem de C) em sua composi¢io. Por exemplo, uma se-
quéncia de DNA com 42% de GC apresenta a seguinte composigdo de bases: G, 21%; C,
21%; A, 29% e T, 29%.

As duas fitas do DNA dupla-hélice se curvam uma em torno da outra para produzir
um sulco menor e um sulco maior na dupla-hélice, onde a distdncia ocupada por um tini-
co giro completo da hélice (seu comprimento) mede 3,6 nm (Figura 1.7). O DNA pode
adotar diferentes tipos de estrutura helicoidal. Em condigoes fisiol6gicas, a maior parte do
DNA em bactérias ou células eucaridticas adota a forma B, ou seja, uma hélice com giro
para a direita (forma uma espiral com sentido hordrio se afastando do observador) que
apresenta 10 pares de bases por giro. As formas mais raras sao 0 DNA A (hélice com giro
para a direita apresentando 11 pares de bases por giro) e 0 DNA Z (hélice com giro para a
esquerda apresentando 12 pares de bases por giro).

Figura 1.5 Ligacao 3',5'-fosfodiéster. A
ligacao fosfodiéster (sombreado em péssego

claro) retne o carbono 3’ de um agticar ao

carbono 5’ do prdximo agucar, na cadeia de
aclcar-fosfato de um &cido nucleico.

(A) aglicar (B) H
e N o B aglicar
0 . N—H----- 0
. / Nz 1 aglicar / N2 1 /
agilcar 3N =¢?2 C—N SN—=c>2 C—N
Y- T N ol b ol
N=C N--oooH—N c— N=C N—H--N c.—
9/ N/ 1 3\ /e 9/ A\ 74 3N/
¢—c¢ _ c—c c— c—C5
C.= 6N B+ B4 5\ C= /56 Ne- b+ /4 N
/8 7 N—H-+s--0 CH, /8 T D H—N H
H H |
ligacao de H
A hidrogénio T G C

Figura 1.6 Pares de bases AT e CG. (A) O par de bases AT apresenta duas ligagoes de hidrogénio (linha vermelha tracejada); (B) O par de bases CG

apresenta trés. Cargas positivas e negativas parciais sao representadas por 5+ e &—, respectivamente.
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sulco
menor

sulco
maior

v 1nm

comprimento
de 3,6 nm

Figura 1.7 Caracteristicas da
dupla-hélice de DNA. As duas fitas de
DNA se enrolam uma na outra, produzindo
um sulco menor e um sulco maior na
dupla-hélice. A dupla-hélice apresenta um
comprimento de 3,6 nm e um raio de 1 nm

por giro.

Figura 1.8 Natureza antiparalela

da dupla-hélice de DNA. As duas fitas
antiparalelas do DNA correm em dire¢oes
opostas ligando atomos de carbono 3,
dos residuos de ag(car, a atomos de
carbono 5’. Este trinucleotideo dupla-fita
apresenta a sequéncia 5' pCpGpT-OH 3'/5'
pAPCpG-OH 3', onde p representa o grupo
fosfato e —OH 3', o grupo hidroxila terminal.
Isso &€ normalmente abreviado de modo a
apresentar a sequéncia de nucleotideos de
5’ — 3’ em apenas uma fita, seja como
5'-CGT-3’ (fita azul), seja como 5'-AGC-3'

(fita roxa).

Como as ligagdes fosfodiéster conectam os carbonos 3’ e 5" de residuos de agticar
sucessivos, as duas extremidades de uma fita simples de DNA sao diferentes. A extremi-
dade 5' apresenta um resfduo de agticar no qual o carbono 5’ néo estd conectado a outro
residuo de acticar. A extremidade 3’ apresenta um residuo de agiicar cujo carbono 3’ nao
esta envolvido em uma ligagéo fosfodiéster. As duas fitas do diiplice de DNA séo descritas
como antiparalelas uma & outra, visto que a dire¢do 5" — 3’ de uma fita de DNA é a oposta
da direcdo de sua complementar, de acordo com as regras de Watson-Crick para o parea-
mento de bases (Figura 1.8).

A informagéio genética é codificada pela sequéncia linear de bases nas fitas de
DNA. As duas fitas do duplice de DNA apresentam sequéncias complementares, por-
tanto a sequéncia de bases de uma fita de DNA pode ser prontamente inferida a partir
da sequéncia da outra fita. E comum tragar o DNA escrevendo a sequéncia de bases de
apenas uma fita, na dire¢édo 5' — 3', a qual ¢é a direcdo de sintese de uma nova fita de
DNA ou RNA a partir de um DNA molde. Ao descrever a sequéncia de uma regido do
DNA compreendendo duas bases vizinhas (um dinucleotideo) em uma fita de DNA,
é frequente a insercdo de um ‘p’ para indicar a ligacao fosfodiéster entre eles. Deste
modo, um par de bases CG indica que um C em uma fita de DNA apresenta uma ligacéo
de hidrogénio com um G na fita complementar. Por outro lado, a indicagdo CpG repre-
senta uma desoxicitidina ligada covalentemente a uma desoxiguanosina na mesma fita
de DNA (ver Figura 1.8).

Diferente do DNA, o RNA apresenta-se normalmente como uma fita simples, exce-
tuando-se certos virus que apresentam genomas de RNA dupla-fita. No entanto, para
realizar algumas funcoes celulares, pode ser necessdrio que duas moléculas de RNA
se associem transientemente formando pares de bases. Além disso, ligac6es de hidro-
génio intermoleculares também permitem a formacéio de diiplices de RNA-DNA (ver
Quadro 1.1).

Além disso, ligagoes de hidrogénio podem ocorrer entre bases de uma mesma fita de
RNA (ou DNA), produzindo trechos de sequéncia dupla-fita que sdo estrutural e funcio-
nalmente importantes. Podem ser constituidas estruturas em forma de grampo (hairpin),
cujas hastes sao estabilizadas por ligagoes de hidrogénio entre as bases (Figura 1.9A). O
pareamento de bases intracadeia permite que certas moléculas de RNA apresentem estru-
turas complexas (Figura 1.9B).
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| extremidade 3’
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C-G
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Na molécula de RNA dupla-fita, A pareia com U, em vez de T. Embora G pareie com
C, as vezes pares de bases G-U sao formados (ver exemplo na Figura 1.9B). Embora nio
sejam particularmente estdveis, pares de bases G-U nao alteram de modo significativo a
hélice RNA-RNA.

A replicacao é semiconservativa e semidescontinua

Para que a sintese de uma nova fita de DNA (replicagio) se inicie, as duas fitas de DNA
de uma hélice precisam ser desenroladas pela enzima helicase. Cada uma das fitas desen-
roladas de DNA serve entdo como molde para a DNA-polimerase produzir fitas de DNA
complementar, utilizando os quatro desoxinucleosideos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP). Duas hélices “filhas” de DNA sdo formadas, cada uma idéntica & molécula parental
(Figura 1.10). Cada hélice filha contém uma fita da molécula parental e uma fita de DNA
recém-sintetizada, portanto o processo de replicagio é dito semiconservativo.

A replicacdo do DNA é iniciada em pontos especificos, chamados origens de repli-
cacdo, gerando forquilhas de replicacdo em formato de Y, onde a dupla-hélice de DNA
esta aberta. As fitas de DNA antiparalelas servem como molde para a sintese de fitas filhas
complementares, que correm na dire¢do oposta.

A diregao do crescimento da cadeia é 5’ — 3 para uma fita filha, a fita lider (leading
strand); mas é 3' — 5’ para a outra fita filha, a fita retardada (lagging strand) (Figura
1.11). As reagdes catalisadas pela DNA-polimerase envolvem a adi¢cdo de um residuo
de desoxinucleosideo monofosfato (ANMP) ao grupo hidroxila livre na extremidade 3’
da cadeia nascente de DNA. No entanto, apenas a fita lider possui sempre um grupo
hidroxila livre que permite elongagio continua na mesma diregao em que a forquilha de
replicacao se move.

A diregao da sintese da fita retardada é oposta aquela na qual se move a forquilha de
replicagdo. Como resultado, a sintese da nova fita precisa ser realizada numa série pro-
gressiva de passos, produzindo segmentos de DNA que normalmente apresentam de 100
a 1.000 nucleotideos em extensao (fragmentos de Okazaki). Fragmentos sucessivos sio
posteriormente ligados de forma covalente pela enzima DNA-ligase, garantindo a criagdo
de duas hélices de DNA filhas. Apenas a fita lider é sintetizada continuamente, portanto a
sintese de DNA é dita semidescontinua.

A DNA-polimerase atua, por vezes, no reparo e
na recombinacao do DNA

A maquinaria para a replicagdo do DNA se baseia em uma variedade de proteinas (Qua-
dro 1.2) e primers (iniciadores) de RNA e tem sido altamente conservada ao longo da
evolugdo. No entanto, a complexidade do processo é maior em células de mamiferos, em
termos do ntimero de diferentes DNA-polimerases (Tabela 1.3) e de suas proteinas e su-
bunidades constituintes.

A maioria das DNA-polimerases em células de mamiferos utilizam uma fita indivi-
dual de DNA como molde para sintetizar uma fita complementar de DNA, sendo, por-

Figura 1.9 Pareamento de bases

em acidos nucleicos fita simples. (A)
Formacao de grampo (hairpin) mediada por
ligagdes de hidrogénio intramoleculares.
Ligagdes de hidrogénio entre as sequéncias
destacadas pelo sombreamento em rosa
escuro neste 4cido nucleico fita simples
(no caso um RNA) podem estabilizar

o dobramento que leva a formagéao de

um grampo com a haste em dupla-fita.

(B) Intenso pareamento de bases
intramolecular no RNA transportador. O
tRNA®, apresentado aqui como exemplo,
ilustra a estrutura classica em forma de
trevo apresentada por um tRNA. Existem
trés grampos (braco D, brago do anticodon
e bragco TWC) além de um trecho de
pareamento de bases entre as sequéncias
terminais 5' e 3’ (chamada de brago
aceptor, pois a extremidade 3’ € utilizada
para ligar um aminoéacido). Note que os
tRNAs sempre apresentam o mesmo
numero de pares de bases nas hastes dos
diferentes bracos de sua estrutura em forma
de trevo, e que o anticddon no centro da
alga do meio identifica o tRNA de acordo
com o aminoacido que ele ira carregar. Os
nucleotideos minoritarios apresentados sao:
D, 5,6-dihidrouridina; W, pseudouridina
(5-ribosiluracila); mSC, 5-metilcitidina; m*A,
1-metiladenosina; Um, 2'-0-metiluridina.

hélice
parental

o «

A\ \
! Y
5,?‘_§3,

nova original original nova
| B | M| E—
hélice filha hélice filha

Figura 1.10 Replicagao
semiconservativa do DNA. A hélice

de DNA parental consiste em duas fitas
complementares de DNA, antiparalelas,
que se desenrolam para servir como
molde para a sintese de novas fitas
complementares de DNA. Cada hélice
filha completa contém uma das duas fitas
de DNA parental mais uma fita de DNA
recém-sintetizada, sendo estruturalmente
idéntica a hélice de DNA original.
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Figura 1.11 Replicacao gt 3 5 3 5 3
semidescontinua do DNA. A enzima

helicase abre a forquilha de replicacao para
que a sintese de uma nova fita de DNA
possa ser iniciada. A diregao do movimento
da forquilha de replicacao acompanha

a sintese continua da fita lider, que se
estende no sentido 5'—3’. A replicagao

¢ dita semidescontinua em fungao da fita
retardada, a qual é sintetizada na diregao
oposta e em pequenos blocos (fragmentos
de Okazaki, apresentados aqui como
fragmentos A, B e C). Estes blocos serao
posteriormente unidos pela DNA-ligase.

sintese de DNA sintese de DNA C

helicase na
forquilha de replicagao

movimento da forquilha de replicagao

A
as 35

fita fita
lider retardada

tanto, as DNA-polimerases dependentes de DNA. Diferentemente das RNA-polimerases,
DNA-polimerases normalmente exigem como substrato o terminal 3'-hidroxila de uma
fita primer complementar. Portanto, um primer de RNA, sintetizado por uma primase, é
necessdrio para fornecer um grupo 3’ OH livre para a DNA-polimerase iniciar a sintese
de DNA.

Existem aproximadamente 20 tipos diferentes de DNA-polimerases em células de
mamiferos. A maioria utiliza DNA como molde para sintetizar DNA, e foram classifica-
das em quatro familias - A, B, X e Y - com base na comparagdo de suas sequéncias (ver
Tabela 1.3).

Os membros da familia B sio as DNA-polimerases cldssicas (alta fidelidade) e in-
cluem as enzimas responsdveis pela replicagdo do DNA nuclear. A maioria apresenta ati-
vidade 3' - 5' exonuclease, a qual é importante para a revisdao: se uma base incorreta é
adicionada a extremidade 3’ OH livre da cadeia nascente de DNA, a exonuclease 3’ -5 a
remove. Isso resulta em uma replicacao de alta fidelidade, visto que erros na incorporagao
de bases passam a ser extremamente infrequentes. A DNA-polimerase « é um complexo
formado por uma polimerase e por uma primase, sendo responsdvel pela iniciagao da sin-
tese de DNA e pela iniciacdo dos fragmentos de Okazaki. As DNA-polimerases 6 e & sao
responsdveis pela maior parte da sintese de DNA e siio fita-especificas (ver Tabela 1.3).

Muitas DNA-polimerases atuam no reparo ou na recombinacao de DNA. Elas incluem
as classicas de alta fidelidade, que também estdo envolvidas com a replicagao (DNA-po-
limerases & e £), e também outras que estéo envolvidas apenas com reparo e recombina-
¢do. Dentre estas Ultimas, algumas sdo polimerases de alta fidelidade, mas muitas delas
sdo comparativamente mais propensas a incorporagéao de bases incorretas, com destaque

QUADRO 1.2 Principais classes de enzimas envolvidas na replicagao do DNA

« Topoisomerases — iniciam o processo de desenrolamento do DNA pela
quebra de uma das fitas de DNA, aliviando a tensdo que mantém a
hélice em sua forma enrolada e superenrolada.

« Helicases — desenrolam a dupla-hélice na forquilha de replicagao,

uma vez que o superenrolamento foi desfeito pela topoisomerase.

Proteinas de ligagao a fita simples — mantém a estabilidade da forqui-

Iha de replicagao. O DNA fita simples é bastante vulneravel ao ataque

enzimatico e as proteinas ligadas o protegem da degradagao.

Primases — enzimas que adicionam uma pequena sequéncia de RNA

complementar (um primer) ao DNA fita simples na forquilha de repli-

cagao. O primer de RNA fornece a extremidade 3’ OH necessaria para
que a DNA-polimerase inicie a sintese (diferentemente das RNA-poli-
merases, DNA-polimerases nao podem iniciar a sintese de novas fitas

a partir de moldes livres de fita simples, necessitando de uma molé-

cula de iniciagao com um grupo 3’ OH livre, no qual desoxinucleoside-

os trifosfato podem ser adicionados para formar a fita complementar).

+ DNA-polimerases — sintetizam novas fitas de DNA. Nova sintese de
DNA celular depende normalmente da existéncia de uma fita mol-
de de DNA, a qual € lida por uma polimerase dependente de DNA.
Este complexo agregado de subunidades proteicas também fornece
atividades de revisao e reparo do DNA (ver Tabela 1.3). Isto signifi-
ca que qualquer base que seja incorporada incorretamente pode ser
identificada, removida e reparada. O DNA também pode ser sinteti-
zado a partir de um molde de RNA, utilizando uma DNA-polimerase
dependente de RNA (uma transcriptase reversa). As extremidades de
cromossomos lineares sao copiadas utilizando-se uma transcriptase
reversa (telomerase).

» DNA-ligases — necessarias para fechar falhas deixadas na fita de DNA
recém-sintetizada, ap6s a remogao dos primers de RNA e o preenchi-
mento destas lacunas pela DNA-polimerase. As DNA-ligases catali-
sam a formagao de uma ligagao fosfodiéster entre grupos 3’ hidroxila
e 5’ fosfato que estejam adjacentes e nao ligados.
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TABELA 1.3 DNA-polimerases de mamiferos

DNA-polimerases dependentes de DNA

Atividades adicionais ou alternativas no reparo de DNA,
Polimerase Familia Papel principal na replicacao de DNA recombinacgao, etc.

« (alpha) B inicia a sintese nas origens de replicacao e
também inicia a sintese dos fragmentos de
Okazaki na fita retardada

B (beta) X reparo por excisao de base”

v (gama) A sintese de DNA mitocondrial reparo de DNA mitocondrial

o (delta) B principal polimerase que sintetiza a fita mililtiplas atividades no reparo de DNA

retardada

£ (épsilon) B sintetiza a fita lider miitiplas atividades no reparo de DNA

¢ (zeta) B sintese translesao’

7 (eta) i sintese translesao®

6 (theta) A possivel atividade no reparo de DNA cruzado interfitas®; reparo por excisao
de base”; sintese translesao®; hipermutacao soméatica®

L (iota) Y sintese translesao®; possivel atividade no reparo por excisao de base’; e
reparo de mau pareamento®

x (kappa) Yl sintese translesao®; reparo por excisao de nucleotideo’

\ (lambda) X reparo de quebras duplas de DNA; recombinagao VDJ¥; reparo por exciséo

o) X de base”

v (nu) A possivel atividade no reparo de DNA cruzado interfitas’®

Revl Y sintese translesao®

TdT* X recombinagéo VDJ®

DNA-polimerases dependentes de RNA (transcriptases reversas)

Transcriptases reversas de repeticoes intercaladas (LINE-1 ou ocasionalmente converte mMRNA e outros RNAs em cDNA, o qual pode se integrar

elementos retrovirais endégenos) em outra parte do genoma

Transcriptase reversa da telomerase (Tert) replica o DNA na extremidade de cromossomos lineares

 Desoxinucleotideo terminal transferase. ” Reparo por excis@o de bases identifica e remove bases impraprias ou indevidamente modificadas. ¢ Sintese translesao envolve a
replicagdo de DNA a partir de DNA danificado (lesdes) na fita molde. ° Reparo de DNA cruzado interfitas diz respeito ao reparo de lesoes altamente citotdxicas, onde ligagoes
covalentes de DNA sao formadas entre as fitas de DNA.  Reparo de mau pareamento diz respeito a uma forma de reparo de DNA que corrige erros ocasionados pela formagao de
um par de bases com nucleotideos nao complementares. " Reparo por excisao de nucleotideo é utilizada para corrigir lesées que distorcem a hélice. * Hipermutagao somatica e
recombinagao VDJ sao mecanismos utilizados em células B para diversificar as sequéncias de imunoglobulinas.

para os membros das familias X e Y. A DNA-polimerase 1 (iota), por exemplo, pode apre-
sentar uma taxa de erro mais de 20 mil vezes superior a apresentada pela polimerase .

A alta taxa de erro apresentada por algumas polimerases é tolerada em funcao de
sua atuagdo no processo de reparo de DNA, sendo utilizadas apenas para sintetizar
pequenos fragmentos deste. Em outros casos, elevadas taxas de erro podem ser van-
tajosas. Por exemplo, DNA-polimerases de baixa fidelidade podem continuar a sintese
de uma nova fita de DNA mesmo quando o molde estd danificado (sintese translesao),
bem como contribuir para a geragao de variabilidade em imunoglobulinas (p. ex., pela
introducao de vdrias trocas de bases nas sequéncias codificantes) e, deste modo, auxi-
liar no reconhecimento de diversos antigenos exdgenos pelo sistema imune.

Muitos virus apresentam genomas de RNA

O DNA é o material hereditdrio em todas as células da atualidade e normalmente pen-
sa-se no genoma como o termo coletivo para as diferentes moléculas hereditdrias de
DNA em um organismo ou célula. No entanto, muitos virus apresentam um genoma
de RNA. Essas moléculas de RNA podem sofrer autorreplicagao, embora o grupo 2’
OH em seus residuos de ribose tornem as ligagoes acticar-fosfato quimicamente mais
instaveis. Em contrapartida, no DNA, os residuos de desoxirribose carregam apenas
dtomos de hidrogénio na posicdo 2’, tornando o DNA um portador mais estdvel para a
informacao genética.

Os virus desenvolveram vdrias estratégias diferentes para infectar e subverter as cé-
lulas, de modo que seus genomas apresentam uma extraordindria diversidade quando
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TABELA 1.4

Genomas de DNA
ssDNA (fita simples)

dsDNA (dupla-fita)

Genomas de RNA

ssRNA (fita simples)

dsRNA (dupla-fita)

Simples linear

alguns virus

alguns virus; raras
bactérias (p. ex.,
Borrelia)

alguns virus

poucos virus

Diferentes classes de genoma

Multiplo linear

virus com ssDNA
segmentado

virus com dsDNA
segmentado; nicleos
eucarioticos

virus com ssRNA

Simples circular

alguns virus

mitocondria;
cloroplastos; muitas
bactérias e arqueias

raros virus

Multiplo circular

virus multipartidos;
algumas bactérias

Misto (linear +
circular)

raras bactérias, (p.
ex., Agrobacterium
tumefaciens)

segmentado

virus com dsRNA - - -
segmentado

Ver Figura 1.12 para exemplos de genomas virais e explicagdes sobre virus segmentados e multipartidos.

comparados aos genomas celulares (Tabela 1.4 e Figura 1.12). Como a replica¢ao do RNA
apresenta uma taxa de erro muito maior do que a replicagdo do DNA, genomas de RNA
viral apresentam um maior aciimulo mutacional do que genomas de DNA. Embora geno-
mas de RNA viral sejam normalmente pequenos, a elevada taxa de mutagao permite uma
adaptagao mais rdpida a mudangas nas condigdes ambientais. Virus de RNA geralmente
replicam no citoplasma, enquanto virus de DNA geralmente replicam no niicleo.

Os retrovirus sdo virus de RNA incomuns, tanto por replicarem no niicleo como por
utilizarem um intermediério de DNA. O genoma de RNA fita simples é convertido em um
cDNA fita simples utilizando a transcriptase reversa viral. A DNA-polimerase da propria
célula hospedeira é entao utilizada para converter o cDNA viral em um DNA dupla-fita,
o qual é posteriormente inserido no DNA cromossomal da célula hospedeira com auxilio
de outras proteinas virais. Este DNA viral pode permanecer inativo por longos periodos ou
ser utilizado para sintetizar novos genomas de RNA viral, os quais sdo empacotados em
novas particulas infecciosas.

1.3 TRANSCRICAO DO RNA E EXPRESSAO GENICA

Além de seu envolvimento geral no armazenamento e na transmissao da informagéo ge-
nética, bem como no suporte as fungdes cromossdmicas, o DNA ainda pode apresentar
fungdes especificas em cada célula. Isso é possivel porque o DNA contém sequéncias que
podem ser utilizadas para produzir RNA e polipeptideos de formas distintas de uma célula
para outra. Genes sio segmentos de DNA distribuidos em intervalos irregulares ao longo
da sequéncia de DNA e que servem como molde para a produgio de sequéncias de RNA
complementar (transcri¢do). O transcrito inicial de RNA deve ser submetido a uma série
de etapas de maturagao que resultam em um RNA maduro. Este pode ser um RNA nio
codificante funcional ou um RNA mensageiro, que por sua vez servird como molde para a
produgio de polipeptideos. Alguns dos produtos génicos sao necessdrios para essencial-
mente todas as células, envolvidos em uma variedade de processos celulares vitais (tais
como replicagdo do DNA e sintese de proteinas). Contudo, outros RNAs e proteinas sio
produzidos em apenas algumas células, podendo até mesmo ser especificos de uma tinica
célula (em alguns casos excepcionais, como em linfocitos B e T).

A composicao de DNA dos diferentes tipos celulares em organismos multicelulares é
essencialmente idéntica. A variagao entre células ocorre em funcio de diferengas na ex-
pressdo génica, primariamente no nivel da transcricdo: diferentes genes sdo transcritos
em diferentes células, de acordo com as necessidades de cada célula. Alguns genes, co-
nhecidos como genes “domésticos” (housekeeping genes) precisam ser expressos essen-
cialmente em todas as células, enquanto outros genes apresentam um perfil de expressao
tecido-especifico ou sdio expressos em periodos especificos (p. ex., em estagios especificos
do desenvolvimento ou do ciclo celular).

Normalmente, apenas uma das duas fitas do diiplice de DNA serve como molde
para a sintese de RNA. Durante a transcri¢do, a RNA-polimerase se liga ao DNA dupla-
-fita, 0 qual é entao desenrolado. Isso permite que a fita de DNA que servird come molde
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para a sintese de RNA forme temporariamente um hibrido de RNA-DNA com a cadeia
nascente de RNA.
O transcrito de RNA é complementar a fita molde do DNA, apresentando a mesma
orientagdo 5" — 3’ e a mesma sequéncia de bases (exceto que U substitui o T) da fita de
DNA oposta, que ndo serviu como molde. Esta fita que nio serviu como molde é frequen-
temente chamada de fita senso, e a fita molde é frequentemente chamada de fita antis-
senso (Figura 1.13).
Quando se armazenam sequéncias génicas, é comum apresentar apenas a sequén-
cia de DNA da fita senso. A orientagao das sequéncias relativas a um dado gene também
se refere normalmente a fita senso. Por exemplo, a extremidade 5’ de um gene se refere
as sequéncias na extremidade 5’ da fita senso, e sequéncias a montante (upstream) ou a
jusante (downstream) flanqueiam o gene em suas extremidades 5’ e 3’, respectivamente,
com relagdo a fita senso. Para que a transcrigdo proceda de forma eficiente, vdrias protei-

fita senso

P o .aY o405 0.5 & 8
oo ol sl a5

fita molde (antissenso)

Figura 1.12 A extraordinaria variedade
dos genomas virais. (A) Ndmero de

fitas e topologia. Em genomas virais de
fita simples, o RNA utilizado para produzir
produtos proteicos pode apresentar a
mesma orientacao apresentada pelo
genoma, sendo dito genoma de polaridade
positiva (+), ou apresentar orientagao
oposta ao genoma (antissenso), sendo,
neste caso, referido como um genoma de
polaridade negativa (—). Alguns virus de
RNA fita simples (+) (p. ex., retrovirus)
utilizam um intermediario de DNA e alguns
virus de DNA dupla-fita utilizam uma

forma de RNA replicativo (p. ex., virus da
hepatite B). (B) Genomas segmentados e
multipartidos. Genomas segmentados sao
aqueles nos quais 0 genoma se apresenta
dividido em mdiltiplas moléculas de acido
nucleico, cada uma especificando um RNA
capaz de produzir um Unico polipeptideo.
Por exemplo, o genoma de um virus
influenza apresenta-se dividido em oito
moléculas diferentes de RNA fita simples
com polaridade negativa. Em alguns
genomas segmentados, cada uma das
diferentes moléculas é empacotada em
um compartimento separado (capsideo).
Tais genomas sao descritos como genomas
multipartidos, conforme ilustrado aqui pelo
genoma bipartido do geminivirus.

Figura 1.13 O RNA transcrito é
complementar a uma das fitas de

DNA. A sequéncia de nucleotideos do RNA
transcrito € normalmente idéntica aquela
da fita senso, exceto que U substitui T, e é
complementar a sequéncia da fita molde. O
nucleotideo da extremidade 5' do transcrito
de RNA primario carrega um grupo 5’
trifosfato que pode sofrer modificacoes
posteriormente; a extremidade 3" apresenta
um grupo hidroxila livre.
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nas (fatores de transcricao) devem se ligar a elementos particulares da sequéncia de DNA
(coletivamente chamados de promotores), os quais sao com frequéncia localizados na
vizinhanga a montante dos genes. Os fatores de transcri¢do ligados a um promotor servem
para posicionar e guiar a RNA-polimerase.

As RNA-polimerases sintetizam RNA a partir de quatro precursores: ATP, CTP, GTP e
UTP. A elongacao envolve a adi¢do do residuo apropriado de ribonucleosideo monofosfa-
to (AMP, CMP, GMP ou UMP) ao grupo 3' OH livre na extremidade da cadeia nascente de
RNA. Esses nucleotideos sdo gerados pela remogéo de um residuo de pirofosfato (PP;) do
respectivo ribonucleosideo trifosfato (rNTP) precursor. Apenas o nucleotideo iniciador, na
extremidade 5’ do transcrito primdrio, carrega um grupo 5’ trifosfato.

A maioria dos genes é expresso para produzir polipeptideos

A maioria dos genes eucaridticos é expressa para produzir polipeptideos utilizando a
RNA-polimerase 11, uma das trés RNA-polimerases (Tabela 1.5). Nenhuma das trés RNA-
-polimerases pode iniciar a transcri¢do sozinha: elas precisam ser auxiliadas por fatores
regulatérios. Um elemento regulatdrio crucial é o promotor, uma colegio de pequenos
elementos na sequéncia de DNA, que se encontram agrupados na vizinhanga do gene.
Promotores sao reconhecidos e ligados por fatores de transcrigao, os quais irdo guiar e ati-
var a polimerase. Fatores de transcrigiio sdo ditos ativos em frans (trans-acting) por serem
produzidos por genes remotos e precisarem migrar até seus sitios de agdo. Por outro lado,
sequéncias promotoras sdo ativas em cis (cis-acting) por estarem localizadas na mesma
molécula de DNA dos genes que elas regulam.

Promotores reconhecidos pela RNA-polimerase II em geral incluem os elementos a
seguir:

s TATA box. Este elemento frequentemente apresenta a sequéncia TATAAA, ou uma
variagio desta, sendo encontrado a cerca de 25 pares de bases (pb) a montante (ups-
tream) do sitio de transcrigdo inicial (referido como —25; Figura 1.14A). Normal-
mente ocorre em genes que sdo ativamente transcritos pela RNA-polimerase II ape-
nas em um estagio especifico do ciclo celular (p. ex., genes de histona) ou em tipos
celulares especificos (p. ex., gene da B-globina). Uma mutagéo no sitio TATA boxndo
impede a iniciagdo da transcri¢@o, mas provoca que a transcri¢ao inicie em uma lo-
caliza¢do incorreta.

« GC box. Apresenta uma variante da sequéncia GGGCGG e ocorre em uma varie-
dade de genes, muitos dos quais nao apresentam o sitio TATA box. Este € o caso
dos genes “domésticos” que realizam a mesma fungéo em todas as células (como
aqueles que codificam as polimerases, histonas e proteinas ribossémicas). Embora
a sequéncia do sitio GC box seja assimétrica, ela parece funcionar em ambas as di-
recoes (Figura 1.14B).

o CAAT box. Este elemento frequentemente se localiza na posicao —80, sendo muitas
vezes 0 mais forte determinante da eficiéncia do promotor. Assim como o sitio GC
box, ele funciona em ambas as diregoes.

Para um gene ser transcrito pela RNA-polimerase II ele precisa primeiro ser ligado
por fatores de transcrigao gerais para formar um complexo de pré-iniciagdo. Os fatores de
transcri¢ao gerais requeridos pela DNA-polimerase II incluem TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,

TABELA 1.5 As trés classes de RNA-polimerases eucaridticas

RNA-polimerase RNA sintetizado Notas

| 28S rRNA?, 18S rRNA®, 5,8S rRNA" localizado no nticleo; a RNA-polimerase | produz um Unico transcrito primario (458
rRNA), o qual é clivado para gerar as trés classes de rRNA listadas aqui

I mRNA®, miRNA®, a maioria dos snRNAs® e os transcritos da RNA-polimerase |l sao especiais por serem sujeitos a

SNoRNAs® incorporacao do cap (capping) e da poliadenilacao

1l 5S rRNA?, tRNA', U6 snRNA?, 7SL RNA", para alguns genes transcritos pela RNA-polimerase |l o promotor € interno ao gene
varios outros pequenos RNAs nao (p. ex., 5S rRNA, tRNA, 7SL RNA); para outros, é localizado a montante do gene
codificantes (ver Figura 1.15)

"RNA ribossémico. "RNA mensageiro. “Micro RNA. “Pequenos RNAs nucleares. ‘Pequenos RNAs nucleolares. 'RNA transportador. ®U6 snRNA é um componente do spliceossomo, um
complexo RNA-proteina que remove sequéncias ndo codificantes indesejadas de transcritos de RNA recém-formados. "7SL RNA forma parte da particula de reconhecimento de
sinal, a qual apresenta um importante papel no transporte de proteinas recém-sintetizadas.
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TFIIF e TFIIH. Estes fatores de transcri¢ao podem ainda ser formados por varios subcom-
ponentes. Por exemplo, TFIID ¢ constituido pela proteina de ligacao ao TATA box, a TBP
(do inglés TATA-box-binding protein, também encontrada em associagdo com as RNA-po-
limerases I e I1I), mais uma série de fatores associados a TBP (proteinas TAF). O complexo
necessario para que uma RNA-polimerase inicie a transcrigio é conhecido como apara-
to basal de transcrigéo, sendo constituido pela polimerase em associagao com todos os
seus fatores de transcrido gerais.

Além desses fatores de transcricdo requeridos pela DNA-polimerase I1, elementos
especificos sdo reconhecidos por fatores de transcricao tecido-especificos. Por exemplo,
um acentuador (enhancer) é um conjunto de elementos curtos, ativos em cis, que podem
aumentar a atividade transcricional de um gene eucariotico especifico. Diferente do pro-
motor, que apresenta uma posic¢ao relativamente constante com relagao ao sitio de inicio
da transcricao, acentuadores sao localizados a distancias varidveis de seus sitios transcri-
cionais. Além disso, sua fun¢ao independe de sua orientagao. No entanto, acentuadores
também se ligam a proteinas regulatdrias. O DNA entre o promotor e os sitios acentua-
dores se afasta formando uma alga, o que aproxima essas duas sequéncias, permitindo
que proteinas ligadas ao acentuador interajam com os fatores de transcri¢io ligados ao
promotor (ou 8 RNA-polimerase).

Um silenciador apresenta propriedades similares ao acentuador, mas em vez de au-
mentar, inibe a atividade transcricional de um gene especifico.

Diferentes conjuntos de RNA sao transcritos pelas trés
RNA-polimerases eucarioticas

Genes que codificam polipeptideos sao sempre transcritos pela RNA-polimerase II. No
entanto, genes que produzem RNAs nao codificantes podem ser transcritos pelas polime-
rases I, Il ou III, dependendo do tipo de RNA (ver Tabela 1.5). A RNA-polimerase [ apresen-
ta um comportamento incomum, visto que se dedica a transcricdo de uma tinica unidade
transcricional, gerando um transcrito grande que é posteriormente processado para origi-
nar trés tipos de RNAs ribossomais (ver a seguir).

A RNA-polimerase II sintetiza vdrios tipos de pequenos RNAs néo codificantes, além
dos mRNAs. Eles incluem muitos tipos de pequenos RNAs nucleares (snRNA) e de pe-
quenos RNAs nucleolares (snoRNA), os quais estdo envolvidos em diferentes eventos de
processamento de RNAs. Além disso, a RNA-polimerase II sintetiza muitos micro RNAs
(miRNAs), os quais podem apresentar padrio de expressao tecido-especifico e regular a
expressao de importantes conjuntos de genes-alvo.

A RNA-polimerase III transcreve uma variedade de pequenos RNAs nao codificantes
que sdo tipicamente expressos em todas as células, incluindo as diferentes espécies de
RNA transportador (tRNA), o RNA ribossomal (rRNA) 5 e alguns snRNAs. Os genes para
tRNAs e rRNAs 5S apresentam uma organizagao incomum, onde o promotor se localiza no
interior da sequéncia transcrita (Figura 1.15).

Promotores internos sdo possiveis uma vez que a funcao de um promotor é simples-
mente atrair fatores de transcri¢do que irdo guiar a RNA-polimerase ao sitio correto de
inicio da transcrigao. Uma vez que a polimerase esteja posicionada e pronta para iniciar
a transcri¢ao, quaisquer fatores de transcrigao ligados a jusante do promotor serdo remo-
vidos da fita molde. Como exemplo, a transcri¢do de um gene de tRNA inicia com os se-
guintes passos:

o TFIIIC (inglés para “fator de transcrigdo para a polimerase I11C") se liga aos quadros A
e B do promotor interno de um gene de tRNA (ver Figura 1.15).

« Aligacao do TFIIIC direciona a ligacdo de outro fator de transcrigao, TFIIIB, para uma
posicao a montante do sitio de inicio da transcri¢do; TFIIIC nao é mais necessdrio,
tendo suas unidades removidas do promotor interno.

o TFIIIB guia a RNA-polimerase III para se ligar ao sitio de inicio da transcrigao.

Figura 1.14 Promotores para dois
genes eucaridticos que codificam
polipeptideos. Genes que cadificam
polipeptideos sao transcritos pela
RNA-polimerase Il. Os promotores sao
definidos por sequéncias curtas localizadas
em sitios a montante do sitio de inicio da
transcricao (+1). (A) O promotor do gene
da [3-globina inclui elementos TATA box
(laranja), CAAT box (roxo) e GC box (azul).
(B) O gene do receptor de glicocorticoide
& incomum, apresentando 13 elementos
GC box a montante de sua sequéncia: 10
na orientacao normal e 3 em orientagao
inversa (orientacoes alternativas para os
elementos GC box sao indicadas pela
direcao das pontas de seta).
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Figura 1.15 Elementos promotores
em trés genes transcritos pela
RNA-polimerase lll. (A) Genes de tRNA
apresentam um promotor interno que
consiste em um quadro A (localizade no
brago D do tRNA,; ver Figura 1.9B) e um
quadro B que € comumente encontrado
no braco T'WC. (B) O promotor do gene
de rRNA 5S de Xenopus apresenta trés
componentes: um quadro A (+50 a +60),
um elemento intermediario (IE; +67 a
+72), e o quadro C (+80 a +90). (C)

0 gene humano de snRNA U6 apresenta
um promotor externo, constituido por trés
componentes. Um elemento distal (DSE,
do inglés distal sequence element; —240
a —215) acentua a transcri¢ao e atua
em conjunto com um promotor composto
de um elemento proximal (PSE, do inglés
proximal sequence element; —65 a —48)
e um TATA box (—32 a —25). As flechas
indicam a posicao +1.

Figura 1.16 0O processo de splicing

do RNA. Neste exemplo, o gene contém
trés éxons e dois introns. (B) O transcrito
primario de RNA é uma cdpia continua

do gene e contém sequéncias transcritas

a partir dos éxons (E1, E2 e E3) e dos
introns. (C) O transcrito primério € clivado
nas regioes correspondentes aos limites
éxon-intron (jungdes de splicing). As porgoes
referentes aos introns, na copia de RNA, sao
removidas e descartadas. (D) As copias de
RNA dos éxons sdo mantidas e finalmente
unidas, mantendo a mesma ordem linear da
sequéncia de DNA gendmico.
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1.4 PROCESSAMENTO DE RNA

Os transcritos de RNA da maioria dos genes eucaridticos sdo submetidos a uma série de
reacoes de processamento para produzir um mRNA maduro ou um RNA ndo codificante.

0 splicing do RNA remove sequéncias indesejadas dos
transcritos primarios

Para a maioria dos genes de vertebrados - quase todos os genes codificadores de proteina
e alguns genes de RNA -, apenas uma pequena por¢do da sequéncia génica é por fim de-
codificada para gerar um produto final. Nestes casos, as instrugdes genéticas para produ-
zir um mRNA ou um RNA maduro néo codificante ocorrem em segmentos denominados
éxons. Esses segmentos sdo separados por sequéncias intervenientes denominadas in-
trons, que ndo contribuem com informacao genética para o produto final.

A transcrigdo de um gene produz inicialmente um transcrito primdrio de RNA que é
complementar ao comprimento total do gene, incluindo tanto introns como éxons. Esse
transcrito primdrio sofre entao o processo denominado splicing do RNA, que se caracte-
riza por uma série de reagdes, por meio das quais os segmentos intrénicos sdo removidos
e descartados, enquanto os segmentos de éxons remanescentes sdo encadeados em uma
Unica sequéncia curta de RNA (Figura 1.16).

O splicing do RNA requer o reconhecimento de sequéncias nucleotidicas no limite
dos éxons e introns (jungdes de splicing). Os dinucleotideos nas extremidades dos introns
sdo altamente conservados: a grande maioria dos introns inicia com GT (que se torna GU
no RNA intréinico) e termina com AG (regra GT-AG).

Embora os dinucleotideos conservados GT e AG sejam cruciais para o splicing, eles
nao sao suficientes para marcar os limites de um intron. As sequéncias nucleotidicas
imediatamente adjacentes a eles também sdo altamente conservadas, constituindo as
sequéncias consenso das jungoes de splicing (Figura 1.17). Uma terceira sequéncia in-
tronica conservada que também é importante para o splicing é conhecida como sitio de
bifurcacéo (branch site) e se localiza normalmente a até 40 nucleotideos a montante do

(A) unidade transcricional
I ]
éxon 1 intron 1 éxon 2 intron 2 éxon 3
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produzindo um RNA maduro
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terminal 5" AG dos introns (ver Figura 1.17). Outras sequéncias exonicas e intrénicas po-
dem promover o splicing (sequéncias acentuadoras de splicing) ou inibi-lo (sequéncias
silenciadoras de splicing), e mutagoes nessas sequéncias podem causar doengas.

Os passos essenciais ao splicing sao os seguintes:

= Ataque nucleofilico do nucleotideo terminal 5" G pelo A invariante da sequéncia con-
senso do sitio de bifurcagao, formando uma estrutura em forma de lago.

» Clivagem da juncao de splicing no sitio doador de encadeamento.

« Ataque nucleofilico pela extremidade 3’ do éxon a montante do sitio aceptor de spli-
cing, levando a clivagem e a liberacao de um RNA intrénico em forma de lago, e 0
splicing de dois segmentos de RNA (Figura 1.18).

Para genes que residem no ntcleo eucariético, o splicing do RNA é mediado por um
grande complexo RNA-proteina, denominado spliceossomo. Spliceossomos apresentam
cinco tipos de snRNA (pequenos RNAs nucleares) e mais de 50 proteinas. As moléculas de
snRNA associam-se a proteinas para formar pequenas particulas de ribonucleoproteinas
nucleares (snRNP ou snurp). A especificidade da reagio de encadeamento é estabelecida
pelo pareamento de bases entre o transcrito de RNA a ser encadeado e as moléculas de
snRNA do spliceossomo. Existem dois tipos de spliceossomo:

« O spliceassomo principal (GU-AG) processa transcritos correspondentes aos introns
classicos GT-AG. Ele contém cinco tipos de snRNA. Os snRNAs U1 e U2 reconhecem
e se ligam ao sitio doador de splicing e ao sitio de bifurcagéo, respectivamente. Os
snRNAs U4, U5 e U6 ligam-se posteriormente, induzindo o RNA intrénico a se protrair
na forma de uma alga.

o O spliceossomo secunddrio (AU-AC) processa transcritos correspondentes a raros in-
trons AU-AC. Ele também apresenta cinco snRNAs mas utiliza U11 e U12 em vez de
Ul e U2, além de apresentar variantes dos snRNAs U4 e U6.

Uma vez que o spliceossomo reconhece um sitio doador, ele percorre a sequéncia
de RNA até encontrar o préximo sitio aceptor de splicing (sinalizado como um alvo pela
presenca a montante da sequéncia consenso do sitio de bifurcagéo).

Nucleotideos especializados sao adicionados ao final da maioria
dos transcritos de RNA-polimerase Il

Adicionalmente ao splicing do RNA, as extremidades dos transcritos de RNA-polimerase 11
sofrem modificagoes. A extremidade 5’ é protegida pela adicao de uma estrutura referida
como cap, tratando-se basicamente de uma variante de guanina com uma ligagao fosfodi-
éster incomum. Além disso, uma longa sequéncia de adeninas é adicionada a extremida-
de 3' dos transcritos. Essas modificagoes servem tanto para proteger essas extremidades
frente a acdo de exonucleases celulares como para auxiliar no correto funcionamento dos
transcritos de RNA.

Capeamento 5’

Logo apds o inicio da sintese do transcrito primario de RNA que se tornard um mRNA, um
nucleosideo metilado (7-metilguanosina, m’G) é ligado por uma ligacio 5'-5' fosfodiéster

Figura 1.18 Os mecanismos do encadeamento de RNA. (A) Transcrito primario

de RNA nao processado, contendo RNA intrénico entre as sequéncias E1 e E2 que
correspondem aos éxons do DNA. O mecanismo de splicing envolve um ataque
nucleofilico no G do dinucleotideo 5’ GU. Isso é realizado pelo grupo 2’ OH da alanina
conservada no sitio de bifurcagao, resultando na formagéo de uma estrutura em forma
de lago (B) e na clivagem do sitio doador de splicing. O grupo 3’ OH na extremidade 3’
da sequéncia E1 realiza um ataque nucleofilico no sitio aceptor, causando a liberagao do
RNA intronico (como uma estrutura em forma de lago) e (C) a fusdo (splicing) de E1 e E2.

Figura 1.17 Trés sequéncias consenso
apresentadas por introns de eucariotos
complexos. A maioria dos introns em
genes eucariéticos contém sequéncias
conservadas que correspondem a trés
regioes funcionalmente importantes.

Duas destas regides, sitio doador

de encadeamento e sitio aceptor de
encadeamento, demarcam os limites 3' e
5’ dos introns. O sitio de bifurcagao (branch
site) € uma regiao adicional importante
que ocorre tipicamente a menos de 20
nucleotideos a montante do sitio aceptor
de encadeamento. Os nucleotideos
apresentados em vermelho nestas trés
sequéncias consenso sao praticamente
invariantes. Os demais nucleotideos
apresentados tanto no intron como nos
€xons $ao 0s mais comumente encontrados
em cada posi¢ao. Em alguns casos,

dois nucleotideos podem ser igualmente
frequentes, comonocasodoCedoT
proximos a extremidade 3’ do intron. O “N”
indica a ocorréncia de qualquer um dos
quatro nucleotideos.
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sitio doador
de splicing

El

5[ GU

(B)

E1 o
5 I GU :

(€)

sitio de
bifurcagao

U1 snRNP liga-se ao sitio
doador de splicing, e U2
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de bifurcagao
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de splicing
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snRNP U4/US/U6; o
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sitios doador e aceptor
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splicing de E1 e E2

ligagdo 5'-5'
trifosfato

Figura 1.19 Papel das pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) no
splicing do RNA. (A) Transcrito primario de RNA nao processado, como na Figura
1.18. (B) No spliceossomo, parte do snRNA U1 apresenta sequéncia complementar a
sequéncia consenso do sitio doador de splicing. Como resultado, o complexo sSnRNA
U1-proteina (snRNP U1) liga-se a jungao de splicing pelo pareamento de bases
RNA-RNA. O complexo snRNP U2, de modo similar, liga-se ao sitio de bifurcacao pelo
pareamento de bases RNA-RNA. A interacdo entre os sitios doador e aceptor de splicing
é estabilizada pela (C) ligagdo de uma particula multi-snRNF, a qual contém os snRNAs
U4, U5 e UB. 0 snRNP U5 liga-se simultaneamente a ambos os sitios de splicing
(doador e aceptor). A subsequente clivagem do complexo gerado libera a sequéncia
intronica e permite (D) que as sequéncias E1 e E2 sofram o splicing.

ao primeiro nucleotideo 5'. Esse processo é referido como capeamento (capping) da ex-
tremidade 5’ do transcrito (Figura 1.20); os caps dos transcritos de snRNA podem sofrer
uma modificagao adicional. O cap 5" pode apresentar varias fungoes:

« proteger o transcrito do ataque de exonucleases 5' — 3’ (moléculas de mRNA sem o
cap sdo rapidamente degradadas);

« facilitar o transporte dos mRNAs do niicleo para o citoplasma;

« facilitar o encadeamento do RNA;

« facilitar a ligagdo da subunidade 40S dos ribossomos citoplasmadticos ao mRNA du-
rante a tradugéo.

Poliadenilagao 3’

A transcrigdo por ambas as RNA-polimerases I e Il é interrompida apés o reconhecimento
de um sitio especifico de terminagao da transcrigdo. No entanto, as extremidades 3’ das
moléculas de mRNA sdo determinadas por uma reagao de clivagem pds-transcricional. A
sequéncia AAUAAA (as vezes AUUAAA) sinaliza a clivagem 3’ para a maioria dos transcri-
tos da polimerase II.

A clivagem ocorre em um sitio especifico, de 15 a 30 nucleotideos a jusante da se-
quéncia AAUAAA, embora o transcrito primdrio possa continuar por centenas e até mes-
mo por milhares de nucleotideos apds o ponto de clivagem. Subsequente a clivagem, a
enzima poli(A) polimerase adiciona sequencialmente residuos de adenilato (AMP) a ex-
tremidade 3’ (cerca de 200 no caso dos mRNAs de mamiferos). Essa rea¢ao de poliadeni-
lagdo (Figura 1.21) produz uma cauda poli(A), a qual se acredita estar envolvida com as
seguintes atividades:

« Auxilio no transporte do mRNA para o citoplasma.
« Estabilizacao de pelo menos algumas moléculas de mRNA no citoplasma.
« Aumento do reconhecimento do mRNA pela maquinaria ribossomica.

Genes de histona sao os tnicos a produzirem um mRNA que nao se torna poliadeni-
lado; a terminacao de sua transcrigdo, todavia, também envolve a clivagem 3’ do transcrito
primdrio.

Figura 1.20 0O cap 5’ do mRNA eucaridtico. Os companentes nucleotidicos em
rosa representam o residuo da extremidade 5’ original de um pré-mRNA eucaridtico.

0O transcrito primério de pré-mRNA inicia com um nucleotideo que contém uma purina
(Pu) e um grupo 5' trifosfato. No entanto, como o pré-mRNA sofre processamento, o
grupo fosfato terminal da extremidade 5’ é excisado com uma fosfatase, gerando um
grupo 5’ difosfato ao qual um nucleotideo especializado ¢ ligado de forma covalente,
formando uma estrutura referida como cap 5. Esta estrutura ird proteger o mRNA
frente ao ataque de exonucleases e auxiliar no inicio da tradugao. O nucleotideo do cap
(com a base representada em vermelho) & inicialmente formado quando um residuo
GTP é clivado para gerar uma guanosina monofosfato, que é entao adicionada ao
grupo difosfato da purina terminal original, por meio de uma ligagao 5'-5' trifosfato
(sombreado em péssego claro). Subsequentemente, o dtomo de nitrogénio nimero 7 da
nova extremidade 5’ G € metilado. Nos mRNAs sintetizados em células de vertebrados,
o carbono 2' da ribose de cada par de nucleotideos adjacentes (a purina terminal
original e o nucleotideo vizinho) também sao metilados, conforme ilustrado neste
exemplo. m’G, 7-metilguanosina; N, qualquer nucleotideo.
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Os transcritos de rRNA e tRNA sofrem um extenso processamento

Quatro classes de rRNA eucaridtico foram identificadas: 28S, 18S, 5,85 e 55 (S é o coeficien-
te de sedimentacao de Svedberg, uma medida da velocidade de sedimentagio de grandes
estruturas moleculares mediante ultracentrifigagio, correspondendo diretamente ao ta-
manho e a forma). O rRNA 18S é encontrado nas subunidades menores dos ribossomos,
enquanto os outros trés sao componentes das subunidades maiores. As células exigem
grandes quantidades de rRNA para realizar a sintese de proteinas e, assim sendo, vérios
genes sao dedicados a produzir rRNA no nucléolo (um compartimento visivelmente dis-
tinto do ntcleo).

Em células humanas um conjunto de aproximadamente 250 genes sintetizam rRNA
58 utilizando a RNA-polimerase 11, a qual também transcreve algumas outras espécies de
pequenos RNAs. Os rRNAs 288, 18S e 5,85 sao codificados por genes consecutivos em uma
unidade transcricional inica de 13 kb (Figura 1.22) que é transcrita pela RNA-polimerase
I. Uma unidade composta de um transcrito de 13 kb e um espacador adjacente nao trans-
crito, com 27 kb, é repetida sequencialmente entre 30 a 40 vezes nas regioes nucleolares

(A) espagador
intergénico
unidade transcricional de rDNA com 18 kb com 27 kb
I ] 1
espacador espacador
B 3 I\
185 5,858 28S
transcrigdo do DNA
(B) v
\
5 — i 3’ 455 RNA
clivagem do transcrito
primario (45S)
© W
\J
5' I 3" rRNA 41S
clivagem do rRNA
intermediario (41S)
Vv
(D)
) AL
; = , IRNA 20S
5' - - 8 ona 328
(E) N
3’45
5’3 5 ; 3

Figura 1.21 Poliadenilacao

da extremidade 3’ dos mRNAs
eucaridticos. (A, B) Conforme

avanga na transcrigao de um gene, a
RNA-polimerase carrega consigo dois
complexos multiproteicos necessarios para
a poliadenilacao: o fator de especificidade
de clivagem e poliadenilagao (CPSF,

do inglés cleavage and polyadenylation
specificity factor) e o fator de estimulagao
a clivagem (CStF, do inglés cleavage and
stimulation factor). Esses fatores cooperam
para identificar o sinal de poliadenilagao,

a jusante do codon de terminagao no
transcrito de RNA, bem como para cortar o
transcrito. O sinal de poliadenilacdo inclui
uma segquéncia AAUAAA, ou uma variante
desta, além de alguns sinais a jusante que
ainda permanecem pouco compreendidos.
(C) A clivagem normalmente ocorre cerca
de 15 a 30 nucleotideos a jusante do
elemento AAUAAA, (D) Residuos de AMP
sao subsequentemente adicionados por
uma poli(A) polimerase para formar uma
cauda poli(A).

Figura 1.22 As principais espécies
de rRNA sao sintetizadas por meio

da clivagem de um mesmo transcrito
primario. (A) Em células humanas, o0s
rRNAs 18S, 5,8S e 28S sao codificados por
uma Unica unidade transcricional com 13
kb de comprimento. Ela ocorre no interior
de repeticdes adjacentes (em tandem)
com cerca de 40 kb, as quais também
incluem um espacgador nao transcrito
(intergénico) com aproximadamente 27
kb. (B) A transcri¢ao pela RNA-polimerase
| produz um transcrito primario com 13

kb (rRNA 458S), o qual posteriormente
sofre uma complexa série de clivagens
pos-transcricionais. (C-E) Finalmente, as
moléculas individuais de rRNAs 185, 28S
e 5,8S sao liberadas. O rRNA 18S fara
parte da subunidade menor do ribossomo.
O rRNA 5,8S se liga a um segmento
complementar do rRNA 28S, e o complexo
resultante fara parte da subunidade

maior do ribossomo. Essa Ultima também
contém o rRNA 5S, o qual é codificado
separadamente por genes especificos
transcritos pela RNA-polimerase Il
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Figura 1.23 Transcricao e traducao do
gene da 3-globina humana. (A) O gene
da B-globina humana possui trés éxons
(E1-E3) e dois introns. A sequéncia 5'
terminal de E1 e a sequéncia 3’ terminal
de E3 sao nao codificantes (segoes

nao sombreadas). (B) Estas sequéncias
sao transcritas e, portanto, ocorrem

nas extremidades 5' e 3' (secoes nao
sombreadas) do mRNA de B-globina que
resulta do processamento de RNA. No
entanto, elas nao sao traduzidas e nao
especificam nenhuma parte do polipeptideo
precursor (C). Esta figura também ilustra
que alguns cédons podem ser especificados
por bases que estao separadas por um
intron. A arginina na posi¢ao 104 no
polipeptideo de B-globina é codificada
pelos Ultimos trés nucleotideos do éxon

2 (AGG). A arginina na posicao 30 é
codificada por um codon AGG cujas duas
primeiras bases se encontram nas Ultimas
duas posigoes do éxon 1 e cuja terceira
base se encontra na primeira posigao

do éxon 2. (D) Durante as modificagoes
pos-traducionais, o polipeptideo precursor
(com 147 aminoacidos) sofre clivagem
para remover seu residuo de metionina
N-terminal, gerando a proteina madura de
B-globina (com 146 residuos). Os simbolos
N e C representados nas imagens (C) e (D)
indicam, respectivamente, as extremidades
N-terminal e C-terminal.

organizadoras dos bragos curtos de cada um dos cinco cromossomos humanos acrocén-
tricos (13, 14, 15, 21 e 22). Estes cinco conjuntos de genes rRNA, cada um com cerca de 1,5
milhoes de bases (Mb), sdo algumas vezes referidos como DNA ribossomal (rDNA).

Além da sequéncia de reagoes de clivagem (ver Figura 1.22), o transcrito primdrio
de rRNA também sofre uma variedade de modificagdes base-especificas. Este extenso
processamento de RNA é conduzido por vdrios pequenos RNAs nucleolares distintos, 0s
quais sao codificados por cerca de 200 genes diferentes no genoma humano.

As moléculas maduras de tRNA também sofrem extensas modificagdes nas bases, e
cerca de 10% das bases de qualquer tRNA sao versdes modificadas de A, C, G ou U. Exem-
plos comuns de nucleosideos modificados incluem dihidrouridina, a qual apresenta hi-
drogénios extras nos carbonos 5 e 6; pseudouridina, um isdmero da uridina; inosina (gua-
nosina deaminada); e N,N'-dimetilguanosina.

1.5 TRADUGAO, PROCESSAMENTO POS-TRADUCIONAL E
ESTRUTURA PROTEICA

O mRNA produzido pelos genes no nicleo migra para o citoplasma, onde se liga aos ri-
bossomos e a outros componentes para iniciar a tradugao e a sintese polipeptidica. O RNA
mensageiro transcrito a partir de genes das mitocondrias e cloroplastos é traduzido em
ribossomos especificos dentro dessas organelas.

Apenas um segmento central da molécula de mRNA eucaridtica é traduzido para for-
mar um polipeptideo. As regides nio traduzidas flanqueadoras (5' UTR e 3’ UTR, do in-
glés untranslated region) sdo transcritas de sequéncias de éxons presentes nas extremida-
des 5' e 3' dos genes. Eles ajudam na ligacdo e na estabilizagao do mRNA nos ribossomos,
e promovem traducdes eficientes (Figura 1.23).

Os ribossomos sao grandes complexos RNA-proteina compostos por duas subuni-
dades. Nos eucariotos, ribossomos citoplasmaticos tém uma grande subunidade 60S e
uma menor subunidade 408S. A subunidade 60S contém trés tipos de moléculas de rRNA:
rRNA 28S, rRNA 5,8 e rRNA 55, bem como cerca de 50 proteinas ribossomais. A subuni-
dade 40S contém um tinico rRNA 18S e mais de 30 proteinas ribossomais. Os ribossomos
fornecem a maquinaria necessdria para a sintese polipeptidica. Os RNAs que compdem
esse complexo sdo predominantemente responsaveis pela fungao catalitica dos ribosso-
mos; as protefnas que compoem esse complexo parecem aumentar a fun¢ao das molé-
culas de rRNA, embora um surpreendente nimero delas ndo pareca ser essencial para
a fungao do ribossomo.

0 mRNA é decodificado para polipeptideos especificos

A montagem de um novo polipeptideo a partir de seus aminodcidos constituintes é gover-
nada por um cé6digo genético em trincas (ou triplets). Em um mRNA no ribossomo, a se-
quéncia nucleotidica central utilizada para produzir o polipeptideo é percorrida no senti-
do 5’ — 3’ em grupos de 3 nucleotideos (cddons). Cada codon especifica um aminodcido,
e o processo de decodificagdo utiliza uma colecdo de diferentes moléculas de tRNA, cada
uma ligando-se a um tipo de aminodcido. Um complexo tRNA-aminodcido é conhecido
como um aminoacil tRNA, sendo formado quando uma aminoacil tRNA sintetase especi-
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fica liga covalentemente o aminodcido requerido ao terminal adenosina do trinucleotideo
conservado CCA, na extremidade 3" do tRNA.

Cada tRNA possui seu préprio anticédon, um trinucleotideo no centro do brago do
anticodon (ver Figura 1.9B), que fornece a especificidade necessdria para interpretar o
codigo genético. Para que um aminodcido seja adicionado a um polipeptideo crescente,
o cddon relevante da molécula mRNA precisa ser reconhecido pelo pareamento de bases
com o anticodon complementar na molécula apropriada de aminoacil tRNA. Esse proces-
so acontece no ribossomo. A subunidade menor do ribossomo liga-se ao mRNA, enquan-
to a subunidade maior apresenta dois sitios para a ligagao de aminoacil tRNAs, referidos
como sitio P (peptidil) e sitio A (aminoacil) (Figura 1.24).

O cap na extremidade 5’ da molécula de RNA mensageiro é importante para iniciar
a traducado. Ele é reconhecido por certas proteinas-chave que se ligam a subunidade me-
nor do ribossomo, de modo que esses fatores de iniciagao mantém o RNA na posigao. Na
iniciacdo da tradugdo dependente de cap, o ribossomo percorre a extremidade 5' UTR do
mRNA na diregdo 5’ — 3’ a fim de encontrar um cédon de iniciagdo compativel, um AUG
que é encontrado dentro da sequéncia consenso de Kozak 5'-GCCPuCCAUGG-3’ (onde

Figura 1.24 Durante a traducao,

o codigo genético € decifrado nos
ribossomos pelo reconhecimento
codon-anticédon. (A) A subunidade
maior do ribossomo (60S em eucariotos)
apresenta dois sitios para a ligacao de um
aminoacil tRNA (um RNA transportador com
um aminoacido anexado): o sitio P (peptidil)
e o sitio A (@aminoacil). A subunidade
menor do ribossomo (40S nos eucariotos)
se liga ao mRNA, o qual é percorrido

ao longo da regiao 5’ UTR em sentido

5' 3’ até que o codon de iniciagao seja
identificado, um AUG localizado no interior
de uma grande sequéncia conservada

(ver texto). Um tRNA"" carregando um
residuo de metionina liga-se ao sitio P
com seu anticodon “em registro” com o
cédon iniciador AUG. (B) O aminoacil tRNA
apropriado se liga ao sitio A por meio do
pareamento de bases entre seu anticédon
e o proximo cédon (neste caso, GGG,
especificando uma glicina). (C) O rRNA na
subunidade maior catalisa a formacao da
ligagao peptidica, resultando na liberagao
do tRNA que carregava a metionina e na
ligagao desta ultima a glicina anexada

ao tRNA que se encontra no sitio A. (D)

0O ribossomo se desloca ao longo do
mRNA de modo que o tRNA carregando o
dipeptideo Met-Gly passa a ocupar o sitio
P. O préximo aminoacil tRNA (neste caso,
carregando uma tirosina) se liga ao sitio
A, em preparagao para a formagao de
uma nova ligagao peptidica. O dtomo de
nitrogénio (N) do grupo amino, pertencente
ao aminoécido ligado ao tRNA no sitio A,
realiza um ataque nucleofilico ao atomo de
carbono do grupo carboxila, pertencente
ao aminoacido anexado ao tRNA, que se
encontra no sitio P
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Figura 1.25 O coédigo genético. Todos
0s 64 possiveis cddons do codigo genético
e o0 aminoacido especificado por cada um,
conforme leitura no sentide 5’ — 3’ da
sequéncia de mRNA. Interpretacoes dos 64
codons no codigo genético “universal” sao
apresentadas em branco, imediatamente a
direita dos cddons. Sessenta e um codons
especificam aminoéacidos. Trés cddons

de parada (UAA, UAG e UGA), também
referidos como codons de parada, nao
codificam aminoacido algum. O codigo
genético para o DNA mitocondrial (mtDNA)
obedece o codigo universal, com excegao
de algumas poucas variagoes. Por exemplo,
no codigo genético mitocondrial (em
humanos e véarias outras espécies) quatro

codons sao utilizados de forma distinta: UGA

codifica triptofano em vez de ser um codon
de parada, AUA codifica uma metionina e,
em vez de codificar uma arginina, AGA e
AGG sao codons de parada.

Pu representa uma purina). Os determinantes mais importantes sdo o G na posi¢ao +4
(imediatamente apds o AUG) e a purina (preferencialmente A) na posi¢iao —3 (3 nucleoti-
deos a montante do cédon AUG).

Quando um cédon de iniciagio compativel é identificado, um tRNAY iniciador car-
regando uma metionina se liga ao sitio P na subunidade maior do ribossomo. Isso ocorre
de modo que o anticédon do tRNA™ realize o pareamento de bases com o cédon inicia-
dor AUG no mRNA (ver Figura 1.24). Uma vez que isso tenha acontecido, a fase de leitura
transcricional é estabelecida e os cédons sdo interpretados como grupos sucessivos de
trés nucleotideos, continuando na diregdo 5" — 3’ a jusante do cédon de iniciagdo AUG.
Um aminoacil tRNA para o segundo cédon (um tRNA®Y para reconhecer o cédon GGG, no
exemplo da Figura 1.24) se liga ao sitio vizinho A na subunidade maior.

Uma vez que os sitios P e A estejam ocupados por aminoacil tRNAs, se acredita que o
maior rRNA presente na subunidade maior do ribossomo atue como uma peptidil trans-
ferase. Ela catalisa a formacao da ligacao peptidica por uma reacdo de condensacao entre
o grupo amino do aminodcido preso pelo tRNA no sitio A e o grupo carboxila da metio-
nina presa pelo tRNA™". Essa atividade resulta na liberacio da metionina iniciadora de
seu tRNA e na sua ligacéo ao segundo aminodcido, formando um dipeptideo (ver Figura
1.24). Uma vez liberado do aminodcido, o tRNA™ migra para fora do sitio P, enquanto seu
lugar é tomado pelo tRNA ligado ao dipeptideo que inicialmente ocupava o sitio A. O sitio
A liberado é agora preenchido por um aminoacil tRNA carregando um anticédon que é
complementar ao terceiro cédon. Uma nova ligagdo peptidica é formada para fazer um
tripeptideo, e assim sucessivamente.

Apés a iniciacdo da tradugio de um mRNA por um ribossomo, e sua movimentagao
ao longo do mRNA, outros ribossomos podem se ligar ao mesmo mRNA. As estruturas
polirribossémicas resultantes (polissomos) realizam muiltiplas copias de um polipeptideo
a partir da mesma molécula de mRNA. A elongacdo da cadeia polipeptidica ocorre até
que um cédon de terminac¢ao seja encontrado. Para mRNAs transcritos a partir de genes
nucleares, cédons de terminagio existem em trés variedades: UUA (ocre), UAG (Ambar) e
UGA (opala), mas existem algumas diferengas para mRNA mitocondrial conforme descri-
to na proxima segao.

Em resposta a um cddon de terminagdo, um fator de liberagao da proteina entra no
sitio A em vez de um aminoacil tRNA, sinalizando que o polipeptideo deve desligar-se do
ribossomo. O polipeptideo completo ird entdo sofrer um processamento que pode incluir
clivagem e modificacdo das cadeias laterais. Sua cadeia principal apresentard um grupo
amino livre em uma extremidade (extremidade N-terminal) e um grupo carboxila livre na
outra extremidade (extremidade C-terminal).

O codigo genético é degenerado e nao completamente universal

0 cédigo genético é um cédigo de trincas, havendo quatro bases possiveis para ocupar
cada uma das trés posi¢des em um codon. Existemn, portanto, 4* = 64 cédons possiveis, 0
que é mais do que suficiente para codificar os 20 principais tipos de aminodcido. O cédigo
genético é degenerado porque, em média, cada aminodcido é especificado por cerca de
trés codons diferentes. Alguns aminodcidos (como leucina, serina e arginina) chegam a
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igg Thr ggg Pro ggg Ala Sgg Ser
ACU ccu GCU ucu
AGA CGA GGA UGA ! Parada Trp
Rerada AGG| AE o ag G668 g UGG Tp
AGCI &y | CEC aac| ™Y uecl 58
AGU cau GGU uGu
Met AUAI lie CUA GUA UUAI b
AUGIMet  CUG| ..~ GUG|, ~ UUG
Aucl e cuc GUC UUCl Bha
AUU cuu GUU uuu
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ser especificados por até seis cddons, enquanto outros sdo menos representados (Figura
1.25). A degeneragao do cédigo genético geralmente envolve a terceira base do cédon.
Embora mais de 60 cddons possam especificar um aminodcido, o niimero de dife-

TABELA 1.6 Regras para o
pareamento de bases podem ser

relaxadas (wobble) na posicao 3 de

rentes moléculas citoplasmdticas de tRNA é um tanto quanto menor, e apenas 22 tipos de um codon
tRNA mitocondrial sao produzidos. A interpretagao para a existéncia de mais de 60 codons
e um nimero muito menor de tRNAs é possivel pois 0 pareamento de bases no RNA é mais Base na , Base reconhecida
flexivel do que no DNA. O pareamento de cédon e anticodon segue a regra normal A-U e sxtrenfld‘ade 2 n,a extn'ernldade
R i 5 . i . o anticodon no 3’ do codon no

G-C para as duas primeiras posigoes do cddon. No entanto, na terceira posicao existe certa tRNA mRNA
flexibilidade (base wobble), e o pareamento de bases G-U é permitido (Tabela 1.6). — —

O c6digo genético é o mesmo por meio de praticamente todas as formas de vida. A Bpeiaall
No entanto, mitocondrias e cloroplastos apresentam uma capacidade limitada para a c apenas G
sintese proteica, e durante a evolugio seu cddigo genético divergiu levemente daquele G (ou Iy CouU
utilizado nos ribossomos citoplasmaticos. A tradugdo de mRNAs codificados pelo na- U AouG

cleo continua até que um dos trés cddons de parada (stop codons) seja encontrado (UAA,
UAG ou UGA), mas nas mitocondrias de mamiferos existem quatro possibilidades (UAA, " Inosin (I} ¢ uma forma deaminada de guanosina.
UAG, AGA e AGQG).
O significado de um cddon também pode depender do contexto da sequéncia, ou
seja, da natureza da sequéncia de nucleotideos na qual ela estd contida. Dependendo das
sequéncias vizinhas, alguns cédons de alguns poucos tipos de mRNAs codificados pelo
nticleo podem ser interpretados de forma nao convencional. Por exemplo, em uma am-
pla variedade de células o cédon de parada UGA é alternativamente interpretado como
codificando uma seleno-cisteina em alguns mRNAs de genes nucleares, enquanto o UAG
pode, em alguns casos, ser interpretado como codificando uma glutamina.

Processamento pds-traducional: modificagoes quimicas de
aminoacidos e clivagem polipeptidica

Os produtos primdrios da tradugdo muitas vezes sofrem uma variedade de modificagoes
durante ou apés a tradugao. Grupos quimicos simples ou complexos sdo frequentemen-
te adicionados covalentemente as cadeias laterais de certos aminodcidos (Tabela 1.7).

Além disso, polipeptideos podem ocasionalmente ser clivados para gerar um ou mais
produtos polipeptidicos.

Adicao de carboidratos

Glicoproteinas possuem oligossacarideos covalentemente ligados as cadeias laterais de
certos aminodcidos. Poucas proteinas no citosol sdo glicosiladas (carregam um carboidra-
to). Caso sejamn, elas apresentam um tinico resfduo de agticar, N-acetil-glicosamina, ligado
auma serina ou a um residuo de treonina. No entanto, proteinas que sdo secretadas pelas
células, bem como aquelas transportadas para os lisossomos, para o aparelho de Golgi, ou

TABELA 1.7 Principais tipos de modificacao dos polipeptideos

Tipo de modificacao

(grupo adicionado) Aminodacido(s) alvo  Notas

Fosforilagao (PO, ") Tyr, Ser, Thr realizada por cinases especificas; pode ser revertida por fosfatases

Metilagao (CH,) Lys realizada por metilases; revertida por demetilases

Hidroxilacao (OH) Pro, Lys, Asp hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl) s@o particularmente comuns no colageno

Acetilagao (CH,CO) Lys realizada por uma acetilase; revertida por uma desacetilase

Carboxilagao (COOH) Glu realizada por uma ~y-carboxilase

N-glicosilagéo (carboidratos complexos) Asn’ ocorre inicialmente no reticulo endoplasmatico, com modificagoes posteriores
sendo realizadas no aparelho de Golgi

0O-glicosilagao (carboidratos complexos) Ser, Thr, Hyl” ocorre no aparelho de Golgi; menos comum que a N-glicosilacao

Glicosilfosfatidilinositol (glicolipideo) Asp® serve para ancorar proteinas a camada externa da membrana plasmatica

Miristoilagao (acido graxo C,,) Gly* serve como ancora @ membrana

Palmitoilagéo (acido graxo C,5) Cys® serve como ancora a membrana

Faresilacao (grupo prenil C,.) Cys® serve como ancora a membrana

Geranilgeranilagao (grupo prenil C,,) Cys’ serve como ancora a membrana

“Isso é especialmente comum quando asparagina (Asn) estéd presente na sequéncia Asn-X-(Ser/Thr), em que X € um aminodcido diferente de Pro. “Hidroxilisina. “Na extremidade
C-terminal do polipeptideo. “Na extremidade N-terminal do polipeptideo. “Para formar uma ligagao S-palmitoil.
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para a membrana plasmatica, sdo normalmente glicosiladas. Nestes casos, os residuos de
agticar sao montados como oligossacarideos antes de ser ligados a uma proteina.

Dois tipos principais de glicosilagao ocorrem. A N-glicosilagdo de carboidratos
ocorre pela liga¢ao de um grupo carboidrato ao 4tomo de nitrogénio de uma cadeia la-
teral de uma asparagina, enquanto a O-glicosilagao diz respeito a adigdo de um carboi-
drato ao 4tomo de oxigénio de um grupo OH da cadeia lateral de alguns aminodcidos
(ver Tabela 1.7).

Proteoglicanos sdo proteinas com glicosaminoglicanos anexos (polissacarideos), os
quais incluem unidades repetidas de dissacarideos contendo glucosamina ou galactosa-
mina. Os proteoglicanos mais bem caracterizados sao componentes da matriz extracelu-
lar, uma rede complexa de macromoléculas secretada por células (e rodeada por essas)
em tecidos ou em sistemas de cultivo.

Adigao de grupos lipidicos

Algumas proteinas, sobretudo proteinas de membrana, sao modificadas pela adigao de
grupos lipidicos acil ou prenil. Estes grupos adicionados servem como ancoras de mem-
brana, sequéncias hidrofébicas de aminodcidos que mantém a proteina recém-sinteti-
zada embebida na membrana plasmatica ou na membrana do reticulo endoplasmatico
(Tabela 1.8).

O ancoramento de uma protefna a camada externa da membrana plasmatica envol-
ve a ligagdo de um grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI). Este grupo glicolipidico contém
acidos graxos que servem como ancoras de membrana; ele estd ligado sucessivamente a
uma unidade de glicerofosfato, uma unidade de oligossacarideo e, finalmente - por meio
de uma unidade de fosfoetanolamina - 4 extremidade C-terminal da proteina. A proteina
inteira, com excecéo da dncora GPJ, se localiza no espago extracelular.

Clivagem poés-traducional

O produto primdrio da tradugdo pode sofrer clivagens internas para gerar um produto
maduro com tamanho menor. A metionina inicial é ocasionalmente clivada do produto
primdrio da tradugéo, conforme mecanismo descrito para a sintese da (3-globina (ver Fi-
gura 1.23 C, D). Clivagens ainda mais substanciais sdo observadas durante a maturagio de
vdrias proteinas, incluindo proteinas plasmaticas, hormoénios polipeptidicos, neuropepti-

TABELA 1.8 Niveis de estrutura proteica

Nivel Definicao Notas
Primaria a sequéncia linear de aminoacidos em um pode variar enormemente em comprimento, desde
----- F .+.w.——xw polipeptideo alguns poucos até milhares de aminoacidos
—Fam
ﬁ—n—n‘)
NV
Secundaria o caminho que a cadeia principal de um polipeptideo  varia ao longo do comprimento do polipeptideo;
- - segue em regioes locais da estrutura primaria elementos comuns da estrutura secundaria incluem
BV VRV O o i
) - as a-hélices e as folhas B-pregueadas
Terciaria a estrutura tridimensional geral de um polipeptideo pode assumir varias formas (p. ex., globular, em

gerada pela combinagéo de todas as estruturas
secundarias

a estrutura agregada de uma proteina multimérica
(contendo mais de uma subunidade, as quais podem
ser de mais de um tipo)

forma de bastao, tubo, alga, folha)

pode ser estabilizada por pontes dissulfeto entre
as subunidades ou pela ligacao de ligantes e outros
fatores
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deos e fatores de crescimento. Sequéncias sinalizadoras de clivagem sao frequentemen-
te utilizadas para marcar proteinas tanto para a exportagao como para o transporte para
uma localizacao intracelular especifica. Uma molécula de mRNA pode as vezes especificar
mais de um polipeptideo funcional, como resultado de clivagens pds-traducionais de um
precursor polipeptidico grande (Figura 1.26).

A complexa relacao entre a sequéncia de aminoacidos e a
estrutura da proteina

As proteinas podem ser compostas por um ou mais polipeptideos, cada um dos quais
pode ser submetido a modificagdes pds-traducionais. Interagdes entre a proteina e cada
um dos seguintes fatores podem alterar substancialmente a conformacao da proteina:

« Um cofator, tal como um cation bivalente (como Ca*, Fe**, Cu®' ou Zn*") ou
uma pequena molécula que é requerida para uma atividade enzimatica funcional
(como NAD™).

« Um ligante (qualquer molécula que a proteina ligue especificamente).

Quatro niveis distintos de organizagdo estrutural nas proteinas tém sido identificados
e definidos (ver Tabela 1.8).

Mesmo dentro de um tinico polipeptideo, existe um amplo escopo para as ligagoes de
hidrogénio entre os diferentes residuos de aminodcidos. Isso estabiliza as cargas polares
parciais ao longo da cadeia principal do polipeptideo, com profundos efeitos na forma
geral dessa proteina. No que diz respeito a conformagéo da proteina, as ligagoes de hidro-
génio mais significativas sdo aquelas que ocorrem entre o oxigénio do grupo carbonila de
uma ligagdo peptidica (C=0) e o hidrogénio de um grupo amino (NH) de outra ligacdo
peptidica. Diversos padroes estruturais fundamentais (motivos), estabilizados por liga-
¢oes de hidrogénio em um mesmo polipeptideo, tém sido identificados. Dentre estes, os
mais basicos sdo descritos a seguir.

A a-hélice

Refere-se a formagéo de um cilindro rigido que é estabilizado por ligagdes de hidrogénio
entre o oxigénio do grupo carbonila de uma ligagao peptidica e o dtomo de hidrogénio
do grupo amino de uma ligagao peptidica localizada a quatro aminodacidos de distancia
(Figura 1.27). As a-hélices frequentemente ocorrem em proteinas que executam funcées
celulares chaves (como fatores de transcri¢do, onde sdo representados nos dominios de

(A)
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1 63 110
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) (1 de RNA N
mRNA  m’Gppp >
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Figura 1.26 A sintese da insulina
envolve multiplas clivagens
pbs-traducionais de polipeptideos
precursores. (A) O gene da insulina
humana contém trés éxons e dois introns.
A sequéncia codificadora (a parte que

sera utilizada para fazer o polipeptideo) é
apresentada em azul escuro. Ela é confinada
a sequéncia 3’ do éxon 2 e a sequéncia 5'
do éxon 3. (B) O éxon 1 e a parte 5' do éxon
2 especificam a regido 5’ nao traduzida
(5" UTR), e a extremidade 3’ do éxon 3
especifica a regido 3' UTR. As UTRs sao
transcritas e, portanto, sao apresentadas
nas extremidades do mRNA. (C) O produto
primario da tradugao, a preproinsulina,
contém 110 residuos e é clivado para
gerar (D) uma sequéncia lider N-terminal
com 24 residuos (que é necessaria para

a proteina atravessar a membrana celular,
sendo posteriormente descartada) mais
um precursor proinsulina com 86 residuos.
(E) A proinsulina é clivada para gerar um
segmento central (o peptideo conector),

o qual pode manter a conformagao

das cadeias A e B da insulina, antes

da formacéao das pontes dissulfeto que
conectam essas cadeias (ver Figura 1.29).
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Figura 1.27 A estrutura de uma
w-hélice padrao e de uma «-hélice
anfipatica. (A) A estrutura de uma a-hélice
¢ estabilizada por ligagbes de hidrogénio
entre o oxigénio do grupo carbonila (C=0)
de cada ligacdo peptidica e o hidrogénio

do grupo amino da ligacao peptidica (NH)
do quarto aminoéacido adiante, resultando
em 3,6 residuos de aminoécido por volta
da hélice. As cadeias laterais de cada
aminoacido sao localizadas no lado externo
da hélice; praticamente néo existe espago
livre dentro dela. Note que apenas a cadeia
principal do polipeptideo é representada

e que algumas ligacoes foram omitidas

por questoes de clareza. (B) Uma a-hélice
anfipatica apresenta um empacotamento
mais intenso, com aminoacidos carregados
e aminoéacidos hidrofébicos localizados em
superficies opostas. Aqui € representada
uma visao final desta hélice: cinco residuos
de arginina carregados positivamente sao
agrupados em um lado da hélice, enquanto
o lado oposto apresenta uma série de
aminoacidos hidrofébicos (principalmente
Ala, Leu e Gly). As linhas dentro do circulo
indicam residuos vizinhos — a metionina
iniciadora (posicao 1) € conectada a uma
leucina (2), a qual é conectada a uma
arginina (3), que é adjacente a uma alanina
(4), e assim por diante.

Figura 1.28 A estrutura da folha
B-pregueada. Neste caso, ligagoes de
hidrogénio ocorrem entre o oxigénio da
carbonila (C=0) e o hidrogénio do grupo
amino em segmentos adjacentes de
folhas [B-pregueadas (A) paralelas e (B)
antiparalelas. [Adaptada de Lehninger AL,
Nelson DL & Cox MM (1993) Principles of
Biochemistry, 2nd ed. Com permisséo de
WH Freeman and Company.]

(GY] ' H

ligagcdo ao DNA). As a-hélices idénticas, com um arranjo repetido de cadeias laterais nao
polares, podem se enrolar para formar uma estrutura estavel referida como super-hélice.
As super-hélices ocorrem em muitas proteinas fibrosas, como o coldgeno da matriz extra-
celular, a proteina muscular tropomiosina, a a-queratina no cabelo e o fibrinogénio nos
codgulos sanguineos.

As folhas p-pregueadas

As folhas B-pregueadas também sdo estabilizadas por ligagdes de hidrogénio, mas, neste
caso, ocorrem entre ligagdes peptidicas opostas em segmentos paralelos ou antiparalelos
da mesma cadeia polipeptidica (Figura 1.28). As folhas B-pregueadas ocorrem - geral-
mente em conjunto com a-hélices - no centro da maioria das proteinas globulares.

A volta-p3

Ligacgoes de hidrogénio podem ocorrer entre aminoécidos que estdo ainda mais préoximos
uns dos outros em um polipeptideo. Quando isso acontece entre as ligagdes peptidicas do

(A) 8)
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grupo CO de um residuo de aminodcido e o grupo amino da ligacao peptidica de um re-
siduo de aminodacido trés posicoes adiante, resulta em uma volta- em forma de grampo.
Mudangas abruptas na orienta¢do de um polipeptideo impedem a formacgao de formas
globulares compactas. Essas voltas- podem conectar fitas paralelas ou antiparalelas nas
folhas 3-pregueadas.

Estruturas de ordem superior

Muitos outros motivos estruturais complexos, que consistem em combinacoes dos mao-
dulos estruturais anteriores, formam dominios de proteinas. Estes dominios sao cruciais
para a forma e para a estabilidade geral da proteina, representando unidades funcionais
envolvidas na ligacdo a outras moléculas. Outra determinante fundamental da estrutura
(e fungdo) de uma protefna é a ponte dissulfeto. Elas podem se formar entre 0s dtomos
de enxofre de um grupo sulfidrila (—SH) em dois aminodcidos que podem residir em uma
mesma cadeia polipeptidica ou em cadeias polipeptidicas distintas (Figura 1.29).

Em geral, a estrutura primdria de uma proteina determina o conjunto de estruturas
secunddrias que, combinadas, geram a estrutura tercidria da proteina. Motivos estruturais
secundérios podem ser preditos a partir de uma andlise da estrutura primadria, mas a es-
trutura tercidria completa ndo pode ser facilmente predita de forma acurada. Finalmente,
algumas protefnas formam complexos agregados de subunidades polipeptidicas, resul-
tando em um arranjo conhecido como estrutura quaterndria.
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