Como as células leem o
genoma: do DNA a proteina

Desde a descoberta da estrutura do DNA no inicio de 1950, os progressos em biologia
celular e molecular tém sido surpreendentes. Atualmente, sao conhecidas as sequéncias
gendmicas completas de milhares de organismos diferentes, o que nos revelou detalhes
fascinantes da sua bioquimica, bem como indicios importantes sobre a forma como es-
ses organismos evoluiram. Também foram determinadas as sequéncias completas do
genoma de milhares de seres humanos individuais, bem como de alguns de nossos pa-
rentes agora extintos, como os neandertais. O conhecimento da quantidade maxima de
informacao necessdria para que se produza um organismo complexo, como um ser hu-
mano, nos permite identificar os limites das caracteristicas bioquimicas e estruturais das
células e deixa claro que a biologia ndo é infinitamente complexa.

Como discutido no Capitulo 1, 0 DNA gendmico nao controla a sintese de proteinas
diretamente, mas utiliza o RNA como intermedidrio. Quando a célula requer uma proteina
especifica, a sequéncia de nucleotideos da regiao apropriada de uma molécula de DNA ex-
tremamente longa em um cromossomo é inicialmente copiada sob a forma de RNA (através
de um processo denominado transcri¢do). Sao essas copias de RNA de segmentos de DNA
que sdo utilizadas diretamente como moldes para promover a sintese da proteina (em um
processo denominado tradugdo). O fluxo da informacao genética nas células €é, portanto,
de DNA para RNA e deste para proteina (Figura 6-1). Todas as células, desde a bactéria até
os seres humanos, expressam sua informacao genética dessa maneira - um principio tdo
fundamental que é denominado dogma central da biologia molecular. Apesar da universa-
lidade do dogma central da biologia molecular, existem variagdes importantes em como a
informacéao flui do DNA para a proteina em certos organismos. A principal delas é que os
transcritos de RNA em células eucarioticas sdo submetidos a uma série de etapas de proces-
samento no nucleo, incluindo o splicing do RNA, antes que se permita sua saida do nticleo e
sua tradu¢ao em proteina. Como discutiremos neste capitulo, tais etapas de processamento
podem modificar substancialmente o “significado” de uma molécula de RNA e sao, portan-
to, cruciais para a compreensao de como as células eucariéticas leem o genoma.

Embora nosso enfoque neste capitulo seja a produgdo das proteinas codificadas
pelo genoma, veremos que, para diversos genes, o RNA é o produto final. Assim como as
proteinas, algumas dessas moléculas de RNA se enovelam em estruturas tridimensionais
precisas que desempenham funcdes estruturais e cataliticas na célula. Outras moléculas
de RNA, como discutiremos no préximo capitulo, atuam principalmente como regula-
dores da expressao génica. Mas as fungoes de diversas moléculas de RNA nao codifica-
dor ainda nao sao conhecidas.

Apesar de termos imaginado originalmente que a informacao presente nos geno-
mas estaria organizada de forma ordenada, de forma semelhante a um diciondrio ou
uma lista telefonica, o que se viu é que os genomas da maioria dos organismos multi-
celulares sao surpreendentemente desordenados, o que reflete as suas histérias evolu-
tivas cadticas. Os genes nesses organismos consistem principalmente de uma longa se-
quéncia de éxons curtos e introns longos que se alternam, como discutido no Capitulo 4
(ver Figura 4-15D). Além disso, os pequenos segmentos da sequéncia de DNA que codi-
ficam proteinas estao intercalados com grandes blocos de DNA aparentemente sem fun-
¢ao. Algumas regioes do genoma contém varios genes, e outras carecem inteiramente de
genes. Mesmo as proteinas que funcionam intimamente unidas na célula frequentemen-
te sdo codificadas por genes localizados em diferentes cromossomos, e genes adjacen-
tes codificam proteinas que apresentam pouca relaciao na célula. Portanto, decodificar
genomas nao é uma tarefa simples; mesmo com o auxilio de computadores potentes, é
dificil para os pesquisadores definir categoricamente o inicio e o fim dos genes, e ain-
da mais dificil é decifrar quando e onde cada gene serd expresso na vida do organismo.
Ainda assim, as células no nosso organismo executam essas funcoes automaticamente
milhares de vezes a cada segundo.
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Figura 6-1 A via do DNA a proteina.

O fluxo da informacao genética do DNA

ao RNA (transcricao) e do RNA a proteina
(traducao) ocorre em todas as células vivas.
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Figura 6-2 Representacao esquematica de uma pequena porcdo do cromossomo X humano. Como resumido na
legenda, os genes codificadores de proteinas conhecidos (comecando no Abcd7 e terminando no F8) séo mostrados em cinza
escuro, com as regides codificadoras (éxons) indicadas por barras que se estendem acima e abaixo da linha central. RNAs nao
codificadores, com funcdes conhecidas, sao indicados por losangos roxos. Tridangulos amarelos indicam as posicoes dentro das
regioes codificadoras de proteinas, onde as sequéncias do genoma Neanderthal codificam um aminoécido diferente daquele
encontrado no genoma humano. O trecho de tridngulos amarelos no gene Tktl1 parece ter sido positivamente selecionado des-
de a divergéncia entre Homo sapiens e neandertais, cerca de 200 mil anos atras. Observe que a maioria das proteinas é idéntica
entre nds e nosso parente extinto. O histograma azul indica o grau de conservacao de porcdes do genoma humano em relacdo
a outras espécies de vertebrados. E provavel que genes adicionais, atualmente no identificados, também se encontrem nessa
porcao do genoma humano.

Os genes nos quais uma mutacao provoca uma doenca humana hereditéria sao indicados por colchetes vermelhos.
O gene Abcd1, codifica uma proteina que importa acidos graxos para o peroxissomo; mutagoes nesse gene causam desmielini-
zacao dos nervos que pode resultar em perturbacoes cognitivas e distirbios do movimento. A incontinéncia pigmentar é uma
doenca que afeta a pele, os cabelos, as unhas, os dentes e os olhos. A hemofilia A é uma doenca hemorréagica causada por
mutagoes no gene do Fator VIII, que codifica uma proteina da cascata de coagulacao do sangue. Visto que os homens tém uma
Unica copia do cromossomo X, a maioria das condi¢bes aqui apresentadas afeta somente os homens; as mulheres que herdam
um desses genes defeituosos sao frequentemente assintomaticas, pois uma proteina funcional é produzida a partir de seu outro
cromossomo X. (Cortesia de Alex Williams, obtida da University of California, Genome Browser, http://genome.ucsc.edu.)

Os problemas que as células enfrentam na decodificagdo dos genomas podem ser
avaliados ao se considerar uma porg¢ao bastante pequena do genoma humano (Figura
6-2). A regido ilustrada representa menos de 1/2.000 do nosso genoma e inclui pelo me-
nos 48 genes que codificam proteinas e seis genes para moléculas de RNA nao codifica-
dor. Quando consideramos todo o genoma humano, sé podemos maravilhar-nos com
a capacidade das nossas células em lidar com tamanha presteza e precisao com essa
enorme quantidade de informacao.

Neste capitulo, explicaremos como as células decodificam e usam a informacgao
contida em seus genomas. Veremos que muito foi descoberto sobre como as instrucoes
genéticas escritas em um alfabeto de apenas quatro “letras” - os quatro diferentes nu-
cleotideos do DNA - determinam a formacao de uma bactéria, uma mosca-das-frutas ou
um ser humano. No entanto, se ainda temos muito a descobrir sobre como a informacao
armazenada no genoma de um organismo é capaz de produzir mesmo a mais simples
bactéria unicelular, a qual contém 500 genes, o que nao dizer do desenvolvimento de um
ser humano com aproximadamente 30 mil genes. Ainda desconhecemos uma enorme
quantidade de informacdes; portanto muitos desafios fascinantes aguardam as préximas
geracdes de bidlogos celulares.

DO DNA AO RNA

A transcricao e a traducao sdo os meios pelos quais as células leem, ou expressam, as
instrugoes genéticas de seus genes. Como muitas cépias idénticas de RNA podem ser
produzidas a partir do mesmo gene, e como cada molécula de RNA pode promover a
sintese de varias moléculas idénticas de proteina, as células podem, quando necessario,
sintetizar uma grande quantidade de proteina a partir de um simples gene. No entanto,
genes podem ser transcritos e traduzidos em taxas diferentes, permitindo que a célula
sintetize enormes quantidades de certas proteinas e minimas quantidades de outras (Fi-
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Figura 6-3 Os genes podem ser expres-
sos em diferentes graus de eficiéncia.
Neste exemplo, o gene A é transcrito de
maneira mais eficiente do que o gene B

e cada molécula de RNA que ele produz
também é traduzida mais frequentemente.
Isso torna a quantidade da protefna A na
célula muito maior do que a quantidade da
proteina B.
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Figura 6-4 Um pequeno fragmento de
RNA. A ligacéo quimica fosfodiéster entre
nucleotideos no RNA é a mesma que ocorre

no DNA.

Figura 6-5 Estrutura quimica do RNA.

(A) O RNA contém o agucar ribose, que difere
da desoxirribose, o agtcar presente no DNA,
pela presenca de um agrupamento -OH adi-
cional. (B) O RNA contém a base uracila, que
difere da timina, a base equivalente no DNA,

pela auséncia de um grupo -CH,.

gura 6-3). Além disso, como veremos no proximo capitulo, uma célula pode alterar (ou
regular) a expressao de cada um de seus genes de acordo com suas necessidades - na
maioria das vezes, pelo controle da producao das moléculas de RNA.

As moléculas de RNA sao fitas simples

A primeira etapa executada pela célula para ler a informacao necessaria a partir de suas
instrucdes genéticas é a cépia de um segmento especifico da sequéncia de nucleotideos
do DNA - um gene - sob a forma de uma sequéncia de nucleotideos de RNA (Figura
6-4). A informacao na forma de RNA, embora copiada em uma forma quimica distin-
ta, ainda € escrita essencialmente na mesma linguagem do DNA - a linguagem de uma
sequéncia de nucleotideos. Por isso, o nome dado para a produgdo de moléculas de RNA
a partir do DNA é transcrigdo.

Assim como o DNA, o RNA é um polimero linear composto por quatro tipos dife-
rentes de subunidades nucleotidicas unidas entre si por ligagdes fosfodiéster (ver Figura
6-4). O RNA difere quimicamente do DNA em dois aspectos: (1) os nucleotideos do RNA
sdo ribonucleotideos - isto é, eles contém o acticar ribose (de onde vem o nome é4cido
ribonucleico) em vez de desoxirribose; (2) embora, assim como o DNA, o RNA contenha
as bases adenina (A), guanina (G) e citosina (C), ele contém a base uracila (U), em vez
da timina (T), que ocorre no DNA (Figura 6-5). Uma vez que U, assim como T, pode
formar pares pelo estabelecimento de ligagdes de hidrogénio com A (Figura 6-6), as pro-
priedades de complementaridade por pareamento de bases descritas para o0 DNA nos
Capitulos 4 e 5 também se aplicam ao RNA (no RNA, G forma par com C, e A forma par
com U). No entanto, é possivel encontrar outros tipos de pareamento de bases no RNA:
por exemplo, G ocasionalmente forma par com U.

Apesar de essas diferencas quimicas serem pequenas, o DNA e o RNA diferem
drasticamente em termos de sua estrutura geral. Enquanto o DNA sempre ocorre nas
células sob a forma de uma hélice de fita dupla, o RNA se apresenta como fita simples.
Assim, as cadeias de RNA podem se enovelar sob diversas formas, similarmente ao que
ocorre com uma cadeia de polipeptideos que se enovela em uma conformacao deter-
minada dando uma forma final a proteina (Figura 6-7). Como veremos posteriormente
neste capitulo, a capacidade de se enovelar em formas tridimensionais complexas per-
mite que algumas moléculas de RNA desempenhem funcoes estruturais e cataliticas.

A transcricdo produz uma molécula de RNA complementar a uma
das fitas do DNA

Todo o RNA de uma célula é produzido a partir da transcricao do DNA, em um processo
que apresenta certas similaridades em relacdo ao processo de replicacdo do DNA, discu-
tido no Capitulo 5. A transcricao inicia com a abertura e a desespiralizacao de uma pe-
quena porcao da dupla-hélice de DNA, o que expoe as bases em cada fita do DNA. Uma
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Figura 6-6 A uracila forma pares de bases com a adenina. A auséncia de um gru- 3 5/
po metila em U ndo tem efeito no pareamento de bases; assim, os pares de bases U-A
assemelham-se muito aos pares de bases T-A (ver Figura 4-4).
das duas fitas da dupla-hélice de DNA, entéo, serve como um molde para a sintese de el

uma molécula de RNA. Assim como na replicacdo de DNA, a sequéncia de nucleotideos
da cadeia de RNA é determinada pelo pareamento de bases complementares entre os
nucleotideos a serem incorporados e o DNA-molde. Quando um pareamento adequado
é estabelecido (A com T, U com A, G com C e C com G), o ribonucleotideo a ser incor-
porado é covalentemente ligado a cadeia de RNA em formacao, através de uma reagao
catalisada enzimaticamente. A cadeia de RNA produzida por transcrigdo - o transcrito
- é, a seguir, aumentada 1 nucleotideo por vez e possui uma sequéncia de nucleotideos
exatamente complementar a fita de DNA utilizada como molde (Figura 6-8).

No entanto, a transcri¢ao difere da replicacao de DNA em vérios aspectos importan-
tes. Diferentemente de uma fita de DNA recém-formada, a fita de RNA nao permanece liga-
da a fita de DNA-molde por ligacoes de hidrogénio. Em um ponto situado imediatamente
ap6s aregidao onde os ribonucleotideos foram adicionados, a cadeia de RNA é deslocada, e
ahélice de DNA se reassocia. Assim, as moléculas de RNA produzidas pela transcricio sdo
liberadas do DNA-molde sob a forma de fita simples. Além disso, como essas moléculas de
RNA sdo copiadas apenas de uma regido definida do DNA, as moléculas de RNA sao muito
menores que as moléculas de DNA. Uma molécula de DNA em um cromossomo humano
pode chegar a 250 milhoes de pares de nucleotideos de comprimento, enquanto a maioria
das moléculas de RNA ndo tem comprimento superior a alguns milhares de nucleotideos,
e muitas moléculas de RNA sao mesmo consideravelmente menores.

RNA-polimerases realizam a transcricao

As enzimas que realizam a transcri¢ao sao denominadas RNA-polimerases. Assim como
a DNA-polimerase catalisa a replicacdo do DNA (discutida no Capitulo 5), as RNA-polime-

N
Cadeia principal de agucar-fosfato

Figura 6-7 O RNA pode se enovelar
formando estruturas especificas.

O RNA é principalmente de fita simples,
mas com frequéncia contém pequenos
segmentos de nucleotideos que podem for-
mar um pareamento convencional com se-
quéncias complementares encontradas em
outras regides da mesma molécula. Tais in-
teracdes, juntamente a pareamentos “nao
convencionais” adicionais, permitem a uma
molécula de RNA se enovelar sobre si mes-
ma, formando uma estrutura tridimensional
determinada por sua sequéncia de nucleo-
tideos (Animacao 6.1). (A) Diagrama de
uma estrutura enovelada de RNA mostran-
do apenas interacoes convencionais entre
pares de bases. (B) Estrutura apresentando
tanto interagdes convencionais (vermelho)
quanto ndo convencionais (verde) entre
pares de bases. (C) A estrutura de um RNA
real, que catalisa seu proprio splicing (ver

p. 324). Cada pareamento convencional é
indicado por um “traco” na dupla-hélice.
As bases em outras configuragdes estao
indicadas por tracos descontinuos.
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Figura 6-8 A transcricao do DNA produz
uma molécula de RNA de fita simples que
é complementar a uma das fitas da dupla-
-hélice de DNA. Observe que a sequéncia

de bases na molécula de RNA produzida é a
mesma que a sequéncia de bases da cadeia de
DNA ndo molde, exceto que uma base U subs-
titui cada base T do DNA.

Figura 6-9 O DNA é transcrito pela enzima
RNA-polimerase. A RNA-polimerase (azul-cla-
ro) move-se passo a passo ao longo do DNA,
desenrolando a hélice do DNA no seu sitio ativo
indicado pelo Mg“(verme/ho), que é necessario
para a catalise. Conforme avanca, a polimerase
adiciona nucleotideos, um a um, a cadeia de
RNA no sitio de polimerizagéo, usando uma fita
de DNA exposta como molde. Consequente-
mente, o RNA transcrito é uma cépia comple-
mentar de fita simples de uma das duas fitas
do DNA. Uma regiao curta de hélice DNA/RNA
(cerca de nove pares de nucleotideos em com-
primento) é formada apenas transitoriamente,
e uma “janela” dessa hélice DNA/RNA move-se
ao longo do DNA com a polimerase, e a dupla
hélice do DNA é reestruturada apds sua pas-
sagem. Os nucleotideos a serem incorporados
estao na forma de ribonucleosideos trifosfato
(ATP, UTP, CTP e GTP), e a energia estocada em
suas ligagoes fosfato-fosfato fornece a forca
necessaria para a reacao de polimerizacao (ver
Figura 5-4). A figura, baseada em uma estrutu-
ra cristalogréafica de raios X, mostra uma vista
em corte da polimerase: a porcéo virada para

o leitor foi cortada para mostrar o seu interior
(Animacao 6.3). (Adaptada de P. Cramer et

al., Science 288:640-649, 2000; Codigo PDB:
1THQM.)

rases catalisam a formacao de ligacoes fosfodiéster que conectam os nucleotideos entre
si formando uma cadeia linear. A RNA-polimerase se desloca passo a passo sobre o DNA,
desespiralizando a dupla-hélice a frente do sitio ativo de polimerizacao e expondo, dessa
forma, uma nova regiao da fita-molde para o pareamento de bases complementares. Dessa
maneira, a cadeia de RNA em formacao é estendida, nucleotideo a nucleotideo, na dire¢ao
de 5’ para 3’ (Figura 6-9). Os substratos sao ribonucleosideos trifosfato (ATP, CTP, UTP e
GTP); assim como na replicacdo do DNA, a hidrdlise de ligacoes altamente energéticas for-
nece a energia necessaria para promover a reacao (ver Figura 5-4 e Animacao 6.2).

A liberacdo quase imediata da fita de RNA do DNA, a medida que a primeira esta
sendo sintetizada, significa que muitas cépias de RNA podem ser produzidas a partir do
mesmo gene em um periodo de tempo relativamente pequeno; a sintese de moléculas
de RNA adicionais pode ser iniciada antes que as moléculas anteriores de RNA tenham
sido finalizadas (Figura 6-10). Quando vérias moléculas de RNA-polimerase usam a
mesma regido como molde, deixando um pequeno intervalo entre si, cada uma sinte-
tizando aproximadamente 50 nucleotideos/segundo, mais de mil transcritos podem ser
sintetizados em 1 hora, a partir de um tnico gene.

Apesar de a RNA-polimerase catalisar essencialmente a mesma reacdo quimica que
a DNA-polimerase, existem algumas diferengas importantes entre essas duas enzimas.
Primeiramente, e mais 6bvio, a RNA-polimerase catalisa a ligacao de ribonucleotideos, e
néo de desoxirribonucleotideos. Segundo, ao contrario das DNA-polimerases envolvidas
na replicacdo de DNA, as RNA-polimerases podem comecar a sintese de uma cadeia de
RNA sem um iniciador. Acredita-se que essa diferenca seja possivel porque a transcri¢ao
néo necessita ser tdo exata quanto a replicacao do DNA (ver Tabela 5-1, p. 244). As RNA-
-polimerases cometem aproximadamente 1 erro a cada 10" nucleotideos copiados em
RNA (em comparacdo com uma taxa de erro de c6pia direta da DNA-polimerase de cerca
de 1 em cada 10" nucleotideos); e as consequéncias de um erro na transcricio do RNA sio
muito menos significativas, pois o RNA ndo armazena de modo permanente a informa-
¢ao genética nas células. Por fim, diferentemente das DNA-polimerases, que fazem seus
produtos em segmentos posteriormente unidos, as RNA-polimerases sao absolutamente
processuais; isto é, a mesma RNA-polimerase que inicia uma molécula de RNA deve ter-
minar sua sintese sem dissociacdo do molde de DNA.

Embora néo sejam tao exatas quanto as DNA-polimerases que replicam o DNA,
as RNA-polimerases possuem um modesto mecanismo de correcdo. Se um ribonucleo-
tideo incorreto for adicionado a cadeia de RNA em formacao, a polimerase pode retro-
ceder e o sitio ativo da enzima pode realizar uma reacao de excisdo que é semelhante ao
procedimento reverso da reacdo de polimerizacao, exceto que uma molécula de dgua
substitui o pirofosfato e um nucleosideo monofosfato é liberado.

Considerando-se que tanto as DNA-polimerases quanto as RNA-polimerases reali-
zam polimerizacdo dependente de molde, seria de esperar que esses dois tipos de enzimas
fossem estruturalmente relacionados. No entanto, estudos de cristalografia de raios X re-
velaram que, apesar de ambas conterem um fon Mg*' essencial no seu sitio catalitico, es-
sas duas enzimas sao bastante diferentes. As enzimas de polimerizacao de nucleotideos
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dependentes de molde parecem ter surgido pelo menos duas vezes durante a evolugao
inicial das células. Uma linhagem deu origem as DNA-polimerases modernas e as trans-
criptases reversas discutidas no Capitulo 5, bem como a umas poucas RNA-polimerases
virais. A outra linhagem resultou em todas as RNA-polimerases celulares que sdo discuti-
das neste capitulo.

éculas de RNA

A maioria dos genes presentes no DNA das células especifica a sequéncia de aminoécidos de
proteinas; as moléculas de RNA que sdo copiadas a partir desses genes (e que consequente-
mente promovem a sintese de proteinas) sao chamadas de moléculas de RNA mensageiro
(mRNA). O produto final de outros genes, entretanto, é a propria molécula de RNA. Esses
RNAs sao conhecidos como RNAs niao codificadores, pois eles ndo codificam proteinas.
Na levedura Saccharomyces cerevisiae, um eucarioto unicelular bastante estudado, mais de
1.200 genes (mais de 15% do total) tém o RNA como seus produtos finais. Os seres humanos
provavelmente produzem em torno de 10 mil moléculas de RNA nao codificador. Tais molé-
culas de RNA, assim como as proteinas, servem como componentes estruturais, reguladores
e enzimadticos para uma ampla gama de processos na célula. No Capitulo 5 encontramos
um deles atuando como o molde carregado pela enzima telomerase. Apesar das fungoes de
vérias dessas moléculas de RNA nao codificador ainda estarem cobertas por um certo mis-
tério, veremos neste capitulo que algumas moléculas de pequenos RNAs nucleares (snRNA,
small nuclear RNA) promovem o splicing (excisao de introns) do pré-mRNA para formar o
mRNA, que moléculas de RNA ribossémico (rRNA) formam a porgao central dos ribosso-
mos e que moléculas de RNA transportador (tRNA) formam os adaptadores que selecionam
aminodcidos e os colocam no local adequado nos ribossomos para serem incorporados em
proteinas. No Capitulo 7, veremos que moléculas de micro-RNA (miRNA) e moléculas de
pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) atuam como importantes reguladores na expressao
génica em eucariotos, e que os RNAs que interagem com piwi (piRNAs) protegem linhagens
germinativas animais da acdo dos elementos de transposi¢cao; nds também discutiremos os
RNAs nao codificadores longos (IncRNAs), um subgrupo diverso de moléculas de RNA cujas
funcoes ainda estao sendo descobertas (Tabela 6-1).

As células produzem diferentes categorias de mo

Principais tipos de RNA produzidos nas células
Tipo de RNA Funcao

Figura 6-10 Transcricao de dois genes
visualizada sob microscopio eletronico.
A fotomicrografia mostra diversas molé-
culas de RNA-polimerase transcrevendo
simultaneamente dois genes adjacentes.
As moléculas de RNA-polimerase séo visi-
veis como uma série de pontos ao longo
do DNA, com os transcritos recentemente
sintetizados (filamentos finos) ligados a
elas. As moléculas de RNA (RNAs ribosso-
micos) mostradas neste exemplo nao séo
traduzidas em proteina, sendo utilizadas
diretamente como componentes dos ribos-
somos, as maqguinas em que a tradugao
ocorre. Acredita-se que as particulas na ex-
tremidade 5’ (a extremidade livre) de cada
rRNA transcrito representem o inicio da
associacao de ribossomos. Considerando-
-se 0 comprimento relativo dos transcritos
recentemente sintetizados, pode-se dedu-
zir que as moléculas de RNA-polimerase
estdo transcrevendo da esquerda para a
direita. (Cortesia de Ulrich Scheer.)

mRNAs RNAs mensageiros; codificam proteinas.

rRNAs RNAs ribossémicos; formam a estrutura basica do ribossomo e catalisam a sintese proteica.

tRNAs RNAs transportadores; elementos essenciais para a sintese proteica, atuando como adaptadores entre 0 mRNA e os
aminoéacidos.

SnRNAs Pequenos RNAs nucleares; atuam em uma série de processos nucleares, incluindo o splicing do pré-mRNA.

snoRNAs Pequenos RNAs nucleolares; ajudam a processar e modificar quimicamente os rRNAs.

miRNAs Micro-RNAs; regulam a expressao génica pelo bloqueio da traducao de mRNAs especificos e provocam a sua degradacao.

SiRNAs Pequenos RNAs de interferéncia; desligam a expressao de genes pela degradacao direta de mRNAs selecionados e pelo
estabelecimento de estruturas de cromatina compacta.

piRNAs RNAs que interagem com piwi; ligam-se a proteinas piwi e protegem a linhagem germinativa da acdo de elementos
transponiveis.

INcRNAs RNAs néo codificadores longos; muitos tém funcdo de suporte estrutural; eles regulam diversos processos celulares,

inclusive a inativacdo do cromossomo X.
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Cada segmento de DNA transcrito € denominado unidade de transcrigdo. Nos eu-
cariotos, uma unidade de transcricdo normalmente carrega a informacao de apenas um
gene e, portanto, codifica uma tinica molécula de RNA ou uma tinica proteina (ou grupo
de proteinas relacionadas, se o transcrito de RNA inicial for processado de diferentes
maneiras para produzir diferentes mRNAs). Em bactérias, um conjunto de genes adja-
centes é frequentemente transcrito como uma unidade e a molécula de mRNA resultante
carrega, dessa forma, a informacao para varias proteinas distintas.

Em geral, o RNA representa uma pequena porcentagem do peso seco de uma cé-
lula, enquanto as proteinas constituem cerca de 50% desse valor. A maioria do RNA nas
células é rRNA; o mRNA representa somente 3 a 5% do RNA total em uma célula tipica de
mamiferos. A populacdo de mRNAs é composta por dezenas de milhares de diferentes ti-
pos, existindo em média apenas 10 a 15 moléculas de cada tipo de mRNA em cada célula.

Sinais codificados no DNA indicam a RNA-polimerase onde iniciar
e onde terminar a transcricao

Para transcrever um gene com precisao, a RNA-polimerase deve reconhecer seu inicio e
término no genoma. A maneira pela qual as RNA-polimerases desempenham essa tarefa
difere entre bactérias e eucariotos. Como o processo em bactérias é mais simples, ele
serd discutido primeiro.

A iniciacao, da transcri¢ao é uma etapa extremamente importante na expressao de
um gene, pois esse é o ponto principal onde a célula regula quais proteinas serdo pro-
duzidas e a frequéncia dessa produgao. A enzima central da RNA-polimerase bacteriana
é um complexo de multiplas subunidades que sintetiza RNA a partir de um molde de
DNA. Uma subunidade adicional, denominada fator sigma (o), associa-se a essa enzima
e auxilia a leitura dos sinais no DNA que indicam onde iniciar a transcri¢ao (Figura 6-11).
Em conjunto, a enzima-base e o fator o sio denominados holoenzima RNA-polimerase;
esse complexo se liga fracamente ao DNA bacteriano quando colide com ele, e uma holo-
enzima desliza rapidamente ao longo da molécula de DNA até dissociar-se. No entanto,
quando a holoenzima polimerase desliza sobre uma sequéncia especial de nucleotideos
que indica o ponto de inicio para a sintese de RNA, chamada promotor, a polimerase
liga-se fortemente, pois o seu factor o faz contatos especificos com a regiao das bases
expostas do lado externo da dupla-hélice do DNA (etapa 1 na Figura 6-11A).

A holoenzima RNA-polimerase fortemente ligada a um promotor abre a dupla-
-hélice para expor um pequeno trecho de nucleotideos em cada fita (etapa 2 na Figura
6-11A). Aregiao de DNA nio pareada (cerca de 10 nucleotideos) é chamada de bolha de
transcrigdo e é estabilizada pela ligacao do factor o as bases nao pareadas de uma das
fitas expostas. A outra fita de DNA exposta atua como um molde para o pareamento de
bases complementares com os ribonucleotideos, dois dos quais sdo unidos pela polime-
rase para dar inicio a uma cadeia de RNA (etapa 3 na Figura 6-11A). Os primeiros 10 ou
mais nucleotideos de RNA sdo sintetizados usando um mecanismo de “arraste’, durante
o qual a RNA-polimerase permanece ligada ao promotor e puxa o DNA a montante para
o seu sitio ativo, expandindo assim a bolha de transcricao. Esse processo cria um estresse
consideravel, e frequentemente os RNAs curtos sao liberados, aliviando a tensao e for-
cando a polimerase, que permanece no mesmo lugar, para reiniciar a sintese. Por fim,
esse processo de iniciacdo abortiva é superado e o estresse gerado pelo arraste ajuda
a enzima central a se dissociar do DNA promotor (etapa 4 na Figura 6-11A) e descartar
o fator o (etapa 5 na Figura 6-11A). Nesse momento, a polimerase comeca a mover-se
sobre o DNA, sintetizando o RNA, de uma forma gradativa: a polimerase se desloca para
frente um par de bases para cada nucleotideo adicionado. Durante esse processo, a bo-
lha de transcrigdo expande-se continuamente na parte da frente da polimerase e contrai-
-se na sua retaguarda. O alongamento da cadeia continua (a uma velocidade de cerca de
50 nucleotideos/segundo no caso de RNA-polimerases bacterianas) até que a enzima
encontre um segundo sinal, o terminador (etapa 6 na figura 6-11A), onde a polimerase
para e libera tanto a molécula de RNA recém-sintetizada quanto o molde de DNA (etapa
7 na Figura 6-11A). Em seguida, a enzima polimerase livre se reassocia a um factor o livre
para formar uma holoenzima que pode novamente dar inicio ao processo de transcricao
(etapa 8 na Figura 6-11A).
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O processo de inicia¢ao da transcriciao é complicado e requer que tanto a holoen-
zima RNA-polimerase quanto o DNA sofram uma série de alteracdes conformacionais.
Podemos imaginar essas alteracoes como a abertura e o posicionamento do DNA no sitio
ativo seguidos pela ligacao com maior afinidade da enzima ao redor do DNA e do RNA
para assegurar que estes nao se dissociem antes do final da transcricao de um gene. Se
uma RNA-polimerase se dissociar prematuramente, ela deverd recomecar o processo so-
bre o promotor.

Como os sinais de terminacao no DNA finalizam o alongamento da polimera-
se? No caso da maioria dos genes bacterianos, o sinal de terminacdo consiste em uma
sequéncia de pares de nucleotideos A-T, precedida por uma sequéncia de DNA dupla-
mente simétrica, a qual, quando transcrita em RNA, enovela-se em uma estrutura em
“grampo” pelo pareamento de bases tipo Watson-Crick (ver Figura 6-11A). Conforme a
polimerase transcreve esse terminador, a formacao do grampo ajuda a desligar o trans-
crito de RNA do sitio ativo (etapa 7 na Figura 6-11A). O processo de terminagdo fornece
um exemplo de um tema comum deste capitulo: a capacidade de enovelamento do RNA
em estruturas especificas afeta diferentes etapas da decodificacao do genoma.

Os sinais de inicio e término da transcricao na sequéncia
nucleotidica sdo heterogéneos

Como acabamos de ver, os processos de iniciacao e de terminacdo da transcricao envol-
vem uma complicada série de transi¢des estruturais nas moléculas de proteinas, de DNA
e de RNA. Os sinais codificados no DNA que especificam essas transi¢oes sdo frequente-
mente dificeis de serem reconhecidos pelos pesquisadores. De fato, uma comparacao de
varios promotores bacterianos diferentes revela um extraordinario nivel de diversidade.
Apesar disso, todos contém sequéncias relacionadas, refletindo os aspectos do DNA que
sdo reconhecidos diretamente pelo fator o. Essas caracteristicas comuns sao frequente-
mente resumidas sob a forma de uma sequéncia consenso (Figura 6-12). Uma sequéncia

10 nm
2
3
<&
et

Figura 6-11 Ciclo de transcricao da
RNA-polimerase bacteriana. (A) Na eta-
pa 1, a holoenzima RNA-polimerase (a en-
zima central da polimerase mais o fator o)
forma-se e, entao, localiza uma sequéncia
de DNA promotor (ver Figura 6-12). A
polimerase abre (desespiraliza) o DNA na
posicdo em que a transcricao esta para
comecar (etapa 2) e comega a transcrever
(etapa 3). Essa sintese de RNA inicial (ini-
ciacao abortiva) ¢ relativamente ineficiente,
pois transcritos curtos e improdutivos sao
frequentemente liberados. No entanto,
uma vez que a RNA-polimerase consiga
sintetizar cerca de 10 nucleotideos de
RNA, suas interacdes com o promotor do
DNA sao rompidas (etapa 4) e o factor o é
finalmente liberado — a0 mesmo tempo em
que a polimerase envolve o DNA alterando
0 modo da sintese do RNA para alonga-
mento, movendo-se sobre o DNA (etapa 5).
Durante o modo de alongamento, a trans-
cricao é altamente eficiente, e a polimerase
s6 ird se dissociar do DNA-molde e liberara
0 RNA recentemente transcrito quando en-
contrar um sinal de terminacao (etapas 6 e
7). Os sinais de terminacao sao normalmen-
te codificados no DNA, e muitos funcionam
por meio da formacao de uma estrutura de
RNA em grampo que desestabiliza a ligagao
da polimerase ao RNA.

Nas bactérias, todas as moléculas de
RNA sdo sintetizadas por um Unico tipo
de RNA-polimerase, e o ciclo apresentado
na figura se aplica tanto a producao de
MRNAs quanto a producao de RNAs estru-
turais e cataliticos. (B) Imagem bidimensio-
nal de uma RNA-polimerase bacteriana em
alongamento, determinada por microsco-
pia de forca atdmica (ver Figura 9-33). (C)
Interpretagdo da imagem mostrada em (B).
(Adaptada de K.M. Herbert et al., Annu.
Rev. Biochem. 77:149-176, 2008.)
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Figura 6-12 Sequéncia nucleotidica consen-
so e logotipo da sequéncia das principais
classes de promotores de E. coli. (A) Com
base em uma comparacéo de 300 promotores,
sao dadas as frequéncias de cada um dos quatro
nucleotideos em cada posicdo no promotor.

A sequéncia consenso, ilustrada abaixo do grafi-
co, reflete os nucleotideos mais comuns encon-
trados em cada posicao no conjunto de promo-
tores. Esses promotores sdo caracterizados por
duas sequéncias hexaméricas de DNA, a sequén-
cia —35 e a sequéncia —10, assim denominadas
por sua localizacdo aproximada com relacao ao
ponto de inicio da transcricdo (designado como
+1). A sequéncia de nucleotideos entre os hexa-
meros —35 e 10 ndo mostra similaridades signi-
ficativas entre os promotores. Por conveniéncia,
é mostrada a sequéncia nucleotidica de um DNA
de fita simples; na realidade, os promotores sao
DNA de fita dupla. Os nucleotideos mostrados
na figura séo reconhecidos pelo factor o, uma
subunidade da holoenzima RNA-polimerase.

(B) Distribuicao de espacamento entre os hexa-
meros —35 e —10, encontrados nos promotores
de E. coli. (C) Um logotipo da sequéncia exibin-
do as mesmas informacdes do painel (A). Aqui,
a altura de cada letra é proporcional a frequén-
cia na qual a base ocorre nessa posicdo em uma
ampla gama de sequéncias promotoras. A altura
total de todas as letras em cada posicao é pro-
porcional ao contetdo da informacéo (expresso
em bits) nessa posicao. Por exemplo, o contetdo
total de informagéo de uma posicao que pode
tolerar diversas bases diferentes é pequeno

(ver as trés Ultimas bases das sequéncias —35),
mas estatisticamente maior do que ao acaso.

nucleotidica consenso é derivada pela comparacao de muitas sequéncias que apresen-
tam a mesma funcéo bésica e pelo alinhamento dos nucleotideos mais comuns encon-
trados em cada posigao. Isso serve, portanto, como um resumo ou uma “média” de um
grande niimero de sequéncias nucleotidicas individuais. Uma maneira mais exata de
ilustrar a gama de sequéncias de DNA reconhecidas por uma proteina é pelo uso de um
logotipo da sequéncia, que revela as frequéncias relativas de cada nucleotideo em cada
posicao (Figura 6-12C).

As diferencas entre as sequéncias de DNA dos promotores bacterianos indivi-
duais determinam a sua forga (ou o nimero de eventos de iniciagdo por unidade de
tempo para cada promotor). Os processos evolutivos sintonizaram cada promotor
para iniciar com a frequéncia necessaria e criaram, assim, um amplo espectro de forga
para os promotores. Os promotores de genes que codificam as proteinas abundantes
sdo muito mais fortes do que aqueles associados a genes que codificam proteinas ra-
ras, e as sequéncias nucleotidicas dos seus promotores sdo as responsaveis por essas
diferencas.

Assim como os promotores bacterianos, os terminadores de transcricao tam-
bém apresentam um amplo espectro de sequéncias, e o potencial de formar uma
estrutura de RNA em grampo é a caracteristica comum mais importante desses pro-
motores. Uma vez que um ntimero quase ilimitado de sequéncias nucleotidicas tem
esse potencial, as sequéncias de terminadores sdo muito mais heterogéneas do que
as dos promotores.

No6s apresentamos os promotores e terminadores bacterianos e alguns de seus
detalhes para ilustrar um ponto importante no que diz respeito a anélise das sequéncias
gendmicas. Apesar de conhecermos muito sobre promotores e terminadores bacteria-
nos e podermos estabelecer sequéncias consenso que resumem suas caracteristicas
mais 6bvias, sua identificacdo exata e definitiva no genoma pela anélise da sequéncia
nucleotidica é bastante dificultada devido a sua diversidade em termos de sequéncia
de nucleotideos. E ainda mais dificil posicionar sequéncias analogas em genomas de
eucariotos, parcialmente devido ao excesso de DNA presente nesses genomas. Com
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frequéncia, sao necessarias informagoes adicionais, muitas vezes obtidas por experi-
mentacdo direta, para posicionar e identificar com exatidao curtos sinais de DNA nos
genomas.

Como ilustrado na Figura 6-11, as sequéncias promotoras sao assimétricas, asse-
gurando que a RNA-polimerase possa se ligar em apenas uma orientagao. Visto que a
polimerase pode sintetizar RNA apenas na direcao de 5’ para 3 ; a orientacdo do promo-
tor determina a fita que serd utilizada como molde. As sequéncias gendmicas revelam
que a fita de DNA utilizada como molde para a sintese de RNA varia de gene para gene,
dependendo da orienta¢do do promotor (Figura 6-13).

Tendo considerado a transcri¢ao em bactérias, veremos agora a situagao nos eu-
cariotos, nos quais a sintese de moléculas de RNA é uma tarefa muito mais elaborada.

A iniciacao da transcricdo nos eucariotos requer varias
proteinas

Em contraste com as bactérias, que contém um tnico tipo de RNA-polimerase, os nd-
cleos eucaridticos tém trés: RNA-polimerase I, RNA-polimerase Il e RNA-polimerase I1I.
As trés polimerases sao estruturalmente similares entre si e compartilham algumas su-
bunidades, mas transcrevem diferentes categorias de genes (Tabela 6-2). As RNA-po-
limerases I e III transcrevem os genes que codificam RNA de transferéncia, RNA ribos-
sdmico e varios pequenos RNAs. A RNA-polimerase II transcreve a grande maioria dos
genes, inclusive todos aqueles que codificam proteinas; assim, nossa discussao subse-
quente sera focada nessa enzima.

A RNA-polimerase II eucariética tem muitas semelhancgas estruturais com a RNA-
-polimerase bacteriana (Figura 6-14). No entanto, ha algumas diferencas importantes
na maneira em que as enzimas bacterianas e eucarioticas funcionam, e duas dessas dife-
rencas nos interessam diretamente.

1. Enquanto a RNA-polimerase bacteriana requer apenas um tinico fator de iniciagao
da transcrigao (o) para comecar a transcricao, as RNA-polimerases eucaridticas
exigem muitos desses fatores, chamados coletivamente de fatores gerais de trans-
crigdo.

2. Ainiciacdo da transcricdo eucaridtica deve ocorrer no DNA que esta empacotado
nos nucleossomos e em estruturas de cromatina de ordem superior (descrito no
Capitulo 4), estruturas essas que estao ausentes dos cromossomos bacterianos.

As trés RNA-polimerases de células eucaridticas
Genes transcritos

Genes do rRNA 5,8S, 185 e 28S

Todos o0s genes que codificam proteinas, além dos genes que
codificam snoRNA, miRNA, siRNA, IncRNA e a maioria dos genes
de sSNnRNA

Genes de tRNA, rRNA 5S, alguns snRNA e genes de outros
pequenos RNAs

Tipo de polimerase

RNA-polimerase |
RNA-polimerase |l

RNA-polimerase Il

Os rRNAs s&o denominados de acordo com seus valores “S”, os quais se referem as suas taxas de sedimentacéo
em ultracentrifugacao. Quanto maior o valor de S, maior é o rRNA.

Figura 6-13 Direcao da transcricio em
um segmento curto de um cromosso-
mo bacteriano. Alguns genes sé&o trans-
critos utilizando uma das fitas de DNA
como molde, enquanto outros sao trans-
critos utilizando a outra fita de DNA.

A direcdo de transcricdo é determinada
pelo promotor no inicio de cada gene
(setas verdes). Aproximadamente 0,2%
(9 mil pares de bases) do cromossomo de
E. coli est ilustrado aqui. Os genes trans-
critos da esquerda para a direita usam a
fita inferior de DNA como molde; aqueles
transcritos da direita para a esquerda
usam a fita superior como molde.
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Figura 6-14 Similaridade estrutural
entre uma RNA-polimerase bacteriana
e uma RNA-polimerase Il eucariética.
As regides das duas RNA-polimerases que
tém similaridade estrutural estao indica-
das em verde. A polimerase eucariética é
maior do que a enzima bacteriana

(12 subunidades em vez de cinco), e algu-
mas das regides adicionais estao ilustradas
em cinza. As esferas azuis representam
4tomos de Zn que atuam como compo-
nentes estruturais das polimerases, e a
esfera vermelha representa o atomo de
Mg presente no sitio ativo, onde a poli-
merizacao ocorre. As RNA-polimerases de
todas as células atuais (bactérias, arque-
obactérias e eucariotos) sdo intimamente
relacionadas, indicando que as caracteris-
ticas basicas da enzima existiam anterior-
mente a divergéncia dos trés principais
ramos da vida. (Cortesia de P. Cramer e R.

Kornberg.) A RNA-polimerase Il requer um conjunto de fatores gerais de
transcricao

Os fatores gerais de transcricdo ajudam a posicionar corretamente a RNA-polimerase

Inicio da transcricso eucaridtica sobre o promotor, auxiliando a separacdo das duas cadeias de DNA para per-
TATA-box [ mitir o inicio da transcrigao e liberando a RNA-polimerase do promotor para dar inicio
) P, a0 seumodo de alongamento. As proteinas sao “gerais’, porque elas sdo necessarias para
— praticamente todos os promotores utilizados pela RNA-polimerase II. Elas consistem
TBP  TFID em um conjunto de proteinas de interacdo denominadas arbitrariamente como TFIIA,
- TFIIB, TFIIC, TFIID, e assim por diante (TFII significando “fator de transcri¢do para a
———eeeeeeeeeeeeessssm~ pOlimerase I1'; do inglés transcription factor for polymerase II). Em um sentido amplo, os
®) fatores gerais de transcrig¢do eucariéticos desempenham funcoes equivalentes aquelas
do fator o em bactérias; de fato, determinadas regides de TFIIF apresentam a mesma

——— estrutura tridimensional que as regides equivalentes do fator o.
TFIIB A Figura 6-15 ilustra como os fatores gerais de transcrigdo se associam aos pro-
motores utilizados pela RNA-polimerase II, e a Tabela 6-3 resume suas atividades.
_ O processo de associagao comeca quando o TFIID se liga a uma curta sequéncia de DNA
(C)— — de dupla-hélice principalmente composta por nucleotideos T e A. Por essa razao, essa
CT‘D TR sequéncia é conhecida como a sequéncia TATA ou TATA-box, e a subunidade de TFIID
\ que areconhece é chamada de TBP (proteina de ligacao a TATA, do inglés TATA-binding
protein). A sequéncia TATA-box normalmente estd localizada 25 nucleotideos antes do
TFIE sitio de inicio da transcricdo. Essa nao é a inica sequéncia de DNA que sinaliza o inicio
N da transcricao (Figura 6-16), mas, para a maioria dos promotores de polimerase II, ela é
s—_— a mais importante. A ligacdo de TFIID provoca uma grande distorcao no DNA do TATA-

RNA-Dol " -box (Figura 6-17). Acredita-se que essa distor¢ao sirva como um marco fisico para a
-polimerase

Figura 6-15 Iniciacdo da transcricao de um gene eucariotico pela RNA-polimerase II.
Para iniciar a transcricao, a RNA-polimerase requer varios fatores gerais de transcricao.
(A) O promotor contém uma sequéncia de DNA denominada TATA-box, localizada a
| — — 25 nucleotideos do sitio no qual a transcricao é iniciada. (B) Por meio de sua subunidade
(D) TBP, o TFIID reconhece e se liga ao TATA-box, o que permite a ligacao adjacente de TFIIB.

(C) Para simplificar, a distorcao do DNA produzida pela ligacao de TFIID (ver Figura 6-17)

nao estd ilustrada. (D) Os demais fatores gerais de transcricdo, assim como a propria RNA-
FATOR DE

LIBERACAO UTP, ATP -polimerase, associam-se no promotor. (E) Entdo, o TFIIH usa a energia da hidrélise do ATP

CTP, GTP para separar a dupla fita do DNA no ponto de inicio da transcricdo, expondo localmente a
fita-molde. O TFIIH também fosforila a RNA-polimerase Il, modificando sua conformagéo de

tal modo que a polimerase se dissocia dos fatores gerais e pode iniciar a fase de extensao

- da transcricdo. Como ilustrado, o sitio de fosforilacdo é uma longa cauda polipeptidica

— — - C-terminal, também denominado dominio C-terminal (CTD), que se estende a partir da mo-
(E) PDE.PEE lécula de polimerase. O esquema de associacao mostrado nesta figura foi deduzido a partir
< de experimentos realizados in vitro, e a ordem exata na qual os fatores gerais de transcricao

se associam nos promotores, in vivo, provavelmente varia de acordo com o gene. Os fatores
gerais de transcricdo sao altamente conservados; alguns dos fatores de células humanas

B podem ser substituidos em experimentos bioquimicos pelos fatores correspondentes de
TRANSCRICAO simples leveduras.
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Os fatores gerais de transcricdo necessarios a iniciacdo da
transcricdo pela RNA-polimerase Il eucaridtica

Numero de

Nome subunidades  Fung¢des na iniciacdo da transcricdo

TFID Reconhece o TATA-box.

Subunidade TBP 1 Reconhece outras sequéncias de DNA proximas ao
Subunidades TAF ~11 ponto de inicio da transcricao; regula a ligacao ao
DNA pela TBP.

TFIIB 1 Reconhece o elemento BRE nos promotores;
posiciona com exatiddo a RNA-polimerase no sitio
de inicio da transcricao.

TFIIF 3 Estabiliza a interacao da RNA-polimerase com TBP
e TFIIB; auxilia a atrair TFIIE e TFIIH.

TFIIE Atrai e regula TFIIH.

TFIH 9 Desespiraliza o DNA no sitio de inicio da

transcricao, fosforila a Ser5 do CTD da RNA-
-polimerase; libera a RNA-polimerase do promotor.

TFIID é composto por TBP e ~11 subunidades adicionais denominadas TAFs (fatores associados a TBP); CTD,
dominio C-terminal.

localizacao de um promotor ativo no interior de um genoma extremamente grande e que
mantenha as sequéncias de DNA de ambos os lados da distor¢ao unidas para permitir as
etapas subsequentes de associa¢do das proteinas do complexo. Outros fatores sao, entao,
reunidos, junto a RNA-polimerase II, para formar um complexo de iniciagdo da trans-
crigdo completo (ver Figura 6-15). O mais complexo dos fatores gerais de transcricao é
TFIIH. Composto por nove subunidades, ele é praticamente tdo grande quanto a prépria
RNA-polimerase II, sendo, como veremos em breve, o responsavel pela realizacao de di-
ferentes etapas necessdrias a iniciacao da transcricao.

Apés a formagao de um complexo de iniciacao de transcricao sobre o DNA, a
RNA-polimerase II devera ter acesso a fita-molde no ponto de inicio da transcricao.
O TFIIH, que contém uma DNA-helicase como uma de suas subunidades, torna pos-
sivel essa etapa com a hidrélise de ATP, desespiralizacdo do DNA e consequente expo-
sicdo da fita-molde. A seguir, a RNA-polimerase II, da mesma forma que a polimerase
bacteriana, se liga ao promotor, sintetizando pequenos fragmentos de RNA até sofrer
uma série de alteragdes estruturais que permitem sua dissociagdo ao promotor e ini-
cio da fase de extensao (ou alongamento) da transcri¢do. Uma etapa-chave para essa
transicao é a adicdo de grupos fosfato a “cauda” da RNA-polimerase (conhecida como
CTD, ou dominio C-terminal, do inglés C-terminal domain). Em seres humanos, o CTD
consiste em 52 repeticoes adjacentes de uma sequéncia de sete aminodcidos, que se
estende a partir da estrutura central da RNA-polimerase. Durante a iniciacdo da trans-
cricao, a serina localizada na quinta posicdo da sequéncia repetida (Ser5) é fosforila-
da por TFIIH, que contém uma proteina-cinase como uma de suas subunidades (ver
Figura 6-15D e E). A polimerase pode, entdo, separar-se do agrupamento de fatores

Ponto de inicio
da transcricao

3530 r +30

1
BRE TATA INR DPE
Sequéncia Fator geral
Elemento consenso de transcri¢ao
BRE G/CG/CG/ACGCC TFIIB
TBP
U VATAT A Subunidade de TFIID
INR CUTCOUTANTACT T TFIID
DPE AIGGATCGTG TFIID

Figura 6-16 Sequéncias consenso
adjacentes aos pontos de iniciacdo da
RNA-polimerase Il eucariética. Estao
indicados o nome dado a cada sequéncia
consenso (primeira coluna) e o fator geral
de transcricao que a reconhece (Ultima
coluna). N indica qualquer nucleotideo,
e dois nucleotideos separados por uma
barra indicam uma probabilidade igual de
qualquer um deles ocorrer na posicdo in-
dicada. Na realidade, cada sequéncia con-
senso é uma representacao resumida de
um histograma similar ao da Figura 6-12.
Na maioria dos pontos de iniciacao
da transcricao da RNA-polimerase II, ape-
nas duas ou trés das quatro sequéncias
estao presentes. Por exemplo, a maioria
dos promotores da polimerase Il tem uma
sequéncia TATA-box, e aqueles que néo a
possuem normalmente apresentam uma
sequéncia INR “forte”. Embora a maioria
das sequéncias de DNA que influenciam o
inicio da transcricao esteja localizada aci-
ma do ponto de iniciacdo da transcricao,
algumas poucas, como o elemento DPE
mostrado na figura, estdo localizadas na
regido transcrita.
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Figura 6-17 Estrutura tridimensional da
TBP (proteina de ligagao ao TATA) liga-
da ao DNA. A TBP é a subunidade do fator
geral de transcricao TFIID responsavel pelo
reconhecimento e pela ligacao a sequéncia
TATA-box no DNA (vermelho). Acredita-

-se que a curvatura caracteristica do DNA
provocada por TBP — duas porcdes curvadas
na dupla hélice separadas por DNA parcial-
mente desenovelado - sirva como um sinal
que ajuda a atrair os demais fatores gerais
de transcricao (Animacao 6.4). ATBP é
uma cadeia polipeptidica simples enovelada
em dois dominios muito semelhantes (azul e
verde). (Adaptada de J.L. Kim et al., Nature
365:520-527, 1993. Com permisséo de
Macmillan Publishers Ltd.)

gerais de transcricao. Durante esse processo, ela sofre uma série de modificacoes con-
formacionais que fortalecem sua interacdo com o DNA e adquire novas proteinas que
lhe permitem transcrever por longas distancias e, em muitos casos, por varias horas,
sem se dissociar do DNA.

Uma vez que a polimerase II tenha iniciado a extensdo do transcrito de RNA, a
maioria dos fatores gerais de transcricao € liberada do DNA de forma que eles estarao
disponiveis para iniciar outro ciclo de transcri¢do, com uma nova molécula de RNA-
-polimerase. Como vimos resumidamente, a fosforilacdo da cauda da RNA-polimerase
1T tem uma fungao adicional: ela também faz os componentes da maquinaria do proces-
samento do RNA se associarem a polimerase e, dessa forma, estarem em posicao para
modificar o RNA recém-transcrito assim que ele emergir da polimerase.

A polimerase Il também requer proteinas ativadoras, mediadoras
e modificadoras de cromatina

Estudos da RNA-polimerase II e de seus fatores gerais de transcricao atuando sobre mol-
des de DNA em sistemas in vitro purificados estabeleceram o modelo para a iniciacao
da transcri¢do que acabamos de descrever. Entretanto, como discutido no Capitulo 4, o
DNA das células eucaridticas estd empacotado em nucleossomos, os quais ainda sdo or-
ganizados em estruturas de cromatina de maior complexidade. Como resultado, a inicia-
¢do da transcrigdo nas células eucariéticas é mais complexa e requer mais proteinas do
que a iniciacdo da transcricdo em DNA purificado. Primeiramente, as proteinas regula-
doras de genes conhecidas como ativadoras transcricionais devem se ligar a sequéncias
especificas sobre o DNA (denominadas enhancers ou estimuladores) e auxiliar a atrair a
RNA-polimerase II para o ponto de iniciagao da transcricao (Figura 6-18). Discutiremos
o papel desses ativadores no Capitulo 7, pois representam uma das principais formas de
regulacdo da expressao génica nas células. Aqui, apenas chamamos a atencao para o fato
de que sua presenca no DNA é necessaria para a iniciacao da transcricao em uma célula
eucaridtica. Em segundo lugar, a iniciacao da transcrigao eucariética in vivo necessita da
presenca de um grande complexo proteico conhecido como Mediador, o qual permite
que as proteinas ativadoras se comuniquem adequadamente com a polimerase II e com
os fatores gerais de transcricao. Por fim, a iniciacdo da transcricdo nas células eucaridti-
cas normalmente requer o recrutamento de enzimas modificadoras da cromatina, como
complexos remodeladores de cromatina e enzimas modificadoras de histonas. Como
discutimos no Capitulo 4, ambos os tipos de enzimas podem aumentar o acesso ao DNA
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INiCIO DA TRANSCRICAO fatores gerais de transcricao

da cromatina e, assim, facilitam a montagem da maquinaria de iniciacdo da transcrigdo
sobre o DNA.

Como ilustrado na Figura 6-18, vérias proteinas (bem mais de uma centena de su-
bunidades individuais) devem se associar no ponto de inicio da transcri¢ao para promo-
ver a inicia¢ao da transcri¢ao em uma célula eucariética. A ordem de associagao dessas
proteinas nao parece seguir uma rota preestabelecida; de fato, ela varia entre diferentes
genes. Na verdade, alguns desses diferentes complexos proteicos podem ser transporta-
dos para o DNA sob a forma de subarranjos pré-formados.

Para iniciar a transcricdo, a RNA-polimerase II deve ser liberada desse grande
complexo de proteinas. Além das etapas descritas na Figura 6-14, essa liberacao mui-
tas vezes requer a protedlise in situ da proteina ativadora. Voltaremos a algumas dessas
questdes, incluindo o papel dos complexos de remodelagem da cromatina e das enzimas
modificadoras de histonas, no Capitulo 7, no qual discutiremos como as células eucarié-
ticas regulam o processo de iniciacao da transcricao.

O alongamento da transcricdo nos eucariotos requer proteinas
acessorias

Uma vez que a RNA-polimerase tenha iniciado a transcri¢ao, ela move-se de forma ir-
regular, parando em algumas sequéncias de DNA e transcrevendo rapidamente outras.
As RNA-polimerases em funcionamento, tanto em bactérias quanto em eucariotos, es-
tao associadas a uma série de fatores de alongamento (ou fatores de extensdo), protei-
nas que diminuem a probabilidade de dissociagdao da RNA-polimerase antes que esta
chegue ao término de um gene. Esses fatores caracteristicamente associam-se a RNA-
-polimerase logo apés a iniciacao ter ocorrido e ajudam a polimerase a se mover sobre
a ampla variedade de sequéncias de DNA encontradas nos genes. As RNA-polimerases
eucarioticas também devem lidar com a estrutura da cromatina conforme elas se mo-
vem sobre o molde de DNA e, para isso, geralmente sao auxiliadas por complexos de
remodelagem da cromatina dependentes de ATP que podem mover-se com a polime-
rase ou simplesmente podem procurar e resgatar uma polimerase que eventualmente
esteja paralisada. Além disso, as chaperonas de histonas ajudam a dissociar parcial-
mente os nucleossomos a frente de uma RNA-polimerase em movimento e a associa-
-los apés sua passagem.

A medida que a RNA-polimerase move-se sobre um gene, algumas das enzimas
ligadas a ela modificam as histonas, deixando para trds um registro da passagem da po-
limerase. Embora nio esteja exatamente claro como a célula usa essa informacao, isso

Figura 6-18 Iniciacdo da transcricao
pela RNA-polimerase Il em uma célula
eucaridtica. O inicio da transcricao in
vivo requer a da presenca de proteinas
ativadoras de transcricdo. Como descrito
no Capitulo 7, essas proteinas se ligam a
pequenas sequéncias especificas no DNA.
Embora somente uma seja aqui apresen-
tada, um gene eucariético tipico utiliza
varias proteinas ativadoras de transcricdo
que, combinadas, determinam sua taxa

e seu padrao de transcricdo. As vezes
agindo a uma distancia de varios milhares
de pares de nucleotideos (indicados pela
linha tracejada na molécula de DNA), essas
proteinas auxiliam a RNA-polimerase, os
fatores gerais e o Mediador a associarem-
-se no promotor. Além disso, ativadores
atraem complexos de remodelagem da
cromatina dependentes de ATP e enzimas
modificadoras de histonas. Um dos prin-
Cipais papéis do Mediador é coordenar a
associacao de todas essas proteinas sobre
o promotor de tal forma que a transcricdo
possa comecar. Como discutido no Capi-
tulo 4, o estado “padrao” da cromatina

é o de uma fibra condensada (ver Figura
4-28), e essa é provavelmente a forma de
DNA sobre a qual a maior parte da trans-
crigao é iniciada. Para simplificar, a croma-
tina nao foi ilustrada na figura.
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Figura 6-19 A tensao super-helicoidal
no DNA causa supertorciao do DNA.

(A) Para uma molécula de DNA com uma
extremidade livre (ou com uma quebra em
uma das fitas que serve como ponto de tor-
¢do), a dupla-hélice de DNA gira uma volta
a cada 10 pares de nucleotideos que s&o
abertos. (B) Se a rotacao é impedida, ocorre
introducdo de tensao super-helicoidal no
DNA quando a hélice é aberta. No exemplo
mostrado, a hélice de DNA contém

10 voltas helicoidais, uma das quais esta
aberta. Uma forma de acomodar a tensao
criada seria aumentar a torcao helicoidal de
10 para 11 pares de nucleotideos por volta
na dupla hélice remanescente. A hélice do
DNA, no entanto, resiste a tal deformacao
como uma mola, preferindo aliviar a tensao
super-helicoidal pela formacao de alcas
supertorcidas. Como resultado, uma super-
torcao de DNA forma-se na dupla-hélice
do DNA a cada 10 pares de nucleotideos
abertos. A supertorcdo formada nesse caso
é uma supertorcao positiva. (C) A supertor-
¢do do DNA é induzida por uma proteina
que trafega sobre a dupla-hélice de DNA.
As duas extremidades do DNA ilustradas
aqui nao sao capazes de girar livremente
uma em relagdo a outra, e acredita-se que
a molécula proteica também seja impedida
de rotacéo livre conforme se move. Sob
essas condi¢des, o0 movimento da proteina
provoca um excesso de tor¢ao que se acu-
mula na hélice de DNA a sua frente e um
déficit de torcao no DNA atras da proteina,
conforme ilustrado.

talvez possa ajudar a transcrever novamente um gene, uma vez que ele tenha se tornado
ativo anteriormente. Talvez essa informacgao também seja ttil para acoplar o alongamen-
to da transcricao ao processamento do RNA, conforme este emerge da RNA-polimerase,
um tépico que discutiremos mais adiante neste capitulo.

A transcricdo cria tensao super-helicoidal

Existe ainda outra barreira para o alongamento pelas RNA-polimerases, sejam elas bac-
terianas ou eucaridticas, que também se aplica as DNA-polimerases, como discutido
no Capitulo 5 (ver Figura 5-20). Para descrever esse assunto em mais detalhes, primei-
ramente devemos considerar uma propriedade sutil inerente ao DNA de dupla-hélice
denominada supertorcao do DNA. A supertorcdo do DNA é o nome dado a uma con-
formacao que o DNA adota em resposta a tensdo super-helicoidal; alternativamente, a
criacao de algas ou dobras em uma molécula de DNA dupla hélice pode criar tal tensao.
A Figura 6-19 ilustra a razdo dessa situacao. Existem aproximadamente 10 pares de
nucleotideos para cada giro da hélice em uma dupla-hélice de DNA. Se imaginarmos
uma hélice, cujas duas extremidades estdo fixas uma em relagao a outra (como ocorre
em um DNA circular, como um cromossomo bacteriano, ou em algas firmemente aper-
tadas, como se acredita estarem dispostos 0s cromossomos eucariéticos), uma grande
supertorcao se formard para compensar cada 10 pares de nucleotideos que sdo abertos
(desenrolados). A formagao dessa supertor¢ao é energeticamente favoravel, pois res-
taura o enrolamento helicoidal normal das regides que permanecem pareadas, que,
caso contrario, sofreriam uma superespiralizacao devido as suas extremidades fixas.

A tensao super-helicoidal é criada conforme a RNA-polimerase se move ao longo
da fita de DNA que possui extremidades fixas (ver Figura 6-19C). Considerando que a
polimerase nao é livre para girar rapidamente (e que tal rotagao é pouco provavel devido
ao tamanho das RNA-polimerases e de seus transcritos acoplados), uma polimerase em
movimento gera tensao positiva da super-hélice no DNA a sua frente e tensdo helicoidal
negativa atras de si. Para eucariotos, acredita-se que essa situacao represente um bo-
nus: embora a tensao super-helicoidal positiva a frente da polimerase torne a hélice de
DNA mais dificil de abrir, a tensao deve facilitar o desenrolamento parcial do DNA nos

(A) (8)

DNA com extremidade livre DNA com extremidades fixas
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nucleossomos, conforme a separacao do DNA dos grupos de histonas ajuda a relaxar
essa tensao.

Qualquer proteina que se autopropulsiona sobre uma fita de DNA dupla-hélice,
como uma DNA-helicase ou uma RNA-polimerase, tende a gerar tensdo super-helicoi-
dal. Nos eucariotos, as enzimas DNA-topoisomerases removem rapidamente essa tensiao
da super-hélice (ver p. 251-253). Nas bactérias, porém, uma topoisomerase especiali-
zada, denominada DNA-girase, usa a energia de hidrélise de ATP para continuamente
introduzir supertor¢cdes no DNA, mantendo, dessa forma, o DNA sob tensdo constante.
Elas sao supertorg¢ées negativas, possuindo um direcionamento oposto ao das supertor-
¢oes positivas que se formam quando uma regido da hélice de DNA se abre (ver Figura
6-19B). Essas supertor¢des negativas sao removidas do DNA bacteriano toda vez que
uma regiao da hélice se abre, reduzindo a tensao da super-hélice. A DNA-girase, portan-
to, torna a abertura da hélice de DNA das bactérias energeticamente favordvel compara-
da a abertura da hélice no DNA que néo esta supertorcido. Por essa razao, a supertor¢ao
facilita os processos genéticos, como a iniciacdo da transcricao pela RNA-polimerase
bacteriana, que requer a abertura da hélice em bactérias (ver Figura 6-11).

O alongamento da transcricao em eucariotos esta fortemente
associado ao processamento de RNA

Vimos que os mRNAs bacterianos sdo sintetizados pela RNA-polimerase, iniciando e
terminando em regides especificas do genoma. A situagdo em eucariotos é consideravel-
mente diferente. Particularmente, a transcrigao é apenas a primeira de diferentes etapas
necessdrias para a produ¢ao de uma molécula de mRNA madura. Outras etapas essen-
ciais incluem a modificagao covalente de ambas as extremidades do RNA e aremocao de
sequéncias de introns que sdo retiradas do transcrito de RNA pelo processo de splicing do
RNA (Figura 6-20).

Ambas as extremidades do mRNA eucariético sdo modificadas: pelo capeamento
na extremidade 5’ e pela poliadenilacdo na extremidade 3’ (Figura 6-21). Essas extre-
midades especiais permitem que a célula verifique se ambas as extremidades de uma
molécula de mRNA estao presentes (e, como consequéncia, se a mensagem estd intacta),
antes de exportar o RNA do ntcleo para ser traduzido em proteina. A retirada de introns
do RNA une as diferentes por¢des de uma sequéncia codificadora de proteinas e permite

TRANSCRICAO
3

mMRNA F—

‘ TRADUCAO

Figura 6-20 Comparacao das etapas
que levam do gene a proteina em
eucariotos e em bactérias. A quantida-
de final de uma proteina em uma célula
depende da eficiéncia de cada etapa e das
taxas de degradacao das moléculas de
RNA e de proteina. (A) Nas células eucari-
oticas, a molécula de mRNA produzida por
transcricdo contém tanto sequéncias codi-
ficadoras (éxon) como nao codificadoras
(intron). Antes de a molécula de RNA ser
traduzida em proteina, as duas extremi-
dades do RNA sdo modificadas, os introns
sao removidos por uma reagéo de splicing
de RNA catalisada enzimaticamente e o
MRNA resultante é transportado do nucleo
para o citoplasma. Por conveniéncia, as
etapas nesta figura estao representadas
como se ocorressem uma de cada vez; na
realidade, vérias etapas ocorrem simul-
taneamente. Por exemplo, o quepe de
RNA é adicionado, e o splicing inicia antes
que a transcricao tenha sido completada.
Devido ao acoplamento entre transcricdo e
processamento de RNA, os transcritos pri-
maérios intactos — os RNAs completos que
seriam, em teoria, produzidos antes de o
processamento ocorrer — raramente sao
encontrados. (B) Nos procariotos, a produ-
cao de moléculas de mRNA é muito mais
simples. A extremidade 5’ de uma molé-
cula de mRNA é produzida por meio da
iniciacdo da transcricao, e a extremidade
3’ é produzida pela terminagdo da transcri-
¢do. Visto que as células procariéticas nao
possuem um nucleo, a transcricdo e a tra-
ducao acontecem em um compartimento
comum, e a traducao de um mRNA bacte-
riano frequentemente tem inicio antes da
sua sfntese ter sido concluida.
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Figura 6-21 Uma comparacao entre estruturas de moléculas de mRNA procariético e eucariético. (A) As extremidades CH
5 e 3' de um mRNA bacteriano sao as extremidades nao modificadas da cadeia sintetizada pela RNA-polimerase, a qual inicia e 2
termina a transcricao naqueles pontos, respectivamente. As extremidades correspondentes de um mRNA eucariético sao forma-
das pela adicdo de um quepe na extremidade 5’ e pela clivagem do transcrito pré-mRNA proximo a extremidade 3’ e adicdo de
uma sequéncia poli-A, respectivamente. A figura também ilustra outra diferenca entre os mRNAs procariéticos e eucarioticos: os OH

MRNAs bacterianos podem conter as instrugdes para vérias proteinas diferentes, enquanto os mMRNAs eucaridticos praticamente |
sempre contém a informacao para uma Unica proteina. (B) A estrutura do quepe na extremidade 5’ de moléculas de mRNA euca- i
riético. Observe a ligagdo incomum 5’ para 5' da 7-metil G ao restante do RNA. Muitos mRNAs eucariéticos possuem uma modifi- '
cacao adicional: a metilacdo do grupo 2'-hidroxila da ribose na extremidade 5 ‘do transcrito primario (ver Figura 6-23).

que os eucariotos superiores tenham a capacidade de sintetizar varias proteinas diferen-
tes a partir do mesmo gene.

Uma estratégia simples evoluiu para acoplar todas as etapas do processamento
do RNA supradescritas ao alongamento da transcricdo. Como discutido anteriormen-
te, uma etapa-chave da iniciacdo da transcricao pela RNA-polimerase II é a fosforilacao
da cauda da RNA-polimerase II, também denominada CTD (dominio C-terminal). Essa
fosforilacdo, que ocorre gradualmente a medida que a RNA-polimerase inicia a trans-
cricao e move-se ao longo do DNA, ndo apenas ajuda a dissociar a RNA-polimerase II
das outras proteinas presentes no ponto de inicio da transcri¢do, como também permi-
te que um novo conjunto de proteinas que atuam no alongamento da transcricdo e no
processamento do RNA se associe a cauda da RNA-polimerase. Como discutiremos a
seguir, algumas dessas proteinas de processamento parecem “saltar” da cauda da po-
limerase sobre a molécula de RNA em formagdo para comegar seu processamento,
conforme ela emerge da RNA-polimerase. Assim, podemos ver a RNA polimerase II no
seu modo de alongamento, como uma fabrica de RNA que nao apenas se move sobre o
DNA sintetizando uma molécula de RNA, mas que também processa o RNA produzido
(Figura 6-22). A CTD totalmente estendida é quase 10 vezes mais longa que o restante da
RNA-polimerase. Por ser um dominio proteico flexivel, a CTD atua como um suporte ou
como uma corda, mantendo préximas uma ampla variedade de proteinas que poderdao
atuar de forma répida, quando necesséario. Essa estratégia, que acelera significativamen-
te a taxa global de uma série de reagdes consecutivas, é amplamente utilizada nas células
(ver Figuras 4-58 e 16-18).

O capeamento do RNA é a primeira modificacdo dos pré-mRNAs
eucarioticos

Assim que a RNA-polimerase II tenha produzido aproximadamente 25 nucleotideos de
RNA, a extremidade 5’ da nova molécula de RNA é modificada pela adicao de um “que-
pe” (ou capa) que consiste em um nucleotideo guanina modificado (ver Figura 6-21B).
A reagao de capeamento é realizada por trés enzimas que agem sucessivamente: uma
remove um fosfato da extremidade 5" do RNA nascente (uma fosfatase), outra (uma gua-
niltransferase) adiciona um GMP em uma ligacgao reversa (5’ para 5’ em vez de 5’ para
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Figura 6-22 O conceito de “fabrica de RNA” para a RNA-polimerase Il eucari-
otica. A polimerase ndo somente transcreve DNA em RNA, mas também transporta
proteinas processadoras de RNA em sua cauda, as quais sao transferidas para o RNA em
formagdo no momento adequado. A cauda contém 52 repeticdes adjacentes de uma
sequéncia de sete aminoacidos contendo duas serinas em cada repeticao. As proteinas
de capeamento se ligam a cauda da RNA-polimerase quando esta é fosforilada na Ser5
do heptamero repetido, no final do processo de iniciacao da transcricao (ver Figura 6-15).
Essa estratégia assegura que a molécula de RNA seja capeada de maneira eficiente assim
que sua extremidade 5’ emergir da RNA-polimerase. Conforme a polimerase segue a
transcricao, sua cauda é extensivamente fosforilada nas posicoes de Ser2 por uma cinase
associada a polimerase de extensao, sendo eventualmente desfosforilada nas posicoes de
Ser5. Essas novas alteragoes atraem proteinas de splicing e de processamento da extremi-
dade 3’ para a polimerase em movimento, posicionando-as para agir sobre o RNA recém-
-sintetizado assim que ele venha a emergir da RNA-polimerase. Existem muitas enzimas
de processamento do RNA e nem todas se associam a polimerase. No caso do splicing

do RNA, por exemplo, a cauda carrega apenas uns poucos componentes essenciais; uma
vez transferidos para a molécula de RNA, eles atuam como nucleadores para os demais
componentes do processo.

Uma vez que a RNA-polimerase Il termina de transcrever um gene, ela é liberada do
DNA, os fosfatos da sua cauda sao removidos por fosfatases soluveis, e ela pode reiniciar
a transcricao. Apenas essa forma completamente desfosforilada da RNA-polimerase Il é
capaz de iniciar a sintese de RNA em um promotor.

3’), e uma terceira (uma metiltransferase) adiciona um grupo metila a guanosina (Figura
6-23). Visto que todas as trés enzimas ligam-se a cauda fosforilada da RNA-polimerase
na posicao Ser5 - a modificacdo adicionada pelo TFIIH durante a iniciagdo da transcri-
¢ao - elas estdo prontas para modificar a extremidade 5’ do transcrito nascente assim
que ela emerge da polimerase.

O quepe metil 5’ identifica a extremidade 5" de mRNAs eucaridticos, e essa marca
ajuda a célula a distinguir os mRNAs dos outros tipos de moléculas de RNA presentes na
célula. Por exemplo, as RNA-polimerases I e III produzem RNAs ndo capeados durante a
transcricao, em parte porque essas polimerases carecem de um CTD. No nticleo, o quepe
se liga a um complexo proteico denominado complexo de ligagdo ao quepe (CBC, cap-
-binding complex), o qual, como discutiremos em se¢des subsequentes, ajuda o proces-
samento e a exportacao dos futuros mRNAs. O quepe metil 5’ também desempenha um
importante papel na traducao dos mRNAs no citosol, como discutiremos adiante neste
capitulo.

O splicing do RNA remove as sequéncias de introns de
pré-mRNAs recentemente transcritos

Como discutido no Capitulo 4, as sequéncias codificadoras de genes eucariéticos sdao
caracteristicamente interrompidas por sequéncias intervenientes nao codificadoras (in-
trons). Descoberta em 1977, essa caracteristica dos genes eucarioticos foi uma surpresa
para os cientistas, que estavam familiarizados, até aquele momento, apenas com genes
bacterianos, os quais, caracteristicamente, consistem em uma porcao continua de DNA
codificador diretamente transcrita em mRNA. Contrastando fortemente, os genes euca-
ridticos sdo encontrados sob a forma de pequenos pedacgos de sequéncias codificadoras
(sequéncias expressas ou éxons) intercaladas por sequéncias muito mais longas, as se-
quéncias intervenientes ou introns; assim, a por¢ao codificadora de um gene eucariético
é, em geral, apenas uma pequena fracdo do comprimento total do gene (Figura 6-24).
Tanto as sequéncias de introns quanto as de éxons sao transcritas em RNA. As sequén-
cias dos introns sdo removidas do RNA recentemente sintetizado por meio de um processo
denominado splicing de RNA. Grande parte do splicing de RNA que ocorre nas células atua
na producdo de mRNA, e nossa discussao sobre o splicing focaliza-se nesse tipo, denomina-

Figura 6-23 Reacdes que adicionam o quepe na extremidade 5’ de cada molécula
de RNA sintetizada pela RNA-polimerase II. O quepe final contém uma nova ligacao
5’ para 5’ entre o residuo 7-metil G positivamente carregado e a extremidade 5’ do
transcrito de RNA (ver Figura 6-21B). A letra N representa qualquer um dos quatro ribo-
nucleotideos, embora o nucleotideo inicial em uma cadeia de RNA geralmente seja uma
purina (um A ou um G). (De A.J. Shatkin, BioEssays 7:275-277, 1987. Com permissao de
Wiley-Liss, Inc., uma subsidiaria de John Wiley & Sons, Inc.)
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Gene da B-globina humana

(A)

Figura 6-24 Estrutura de dois genes
humanos mostrando a organizacdo de
éxons e de introns. (A) O gene relativa-
mente pequeno da B-globina, que codifica
uma subunidade da proteina carreadora
de oxigénio hemoglobina, contém trés
éxons (ver também Figura 4-7). (B) O gene
do Fator VIII, bem maior, contém 26 éxons;
esse gene codifica uma proteina (Fator VIII)
que atua na via de coagulacao do sangue.
A forma mais prevalente de hemofilia é
resultado de mutagoes nesse gene.

Figura 6-25 Reacao de splicing do pré-
-mRNA. (A) Na primeira etapa, um nucleo-
tideo de adenina especifico na sequéncia
do intron (indicado em vermelho) ataca a
regido 5’ de splicing e corta a cadeia princi-
pal de agtcar-fosfato do RNA nesse ponto.
A extremidade 5" cortada do intron torna-
-se covalentemente ligada ao nucleotideo
de adenina, como mostrado no detalhe em
(B), criando, dessa forma, uma alca na mo-
lécula de RNA. A extremidade 3'-OH livre
liberada da sequéncia do éxon reage com
o inicio da sequéncia do éxon seguin-

te, unindo os dois éxons e liberando a
sequéncia do intron na forma de um /aco.
As duas sequéncias éxon sao, desse modo,
unidas em uma sequéncia codificadora
continua. A sequéncia do intron liberada é
eventualmente dissociada em nucleotideos
Unicos, que sao reciclados.

Gene do Fator VIIl humano

introns
123 1 5 10 14 \ 22 25 26
N
m I i mirn u e ] u
m I 1 I. 11 murmi u e ] u
L | Exons
2.000 pares de 200.000 pares de nucleotideos

nucleotideos (B)

do splicing do precursor de mRNA (ou pré-mRNA). Somente apds ter ocorrido o splicing e o
processamento das extremidades 5" e 3; esse RNA serd denominado mRNA.

Cada evento de splicing remove um intron, por meio de duas reacoes sequenciais de
transferéncia de fosforil, conhecidas como transesterificacoes, as quais unem dois éxons,
enquanto removem o intron entre eles sob a forma de um “laco” (Figura 6-25). A maqui-
naria que catalisa o splicing do pré-mRNA é complexa, consistindo em cinco moléculas
adicionais de RNA e véarias centenas de proteinas, e muitas moléculas de ATP sao hidroli-
sadas por evento de splicing. Essa complexidade é presumivelmente necessaria para asse-
gurar que o splicing seja exato, sendo ao mesmo tempo suficientemente flexivel para lidar
com a enorme diversidade de introns encontrada em uma célula eucariética tipica.

Pode parecer uma perda de tempo e energia remover um grande nimero de introns
no splicing do RNA. Na tentativa de explicar as razdes do splicing, os cientistas descobri-
ram que o arranjo éxon-intron parece facilitar o aparecimento de proteinas novas e tteis
em uma escala de tempo evolutiva. Assim, a presenca de numerosos introns no DNA per-
mite que a recombinacao genética facilmente combine éxons de diferentes genes, possi-
bilitando que genes para novas proteinas evoluam mais facilmente devido a combinagao
de porcoes de genes preexistentes. Essa ideia é apoiada pela observacao, descrita no Ca-
pitulo 3, de que muitas proteinas nas células atuais assemelham-se a uma “colcha de re-
talhos” composta a partir de um conjunto comum de dominios proteicos (ver p. 121-122).

Atualmente, o splicing de RNA também apresenta uma vantagem. Os transcritos de
vérios genes eucarioticos (estimam-se 95% dos genes em humanos) sofrem splicing
de diferentes maneiras, permitindo que um mesmo gene produza um conjunto corres-
pondente de diferentes proteinas (Figura 6-26). Assim, em vez de representar um pro-
cesso desnecessario e de gasto excessivo, como aparentava ser, a primeira vista, o splicing
de RNA permite aos eucariotos incrementar o potencial codificador de seus genomas.
Retornaremos a essa ideia varias vezes neste capitulo e no préximo, mas primeiramente
precisamos descrever a maquinaria celular que realiza essa fascinante tarefa.
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———— Gene da a-tropomiosina ————
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TRANSCRICAO, SPLICING -
E CLIVAGEM/POLIADENILACAO 3’

mRNA de musculo estriado

5’ W—3' mRNA de musculo liso
5/ W—S’ mRNA de fibroblasto
5 W—S’ mRNA de fibroblasto

mRNA de encéfalo

As sequéncias nucleotidicas sinalizam onde ocorre o splicing

O mecanismo de splicing de pré-mRNA ilustrado na Figura 6-24 implica que a maquinaria
de splicing deve reconhecer trés regides na molécula RNA precursora: a regido de splicing
5, a regiao de splicing 3’ e o ponto da forquilha na sequéncia do intron que forma a base
do fragmento em laco a ser excisado. Como esperado, cada um desses trés sitios tem uma
sequéncia nucleotidica consenso, que é similar entre diferentes introns e que fornece infor-
macoes para a célula a respeito do local onde deve ocorrer o splicing (Figura 6-27). Entre-
tanto, essas sequéncias consenso sao relativamente curtas e aceitam uma extensa variabi-
lidade; como veremos em breve, a célula incorpora outros tipos de informagées adicionais
para definir exatamente onde, sobre cada molécula de RNA, devera ocorrer o splicing.

A alta variabilidade das sequéncias consenso de splicing é um desafio adicional
para os cientistas determinados a decifrar as sequéncias genoémicas. O tamanho dos in-
trons varia de aproximadamente 10 nucleotideos a mais de 100 mil e a determinagao dos
limites exatos de cada intron é uma tarefa ardua, mesmo com a ajuda de computadores
de alto desempenho. A possibilidade da existéncia de splicing alternativo aumenta a di-
ficuldade de previsao de sequéncias proteicas unicamente a partir de uma sequéncia
genodmica. Essa dificuldade é um dos principais obstaculos para a identificaciao de todos
os genes em um genoma completo, sendo uma das principais razoes de conhecermos
somente o nimero aproximado de diferentes proteinas produzidas no genoma humano.

O splicing do RNA é realizado pelo spliceossomo

Diferentemente das outras etapas de producao de mRNA ja discutidas, as etapas-chave
do splicing do RNA sao realizadas por moléculas de RNA e nao por proteinas. As molé-
culas especializadas de RNA reconhecem as sequéncias nucleotidicas que especificam
onde o splicing deve ocorrer e também catalisam a quimica do splicing. Essas moléculas
de RNA sdo relativamente pequenas (possuem menos de 200 nucleotideos cada uma),
e existem cinco delas, U1, U2, U4, U5 e U6. Conhecidas como snRNAs (pequenos RNAs
nucleares, small nuclear RNAs), cada uma é complexada com pelo menos sete subuni-
dades proteicas para formar uma snRNP (pequena ribonucleoproteina nuclear, de small
nuclear ribonucleoprotein). As snRNPs formam o cerne do spliceossomo, o grande ar-
ranjo de moléculas de RNA e de proteinas que realiza o splicing do pré-mRNA na célula.
Durante a reacao de splicing, o reconhecimento da juncao de processamento 5, do ponto

Sequéncias necessarias a remocao do intron

I 1 I 1
5’ 3’

ZZAGGURAGU — -\ \~— YURAC— -~ YYYYYYYYNCAG G == Forcdodeum

transcrito primario

Exon 1 intron Exon 2

INTRON REMOVIDO
5’ 3

- —AG|G---
Exon 1 Exon2

Por¢ao de
um mRNA

Figura 6-26 Splicing alternativo do
gene de a-tropomiosina de rato.

A a-tropomiosina é uma proteina de
super-hélice (ver Figura 3-9) que desempe-
nha vérias tarefas, predominantemente na
regulacdo da contracdo nas células muscu-
lares. O transcrito primario pode ter seus
introns retirados de diferentes maneiras,
como indicado na figura, para produzir
mMRNAs distintos que dao origem a varian-
tes proteicas. Alguns desses padrdes de
splicing sao especificos de certos tipos de
células. Por exemplo, a a-tropomiosina
produzida no musculo estriado é diferente
daquela produzida pelo mesmo gene em
um musculo liso. As pontas de seta na
parte superior da figura marcam os sitios
onde a clivagem e a adicao de poli-A
formam as extremidades 3’ dos mRNAs
maduros.

Figura 6-27 Sequéncias consenso de
nucleotideos em uma molécula de
RNA que sinalizam o inicio e o final

da maioria dos introns humanos.

Os trés blocos de sequéncias nucleotidicas
ilustrados sao necessarios para a remogao
do intron. Aqui A, G, U e C sdo os nucleo-
tideos-padrao do RNA; R representa uma
purina (A ou G); e Y representa uma piri-
midina (C ou U). O A destacado em ver-
melho forma o ponto de forquilha do laco
produzido pelo splicing (ver Figura 6-25).
Somente o GU do inicio do intron e 0 AG
do seu final sdo nucleotideos invariantes
nas sequéncias consenso do splicing. As
posicoes restantes podem ser ocupadas
por uma gama de nucleotideos, embora
0s nucleotideos indicados sejam prefe-
renciais. As distancias no RNA entre as
trés sequéncias consenso de splicing séo
altamente varidveis; entretanto, a distancia
entre o ponto de forquilha e a jungéo 3’
do splicing é caracteristicamente muito
menor do que a distancia entre a juncao 5
do splicing e o ponto de forquilha.
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Sitio de splicing 5’

da forquilha e da juncao de processamento 3’ é realizado principalmente por meio do
pareamento de bases entre os snRNAs e as sequéncias consenso de RNA no pré-mRNA
substrato.

O spliceossomo é uma maquina complexa e dindmica. Quando estudado in vitro
foi possivel determinar que alguns poucos componentes do spliceossomo se organizam
sobre o pré-mRNA e, conforme a reagao de splicing ocorre, novos componentes sao in-
corporados e substituem aqueles que ja desempenharam suas funcoes e foram ejetados
(Figura 6-28). No entanto, muitos cientistas acreditam que, no interior da célula, o spli-
ceossomo ja se encontre sob a forma de um agrupamento de baixa afinidade - capturan-
do, realizando o splicing e liberando o RNA, sob a forma de uma unidade coordenada
que sofre extensos rearranjos a cada momento em que realiza o splicing.

O spliceossomo usa hidrélise de ATP para produzir uma série
complexa de rearranjos RNA-RNA

A hidrdlise de ATP nao é, em si, necessdria para a quimica do splicing do RNA, uma vez
que as duas reacdes de transesterificacdo preservam as ligacoes fosfato de alta energia.

Sitio de splicing 3’

i BBP U2AF i A snRNP U1 pareia com a jungdo 5’ de
Exon 1 intron L Exon 2 Porcio de spliging ~(ver Figura 6-29) e a B_BP (proteina
5 A 3 um transcrito de ligacdo ao ponto de forquilha) e o U2AF
. (fator auxiliar de U2) reconhecem o sitio do
pré-mRNA .
/ ponto de forquilha.
U1 snRNP U2 snRNP
U2AF
U2 snRNP
i A snRNP U2 desloca BBP e U2AF e forma
Intron pares de bases com a sequéncia consenso do
5’ I A I 3 sitio do ponto de forquilha.
l(—<fTRIPLO snRNP U4/U6eU5
U4/U6 snRNP A tripla snRNP U4/U6U5 entra na reacdo.
Na tripla snRNP, os snRNAs U4 e U6 sao
. mantidos em firme unido pelas interagdes de
\ SA pares de bases. Os rearranjos subsequentes
, Joins ) quebram os pareamentos de U4/U6
5/ E— I 3 permitindo que U6 desloque U1 na jungao 5
\\ de splicing (ver Figura 6-29). Isso cria um
U5 snRNP sitio ativo que catalisa a primeira reacdo
fosforiltransferase.
FORMACAO DO LACO
U1, ua E CLIVAGEM DO SITIO
5' DE SPLICING
Laco
U6 snRNP
Rearranjos RNA-RNA adicionais criam o sitio
3 OH A ativo para a segunda reagdo
5 d \\/— 3 fosforiltransferase, a qual, entdo, completa
o splicing (ver Figura 6-25A).
CLIVAGEM DO SiTIO
[ ] 3’ DE SPLICING E UNIAO
Complexo de DAS DUAS SEQUENCIAS Figura 6-28 Mecanismo de splicing do pré-mRNA.
juncao do éxon y DOS EXONS O splicing do RNA é catalisado por um arranjo de snRNPs
(E)O) (mostrado como circulos coloridos) e de outras proteinas
(a maioria das quais nao é mostrada) que, em conjunto,
T intron excisado sob a forma  constituem o spliceossomo. O spliceossomo reconhece os
A de um lago (o RNA do intron  sinais de splicing em uma molécula de pré-mRNA, aproxi-
3 seradegradado nonicleo;  ma as duas extremidades dos introns e fornece a atividade
~oH assnRNPsserdorecicladas). o imatica para as duas etapas necessarias da reacao
(ver Figura 6-25A e Animacao 6.5). Como indicado, um
conjunto de proteinas do chamado complexo de juncao
+. do éxon (EJC) permanece sobre a molécula de mRNA que
5 —— — Porcéo do sofreu splicing; o seu papel subsequente sera discutido
Exon 1 Exon 2 MR brevemente.
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No entanto, a hidrélise extensiva do ATP é necessdria para a associacao e os rearranjos
do spliceossomo. Algumas das proteinas adicionais que fazem parte do spliceossomo
utilizam a energia da hidrélise de ATP para romper interacoes RNA-RNA j4 existentes
e permitir a formacdo de outras. Ao todo, em torno de 200 proteinas, incluindo aquelas
que formam as snRNPs, sdo necessdrias para cada evento de splicing.

Qual é o prop6sito desses rearranjos? Em primeiro lugar, eles permitem que os
sinais de splicing do pré-RNA sejam examinados pelos snRNPs diversas vezes durante o
processo de splicing. Por exemplo, Ul snRNP inicialmente reconhece o sitio de splicing
5" por meio do pareamento de bases convencional; conforme o splicing procede, esses
pares de bases sdo rompidos (pelo uso da energia da hidrdlise do ATP) e U1 é substituido
por U6 (Figura 6-29). Esse tipo de rearranjo de RNA-RNA (em que a formagdo de uma in-
teracdo de RNA-RNA requer a disrupg¢ao de outra) ocorre varias vezes durante o splicing
e permite que os spliceossomos verifiquem e reavaliem os sinais de splicing, aumentan-
do, desse modo, a precisao global do splicing. Em segundo lugar, os rearranjos que ocor-
rem no spliceossomo criam os sitios ativos para as duas reagoes de transesterificacao.
Esses dois sitios ativos sdo criados um apds o outro e somente apés os sinais de splicing
no pré-mRNA terem sido verificados varias vezes. Essa progressao ordenada garante que
erros de splicing ocorrerdo apenas raramente.

Uma das caracteristicas mais surpreendentes do spliceossomo € a natureza dos
sitios cataliticos: eles sdo formados por proteinas e moléculas de RNA, embora sejam
as moléculas de RNA as reais catalisadoras quimicas do splicing. Na tltima secao deste
capitulo, discutiremos em termos gerais as propriedades quimicas e estruturais das mo-
léculas de RNA que lhes permitem atuar como catalisadoras.

Uma vez que areagdo quimica do splicing foi completada, as snRNPs permanecem
ligadas a alga em lago. A dissociacdo das snRNPs do laco (e umas das outras) requer ou-
tra série de rearranjos RNA-RNA que requer a hidrélise de ATP. Dessa forma, os snRNAs
retornardo a sua configuracao original, podendo ser reutilizados em uma nova reacao.
Ao final de umareacao de splicing, o spliceossomo promove a ligacao de um conjunto de
proteinas ao mRNA, préximo a regiao anteriormente ocupada pelo intron. Denomina-
das complexo de jungdo do éxon (EJC, exon junction complex), essas proteinas marcam o
sitio de um evento de splicing que ocorreu com sucesso e, como veremos adiante neste
capitulo, influenciam o destino subsequente do mRNA.

Outras propriedades do pré-mRNA e da sua sintese ajudam a
explicar a escolha dos sitios adequados de splicing

Como vimos, os introns variam incrivelmente em tamanho, alguns excedendo os 100 mil
nucleotideos. Se a selecao do sitio do splicing fosse determinada unicamente pela acao de
snRNPs sobre uma molécula de RNA pré-formada livre de proteinas, poderiamos esperar
erros frequentes de splicing - como a perda de éxons e o uso de regioes “ocultas” de splicing
(Figura 6-30). Os mecanismos de fidelidade construidos em torno do spliceossomo para
suprimir erros sao suplementados por dois fatores adicionais que aumentam a chance de
o splicing ocorrer de forma exata. O primeiro é uma simples consequéncia do acoplamento
entre o splicing e a transcricdo. Enquanto a transcrigao ocorre, a cauda fosforilada da RNA-
-polimerase carreia varios componentes do spliceossomo (ver Figura 6-22), e esses compo-
nentes sdo diretamente transferidos da polimerase para o RNA a medida que o RNA emerge
da polimerase. Essa estratégia ajuda a célula a identificar e controlar os introns e os éxons:
por exemplo, as snRNPs que se organizam sobre um sitio de splicing 5’ sdo inicialmente
apresentados apenas ao sitio de splicing 3’ que emerge imediatamente da polimerase; os
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Figura 6-29 Um dos varios rearranjos
que ocorrem no spliceossomo durante
o splicing do pré-mRNA. Este exemplo
vem da levedura Saccharomyces cerevisiae,
na qual as sequéncias nucleotidicas envol-
vidas sao ligeiramente diferentes daquelas
presentes em células humanas. A troca de
SNRNP U1 por snRNP U6 ocorre imediata-
mente antes da primeira reacao de trans-
feréncia de fosforil (ver Figura 6-28). Essa
troca faz o sitio de splicing 5’ ser lido por
duas snRNPs diferentes, o que aumenta a
exatidao da selecdo do sitio de splicing 5
pelo spliceossomo.
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Figura 6-30 Dois tipos de erros de
splicing. (A) Salto (ou perda) de éxon.
(B) Selecao de sitio oculto de splicing.
Sinais ocultos de splicing sdo sequéncias

nucleotidicas de RNA com alta similaridade

a sinais de splicing verdadeiros e sao por
vezes erroneamente utilizadas pelo spli-
€eossomo.

Figura 6-31 Variacdo no tamanho de
introns e de éxons nos genomas hu-
mano, de nematddeo e de mosca.

(A) Distribuicao do tamanho de éxons.

(B) Distribuicao do tamanho de introns.
Observe que o comprimento dos éxons

é muito mais uniforme do que o compri-
mento dos introns. (Adaptada de Interna-
tional Human Genome Sequencing Con-
sortium, Nature 409:860-921, 2001. Com
permissdo de Macmillan Publishers Ltd.)
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sitios potenciais mais a jusante ainda ndo foram sintetizados. Essa coordenagao entre trans-
cricao e splicing é extremamente importante para evitar a retirada inadequada de éxons.

Uma estratégia denominada “definicao de éxon” também ajuda que as células es-
colham as regioes adequadas para splicing. O tamanho dos éxons tende a ser muito mais
uniforme que o tamanho dos introns, apresentando, em média, 150 pares de nucleotideos
em uma ampla variedade de organismos eucariéticos (Figura 6-31). Pela definicao de um
éxon, a maquinaria de splicing pode procurar sequéncias exénicas de tamanho relativa-
mente homogéneo. Acredita-se que, a medida que ocorre a sintese de RNA, um grupo de
componentes adicionais (principalmente as proteinas SR, assim chamadas por conterem
um dominio rico em serinas e em argininas) se associa sobre os éxons e marca cada sitio
3’ e 5’ do splicing, iniciando na extremidade 5" do RNA (Figura 6-32). Essas proteinas, por
sua vez, recrutam o snRNA U1, que marca o limite 3’ do éxon, e o snRNA U2, que ajuda a
identificar o outro limite. Ao marcar dessa forma especificamente os éxons e assim tirar
partido do tamanho relativamente uniforme dos éxons, a célula aumenta a precisao com
que deposita os componentes iniciais de splicing sobre o RNA nascente e, portanto, evita
“a perda” de sitios de splicing. Ainda nao esté claro como as proteinas SR discriminam
as sequéncias exdnicas das sequéncias intronicas; entretanto, sabe-se que algumas das
proteinas SR ligam-se preferencialmente a sequéncias especificas de RNA em éxons, de-
nominadas estimuladores de splicing (splicing enhancers). Em principio, considerando-se
aredundéncia do c6digo genético, existe liberdade para a evolugao da sequéncia nucleo-
tidica dos éxons de modo a formar um sitio de ligagao para uma proteina SR, sem que a
sequéncia de aminoacidos que o éxon codifica seja necessariamente afetada.

Tanto a marcacado dos limites entre éxons e introns quanto a organizacao do splice-
ossomo tém inicio sobre a molécula de RNA enquanto ela ainda esta na fase de extensao
de sua extremidade 3’ pela RNA-polimerase. Entretanto, o verdadeiro processo quimico
do splicing pode ocorrer mais tarde. Esse atraso significa que os introns ndo sao necessa-
riamente removidos da molécula de pré-mRNA na ordem em que eles se encontram ao
longo da cadeia de RNA.

A estrutura da cromatina afeta o splicing do RNA

Embora a primeira vista possa parecer contraditério, a forma como um gene é empacotado
na cromatina pode afetar como o RNA transcrito desse gene serd processado. Os nucleos-
somos tendem a ser posicionados sobre os éxons (que tém, em média, o comprimento
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aproximado do DNA em um nucleossomo), e foi proposto que os nucleossomos atuam
como “redutores de velocidade’; permitindo que as proteinas responsaveis pela identifica-
¢ao dos éxons se associem sobre o RNA conforme ele emerge da polimerase. Além disso,
alteracdes na estrutura da cromatina sao usadas para alterar os padrdes de splicing de duas
maneiras. Primeiro, visto que o splicing e a transcrigao sao acoplados, a velocidade na qual
a RNA-polimerase se move ao longo do DNA pode afetar o splicing do RNA. Por exemplo,
se a polimerase se move lentamente, o salto de éxons (ver Figura 6-30A) serd minimizado:
a organizacao do spliceossomo inicial podera ser concluida antes mesmo que um sitio al-
ternativo de splicing emerja da RNA-polimerase. Os nucleossomos na cromatina conden-
sada podem pausar a polimerase; o padrao das pausas, por sua vez, afetard a quantidade
de RNA disponivel para a maquinaria do splicing em um dado momento.

Ha uma segunda e mais direta forma da estrutura da cromatina afetar o splicing do
RNA. Embora os detalhes ainda nao estejam totalmente compreendidos, modifica¢des
especificas em histonas atraem componentes do spliceossomo, e, visto que a cromati-
na que estéd sendo transcrita esta em forte associacdo com o RNA nascente, esses com-
ponentes do splicing podem facilmente ser transferidos para o RNA emergente. Dessa
forma, certos tipos de modificacoes de histonas podem afetar o padrao final do splicing.

O splicing de RNA possui uma plasticidade extraordinaria

Vimos que a escolha dos sitios de splicing depende de caracteristicas do transcrito pré-
-mRNA como a for¢a dos trés sinais no RNA (as juncdes 5’ e 3’ do splicing e o ponto de
forquilha) pela maquinaria de splicing, a associagao cotranscricional do spliceossomo,
a estrutura da cromatina e a eficiéncia do “sistema de classificacao” que define o éxon.
Desconhecemos quio exato é o processo normal do splicing, pois, como veremos a se-
guir, existem vdrios sistemas de controle de qualidade que degradam rapidamente os
mRNAS cujo splicing ocorreu de forma inadequada. No entanto, sabemos que, compara-
do a outras etapas da expressao génica, o splicing geralmente é bastante flexivel.

Assim, por exemplo, quando uma mutacao ocorre em uma sequéncia nucleotidica
critica para o splicing de um intron determinado, isso por si sé nao impedird necessaria-
mente o splicing deste intron. Em vez disso, a muta¢do potencialmente criard um novo
padrao de splicing (Figura 6-33). Com frequéncia, um éxon é simplesmente eliminado
(ver Figura 6-33B). Em outros casos, a mutagdo leva ao uso eficiente de uma juncdo ocul-
ta (Figura 6-33C). Aparentemente, a maquinaria de splicing evoluiu para identificar o
melhor padrao possivel das jungdes de splicing e, se este é alterado por uma mutacao, ela
procura o préoximo melhor padréo, e assim por diante. Essa plasticidade inerente ao pro-
cesso de splicing do RNA sugere que as modificacdes nos padroes de splicing provocadas
por mutagoes ao acaso sao importantes na evolucdo dos genes e dos organismos. Isso
também significa que as mutacoes que afetam o splicing podem ser extremamente pre-
judiciais para o organismo: além da 3-talassemia, o exemplo apresentado na Figura 6-33,
o splicing aberrante desempenha papéis importantes no desenvolvimento da fibrose cis-
tica, da demeéncia fronto-temporal, da doenca de Parkinson, da retinite pigmentosa, da
atrofia muscular espinal, da distrofia miotonica, do envelhecimento precoce e do cancer.
Estima-se que, das muitas mutac¢des pontuais que causam doengas hereditarias huma-
nas, 10% produzam splicing aberrante do gene que contém a mutacao.

Figura 6-32 Hipdtese da definicdo de
éxon. De acordo com essa ideia, proteinas
SR ligam-se a cada sequéncia de éxon no
pré-mRNA e, dessa forma, ajudam a guiar
as snRNPs para os limites adequados entre
intron/éxon. Essa demarcacao de éxons
pelas proteinas SR ocorre cotranscricio-
nalmente, iniciando no CBC (complexo

de ligacao ao quepe) na extremidade 5'.
Acredita-se que um grupo de proteinas
conhecidas como ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas (hnnRNPs) possam
associar-se preferencialmente aos introns
ajudando ainda mais o spliceossomo a dis-
tinguir os introns dos éxons. (Adaptada de
R. Reed, Curr. Opin. Cell Biol. 12:340-345,
2000. Com permissao de Elsevier.)



324 PARTE Il

Mecanismos genéticos basicos

(A) TRANSCRITO PRIMARIO NORMAL
DA B-GLOBINA EM ADULTO

Exon Exon Exon
“/\_3
N
Sequéncias de introns

O mRNA normal é formado a partir de trés éxons

(B) UMA ALTERAGAO DE UM UNICO
NUCLEOTIDEO QUE DESTROI UM
SITIO NORMAL DE SPLICING, PROVOCANDO,
ASSIM, A ELIMINACAO DE UM EXON

-{\-

A

mRNA com éxon 2 ausente

(C) UMA ALTERAGAO DE UM UNICO
NUCLEOTIDEO QUE DESTROI UM SITIO
NORMAL DE SPLICING, ATIVANDO,
DESSA FORMA, UM SITIO OCULTO DE
SPLICING

—

mMRNA com um éxon 3 estendido

(D) UMA ALTERAGAO DE UM UNICO
NUCLEOTIDEO QUE CRIA UM NOVO
SITIO DE SPLICING, CAUSANDO, DESSA
FORMA, A INSERGAO DE UM NOVO EXON

mMRNA com éxon extra inserido
entre os éxons 2 e 3

Figura 6-33 Processamento anormal do trans-
crito primério do RNA da B-globina em huma-
nos com a doenca B-talassemia. Nos exemplos
ilustrados, a doenga (uma anemia grave resultante
da sintese anormal de hemoglobina) é causada
por mutagdes em sitios de splicing, identificadas
no genoma de pacientes afetados. Os segmentos
azul-escuro representam as trés sequéncias nor-
mais de éxons; as linhas vermelhas conectam os
sitios de splicing 5" e 3" que sé&o utilizados. Em (B),
(C) e (D), os segmentos azul-claro indicam as no-
vas sequéncias nucleotidicas inseridas na molécula
de mRNA final como resultado de uma mutacao
indicada pela seta preta. Observe que quando
uma mutagao origina um sitio normal de splicing
sem um acompanhante, um éxon é perdido (B),
ou um ou mais sitios de splicing ocultos anormais
adjacentes sao usados (C). (Parcialmente adaptada
de S.H. Orkin, em The Molecular Basis of Blood
Diseases [G. Stamatoyannopoulos et al., eds.],

pp. 106-126. Philadelphia: Saunders, 1987.)

A plasticidade do splicing de RNA também significa que a célula pode facilmente
regular o padrao de splicing do RNA. Anteriormente, nesta secao, vimos que o splicing
alternativo pode originar proteinas diferentes a partir do mesmo gene e que essa é uma
estratégia comum para aumentar o potencial de codificagdo dos genomas. Alguns exem-
plos de splicing alternativo sao constitutivos; isto é, os mRNAs que sofrem splicing alter-
nativo sao produzidos continuamente pelas células de um organismo. Entretanto, em
muitos casos, os padroes de splicing sao regulados pela célula de tal forma que diferentes
proteinas sao produzidas em diferentes momentos e em diferentes tecidos (ver Figura
6-26). No Capitulo 7, retornaremos a esse assunto para discutir alguns exemplos especi-
ficos da regulacéo de splicing do RNA.

O splicing do RNA catalisado pelo spliceossomo provavelmente
evoluiu a partir de mecanismos de auto-splicing

A descoberta do spliceossomo intrigou bastante os bi6logos moleculares. Por que molé-
culas de RNA, em vez de proteinas, desempenhariam fun¢des importantes no reconhe-
cimento do sitio de splicing e nas reagdes quimicas do splicing? Por que é utilizado um
laco intermedidrio em vez de se utilizar uma alternativa aparentemente mais simples,
que consistiria na aproximacao dos sitios 5’ e 3’ do splicing em uma tnica etapa, seguida
pela clivagem direta e uniao dos segmentos? As respostas a essas questoes refletem a
evolucao do spliceossomo.

Como discutido brevemente no Capitulo 1 (e retomado com mais detalhes na
secao final deste capitulo), é provéavel que as células primordiais tenham utilizado mo-
léculas de RNA - em vez de proteinas - como seus principais catalisadores e que elas
armazenassem sua informacao genética sob a forma de sequéncias de RNA, em vez de
DNA. As reacgoes de splicing catalisadas por RNA possivelmente desempenharam fun-
¢oes essenciais nessas células primordiais. Como evidéncia, alguns introns de RNA de
auto-splicing (ou seja, introns no RNA que sofrem splicing na auséncia de proteinas ou
de quaisquer outras moléculas de RNA) ainda existem - por exemplo, nos genes do rRNA
nuclear do ciliado Tetrahymena, em uns poucos genes do bacteriéfago T4 e em alguns
genes mitocondriais e plastidiais. Nesses casos, a molécula de RNA adquire uma estru-
tura tridimensional enovelada especifica que aproxima as jung¢des intron/éxon e catalisa
as duas reacgoes de transesterificagdo. Uma sequéncia de intron que sofre auto-splicing
pode ser identificada in vitro por meio da incubagdo de uma molécula de RNA purificada
que contém a sequéncia do intron e a observacao da reacao de splicing. Visto que a qui-
mica bésica de algumas reagoes de autoprocessamento é muito semelhante ao splicing
do pré-mRNA, foi proposto que o complexo processo do splicing do pré-mRNA tenha
evoluido de uma forma ancestral mais simples, a partir do auto-splicing do RNA.

As enzimas de processamento do RNA geram a extremidade 3’
dos mRNAs de eucariotos

Javimos que a extremidade 5’ de um pré-mRNA produzido pela RNA-polimerase II é ca-
peada quase que imediatamente apés a sua saida da RNA-polimerase. A seguir, a medida
que a polimerase continua seu movimento ao longo de um gene, os componentes do
spliceossomo se associam sobre o RNA e identificam os limites dos éxons e dos introns.
Alonga cauda C-terminal da RNA-polimerase coordena esses processos pela transfe-
réncia de componentes do capeamento e do splicing diretamente para o RNA conforme
ele emerge da enzima. Nesta se¢do, veremos que a medida que a RNA-polimerase II se
aproxima do final de um gene, um mecanismo similar assegura que a extremidade 3’ do
pré-mRNA seja corretamente processada.

A posicao da extremidade 3’ de cada molécula de mRNA €, em ultima anadlise, es-
pecificada por sinais codificados no genoma (Figura 6-34). Esses sinais sao transcritos
em RNA, conforme a RNA-polimerase II se move ao longo deles, sendo, entao, reco-
nhecidos (como RNA) por uma série de proteinas de ligagdo ao RNA e por enzimas do
processamento do RNA (Figura 6-35). Duas proteinas de subunidades multiplas, deno-
minadas fator de estimulacdo da clivagem (CstF, cleavage stimulation factor) e fator de
especificidade de clivagem e poliadenilacao (CPSF, cleavage and polyadenylation spe-
cificity factor), possuem importancia especial. Ambas movimentam-se com a cauda da
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RNA-polimerase e sao transferidas a extremidade 3’ da sequéncia em processamento de
uma molécula de RNA logo que ela emerge da RNA-polimerase.

Apés aligacao de CstF e CPSF as suas sequéncias de reconhecimento na molécula de
RNA emergente, proteinas adicionais se ligam a eles para criar a extremidade 3’ do mRNA.
Inicialmente, o RNA é clivado da polimerase (ver Figura 6-35). Ap6s, uma enzima denomi-
nada poli-A-polimerase (PAP) adiciona, um a um, aproximadamente 200 nucleotideos A a
extremidade 3’ produzida pela clivagem. O nucleotideo precursor dessas adicoes é o ATP, e
o mesmo tipo de ligacoes 5" a 3’ utilizado na sintese convencional de RNA é formado nessa
situacdo. No entanto, diferentemente das outras RNA-polimerases comuns, a poli-A-polime-
rase ndo requer um molde e, como consequéncia, a cauda de poli-A dos mRNAs eucarioti-
cos nao esté diretamente codificada no genoma. Conforme a cauda de poli-A € sintetizada,
as denominadas proteinas de ligacao a poli-A se ligam a ela e, por um mecanismo ainda
pouco conhecido, ajudam a determinar o tamanho final da cauda.

Ap6s a clivagem da extremidade 3’ de uma molécula de pré-mRNA eucaridtica, a
RNA-polimerase II continua a transcrever, em alguns casos até varias centenas de nu-
cleotideos. Uma vez que a clivagem da extremidade 3’ tenha ocorrido, o RNA recém-sin-
tetizado que emerge das polimerases nao apresenta um quepe 5’; esse RNA desprotegido
é rapidamente degradado por uma exonuclease 5> 3’ presente na cauda da polimerase.
Aparentemente, é essa degradacao continuada do RNA que eventualmente permite a
RNA polimerase se dissociar do molde e interromper a transcrigao.

MRNAs eucariéticos maduros sao seletivamente exportados do
nucleo

A sintese e o processamento do pré-mRNA eucaridtico ocorrem de forma ordenada no
interior do nticleo da célula. Porém, de todo o pré-mRNA que é sintetizado, somente uma
pequena fracdo - o mRNA maduro - serd utilizada posteriormente pela célula. A maior
parte do material restante - introns excisados, RNAs clivados e formas de pré-mRNAs
que sofreram splicing anormal - ndo somente ndo sera utilizada como é potencialmente
perigosa. Como a célula consegue distinguir as moléculas de mRNA maduras relativa-
mente raras, que ela deseja manter, da esmagadora quantidade de detritos gerados pelo
processamento de RNA?

Aresposta é que, quando uma molécula de RNA é processada, ela perde certas protei-
nas e adquire outras. Por exemplo, vimos que a ligacdo dos complexos de ligacao ao quepe,
dos complexos de juncdo do éxon e das proteinas de ligacao a poli-A marcam a finalizacao
respectiva do capeamento, do splicing e da adicao da poli-A. Uma molécula de mRNA ade-
quadamente completa também pode ser distinguida pela presenga/auséncia de determi-
nadas proteinas. Por exemplo, a presenca de uma proteina snRNP significard um splicing
incompleto ou aberrante. Apenas quando as proteinas presentes sobre uma molécula de
mRNA coletivamente indicarem que o processamento foi adequadamente finalizado é que
o mRNA sera exportado do nticleo rumo ao citosol, onde podera ser traduzido em proteina.

Figura 6-35 Algumas das principais etapas na geracao da extremidade 3’ de um
mRNA eucariético. Esse processo é muito mais complicado do que o processo analogo
em bactérias, onde a RNA-polimerase simplesmente para no sinal de terminagéo e libera
tanto a extremidade 3’ do transcrito quanto o DNA-molde (ver Figura 6-11).

Figura 6-34 Sequéncias nucleotidicas
consenso que determinam a clivagem
e a poliadenilacdo para formar a
extremidade 3’ de um mRNA eucarié-
tico. Essas sequéncias sao codificadas no
genoma e reconhecidas — como RNA — por
proteinas especificas apds serem trans-
critas. Como mostrado na Figura 6-35,

0 hexamero AAUAAA liga-se ao CPSF, e

o elemento rico em GU a direita do sitio
de clivagem liga-se ao CstF; a sequéncia
CA é ligada a um terceiro fator proteico
necessario para a clivagem. Como outras
sequéncias consenso de nucleotideos
discutidas neste capitulo (ver Figura 6-12),
as sequéncias ilustradas na figura repre-
sentam uma variante de uma ampla gama
de sinais de poliadenilacao e de clivagem
individuais.
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Figura 6-36 Estrutura da regido central do
exossomo de RNA humano. O RNA pene-
tra por uma extremidade do poro central e é
degradado por RNAses que se associam com

a outra extremidade. Nove diferentes subunida-
des proteicas (cada qual representada por uma
cor diferente) compoem essa grande estrutura
em anel. As células eucaridticas possuem tanto
um exossomo nuclear quanto um exossomo
citoplasmatico; ambas as formas incluem a
porcas central do exossomo mostrado aqui

e subunidades adicionais (incluindo RNAses
especializadas) que diferenciam as duas formas.
O exossomo nuclear degrada RNAs aberrantes
antes que eles sejam exportados para o cito-
sol. Ele também processa certos tipos de RNA
(p. ex., 0s RNAs ribossémicos) para produzir

a sua forma final. A forma citoplasmatica do
exossomo é responsavel pela degradagao de
mMRNASs no citosol, e é, portanto, essencial para
a determinacao do tempo de vida de cada mo-
lécula de mRNA. (Codigo PDB: 2NN6.)
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Os mRNAs processados de forma inadequada e outros residuos de RNA (p. ex., sequéncias
intrénicas excisadas) sdo retidos no ntcleo, onde eventualmente serdao degradados pelo
exossomo nuclear, um grande complexo proteico cujo interior € rico em exonucleases de
RNA 3'-5’ (Figura 6-36). Assim, as células eucaridticas exportam apenas moléculas de RNA
Uteis para o citoplasma, enquanto fragmentos de RNA sao eliminados no ntcleo.

Entre todas as proteinas que se agregam as moléculas de pré-mRNA conforme
elas emergem das RNA-polimerases que estao transcrevendo, as mais abundantes sao
as proteinas ribonucleares nucleares heterogéneas (hnRNPs, heterogeneous nuclear ri-
bonuclear proteins). Algumas dessas proteinas (existem aproximadamente 30 diferentes
em humanos) desenrolam as hélices em grampo no RNA de tal forma que os sinais de
splicing e outros sinais no RNA podem ser lidos mais facilmente. Outras empacotam pre-
ferencialmente o RNA contido nas sequéncias de introns extremamente longos, tipicos
de organismos complexos (ver Figura 6-31) e podem desempenhar um papel importante
na distin¢do entre mRNAs maduros e restos do processamento de RNA.

Os mRNAs adequadamente processados sao transportados através dos complexos
do poro nuclear (NPCs, nuclear pore complexes), canais aquosos da membrana nuclear,
os quais conectam diretamente o nucleoplasma e o citosol (Figura 6-37). Pequenas
moléculas (com menos de 60 mil daltons) podem difundir-se livremente através desses
canais. No entanto, a maioria das macromoléculas celulares, inclusive os mRNAs com-
plexados a proteinas, apresenta tamanho excessivo, o que as impossibilita de atravessar
os canais sem o uso de processos especiais. A célula usa energia para o transporte ativo
dessas macromoléculas em ambos os sentidos através dos complexos do poro nuclear.

Como explicado em detalhes no Capitulo 12, as macromoléculas sao transportadas
através dos complexos do poro nuclear via receptores de transporte nuclear, os quais, de-
pendendo da identidade da macromolécula, as escoltam do ntcleo para o citoplasma ou
vice-versa. Para que ocorra a exportacao do mRNA, um receptor de transporte nuclear es-
pecifico deve ser ligado ao mRNA, uma etapa que, em muitos organismos, ocorre simulta-
neamente a clivagem e poliadenilacao 3. Ap6s ter ajudado a mover uma molécula de RNA
através do complexo do poro nuclear, o receptor de transporte se dissocia do mRNA, penetra
novamente no nucleo, e é utilizado para exportar uma nova molécula de mRNA.

A exportacdo dos complexos mRNA-proteina a partir do nicleo pode ser facilmente
observada ao microscépio eletronico para os incomumente abundantes mRNAs dos genes
do Anel de Balbiani de insetos. Conforme esses genes sdo transcritos, pode-se observar o
empacotamento do RNA recém-formado mediado por proteinas, como hnRNPs, protei-
nas SR e componentes do spliceossomo. Esse complexo proteina-RNA sofre uma série de
transicoes estruturais, provavelmente refletindo eventos de processamento do RNA, cul-
minando em uma fibra curva (Figura 6-37). Essa fibra curva move-se, entao, através do
nucleoplasma, penetra o complexo do poro nuclear (sendo seu quepe 5’ a primeira por¢ao
a penetrar) e sofre outra série de transicoes estruturais, enquanto se move através do poro.
Essas e outras observacoes revelaram que os complexos pré-mRNA-proteina e mRNA-pro-
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Figura 6-37 Transporte de uma grande molécula de mRNA pelo complexo do poro nuclear. (A) A maturagao de uma molécula de mRNA conforme ela
é sintetizada pela RNA-polimerase e empacotada pelas diversas proteinas nucleares. Esta ilustracdo de um RNA de inseto incomumente grande e abundante,
chamado mRNA do anel de Balbiani, baseia-se em fotomicrografias de microscopia eletrénica como as mostradas em (B). (A, adaptada de B. Daneholt, Cell
88:585-588, 1997. Com permissao de Elsevier; B, de B.J. Stevens e H. Swift, J. Cell Biol. 31:55-77, 1966. Com permissao de The Rockefeller University Press.)
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teina sao estruturas dindmicas que podem adquirir e perder numerosas proteinas especi-
ficas durante a sintese, o processamento e a exportacao do RNA (Figura 6-38).

A andlise anteriormente descrita foi complementada por novas metodologias que
permitiram aos pesquisadores acompanhar o destino de moléculas de mRNA mais ti-
picas, que podem ser marcadas com fluorescéncia e observadas individualmente. Uma
tipica molécula de RNA é liberada do seu sitio de transcricao e consome varios minu-
tos difundindo rumo a um complexo do poro nuclear. Durante esse periodo, é provavel
que eventos de processamento do RNA continuem a ocorrer e que o RNA perca certas
proteinas anteriormente a ele ligadas e adquira novas. Ao chegar a entrada do poro, o
mRNA “pronto para exportacdo” permanece estacionario durante alguns segundos, tem-
po no qual pode ocorrer a conclusao do processamento, e, em seguida, é transportado
através do poro muito rapidamente, em dezenas de milissegundos. Alguns complexos
mRNA-proteinas sdo muito grandes, e os mecanismos que lhes permitem se mover tao
rapidamente através dos complexos de poros nucleares permanecem ainda um mistério.

Algumas das proteinas depositadas sobre o mRNA enquanto ele ainda se encontra no
nucleo podem afetar o destino do RNA ap6s ele ter sido transportado para o citosol. Assim, a
estabilidade de um mRNA no citosol, a eficiéncia sob a qual ele serd traduzido em proteina
e seu destino definitivo no citosol podem ser determinados pelas proteinas adquiridas no
nucleo e que permanecem ligadas ao RNA apds ele deixar o compartimento nuclear.

Antes de discutirmos o que acontece com os mRNAs no citosol, consideraremos
brevemente como ocorre a sintese e o processamento de algumas moléculas de RNA
nao codificadoras. H4 muitos tipos de RNAs nao codificadores produzidos pelas células
(ver Tabela 6-1, p. 305), mas aqui vamos nos concentrar nos rRNAs, que sdo extrema-
mente importantes para a tradu¢do dos mRNAs em proteina.

RNAs nado codificadores também sao sintetizados e processados
no nucleo

Apenas uma pequena porcentagem do peso seco de uma célula de mamifero é RNA, sendo
que apenas cerca de 3 a 5% dessa porcentagem corresponde a mRNA. A maior parte do
RNA nas células desempenha funcoes estruturais e cataliticas (ver Tabela 6-1). Os RNAs
mais abundantes nas células sao os RNAs ribossdmicos (rRNAs), que constituem aproxima-
damente 80% do RNA em uma célula que se encontra em rapida divisdo. Como discutido a
seguir neste capitulo, esses RNAs formam o cerne do ribossomo. Diferentemente das bacté-
rias - nas quais todos os RNAs celulares sao sintetizados por uma tinica RNA-polimerase -,
os eucariotos tém uma polimerase especializada, a RNA-polimerase I, que se dedica a pro-
ducao dos rRNAs. A RNA-polimerase I é semelhante estruturalmente a RNA-polimerase II
discutida anteriormente; entretanto, a auséncia de uma cauda C-terminal na polimerase I
ajuda a explicar por que seus transcritos ndo sao capeados ou poliadenilados.

Visto que multiplos ciclos de traducdo de cada molécula de mRNA podem propor-
cionar uma amplificacdo enorme na produ¢do das moléculas proteicas, muitas das protei-
nas abundantes na célula podem ser sintetizadas a partir de genes que apresentam uma
Unica cépia por genoma haploide (ver Figura 6-3). Em contraste, os componentes RNA do
ribossomo constituem produtos génicos finais, e uma célula de mamifero em crescimento
deve sintetizar cerca de 10 milhdes de cdpias de cada tipo de rRNA em cada geracdo da
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Figura 6-38 llustracdo esquematica de
uma molécula de mRNA pronta para
exportacao e seu transporte através
do poro nuclear. Como indicado,
algumas proteinas acompanham o mRNA
a medida que ele atravessa o poro, en-
quanto outras permanecem no nucleo.

O receptor de exportacao nuclear de
MRNA é um complexo de proteinas que se
liga a uma molécula de mRNA, uma vez
que ela tenha sido corretamente processa-
da e poliadenilada. Depois que 0 mRNA é
exportado para o citosol, esse receptor de
exportacao se dissocia do mRNA e é trans-
portado de volta ao nucleo, onde pode ser
novamente utilizado. A verificacao final
aqui indicada, chamada de decaimento
mediado por auséncia de sentido, sera
descrita mais adiante neste capitulo.
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Figura 6-39 Transcricao de genes de
rRNA organizados em sequéncia,
como observado em microscopia ele-
trénica. O padrdo de genes transcritos
alternados a espacadores néo transcritos é
facilmente observavel. Uma visdo de maior
magnitude dos genes de rRNA é mostrada
na Figura 6-10. (De V.E. Foe, Cold Spring
Harb. Symp. Quant. Biol. 42:723-740,
1978. Com permissao de Cold Spring Har-
bor Laboratory Press.)

Figura 6-40 Modificacdes quimicas e
o processamento nucleolitico de uma
molécula precursora de rRNA 45S eu-
cariotica gerando trés RNAs ribossomi-
cos distintos. Dois tipos de modificacoes
qufmicas (codigo de cores de acordo com
a Figura 6-41) séo realizados no rRNA
precursor antes que ele seja clivado. Apro-
ximadamente, metade das sequéncias
nucleotidicas desse rRNA precursor é
descartada e degradada no nucleo pelo
exossomo. Os rRNAs s&o denominados

de acordo com seus valores “S”, que se
referem as suas taxas de sedimentacao em
ultracentrifugagao. Quanto maior o valor
de S, maior é o rRNA.

célula para construir seus 10 milhdes de ribossomos. Quantidades adequadas de rRNAs
s6 podem ser produzidas porque a célula contém multiplas copias de genes de rRNA que
codificam RNAs ribossomicos (rRNAs). Mesmo a E. coli necessita de sete copias de seus
genes de rRNA para suprir as necessidades da célula para a formacgdo dos ribossomos.
As células humanas contém aproximadamente 200 c6pias dos genes de rRNA por genoma
haploide, dispersas em pequenos grupos em cinco cromossomos diferentes (ver Figura
4-11), enquanto as células da ra Xenopus contém cerca de 600 copias de genes de rRNA por
genoma haploide, em um tinico agrupamento, em um cromossomo (Figura 6-39).

Existem quatro tipos de rRNAs eucarioticos, cada um representado no ribossomo
por uma cépia. Trés desses quatro rRNAs (18S, 5,8S e 28S) sao sintetizados por meio de
modificagdes quimicas e clivagem de um tnico grande rRNA precursor (Figura 6-40); o
quarto (5S RNA) é sintetizado a partir de um grupo separado de genes por uma polime-
rase diferente, a RNA-polimerase III, e ndo requer modificagoes quimicas.

Grandes modificacdes quimicas ocorrem no rRNA precursor de 13 mil nucleotideos
de comprimento antes que os rRNAs sejam clivados e organizados sob a forma de ribosso-
mos. Estas incluem cerca de 100 metilagoes das posigoes 2’-OH nos acgicares dos nucleo-
tideos e 100 isomerizagoes de nucleotideos uridina para pseudouridina (Figura 6-41A).
As fungoes dessas modificacoes nao sao compreendidas em detalhe, mas elas provavel-
mente auxiliam no enovelamento e na unido dos rRNAs finais, ou alteram sensivelmente a
funcao dos ribossomos. Cada modificacao é feita em uma posicao especifica sobre o rRNA
precursor, especificada por “RNAs-guia’; que se posicionam no rRNA precursor pelo parea-
mento de bases e, assim, trazem uma enzima modificadora de RNA para a posicdo apro-
priada (Figura 6-41B). Outros RNAs-guia promovem a clivagem dos rRNAs precursores
em rRNAs maduros, provavelmente por causarem modificagdes conformacionais no rRNA
precursor, que expoem esses sitios para as nucleases. Todos esses RNAs-guia sdo membros
de uma grande classe de RNAs chamada pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs, small
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nucleolar RNAs), denominados dessa forma por desempenharem suas fungoes em um sub-
compartimento do ntcleo - o nucléolo. Muitos snoRNAs sao codificados nos introns de
outros genes, especialmente aqueles que codificam proteinas ribossdémicas. Eles sao sinte-
tizados pela RNA-polimerase II e processados a partir de sequéncias de introns excisados.

O nucléolo é uma fabrica produtora de ribossomos

O nucléolo é a estrutura mais facilmente identificada no nicleo de uma célula eucari-
6tica quando observada em microscopia 6ptica. Essa estrutura foi tdo analisada pelos
primeiros citologistas que uma revisao de 1898 chegou a listar aproximadamente 700 re-
feréncias. Sabemos atualmente que o nucléolo é a regido onde acontece o processamen-
to de rRNAs e a sua organizacao sob a forma de subunidades ribossémicas. Ao contrario
de muitas das principais organelas da célula, o nucléolo nao esta delimitado por uma
membrana (Figura 6-42); ele é um enorme agregado de macromoléculas, incluindo os
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Figura 6-41 Modificacoes do rRNA
precursor por RNAs-guia. (A) Duas im-
portantes modificacdes covalentes feitas
ao rRNA; as diferencas dos nucleotideos
inicialmente incorporados estao indicadas
por atomos vermelhos. A pseudouridina

é um isdbmero da uridina; a base foi “gira-
da,” e estd ligada ao C vermelho e ndo ao
N vermelho do agucar (compare a Figura
6-5B). (B) Conforme indicado, os snoRNAs
localizam os sitios de modificacao por
meio do pareamento de bases com se-
quéncias complementares ao rRNA precur-
sor. Os snoRNAs estao ligados a proteinas,
e os complexos sao denominados snoRNPs
(pequenas ribonucleoproteinas nucleares).
As snoRNPs contém tanto as sequéncias-
-guia quanto as enzimas que modificam

o rRNA.

Figura 6-42 Fotomicrografia eletro-
nica de um corte fino do nucléolo de
um fibroblasto humano, mostrando
suas trés zonas distintas. (A) Imagem
do nucleo completo. (B) Vista de maior
magnitude do nucléolo. Acredita-se que a
transcricdo dos genes de rRNA ocorra en-
tre o centro fibrilar e o componente denso
fibrilar, e que o processamento dos rRNAs
e sua organizagdo nas duas subunidades
do ribossomo ocorra fora do componente
denso fibrilar, nos componentes granulares
adjacentes. (Cortesia de E.G. Jordan e

J. McGovern.)

Centro
fibrilar
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Figura 6-43 AlteracGes na aparéncia de um nucléolo em uma célula humana
durante o ciclo celular. Apenas o nlcleo da célula estéd representado neste diagrama.
Na maioria das células eucariéticas, a membrana nuclear se desorganiza durante a
mitose, como indicado pelos circulos tracejados.

préprios genes do rRNA, precursores dos rRNAs, rRNAs maduros, enzimas de proces-
samento de rRNAs, snoRNPs, um grande conjunto de fatores de associacao (incluindo
ATPases, GTPases, proteinas-cinase e RNA-helicases), proteinas ribossémicas e ribosso-
mos parcialmente formados. A intima associacdo de todos esses componentes permite
que a organizac¢ao dos ribossomos ocorra rapidamente e sem perturbacgoes.

Varios tipos de moléculas de RNA desempenham um importante papel na quimica
e na estruturacao do nucléolo, sugerindo que ele possa ter evoluido a partir de uma es-
trutura ancestral presente em células dominadas pela catélise de RNA. Nas células atuais,
os genes de rRNA desempenham uma funcdo importante na formacao dos nucléolos.
Em uma célula humana diploide, os genes de rRNA estdo distribuidos em dez grupos,
localizados préximo a extremidade de uma das duas c6pias de cinco pares cromossdmi-
cos diferentes (ver Figura 4-11). Durante a interfase, esses dez cromossomos contribuem
com alcas de DNA (contendo os genes rRNA) para o nucléolo; na fase M, quando os cro-
mossomos condensam, os nucléolos se fragmentam e, entao, desaparecem. Em seguida,
na tel6fase da mitose, conforme os cromossomos retornam ao seu estado semidisperso,
as extremidades dos dez cromossomos reorganizam pequenos nucléolos, que se agluti-
nam de modo progressivo em um tnico nucléolo (Figuras 6-43 e 6-44). Como deveria
ser esperado, o tamanho dos nucléolos reflete o niimero de ribossomos que a célula esta
produzindo. Consequentemente, seu tamanho varia muito entre as diferentes células e
pode sofrer alteracdes em uma tnica célula, ocupando 25% do volume total nuclear em
células que estdo produzindo quantidades anormalmente grandes de proteina.

A organizacgdo dos ribossomos é um processo complexo, e as principais caracte-
risticas desse processo estao ilustradas na Figura 6-45. Além de seu papel central na
biogénese dos ribossomos, o nucléolo € o sitio da produgao de outros RNAs nao codi-
ficadores e da organizacao de outros complexos RNA-proteina. Por exemplo, o snRNP
U6, que atua no splicing do pré-mRNA (ver Figura 6-28), é composto por uma molécula
de RNA e de, no minimo, sete proteinas. O snRNA U6 é modificado quimicamente pelos
snoRNAs no nucléolo antes de sua associacdo final em snRNP U6. Outros importantes
complexos RNA-proteina, inclusive a telomerase (encontrada no Capitulo 5) e a parti-
cula de reconhecimento de sinal (a qual discutiremos no Capitulo 12), também sao for-
madas no nucléolo. Finalmente, os tRNAs (RNAs transportadores) que transportam os
aminodacidos para a sintese proteica sdo processados no nucléolo; da mesma forma que
os genes de rRNA, os genes que codificam tRNAs estao agrupados no nucléolo. Assim, o
nucléolo pode ser visto como uma grande fabrica, na qual diferentes RNAs nao codifica-
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Figura 6-44 Fusao nucleolar. Estas micrografias opticas de fibroblastos humanos crescidos em cultura mos-
tram varios estagios de fusdo nucleolar. Ap6s a mitose, cada um dos dez cromossomos humanos que carrega
um conjunto de genes de rRNA comeca a formar pequenos nucléolos, os quais rapidamente coalescem a medi-
da que crescem para formar um Unico grande nucléolo caracteristico de muitas células interfasicas. (Cortesia de
E.G. Jordan e J. McGovern.)
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dores sao transcritos, processados e ligados a proteinas para formar uma ampla gama de
complexos ribonucleoproteicos.

O nucleo contém uma variedade de agregados subnucleares

Apesar de o nucléolo ser a estrutura mais proeminente no ntcleo, outros corpos nucle-
ares foram visualizados e estudados (Figura 6-46). Esses corpos incluem os corpos de
Cajal (assim nomeados em homenagem ao cientista que primeiro os descreveu em 1906)
e grupos de granulos de intercromatina (também denominados speckles, ou manchas).
Como o nucléolo, essas outras estruturas nucleares nao tém membranas e sao altamen-
te dinamicas, dependendo das necessidades da célula. Sua formacéao é provavelmente
mediada pela associacdo de dominios proteicos de baixa complexidade, como descrito
no Capitulo 3 (ver Figura 3-36). A sua aparéncia é o resultado da estreita associagdo dos
componentes proteicos e RNA envolvidos na sintese, associagao e armazenamento das
macromoléculas envolvidas na expressao génica. Os corpos de Cajal sdo os locais onde
os snRNPs e os snoRNPs passam pelas etapas finais de maturacao, e onde os snRNPs sdo
reciclados e seus RNAs sdo “reinicializados” apds os rearranjos que ocorreram durante
o splicing (ver p. 321.). Em contraste, foi sugerido que os grupos de granulos de inter-
cromatina correspondam a acimulos de reserva de snRNPs totalmente maduros e de
outros componentes do processamento de RNA, que estdo prontos para ser utilizados na
producao dos mRNAs.

Figura 6-45 A funcdo do nucléolo

na sintese do ribossomo e de outras
ribonucleoproteinas. O rRNA precur-
sor 45S é empacotado em uma grande
particula ribonucleoproteica contendo
varias proteinas ribossdmicas importadas
do citoplasma. Enquanto essa particula
permanece no nucléolo, componentes
selecionados sao adicionados e outros
descartados conforme ela é processada
em subunidades ribossémicas imaturas
maiores e menores. As duas subunidades
ribossémicas atingem sua forma funcional
final apenas apos serem transportadas
individualmente através dos poros nucle-
ares para o citoplasma. Outros complexos
ribonucleoproteicos, incluindo a telomera-
se aqui mostrada, também sao formados
no nucléolo.



332 PARTE Il Mecanismos genéticos basicos

Figura 6-46 Visualizacdo de alguns corpos nucleares proeminentes. A proteina fibrilarina (vermelho), um
componente de diversos snoRNPs, esta presente tanto em nucléolos quanto em corpos de Cajal; (estes indicados
por setas). Os corpos de Cajal (mas nao os nucléolos) também estao destacados pela coloracdo de um dos seus
/ principais componentes, a proteina coilina; a sobreposicdo do snoRNP e da coilina aparece em rosa. Grupos

de granulos de intercromatina (verde) detectados com o uso de anticorpos contra uma proteina envolvida em
splicing do pré-mRNA. O DNA esta corado em azul pelo corante DAPI. (De J.R. Swedlow e A.l. Lamond, Gen.
Biol. 2:1-7,2001. Com permissao de BioMed Central. Fotomicrografia cortesia de Judith Sleeman.)

Os cientistas tém tido dificuldade na determinacao da funcao das pequenas estru-
turas subnucleares descritas anteriormente, em parte devido as drasticas alteracoes na
aparéncia que elas sofrem a medida que as células progridem no ciclo celular ou respon-
dem a altera¢cdes no ambiente. Além disso, a disrupcao de um tipo especifico de corpo
nuclear frequentemente néo altera de forma significativa a viabilidade celular. Parece
que a principal funcédo destes agregados é aproximar os componentes mantendo-os sob
uma concentracao elevada de modo a acelerar sua associagao. Por exemplo, estima-se
que a organizac¢ao do snRNP U4/U6 (ver Figura 6-28) ocorra dez vezes mais rapidamente
nos corpos de Cajal do que seria o caso se 0 mesmo numero de componentes estivesse
disperso por todo o nicleo. Consequentemente, os corpos de Cajal parecem dispensa-
veis em muitos tipos de células, mas sdao absolutamente necessarios em situagdes nas
quais as células devem proliferar de forma rdpida, como nos estédgios iniciais do desen-
volvimento dos vertebrados. Nesse momento, a sintese de proteinas (que depende do
splicing do RNA) deve ser especialmente rapida, e atrasos podem ser letais.

Dada a importéancia dos corpos nucleares no processamento do RNA, poderiamos
esperar que o splicing do pré-mRNA acontecesse em um local especifico no ntcleo,
uma vez que ele requer numerosos componentes proteicos e de RNA. Entretanto, vimos
que a associacdo dos componentes do splicing no pré-mRNA é cotranscricional; como
consequeéncia, o splicing deve ocorrer em muitas regioes sobre os cromossomos. Apesar
de uma tipica célula de mamifero poder expressar em torno de 15 mil genes simulta-
neamente, a transcricao e o splicing do RNA acontecem em apenas alguns milhares de
regides do nucleo. Esses sitios sao altamente dindmicos e provavelmente sdo o resultado
da associagao de componentes de transcrigao e splicing para criar pequenas fdbricas, o
nome dado aos agregados especificos que contém uma concentracio local elevada de
componentes selecionados que criam linhas de montagem bioquimicas (Figura 6-47).
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Figura 6-47 Um modelo para uma fabrica de producdo de mRNA. A producao de mRNA ¢é eficientemente realizada no nucleo pela agregacéo dos varios com-
ponentes necessarios para a transcricao e para o processamento do pré-mRNA, originando uma fabrica bioquimica especializada. Em (A), uma protefna com prova-
vel funcéo de suporte mantém varios componentes proximos a uma RNA-polimerase em transcricao. Outros componentes importantes estao ligados diretamente

a cauda da RNA-polimerase, que também atua como um suporte complexo (ver Figura 6-22), mas nao foram representados na ilustracao por uma questéo de
simplificacao. Em (B), diversos complexos de suporte foram reunidos para formar um agregado altamente enriquecido com os varios componentes necessarios para
a sintese e para o processamento do pré-mRNA. Esse modelo de suporte pode ser responsavel pelos varios milhares de sitios ativos de transcricao e processamento
de RNA normalmente observados no nucleo de uma célula de mamifero, cada um dos quais apresentando um didametro de cerca de 100 nm e contendo, de acordo
com as estimativas, em média, cerca de 10 moléculas de RNA-polimerase Il além de muitas outras proteinas. (C) Aqui, fabricas de producao de mRNA e fabricas de
replicacdo de DNA foram visualizadas na mesma célula de mamifero pela incorporacao rapida de nucleotideos modificados diferentemente em cada acido nucleico
e pela deteccdo do RNA e do DNA produzido com o uso de anticorpos, um (verde) que detecta o DNA recém-sintetizado e o outro (vermelho) que detecta o RNA
recém-sintetizado. (C, de D.G. Wansink et al., J. Cell Sci. 107:1449-1456, 1994. Com permissao de The Company of Biologists.)
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Os grupos de granulos de intercromatina - que contém estoques de componentes en-
volvidos no processamento do RNA - sdo frequentemente observados nas proximidades
dessas regioes de transcricao, e acredita-se que estejam envolvidos na reposi¢ao dos su-
primentos utilizados. O nuicleo pode ser considerado uma estrutura organizada em sub-
dominios, com snRNPs, snoRNPs e outros componentes nucleares movendo-se entre
eles de forma ordenada, de acordo com as necessidades da célula.

Resumo

Antes de a sintese de uma determinada proteina poder ocorrer, a molécula de mRNA cor-
respondente deve ser produzida por transcrigdo. As bactérias contém um unico tipo de
RNA-polimerase (a enzima que realiza a transcrigao de DNA em RNA). Uma molécula
de mRNA é produzida depois que esta enzima inicia a transcri¢do em um promotor, sinteti-
za 0 RNA pela extensdo da cadeia, finaliza a transcrigdo em um terminador e libera tanto o
DNA-molde quanto a molécula de mRNA finalizada. Nas células eucaridticas, o processo de
transcri¢do é muito mais complexo, e existem trés RNA-polimerases - designadas como po-
limerase I, Il e III -, evolutivamente relacionadas umas as outras e a polimerase bacteriana.

O mRNA dos eucariotos é sintetizado pela RNA-polimerase II. Essa enzima requer
um conjunto de proteinas adicionais, os fatores gerais de transcrigdo, e proteinas especi-
ficas de ativagao transcricional, para iniciar a transcrigdo em um molde de DNA. Ainda
sao necessdrias mais proteinas (incluindo complexos de remodelagem da cromatina e en-
zimas modificadoras de histonas) para iniciar a transcri¢do nos moldes de cromatina no
interior da célula.

Durante a fase de extensdo ou alongamento da transcri¢do, o RNA em formacgdo
sofre trés tipos de eventos de processamento: um nucleotideo especial é adicionado a sua
extremidade 5’ (capeamento), os introns sdo removidos da molécula de RNA (splicing) e
a extremidade 3’ do RNA é gerada (por clivagem e poliadenilacdo). Cada um desses pro-
cessos é iniciado por proteinas que acompanham a RNA-polimerase 1I por intera¢do com
sitios sobre sua longa cauda estendida C-terminal. O splicing difere dos demais pelo fato
de muitas de suas etapas-chave serem mediadas por moléculas de RNA especializadas
e ndo por proteinas. Apenas os mRNAs adequadamente processados sdo transportados
através dos complexos do poro nuclear para o citosol, onde serdo traduzidos em proteina.

No caso de diversos genes, o produto final é o RNA e ndo uma proteina. Nos eucario-
tos, esses genes sao normalmente transcritos pela RNA-polimerase I ou pela RNA-polime-
rase III. A RNA-polimerase I produz os RNAs ribossémicos. Apos sua sintese, sob a forma
de um grande precursor, os rRNAs sd@o modificados quimicamente, clivados e organizados
sob a forma das duas subunidades ribossomicas no nucléolo - uma estrutura subnuclear
distinta, que também ajuda a processar alguns complexos RNA-proteina menores na célu-
la. As estruturas subnucleares adicionais (como os corpos de Cajal e os grupos de granulos
de intercromatina) sdo regioes onde os componentes envolvidos no processamento de RNA
sdo organizados, estocados e reciclados. A concentragdo elevada de componentes em tais
“fabricas” assegura que os processos serdo catalisados de modo rdpido e eficiente.

DO RNA A PROTEINA

Na secao anterior, vimos que o produto final de alguns genes € a prépria molécula de
RNA, como os RNAs presentes nos snRNPs e nos ribossomos. Entretanto, a maioria dos
genes de uma célula produz moléculas de mRNA que sao utilizadas como intermediarias
na via de sintese de proteinas. Nesta secao, examinaremos como a célula converte a in-
formacao contida em uma molécula de mRNA em uma proteina. A tradugao atraiu a
atencdo dos bidlogos inicialmente no fim dos anos 1950, quando foi abordado o “pro-
blema da codificacdo”: como a informacdo em uma sequéncia linear de nucleotideos
no RNA é traduzida em uma sequéncia linear de um conjunto de subunidades quimi-
camente tao diferentes - os aminodacidos - em proteinas? Essa questao fascinante trou-
xe grande excitacdo. Havia um quebra-cabecas criado pela natureza que, ap6s mais de
3 bilhoes de anos de evolucao, poderia finalmente ser resolvido por um dos produtos da
evolucgdo - os seres humanos. De fato, ndo somente o cddigo foi finalmente decifrado
passo a passo, como, no ano 2000, a elaborada maquinaria pela qual as células leem esse
c6digo - o ribossomo - foi finalmente revelada em seus detalhes atomicos.
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AGA UUA AGC
AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA cuC CCC UCC ACC GUC  UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG  UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU  UGA

Ala  Arg

Asp  Asn

Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Término

A R D N

C E Q G H | L K M F P S T w Y \

Figura 6-48 O cédigo genético.

A abreviacdo de uma letra padrao para
cada aminoécido esta apresentada abaixo
da abreviacao de trés letras (ver Painel

3-1, p. 112-113, para o nome completo
de cada aminoécido e sua estrutura). Por
convengao, os codons sao sempre escritos
com o nucleotideo 5'-terminal a esquerda.
Observe que a maioria dos aminoacidos

é representado por mais de um cédon, e
que ha algumas regularidades no conjunto
de codons que especifica cada um dos
aminoécidos: cédons para o mesmo ami-
noacido tendem a conter os mesmos nu-
cleotideos na primeira e segunda posicoes,
e variar na terceira posicdo. Trés cédons
n&o especificam aminoacidos, mas atuam
como sitios de terminacao (cédons de ter-
minacao), sinalizando o final da sequéncia
codificadora da proteina.

Um cédon — AUG - age tanto como cédon
de iniciacao, sinalizando o inicio de uma
mensagem que codifica uma proteina,
quanto como cédon que especifica a

metionina.

5’ 3

cCUC, AGC , GUU ACC AU
1 i — — —— —

—Leu——>Ser Val Thr —

5 a UCA || GCG | UUA | CCA hU

Ala

— Ser Leu——Pro—

3 CU, CAG, CGU , UAC, CAU
— GIn——Arg

Tyr —— His —

Figura 6-49 As trés fases de leitura possi-
veis para a sintese de proteinas. No proces-
so de tradugdo de uma sequéncia nucleotidica
(azul) para uma sequéncia de aminoéacidos (ver-
melho), a sequéncia de nucleotideos na molé-
cula de mRNA é lida da extremidade 5’ para a
3’ em grupos sequenciais de trés nucleotideos.
Em principio, portanto, a mesma sequéncia

de RNA pode determinar trés sequéncias
completamente diferentes de aminoacidos,
dependendo da fase de leitura. Entretanto,
apenas uma das trés fases de leitura contém a
mensagem real.

Uma sequéncia de mRNA é decodificada em conjuntos de trés
nucleotideos

Uma vez que o mRNA tenha sido produzido pela transcri¢cdo e do processamento, a in-
formacao presente em sua sequéncia de nucleotideos € utilizada para sintetizar uma
proteina. A transcricdo como forma de transferéncia de informagao é de facil compreen-
sdo: uma vez que o DNA e o RNA sdo quimica e estruturalmente semelhantes, o DNA
pode agir como um molde direto para a sintese de RNA pelo pareamento de bases com-
plementares. Como indica o termo transcrigdo, é como se uma mensagem manuscrita
fosse convertida para um texto datilografado. A linguagem propriamente dita e a forma
da mensagem nao mudam, e os simbolos utilizados sdo muito similares.

Em contraste, a conversao da informagao de RNA para proteina representa uma tra-
ducio da informagao para outra linguagem que utiliza simbolos bastante diferentes. Além
disso, visto que existem somente quatro nucleotideos diferentes no mRNA e 20 tipos dis-
tintos de aminoacidos em uma proteina, nao se pode atribuir nessa tradu¢ao uma corres-
pondéncia direta entre um nucleotideo no RNA e um aminodcido na proteina. A sequén-
cia de nucleotideos de um gene, por intermédio do mRNA, é traduzida na sequéncia de
aminodacidos de uma proteina, aplicando-se as regras conhecidas como c6digo genético.
Esse c6digo foi decifrado no inicio dos anos de 1960.

A sequéncia de nucleotideos em uma molécula de mRNA é lida em grupos con-
secutivos de trés. O RNA é um polimero linear de quatro nucleotideos diferentes, de tal
forma que existem 4 x 4 x 4 = 64 combinagdes possiveis de trés nucleotideos: os tripletes
AAA, AUA, AUG, e assim por diante. Entretanto, somente 20 aminodacidos diferentes sao
normalmente encontrados nas proteinas. Ou alguns tripletes de nucleotideos nunca
sdo usados, ou o c6digo é redundante e alguns aminoécidos sdo determinados por mais
de um triplete. A segunda possibilidade é, de fato, a possibilidade correta, conforme de-
monstrado pelo c6digo genético completamente decifrado na Figura 6-48. Cada grupo
de trés nucleotideos consecutivos no RNA é denominado c6don, e cada cddon especifi-
ca um aminodcido ou determina a finalizagdo do processo de traducao.

Esse cddigo genético é utilizado universalmente em todos os organismos atuais.
Embora algumas pequenas diferencas no cédigo tenham sido encontradas, elas locali-
zam-se principalmente no DNA das mitocdndrias. As mitocondrias possuem seus pré-
prios sistemas de transcricao e de sintese de proteinas, os quais operam com bastante
independéncia dos sistemas equivalentes do restante da célula, sendo compreensivel
que seus pequenos genomas tenham sido capazes de acomodar pequenas alteracoes do
cddigo (discutido no Capitulo 14).

Em principio, uma sequéncia de RNA pode ser traduzida em qualquer uma das
trés diferentes fases de leitura, dependendo de onde inicia o processo de decodificacao
(Figura 6-49). Entretanto, somente uma das trés possiveis fases de leitura em um mRNA
codifica a proteina necessdria. Veremos posteriormente como um sinal de alerta especial
no inicio de cada mensagem do RNA define corretamente a fase de leitura no inicio da
sintese da proteina.

As moléculas de tRNA transportam aminoacidos para os coédons
no mMRNA

Em uma molécula de mRNA os cédons nao reconhecem diretamente os aminoacidos
que determinam: o grupo de trés nucleotideos, por exemplo, néo se liga diretamente ao
aminoécido. Mais exatamente, a traducdo do mRNA em proteina depende de moléculas
adaptadoras que podem reconhecer e se ligar ao cédon e, em outra regido de sua super-



