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Do DNA a proteina: como
as células leem o genoma

Uma vez que a estrutura de dupla-hélice do DNA (acido desoxirribonucleico)
foi determinada no inicio da década de 1950, tornou-se claro que a informagao
hereditaria nas células esta codificada na ordem linear — ou sequéncia - das
quatro subunidades de nucleotideos diferentes que compdem o DNA. Vimos, no
Capitulo 6, como essa informagdo pode ser transmitida, de modo conservado,
de uma célula as suas descendentes pelo processo de replicagdo do DNA. No
entanto, como uma célula decodifica e usa essa informagao? Como as instru-
¢oOes genéticas escritas sob a forma de um alfabeto de apenas quatro “letras”
podem levar a formag¢do de uma bactéria, uma mosca-da-fruta ou um ser hu-
mano? Se ainda temos muito a aprender a respeito de como a informagao esto-
cada nos genes de um organismo leva a produgao até da mais simples bactéria
unicelular, o que néao dizer de como ela pode direcionar o desenvolvimento de
organismos multicelulares complexos, como n6s mesmos? Mas o proprio codi-
go do DNA foi decifrado, € ja percorremos um longo caminho na compreensao
de como as células o leem.

Mesmo antes de termos decifrado o codigo do DNA, sabiamos que a in-
formacdo contida nos genes, de alguma forma, era responsavel pelo direcio-
namento da sintese de proteinas. As proteinas sdo os principais constituintes
das células e determinam ndo apenas a estrutura celular, mas também as suas
funcdes. Nos capitulos anteriores, deparamo-nos com alguns dos milhares de
tipos diferentes de proteinas que podem ser produzidos pelas células. Vimos,
no Capitulo 4, que as propriedades e fun¢des de uma molécula de proteina sao
determinadas pela sequéncia das 20 diferentes subunidades de aminoacidos
em sua cadeia polipeptidica: cada tipo de proteina tem a sua sequéncia de ami-
noacidos caracteristica, que dita como a cadeia vai dobrar-se para dar origem
a uma molécula com forma e caracteristicas quimicas definidas. As instru¢oes
genéticas transportadas pelo DNA devem, portanto, especificar a sequéncia
dos aminoacidos nas proteinas. No presente capitulo, vamos ver como isso
realmente acontece.

O DNA per se ndo sintetiza proteinas, mas atua como um gerente, delegando
as diferentes tarefas a uma equipe de trabalhadores. Quando uma determinada
proteina € necessaria para a célula, a sequéncia de nucleotideos do segmento
apropriado de uma molécula de DNA € inicialmente copiada para outra forma
de acido nucleico - o RNA (dcido ribonucleico). Esse segmento de DNA é denomi-
nado gene, € as cOpias de RNA resultantes sao utilizadas para dirigir a sintese
da proteina. Milhares dessas conversdes de DNA para proteina ocorrem a cada
segundo em cada uma das células do nosso organismo. O fluxo da informagao
genética nas células segue, portanto, uma rota do DNA para o RNA e deste para a
proteina (Figura 7-1). Todas as células, de bactérias a seres humanos, expressam
suas informagdes genéticas dessa forma - um principio tao fundamental que foi
denominado dogma central da biologia molecular.



224

Fundamentos da Biologia Celular

5 3’

-HHHHH ,
3 5
SINTESE DE RNA

Nucleotideos | TRANSCRICAO

RNA
5 3
SINTESE DE PROTEINA
TRADUGAO
PROTEINA
- COOH

HoN =0 - -0

Aminoacidos

Figura 7-1 A informac&o genética di-
reciona a sintese de proteinas. O fluxo
de informacdo genética do DNA ao RNA
(transcricdo) e do RNA a proteina (tradugdo)
ocorre em todas as células vivas. Foi Francis
Crick que apelidou esse fluxo de informa-
cdo de "o dogma central”. Os segmentos
de DNA que s&o transcritos em RNA sdo
chamados de genes.

QUESTAO 7-1

Considere a expressao "dogma
central”, referente ao fluxo da in-
formagéao genética do DNA para o
RNA e, a seguir, para proteina. A
palavra “"dogma” é apropriada nesse
contexto?

Figura 7-2 Uma célula pode expressar
diferentes genes em diferentes ta-

xas. Nesta figura, e nas seguintes, as por-
¢cdes nao transcritas do DNA s&o mostradas
em cinza.

Neste capitulo, abordamos os mecanismos pelos quais as células copiam o
DNA em RNA (um processo denominado transcri¢do) e, a seguir, utilizam a infor-
magao presente no RNA para a produgao de proteina (um processo denominado
tradugdo). Discutimos também algumas das principais variagdes que ocorrem
nesse esquema basico. Destaca-se entre elas o splicing do RNA (ou, em portu-
gués, encadeamento do RNA), um processo, nas células eucaridticas, em que
segmentos de um (transcrito de RNA sdo removidos - € 0s segmentos restantes
sdo unidos entre si — antes que o RNA seja traduzido em proteina. Na se¢éo final,
consideramos como o esquema de estoque de informagao, de transcricao e de
tradugao atual deve ter se originado a partir de sistemas muito mais simples, nos
estagios iniciais da evolugao celular.

DO DNA AO RNA

A transcrigdo e a tradugado sao os processos pelos quais as células leem, ou ex-
pressam, as instrucoes escritas em seus genes. Varias copias idénticas de RNA
podem ser feitas a partir de um mesmo gene, e cada molécula de RNA pode dire-
cionar a sintese de varias cOpias idénticas de uma molécula proteica. Essa ampli-
ficacdo sucessiva permite que as células sintetizem rapidamente, € no momento
necessario, grandes quantidades de proteina. Ao mesmo tempo, cada gene pode
ser transcrito, e seu RNA traduzido, a diferentes taxas, possibilitando que a célula
produza grandes quantidades de algumas proteinas e pequenas quantidades de
outras (Figura 7-2). Além disso, como discutido no Capitulo 8, uma célula pode
alterar (ou regular) a expressao de cada um dos seus genes de acordo com as ne-
cessidades do momento. Nesta se¢do, discutimos a produgdo do RNA - a primeira
etapa da expressdo génica.

Segmentos da sequéncia de DNA sao
transcritos em RNA

O primeiro passo que uma célula da para expressar um dos seus milhares de
genes € a cOpia da sequéncia nucleotidica desse gene sob a forma de RNA. Esse
processo € denominado transcrigdo, pois a informagao, apesar de copiada sob
uma nova forma quimica, permanece escrita essencialmente na mesma lingua-
gem - a linguagem dos nucleotideos. Assim como o DNA, 0 RNA é um polimero
linear composto por quatro diferentes subunidades nucleotidicas unidas entre si
por ligacoes fosfodiéster. Ele se diferencia do DNA, em termos quimicos, sob dois
aspectos: (1) os nucleotideos no RNA sao ribonucleotideos - ou seja, eles contém
0 agucar ribose (origem do nome acido ribonucleico), em vez de desoxirribose; (2)
embora, como 0 DNA, o RNA contenha as bases adenina (A), guanina (G) e cito-
sina (C), ele contém uracila (U) em vez da timina (T) encontrada no DNA (Figura
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Figura 7-3 A estrutura quimica do RNA se diferencia ligeiramente da
estrutura do DNA. (A) O RNA contém o acUcar ribose, o qual difere da
desoxirribose, o agtcar utilizado no DNA, pela presenca de um grupo -OH
adicional. (B) O RNA contém a base uracila, a qual difere da timina, a base
equivalente no DNA, pela auséncia de um grupo -CH,. (C) Um pequeno
segmento de RNA. A ligacdo quimica entre os nucleotideos no RNA — uma
ligacdo fosfodiéster — é a mesma que no DNA.

7-3). Visto que U, assim como T, pode formar pares de bases pelo estabelecimento
de ligagOes de hidrogénio com A (Figura 7-4), as propriedades de complementa-
ridade de bases descritas para o DNA no Capitulo 5 também se aplicam ao RNA.

Apesar de apresentarem composi¢ao quimica bastante semelhante, a estru-
tura geral do DNA e do RNA difere drasticamente. Enquanto o DNA sempre ocor-
re nas células sob a forma de uma hélice de fita dupla, o RNA se apresenta como
fita simples. Essa diferenga tem importantes consequéncias funcionais. Visto que
a cadeia de RNA ¢ de fita simples, ela pode dobrar-se sobre ela propria, adquirin-
do diferentes conformacdes, exatamente como ocorre com o dobramento de uma
cadeia polipeptidica na estruturac¢ao fina de uma proteina (Figura 7-5); o DNA
de fita dupla ndo pode dobrar-se desse modo. Como discutimos mais adiante, a
capacidade de dobrar-se em estruturas tridimensionais complexas permite que
o0 RNA desempenhe varias fungoes na célula que vao muito além das de sim-
ples intermediario de informagdes entre DNA e proteina. Enquanto as fungoes
do DNA limitam-se ao estoque de informagao, alguns RNAs possuem fungoes
estruturais, reguladoras ou cataliticas.

A transcricdo produz um RNA que é
complementar a uma das fitas do DNA

Todo o RNA de uma célula é produzido a partir da transcrigao, um processo que
apresenta certas similaridades com a replicagdo do DNA (discutida no Cap. 6).
A transcri¢do tem inicio com a abertura e a desespiralizagdo de uma pequena

Figura 7-4 A uracila forma pares de bases com a adenina. As ligacdes de
hidrogénio que mantém unido um par de bases sdo mostradas em vermelho.
A uracila tem as mesmas propriedades de pareamento de bases que a timina.
Assim, pares de bases U-A no RNA assemelham-se a pares de bases A-T no
DNA (ver Figura 5-6A).
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Figura 7-5 As moléculas de RNA podem formar pares de bases intramolecularmente e se dobrar em estruturas espe-
cificas. O RNA é uma fita simples, mas frequentemente contém pequenos segmentos de nucleotideos que podem sofrer
pareamento com sequéncias complementares encontradas em outras regides da mesma molécula. Essas interacdes, junto a
algumas interacdes de pares de base “"n&o convencionais” (p. ex., A-G), permitem que uma molécula de RNA se dobre em
uma estrutura tridimensional que é determinada pela sua sequéncia de nucleotideos. (A) Um diagrama de uma estrutura de
RNA hipotética dobrada, mostrando apenas interacdes convencionais de pares de bases (G-C e A-U). (B) A incorporagéo de
interacdes de pares de bases ndo convencionais (verde) altera a estrutura do RNA hipotético ilustrado em (A). (C) Estrutura de
uma molécula de RNA real que esta envolvida no splicing de RNA. Esse RNA contém uma quantidade consideravel de estrutu-
ras em dupla-hélice. A cadeia principal de aclcar-fosfato esté indicada em azul e as bases em vermelho; as interagdes conven-
cionais de pares de bases estéo indicadas por “degraus” vermelhos continuos, e os pares de bases ndo convencionais estdo
indicados por degraus vermelhos interrompidos. Para visualizacdo adicional da estrutura do RNA, ver Animacao 7.1.
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Figura 7-6 A transcricdo de um gene
produz uma molécula de RNA comple-
mentar a uma das fitas do DNA. A fita
transcrita do gene, a fita inferior neste
exemplo, é chamada de fita molde. A fita
ndo molde do gene (neste caso, mostrada
na parte superior) é muitas vezes chamada
de fita codificadora, pois a sua sequéncia é
equivalente ao produto de RNA, como ilus-
trado. A fita de DNA que serve como mol-
de varia, dependendo do gene, conforme
discutido mais adiante. Para fins de conven-
¢do, uma molécula de RNA é sempre escri-
ta ou desenhada com a sua extremidade

5' — a primeira porcao a ser sintetizada — a
esquerda.

porcao da dupla-hélice de DNA para que as bases de ambas as fitas do DNA se-
jam expostas. A seguir, uma das duas fitas do DNA de dupla-hélice atuara como
molde para a sintese do RNA. Os ribonucleotideos séo adicionados, um a um, a
cadeia de RNA em crescimento; da mesma forma que ocorre na replicagdo do
DNA, a sequéncia nucleotidica da cadeia é determinada pelo pareamento por
complementaridade de bases com o DNA molde. Quando um pareamento correto
¢ feito, o ribonucleotideo recém-chegado € ligado covalentemente a cadeia de
RNA em crescimento pela enzima RNA-polimerase. A cadeia de RNA produzida
pela transcrigdo - o transcrito de RNA - €, desse modo, estendida nucleotideo a
nucleotideo e apresenta sequéncia nucleotidica exatamente complementar a fita
de DNA usada como molde (Figura 7-6).

A transcrigao difere da replicagdo de DNA em varios aspectos essenciais. Di-
ferentemente de uma fita de DNA recém-formada, a fita de RNA ndo permanece
ligada a fita de DNA molde. Em vez disso, em uma regiao imediatamente além da
regido onde os ribonucleotideos estao sendo inseridos, a cadeia de RNA ¢ des-
locada € a hélice de DNA € reestruturada. Por essa razdo — e considerando que
apenas uma das fitas da molécula de DNA € transcrita, as moléculas de RNA sao
constituidas de fita simples. Além disso, como 0s RNAs sdo copiados somente a
partir de uma regiao definida do DNA, as moléculas de RNA sdo muito mais curtas
do que as moléculas de DNA; as moléculas de DNA em um cromossomo humano
podem alcangar um comprimento de até 250 milhdes de pares de nucleotideos, ao
passo que a maioria dos RNAs ndao possui um comprimento maior do que poucos
milhares de nucleotideos, sendo muitos deles ainda bem menores do que isso.

Assim como a DNA-polimerase que catalisa a replicagcdo do DNA (discutida
no Cap. 6), as RNA-polimerases catalisam a formacao de ligagdes fosfodiéster
que unem os nucleotideos e formam a cadeia principal de agucar-fosfato de uma
cadeia de RNA (ver Figura 7-3). A RNA-polimerase se move paulatinamente sobre
o DNA, desenrolando a hélice de DNA a sua frente e expondo a nova regiao da
fita molde para que ocorra o pareamento por complementaridade de bases. Des-
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se modo, a cadeia de RNA em crescimento é estendida nucleotideo a nucleotideo
na diregao de 5’ para 3’ (Figura 7-7). Os trifosfatos de ribonucleosideos recém-
-chegados (ATP, CTP, UTP e GTP) fornecem a energia necessaria para a continui-
dade da reacdo (ver Figura 6-11).

A liberagdo quase imediata da fita de RNA recém-sintetizada da fita de DNA
molde permite que muitas copias de RNA possam ser feitas a partir de um unico
gene, em um intervalo de tempo relativamente curto; a sintese do proximo RNA
¢ geralmente iniciada antes que a primeira copia de RNA tenha sido comple-
tada (Figura 7-8). Um gene de tamanho mediano - digamos, de 1.500 pares de
nucleotideos - leva aproximadamente 50 segundos para ser transcrito por uma
molécula de RNA-polimerase (Animacao 7.2). Em um momento especifico qual-
quer, podem existir duzias de polimerases percorrendo esse pequeno segmento
de DNA, umas nos calcanhares das outras, o que permite a sintese de mais de
1.000 transcritos no periodo de uma hora. Na maioria dos genes, entretanto, a
taxa de transcrigao € bem mais baixa do que essa.

Embora a RNA-polimerase catalise essencialmente a mesma reagdo quimi-
ca que a DNA-polimerase, existem algumas diferengas importantes entre essas
duas enzimas. A primeira, € mais 6bvia, € que a RNA-polimerase usa ribonucle-
osideos como substrato para fosfatos e, portanto, ela catalisa a liga¢do de ribo-
nucleotideos, e nao desoxirribonucleotideos. A segunda é que, contrariamente a
DNA-polimerase, envolvida na replicagao de DNA, as RNA-polimerases podem
dar inicio a sintese de uma cadeia de RNA na auséncia de um iniciador. Essa
diferenga provavelmente evoluiu porque a transcrigdo nado precisa ser tao exata
quanto a replicacao do DNA; diferentemente do DNA, o RNA ndo ¢ usado como
a forma de armazenamento permanente de informagao genética nas células, de
modo que erros em transcritos de RNA apresentarao consequéncias relativamen-
te menores para uma célula. As RNA-polimerases cometem aproximadamente
um erro a cada 10* nucleotideos copiados em RNA, ao passo que as DNA-polime-
rases cometem apenas um erro a cada 10" nucleotideos copiados.

As células produzem vérios tipos de RNA

A grande maioria dos genes presentes no DNA de uma célula especifica as se-
quéncias de aminoacidos das proteinas. As moléculas de RNA codificadas por
esses genes — que em ultima instancia dirigem a sintese das proteinas - sao cha-
madas de RNAs mensageiros (nRNAs). Em eucariotos, cada mRNA geralmente
contém a informacdo transcrita a partir de um unico gene, que codifica uma
unica proteina. Em bactérias, um conjunto de genes adjacentes € frequentemente

Figura 7-7 O DNA é transcrito em RNA
pela enzima RNA-polimerase. A RNA-
-polimerase (azul-claro) se move paulatina-
mente ao longo do DNA, desespiralizando
a hélice de DNA 3 sua frente. A medida que
avanca, a polimerase adiciona ribonucleoti-
deos, um a um, a cadeia de RNA, utilizando
uma fita exposta do DNA como molde. O
transcrito de RNA resultante é, portanto,
uma fita simples e complementar a essa fita
molde (ver Figura 7-6). Conforme a polime-
rase se move ao longo do DNA molde (no
sentido 3' para 5'), ela desloca o RNA re-
cém-formado, permitindo que as duas fitas
de DNA atras da polimerase se reassociem.
Uma regido curta de hélice hibrida DNA/
RNA (com cerca de nove nucleotideos de
comprimento) é formada temporariamente,
fazendo com que uma “janela” da hélice
DNA/RNA se mova ao longo do DNA junto
a polimerase (Animacao 7.2).

QUESTAOQ 7-2

Na micrografia eletrénica da Figura
7-8, as moléculas de RNA-polimera-
se estdo se movendo da direita para
a esquerda ou da esquerda para a
direita? Por que os transcritos de
RNA s3do muito mais curtos do que
os segmentos de DNA (genes) que
os codificam?

Figura 7-8 A transcricdo pode ser
visualizada sob microscopia eletrdnica.

A micrografia mostra muitas moléculas de
RNA-polimerase transcrevendo simultanea-
mente dois genes ribossémicos adjacentes
em uma Unica molécula de DNA. As mo-
léculas de RNA-polimerase estdo pouco
visiveis, como uma série de pequenos
pontos ao longo da coluna da molécula de
DNA; cada polimerase produz um transcrito
de RNA (uma linha fina e curta) que irra-

dia dela. As moléculas de RNA que estdo
sendo transcritas a partir dos dois genes ri-
bossdmicos — RNAs ribossémicos (rRNAs) —
nao s&o traduzidas em proteina, mas serdo
usadas diretamente como componentes
dos ribossomos, maquinas macromolecula-
res feitas de RNAs e proteinas. Acredita-se
que as particulas grandes que podem ser
vistas nas extremidades 5’ livres de cada
transcrito de rRNA sejam proteinas ribossé-
micas que se associaram as extremidades
dos transcritos em crescimento. (Cortesia
de Ulrich Scheer)
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transcrito em um tinico mRNA que, consequentemente, possui informagédo para
a produgdo de diferentes proteinas.

O produto final de outros genes, no entanto, € o proprio RNA. Como veremos
mais adiante, esses RNAs nao mensageiros, assim como as proteinas, tém varias
fungdes, atuando como componentes reguladores, estruturais e cataliticos das
células. Eles desempenham papéis fundamentais, por exemplo, na traducdo da
mensagem genética em proteina: os RNAS ribossémicos (rRNAs) formam o nucleo
estrutural e catalitico dos ribossomos, que traduzem os mRNAs em proteina, e
0s RNAs transportadores ((RNAs) atuam como adaptadores que selecionam ami-
noacidos especificos e os posicionam adequadamente sobre um ribossomo para
serem incorporados em uma proteina. Outros pequenos RNAs, denominados mi-
croRNAs (miRNAs), atuam como importantes reguladores da expressao génica
em eucariotos, como discutiremos no Capitulo 8. Os tipos mais comuns de RNAs
estdo listados na Tabela 7-1.

Em seu sentido mais amplo, o termo expressao génica se refere ao processo
pelo qual a informagao codificada na sequéncia de DNA € traduzida em um pro-
duto que desencadeia um efeito determinado em uma célula ou organismo. Nos
casos em que o produto final do gene € uma proteina, a expressao génica inclui
tanto a transcrigdo quanto a tradugdo. Quando uma molécula de RNA € o produ-
to final do gene, entretanto, a expressao génica nao requer a tradugao.

Sinais no DNA indicam os pontos de inicio e de
término de transcricao para a RNA-polimerase

Ainiciagdo da transcri¢do € um processo especialmente importante, pois € o princi-
pal momento no qual a célula seleciona quais proteinas ou RNAs deverao ser produ-
zidos. Para dar inicio a transcrigdo, a RNA-polimerase deve ser capaz de reconhecer
o inicio de um gene e ligar-se firmemente ao DNA sobre esse ponto. O modo pelo
qual as RNA-polimerases reconhecem o sitio de inicio de transcrigdo de um gene di-
fere consideravelmente entre bactérias e eucariotos. Visto que essa situagdo € mais
simples em bactérias, inicialmente nos deteremos no sistema procariotico.

Quando uma RNA-polimerase colide aleatoriamente com uma molécula de
DNA, a enzima adere fracamente a dupla-hélice e, em seguida, desliza rapida-
mente sobre ela. A RNA-polimerase adere fortemente ao DNA somente apos ter
encontrado uma regiao do gene chamada de promotor, que contém uma sequén-
cia especifica de nucleotideos posicionada imediatamente a montante do ponto
de inicio para a sintese do RNA. Uma vez ligada firmemente a essa sequéncia,
a RNA-polimerase separa a dupla-hélice imediatamente em frente ao promotor
para expor os nucleotideos de um segmento curto de cada fita de DNA. Uma das
duas fitas de DNA expostas funciona como um molde para o pareamento de ba-
ses complementares com os trifosfatos de ribonucleotideos que ai chegam, e dois
desses ribonucleotideos sao unidos pela polimerase para dar inicio a sintese da
cadeia de RNA. Por meio desse sistema, a extensao, ou alongamento, da cadeia

TABELA 7-1 Tipos de RNAs produzidos nas células

RNAs mensageiros (NRNAs) Codificam proteinas

RNAs ribossémicos (rRNASs) Formam a regido central da estrutura do ri-
bossomo e catalisam a sintese proteica

microRNAs (miRNAs) Regulam a expresséo dos genes

RNAs transportadores (tRNAs) Usados como adaptadores entre o mRNA e os
aminoéacidos durante a sintese proteica

Outros RNAs néo codificadores Usados no splicing do mRNA, na regulagdo
génica, na manutencao de telémeros e em di-
versos outros processos celulares
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continua até que a enzima encontre um segundo sinal sobre o DNA, o terminador
(sitio de parada, terminagao ou término), onde a polimerase se detém e libera
tanto o DNA molde quanto o transcrito de RNA recém-sintetizado (Figura 7-9).
Essa sequéncia terminadora esta contida no gene e € transcrita na extremidade
3" do RNA recém-sintetizado.

Visto que a polimerase deve ligar-se fortemente antes de poder comegar a
transcrigdo, um segmento de DNA so sera transcrito se for precedido por um
promotor. Isso assegura a transcricdo em RNA das por¢des da molécula de DNA
que contém um gene. As sequéncias nucleotidicas de um promotor tipico - e de
um terminador tipico - estdo representadas na Figura 7-10.

Em bactérias, uma subunidade da RNA-polimerase, o fator sigma () (ver Fi-
gura 7-9), € o principal responsavel pelo reconhecimento da sequéncia promotora
no DNA. Mas como pode esse fator “ver” o promotor, se os pares de bases em
questao estao escondidos no interior da dupla-hélice do DNA? O fato € que cada
base apresenta caracteristicas especificas na por¢ao voltada para o exterior da
dupla-hélice, permitindo que o fator sigma encontre a sequéncia do promotor
sem que haja a necessidade de separar as fitas espiralizadas do DNA.

O problema seguinte que uma RNA-polimerase enfrenta ¢ determinar qual
das duas fitas de DNA utilizar como molde para a transcri¢ao: cada fita tem uma
sequéncia diferente de nucleotideos e ird produzir um transcrito de RNA distinto.
O segredo da escolha reside na estrutura do proprio promotor. Cada promotor
tem uma polaridade determinada: ele contém duas sequéncias diferentes de nu-
cleotideos, a montante do sitio de inicio da transcri¢ao, que posicionam a RNA-
-polimerase, assegurando que ela se ligue ao promotor sob uma unica orienta-
¢ao (ver Figura 7-10A). Visto que a polimerase s6 pode sintetizar RNA na diregao
5' para 3', ao ser posicionada a enzima devera necessariamente usar a fita de
DNA orientada no sentido 3’ para 5' como molde.

Figura 7-9 Sinais na sequéncia de
nucleotideos de um gene indicam a RNA-
-polimerase bacteriana onde iniciar e
terminar a transcricdgo. A RNA-polimerase
bacteriana (azul-claro) contém uma subu-
nidade denominada fator sigma (amarelo),
que reconhece o promotor de um gene
(verde). Uma vez que a transcri¢do tenha
iniciado, o fator sigma é liberado e a poli-
merase move-se para frente e continua a
sintetizar RNA. O alongamento da cadeia
prossegue até que a polimerase encontre
uma sequéncia, no gene, denominada ter-
minador (vermelho). Nesse ponto, a enzima
para e libera tanto o DNA molde quanto

o transcrito de RNA recém-sintetizado.

A seguir, a polimerase se reassocia a um
fator sigma livre e recomeca a busca por
outro promotor para reiniciar o processo.
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Figura 7-10 Promotores e terminadores
bacterianos possuem sequéncias nucleo-
tidicas especificas que sdo reconhecidas
pela RNA-polimerase. (A) As regides
sombreadas em verde representam as
sequéncias de nucleotideos que especifi-
cam um promotor. Os nimeros acima do
DNA indicam a posi¢ado do nucleotideo,
contada a partir do primeiro nucleotideo
transcrito, o qual é denominado +1. A po-
laridade do promotor orienta a polimerase
e determina a fita de DNA a ser transcrita.
Todos os promotores bacterianos possuem
sequéncias de DNA a-10e a-35 que se
assemelham bastante as aqui ilustradas.

(B) As regides sombreadas em vermelho
representam as sequéncias no gene que
sinalizam o término da transcricdo para a
RNA-polimerase. Observe que as regides
transcritas em RNA incluem o terminador,
mas nado as sequéncias de nucleotideos

do promotor. Por questédo de convencgéo, a
sequéncia de um gene é aquela referente a
fita ndo molde, visto que essa fita apresenta
a mesma sequéncia do RNA transcrito (com
T nos sitios referentes a U).

Figura 7-11 Em um cromossomo, alguns
genes sao transcritos usando uma das
fitas do DNA como molde, enquanto
outros sdo transcritos a partir da outra
fita do DNA. A RNA-polimerase sempre se
move no sentido de 3’ para 5’ e a escolha
da fita molde é determinada pela orienta-
¢&do do promotor (pontas de seta verdes) no
inicio de cada gene. Assim, os genes trans-
critos da esquerda para a direita utilizam a
fita inferior de DNA como molde (ver Figura
7-10); aqueles transcritos da direita para

a esquerda utilizam a fita superior como
molde.

(A)

(B)

PROMOTOR -35 -10 +1
5 —— TAGTGTARTGACATGATAGAAGCACTCTACEATATTCTCAATAGGTCCACG —3' ]DNA
3’ —— ATCACATAACTGTACTATCTTCGTGAGATGATATAAGAGTTATCCAGGTGC — 5’
Fita molde
Sitio de -
iniciacao | TRANSCRICAO
5 RNA
TERMINADOR
5" —— ccCcACABCCEGCCAGT TCCGETEECEECATTTTAACTTTCTTTAATGA — 3’ ]DNA
3’ — GGGTGTEGECEGTCAAGGCGACCGCCEGTAAAAT TGAAAGAAATTACT — 5’
Fi d TRANSCRICAO Sitio de
ita molde terminagao
RNA

5mm — — 3

Essa selegdo de uma fita molde néo significa que, em um dado cromossomo,

a transcricao procedera sempre na mesma dire¢do. No que diz respeito ao cro-
mossomo como um todo, a dire¢ao da transcrigao varia de gene para gene. No
entanto, como cada gene possui geralmente apenas um promotor, a orientacao
do seu promotor determina em que dire¢ao o gene sera transcrito €, por conse-
guinte, qual das duas fitas € a fita molde (Figura 7-11).

A iniciacdo da transcricao génica em eucariotos
é um processo complexo

Muitos dos principios que descrevemos até o momento para a transcri¢ao em bac-
térias também se aplicam aos eucariotos. Contudo, a iniciagdo da transcrigdo em
eucariotos se diferencia da de bactérias em uma série de pontos importantes:

e A primeira diferenca reside nas proprias RNA-polimerases. Enquanto as

bactérias contém um unico tipo de RNA-polimerase, as células de eucario-
tos possuem trés: RNA-polimerase I, RNA-polimerase Il € RNA-polimerase I11.
Essas polimerases sdo responsaveis pela transcri¢ao de diferentes tipos de
genes. As RNA-polimerases I € III transcrevem os genes que codificam os
RNAs transportadores, os RNAs ribossdmicos e varios outros RNAs que de-
sempenham papéis estruturais € cataliticos nas células (Tabela 7-2). A RNA-
-polimerase Il transcreve a ampla maioria dos genes de eucariotos, incluindo
todos aqueles que codificam proteinas € miRNAs (Animacao 7.3). Nossa dis-
cussao subsequente tem como foco, portanto, a RNA-polimerase 1I.

Uma segunda diferenga € que, enquanto a RNA-polimerase bacteriana (em
conjunto a sua subunidade sigma) é capaz de dar inicio ao processo de
transcri¢cdo de forma independente, as RNA-polimerases de eucariotos ne-
cessitam da assisténcia de um grande nimero de proteinas acessorias. Entre
essas proteinas acessorias, sao essenciais os fatores gerais de transcrigdo,
que devem associar-se a cada promotor, em conjunto com a polimerase, an-
tes que essa enzima possa iniciar a transcrigao.

Uma terceira caracteristica que diferencia a transcri¢ao em eucariotos € que 0s
mecanismos que controlam a sua iniciagdo sdo muito mais complexos do que
0s existentes em procariotos — um ponto que sera amplamente discutido no Ca-

Transcrito de RNA do gene b

Promotor —
™ ene a
5’ m— | | I 3 DNA
3’ I I S5
Gene b [
Promotor

—)

Transcrito de RNA do gene a
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TABELA 7-2 rés RNA-polimerases de células eucariéticas

Tipo de
polimerase Genes transcritos

RNA-polimerase |

A maioria dos genes de rRNAs

RNA-polimerase Il Todos os genes codificadores de proteinas, os genes de

miRNA, além dos genes para outros RNAs ndo codificadores
(p. ex., aqueles do spliceossomo)

Genes do tRNA
Gene do rRNA 55
Genes de diversos outros pequenos RNAs

RNA-polimerase Il

pitulo 8. Em bactérias, os genes tendem a se organizar sobre 0 DNA proximos
uns dos outros, com apenas pequenas regioes de DNA nao transcritas entre
eles. No entanto, tanto no DNA vegetal quanto no de animais, inclusive em se-
res humanos, os genes se encontram amplamente dispersos, existindo regides
de DNA ndo transcrito com comprimento de até 100.000 pares de nucleotideos
entre um gene e o seguinte. Essa arquitetura permite que um unico gene seja
controlado por uma ampla variedade de sequéncias de DNA reguladoras distri-
buidas ao longo do DNA, e permite que os eucariotos utilizem formas de regu-
lacéo transcricional muito mais complexas do que as das bactérias.

e Por ultimo, mas ndao menos importante, a iniciagdo da transcrigdo em euca-
riotos deve levar em consideragao o empacotamento do DNA em nucleos-
somos e em formas de cromatina estruturalmente mais compactas, como
descrito no Capitulo 8.

Agora, voltamos aos fatores gerais de transcrigao e discutimos como eles auxi-
liam a RNA-polimerase II dos eucariotos na iniciagdo da transcrigao.

A RNA-polimerase de eucariotos requer fatores
gerais de transcricao

A descoberta inicial de que, ao contrario da RNA-polimerase bacteriana, uma
RNA-polimerase II eucariotica purificada ndo podia, sozinha, iniciar a transcri-
¢ao em um tubo de ensaio levou a descoberta e a purificagao dos fatores ge-
rais de transcrigao. Essas proteinas acessorias organizam-se sobre o promotor,
onde posicionam a RNA-polimerase, e separam a dupla-hélice do DNA para ex-
por a fita molde, permitindo que a polimerase inicie a transcrigdo. Assim, os fato-
res gerais de transcri¢cao tém um papel na transcrigdo eucariotica semelhante ao
do fator sigma na transcri¢ao bacteriana.

A Figura 7-12 ilustra como ocorre a montagem e a ligagao dos fatores gerais
de transcri¢do sobre um promotor reconhecido pela RNA-polimerase II. O proces-

Figura 7-12 Para dar inicio a transcricdo, a RNA-polimerase Il eucariética
necessita de um conjunto de fatores gerais de transcri¢do. Esses fatores de
transcricdo sdo denominados TFIIB, TFIID e assim por diante. (A) Diversos pro-
motores eucariotos contém uma sequéncia de DNA chamada de TATA box. (B)
O TATA box é reconhecido por uma subunidade do fator geral de transcri¢do
TFIID, denominada proteina de ligagdo ao TATA (TBP). Por questdes de sim-
plificacdo, a distorcdo do DNA produzida pela ligagdo do TBP (ver Figura 7-13)
n&o foi ilustrada. (C) A ligacdo do TFIID permite a ligacdo adjacente do TFIIB.
Os demais fatores gerais de transcri¢do, assim como a prépria RNA-polimera-
se, se associam ao promotor. (E) Em seguida, o TFIIH separa a dupla-hélice no
ponto de inicia¢do da transcricdo, utilizando a energia da hidrélise do ATP, o
que expde a fita molde do gene (n&o ilustrada). TFIIH também fosforila a RNA-
-polimerase II, liberando a polimerase da maioria dos fatores gerais de transcri-
¢80, para que ela possa dar inicio a transcricdo. O sitio de fosforilagdo consiste
em uma longa “cauda” polipeptidica que se estende a partir da polimerase.

QUESTAO 7-3

Poderia a RNA-polimerase usada

na transcrigao ser usada como poli-
merase para produzir o iniciador de
RNA necessério para a replicacéo de
DNA (discutida no Cap. 6)?

Inicio da transcri¢ao
TATA box DNA

TBP  TFIID

I
IT

Tvu

C—="0

TFIIB

=

TFIIF  Outros fatores
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m

RNA-polimerase Il

»
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Figura 7-13 A proteina de ligacéo ao
TATA (TBP) liga-se ao TATA box (indica-
do por letras) e flexiona a dupla-hélice
do DNA. Essa distor¢do Unica do DNA
causada pela TBP, que é uma subunidade
do TFIID (ver Figura 7-12), ajuda a atrair os
demais fatores gerais de transcricdo. A TBP
é uma cadeia polipeptidica Unica dobrada
em dois dominios bastante similares (azul e
verde). A proteina posiciona-se sobre a du-
pla-hélice do DNA como uma sela em um
cavalo de rodeio (Animacao 7.4). (Adapta-
da de J.L. Kim et al., Nature 365:520-527,
1993. Com permissédo de Macmillan Publi-
shers Ltd.)

Envelope

nuclear Nucléolo

Nucleo

Citosol

Figura 7-14 Antes de serem traduzidas,
as moléculas de mRNA sintetizadas no
ntcleo devem ser exportadas para o cito-
plasma pelos poros no envelope nuclear
(setas vermelhas). Aqui esté ilustrada

uma sec¢do do nlcleo de um hepatdcito.
O nucléolo é o local da sintese dos RNAs
ribossémicos e também o local onde esses
sdo combinados com proteinas para formar
os ribossomos, que posteriormente séo
exportados para o citoplasma. (De D.W.
Fawcett, A Textbook of Histology, 11th ed.
Philadelphia: Saunders, 1986. Com permis-
s3o de Elsevier.)

so de montagem comega geralmente com a ligacdo do fator geral de transcrigao
TFIID a um segmento curto da dupla-hélice do DNA constituido principalmente
por nucleotideos T e A; devido a sua composigdo, essa porgdo do promotor € co-
nhecida como TATA box. Por meio de sua ligacdo ao DNA, o TFIID provoca uma
grande distor¢ao local na dupla-hélice de DNA (Figura 7-13), a qual atua como
uma marca sinalizadora para a subsequente montagem e agregagao de outras
proteinas sobre o promotor. O TATA box é um componente crucial de diversos
promotores reconhecidos pela RNA-polimerase II, € se encontra geralmente loca-
lizado a uma disténcia de 25 nucleotideos antes do sitio de inicio da transcrigao.
Uma vez que o TFIID tenha se ligado ao TATA box, os demais fatores se organi-
zam, juntamente com a RNA-polimerase II, para formar um complexo de iniciagdo
de transcri¢do completo. Embora a Figura 7-12 ilustre os fatores gerais de trans-
crigao associando-se sobre o promotor em uma ordem determinada, a sequéncia
exata de montagem € provavelmente diferente em distintos promotores.

Depois de a RNA-polimerase II ter sido posicionada no promotor, ela deve ser
liberada do complexo de fatores gerais de transcricdo para comegar a sua tarefa de
sintese de uma molécula de RNA. Um passo essencial na liberacdo da RNA-polime-
rase € a adigao de grupos fosfato a sua “cauda” (ver Figura 7-12E). Essa liberagéo ¢
iniciada pelo fator geral de transcri¢do TFIIH, que contém uma de suas subunidades
com atividade de proteina-cinase. Uma vez que a transcri¢do tenha comegado, mui-
tos dos fatores gerais de transcri¢ao irao se dissociar do DNA, tornando-se, em se-
guida, disponiveis para iniciar outro ciclo de transcri¢ao com uma nova molécula de
RNA-polimerase. Quando a RNA-polimerase Il termina a transcri¢ao de um gene, ela
¢ também liberada do DNA,; os fosfatos na sua cauda sao removidos por proteinas-
-fosfatase, e a polimerase esta disponivel para buscar um novo promotor. Apenas a
forma desfosforilada da RNA-polimerase II € capaz de dar inicio a sintese de RNA.

Os mRNAs eucarioticos sao
processados no nucleo

Apesar de todos os organismos utilizarem 0 mesmo principio de molde de DNA
para a transcri¢ao do RNA, o modo segundo o qual os transcritos sdo manipula-
dos antes de poderem ser utilizados pela célula para a sintese proteica difere bas-
tante entre bactérias e eucariotos. O DNA bacteriano € diretamente exposto no
citoplasma, onde se localizam os ribossomos nos quais a sintese proteica ocorre.
Em uma bactéria, assim que uma molécula de mRNA comega a ser sintetizada,
os ribossomos imediatamente se ligam a extremidade 5' livre do transcrito de
RNA e comegam a tradugdo da proteina.

Nas células eucaritticas, em contraste, o DNA esta isolado dentro do nticleo.
A transcricdo ocorre no nucleo, mas a sintese de proteinas ocorre nos ribossomos,
que se encontram no citoplasma. Desse modo, antes que um mRNA eucariotico
possa ser traduzido em proteina, ele devera ser transportado para fora do nucleo
por pequenos poros existentes no envelope nuclear (Figura 7-14). Antes que possa
ser exportado para o citoplasma, no entanto, um RNA eucariotico deve passar por
varias etapas de processamento do RNA, que incluem o capeamento, o splicing
(encadeamento) e a poliadenilagdo, como discutimos a seguir. Essas etapas acon-
tecem enquanto o RNA esta sendo sintetizado. As enzimas responsaveis pelo pro-
cessamento do RNA sdo transportadas sobre a cauda fosforilada da RNA-polime-
rase Il eucaridtica conforme ela sintetiza uma molécula de RNA (ver Figura 7-12), e
processam o transcrito a medida que ele emerge da polimerase (Figura 7-15).

Diferentes tipos de RNA sao processados de diferentes formas antes de sair
do nucleo. Duas etapas do processamento, o capeamento € a poliadenilagao,
ocorrem somente em transcritos de RNA destinados a se tornarem moléculas de
mMRNA (denominadas mRNAS precursores, ou pré-mRNAS).

1. O capeamento do RNA modifica a extremidade 5’ do transcrito de RNA, que
€ a primeira a ser sintetizada. O RNA ¢é capeado pela adi¢do de um nucleo-
tideo atipico - um nucleotideo guanina (G) contendo um grupo metila, que
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¢ ligado a extremidade 5’ do RNA de uma forma nao habitual (Figura 7-16).
Esse capeamento ocorre apos a RNA-polimerase 11 ter sintetizado cerca de 25
nucleotideos do RNA, muito antes de completar a transcri¢éo de todo o gene.

2. A poliadenilagao insere uma estrutura especial na extremidade 3’ do mRNA
recentemente transcrito. Em contraste com as bactérias, em que a extremi-
dade 3’ de um mRNA € simplesmente o final da cadeia sintetizada pela RNA-
-polimerase, a extremidade 3’ de um mRNA eucarioto € inicialmente clivada
por uma enzima que corta a cadeia de RNA em uma sequéncia determinada
de nucleotideos. O transcrito € entdo modificado por uma segunda enzima
que adiciona uma série de repeti¢oes de nucleotideos adenina (A) a extre-
midade cortada. Essa cauda poli-A geralmente possui um comprimento de
algumas centenas de nucleotideos (ver Figura 7-16A).

Estas duas modificacoes — capeamento e poliadenilagdo - aumentam a estabilida-
de de uma molécula de mRNA eucariotico, facilitando a sua exportagao do nucleo
para o citoplasma, e geralmente identificam a molécula de RNA como um mRNA.
Elas também sdo utilizadas pela maquinaria de sintese de proteinas, antes do ini-
cio da sintese, como um indicador de que ambas as extremidades do mRNA estao
presentes e, consequentemente, de que essa mensagem esta completa.

Em eucariotos, genes codificadores de
proteinas sdo interrompidos por sequéncias
nao codificadoras denominadas introns

A maioria dos pré-mRNAs eucarioticos passa por uma etapa adicional de proces-
samento antes de se tornar mRNA funcional. Essa etapa envolve uma modificagao
muito mais radical do transcrito de pré-mRNA do que simplesmente o capeamen-
to e a poliadenilacao, e é a consequéncia de uma caracteristica surpreendente da
maioria dos genes eucarioticos. Em bactérias, a maioria das proteinas € codifica-
da por um segmento ininterrupto da sequéncia de DNA que € transcrito para um
MRNA e que, sem qualquer processamento adicional, pode ser traduzido em pro-
teina. A maioria dos genes eucaritticos que codificam proteinas, ao contrario, tem
suas sequéncias codificadoras interrompidas por sequéncias intervenientes longas
e ndo codificadoras, chamadas de introns (do inglés, intervening sequences). As
porgdes codificadoras dispersas - chamadas de sequéncias expressas ou éxons
(do inglés, expressed sequences) - sao geralmente mais curtas do que os introns, e
muitas vezes representam apenas uma pequena fracdo do comprimento total do
gene (Figura 7-17). Os introns variam em comprimento de um unico nucleotideo a
mais de 10.000 nucleotideos. Alguns genes eucarioticos que codificam proteinas
nao possuem introns, e alguns tém apenas poucos introns; mas a maioria desses
genes possui numerosos introns (Figura 7-18). Observe que os termos “éxon” e
“intron” aplicam-se tanto ao DNA quanto as sequéncias correspondentes no RNA.

Figura 7-16 As moléculas do pré-mRNA eucariético sdo modifica-
das pelo capeamento e pela poliadenilagdo. (A) Um mRNA eucariéti-
co possui um quepe na extremidade 5’ e uma cauda poli-A na extremi-
dade 3'. Lembre-se de que nem todos os transcritos de RNA codificam
proteinas. (B) A estrutura do quepe 5. Diversos quepes de mRNAs
eucaridticos apresentam uma modificacao adicional: a metilagdo de um
grupo 2'- hidroxila do segundo agucar ribose no mRNA (n&o ilustrada).
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Figura 7-17 Genes eucaridticos e bacte-
rianos sdo organizados de forma distin-
ta. Um gene bacteriano consiste em um
Unico segmento de sequéncia nucleotidica
ndo interrompido que codifica a sequéncia
de aminoéacidos de uma proteina (ou mais
de uma). Em contraste, as sequéncias codi-
ficadoras de proteinas da maioria dos ge-
nes eucariéticos (éxons) sdo interrompidas
por sequéncias ndo codificadoras (introns).
Os promotores de transcri¢do estao indica-
dos em verde.

Figura 7-18 A maioria dos
genes humanos codificadores
de proteina é dividida em multi-
plos éxons e introns. (A) O gene
da B-globina, que codifica uma
das subunidades da proteina
transportadora de oxigénio he-
moglobina, contém 3 éxons. (B)

Regido codificadora

Gene bacteriano

Regides codificadoras Regides nao codificadoras
(éxons) (introns)
5 | | | DNA

3 | | | | I
\ |

Gene eucaridtico

Os introns sdo removidos de pré-mRNAs
pelo splicing do RNA

Para produzir um mRNA em uma célula eucariética, o gene, em sua totalidade,
incluindo tanto introns quanto éxons, € transcrito em RNA. Apds o capeamen-
to, e conforme a RNA-polimerase II continua a transcrever o gene, tem inicio o
processo de splicing (ou encadeamento) do RNA, durante o qual os introns sao
removidos do RNA recém-sintetizado e seus éxons sao unidos. Finalmente, cada
transcrito recebe uma cauda poli-A; em alguns casos, essa etapa ocorre apos o
splicing, ao passo que em outros casos essa etapa ocorre antes que as reagoes
de splicing estejam completas. Se um transcrito ja sofreu splicing e ambas as ex-
tremidades 5’ e 3' foram modificadas, esse RNA € agora uma molécula funcional
que pode entao deixar o nucleo e ser traduzida em proteina.

Como a célula determina quais segmentos do transcrito de RNA serao remo-
vidos durante o splicing? Diferentemente da sequéncia codificadora de um éxon,
a maior parte da sequéncia nucleotidica de um intron parece néo ser importante.
Apesar de, em geral, existir pouca semelhanga entre as sequéncias nucleotidicas
de diferentes introns, cada intron contém poucas sequéncias nucleotidicas curtas
essenciais que direcionam sua remogao do pré-mRNA. Essas sequéncias espe-
ciais se encontram nos limites do intron ou proximas a eles, e sdo idénticas ou
bastante similares entre todos os introns (Figura 7-19). Guiada por essas sequén-
cias, uma elaborada maquinaria de splicing remove o intron sob a forma de uma
estrutura em “lago” (Figura 7-20) produzida a partir da reacdao do nucleotideo “A”
salientado em vermelho nas Figuras 7-19 e 7-20.

Nao vamos descrever a maquinaria do splicing em detalhes, mas vale a pena
notar que, ao contrario das outras etapas de produgao do mRNA que discutimos,
o splicing do RNA ¢ realizado em grande parte por moléculas de RNA, em vez de
proteinas. Essas moléculas de RNA, chamadas de pequenos RNAs nucleares
(snRNAs), estdo unidas a proteinas adicionais para formar pequenas ribonucleo-
proteinas nucleares (SnRNPs). As sSnRNPs (cuja pronuncia € “snurps”) reconhecem
sequéncias de sitios de splicing pelo pareamento de bases complementares entre
0s seus componentes de RNA e as sequéncias no pré-mRNA, e também parti-
cipam intimamente na quimica do splicing (Figura 7-21). Juntas, essas sSnRNPs
formam a regido central do spliceossomo (ou encadeossomo), o grande arranjo

O gene do Fator VIII codifica uma Gene da ﬁ—globina humana  Gene do Fator VIil humano introns

proteina (Fator VIII) que opera na 5 10 14 2 25 26
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. . - — — — Wri u ([T i I

contém 26 éxons. Mutagdes nes- \
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distdrbio sanguineo hemofilia. (A)  de nucleotideos (B)
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Sequéncias necessarias para a remocao do intron

—, - .

5 3
Por¢do do
- - - AG GURAGU - —g g— — YURAC - - - YYYYYYYYNCAG G - - - pré-mRNA
L ]

Exon 2

Exon 1 Intron

INTRON REMOVIDO
5 3’

L _AGG---
Exon1 Exon2

Por¢ado do mRNA
que sofreu splicing

Figura 7-19 Sequéncias especiais de nucleotideos em um transcrito de
pré-mRNA sinalizam o inicio e o final de um intron. Apenas as sequéncias de
nucleotideos apresentadas sdo necessarias para a remog¢do de um intron; as demais
posi¢cdes em um intron podem ser ocupadas por quaisquer nucleotideos. As sequén-
cias especiais sdo reconhecidas principalmente por pequenas ribonucleoproteinas
nucleares (snRNPs), que dirigem a clivagem do RNA nos limites éxon-intron e catali-
sam a ligacdo covalente das sequéncias dos éxons. Aqui, além dos simbolos padréo
dos nucleotideos (A, C, G, U), R significa A ou G; Y significa C ou U; e N representa
qualquer nucleotideo. O A ilustrado em vermelho forma o ponto de forquilha do lago
produzido na reacdo de splicing mostrada na Figura 7-20. As distancias sobre o RNA,
entre as trés sequéncias de splicing, sdo extremamente variaveis; entretanto, a distan-
cia entre o ponto de forquilha e a junc¢do 5' do splicing é caracteristicamente muito
maior do que a distancia entre a juncdo 3' do splicing e o ponto de forquilha (ver
Figura 7-20). As sequéncias de splicing ilustradas se referem a humanos; sequéncias
similares direcionam o splicing do RNA em outros organismos eucarioticos.

de RNA e de moléculas proteicas que realiza o splicing no nucleo. Para visualizar
0 spliceossomo em agdo, veja a Animacao 7.5.

Esse tipo de arranjo do gene em eucariotos envolvendo introns e éxons pode,
a primeira vista, parecer um processo dispendioso e desnecessario. No entanto, ele
contém uma série de importantes beneficios. Em primeiro lugar, os transcritos de di-
VErsos genes eucarioticos podem ser processados por splicing sob diferentes formas,
cada uma delas levando a produgado de uma proteina distinta. Esse tipo de splicing
alternativo permite, portanto, que diferentes proteinas sejam produzidas a partir de
um mesmo gene (Figura 7-22). Acredita-se que cerca de 95% dos genes humanos so-
fram splicing alternativo. Dessa forma, o splicing do RNA permite que os eucariotos
elevem astronomicamente o potencial de codificacéo de seus genomas.

O splicing do RNA também fornece outra vantagem aos eucariotos, uma
que provavelmente desempenhou um papel extremamente importante na his-
toria evolutiva inicial dos genes. Como discutimos em detalhes no Capitulo 9,
acredita-se que a estrutura intron-éxon dos genes tenha acelerado o surgimento
de proteinas novas e uteis: novas proteinas parecem ter surgido pela mistura e
recombinacdo de diferentes éxons de genes preexistentes, analogamente a mon-
tagem de um novo tipo de maquina a partir de um kit de componentes funcionais
preexistentes. Efetivamente, varias proteinas presentes nas células atuais se as-
semelham a uma colcha de retalhos, composta a partir de um conjunto padrao de
pecas proteicas, denominadas dominios proteicos (ver Figura 4-51).

Os mRNAs eucaridticos maduros sao
exportados do nicleo

Vimos como a sintese e o processamento do pré-mRNA ocorrem de forma orde-
nada dentro do nucleo da célula. No entanto, esses eventos criam um problema
especifico para as células eucaritticas: do numero total de transcritos do pré-
-mRNA que sdo sintetizados, apenas uma pequena fragdo — 0 mRNA maduro -
sera util para a célula. Os fragmentos remanescentes de RNA - introns excisados,
RNAs quebrados e transcritos erroneamente unidos - ndo sao apenas inuteis,
mas podem ser perigosos para a célula se forem autorizados a sair do nucleo.

_—-Sequéncia do intron
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Figura 7-20 Um intron em uma molé-
cula de pré-mRNA forma uma estrutura
ramificada durante o splicing do RNA.
No primeiro passo, a adenina do ponto de
forquilha (A em vermelho), na sequéncia do
intron, ataca o sitio 5" de splicing e corta a
cadeia principal de acucar-fosfato do RNA
nesse ponto (essa é a mesma adenina que
esté salientada em vermelho na Figura
7-19). Neste processo, a extremidade 5’
cortada do intron é covalentemente ligada
ao grupo 2'-OH da ribose do nucleotideo
A para formar uma estrutura em forquilha.
A seguir, a extremidade 3'-OH livre, da
sequéncia do éxon, reage com a sequéncia
inicial do éxon seguinte, o que une os dois
éxons em uma sequéncia codificadora con-
tinua e libera o intron sob a forma de um
lago, o qual é entdo degradado no nucleo.
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Figura 7-21 O splicing é realizado por
uma série de complexos RNA-proteina
chamados de snRNPs. Ha cinco snRNPs,
denominadas U1, U2, U4, U5 e Ub6. Como
mostrado aqui, U1 e U2 ligam-se ao sitio 5
de splicing (U1) e ao ponto de forquilha do
lago (U2) por meio de pareamento por com-
plementaridade de bases. Outras snRNPs
sdo atraidas para o sitio de splicing, e inte-
ragdes entre seus componentes proteicos
dirigem a montagem completa do splice-
ossomo. A seguir, rearranjos dos pares de
bases que unem as snRNPs e o transcrito
de RNA reorganizam o spliceossomo para
formar o sitio ativo que excisa o intron,
dando origem ao mRNA processado (ver
também Figura 7-20).

Figura 7-22 Alguns pré-mRNAs sofrem
splicing alternativo do RNA para produ-
zir varios mRNAs e proteinas a partir do
mesmo gene. Apesar de todos os éxons
estarem presentes em um pré-mRNA, al-
guns podem ser excluidos da molécula de
mRNA final. Neste exemplo, trés de quatro
possiveis MRNAs sdo produzidos. Os que-
pes 5' e as caudas poli-A dos mRNAs nao
estdo ilustrados.

Por¢do do RNA de snRNPs forma
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Por¢do do mRNA processado

Como, entao, a célula distingue entre as moléculas de mRNA maduras relativa-
mente raras que devem ser exportadas para o citosol e a enorme quantidade de
detritos gerados pelo processamento do RNA?

A resposta € que o transporte de mRNA do nucleo para o citoplasma, onde
0s mRNAs sdo traduzidos em proteina, € altamente seletivo: apenas mRNAs pro-
cessados corretamente sao exportados. Esse transporte seletivo ¢ mediado por
complexos do poro nuclear, que conectam o nucleoplasma ao citosol e agem como
portdes que controlam as macromoléculas que podem entrar ou sair do nucleo
(discutido no Cap. 15). Para estar “pronta para exportacdo”, uma molécula de
mRNA deve estar ligada a um conjunto apropriado de proteinas, cada qual capaz
de reconhecer partes diferentes de uma molécula madura de mRNA. Essas pro-
teinas incluem proteinas de ligacdo a poli-A, um complexo de ligagdo ao quepe,
e proteinas que se ligam a mRNAs que tenham sofrido splicing correto (Figura
7-23). E o conjunto completo de proteinas ligadas, e ndo uma tinica proteina, que,
em ultima instancia, determina se uma molécula de mRNA deixara o ntcleo. Os
“residuos de RNAs" que ficam para tras no nucleo sao degradados, e seus “blocos
construtores”, os nucleotideos, sdo reutilizados para a transcrigao.

As moléculas de mRNA sao finalmente
degradadas no citosol

Visto que uma unica molécula de mRNA pode ser traduzida diversas vezes, gerando
varias copias da proteina (ver Figura 7-2), o intervalo de tempo que uma molécula
madura de mRNA permanece na célula afeta a quantidade de proteina produzida.

Exon 1 Exon 2 Exon 3
5' | | 3'] DNA
3’ I I 5
lTRANSCngAO
Exon 1 Exon 2 Exon 3

by | e 3’ pré-mRNA

SPLICING ALTERNATIVO
DO pré-mRNA
1 2 3 2 3 1 2
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Trés mRNAs alternativos
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Cada molécula de mRNA, finalmente, é degradada em nucleotideos por ribonu-
cleases (RNases) presentes no citosol, mas o tempo de vida médio de moléculas
de mRNA difere consideravelmente, dependendo da sequéncia de nucleotideos do
mRNA e do tipo de célula. Em bactérias, a maioria dos mRNAs ¢ rapidamente de-
gradada, apresentando um tempo de vida médio tipico de cerca de 3 minutos. Os
mRNAs em células eucaritticas normalmente persistem por mais tempo: alguns,
como os que codificam a B-globina, tém tempo de vida médio de mais de 10 horas,
a0 passo que outros tém tempo de vida médio inferior a 30 minutos.

Esses tempos de vida média distintos sao, em parte, controlados por sequén-
cias de nucleotideos presentes no proprio mRNA, frequentemente localizadas na
porcao do RNA denominada regido 3’ ndo traduzida, que se situa entre a extremi-
dade 3’ da sequéncia codificadora e a cauda poli-A. Os diferentes tempos de vida
média de mRNAs ajudam a célula a controlar a quantidade de cada proteina que
ela sintetiza. Em geral, as proteinas produzidas em grande quantidade, como a
B-globina, sdo traduzidas a partir de mRNAs que apresentam tempos de vida mé-
dia longos, enquanto as proteinas feitas em quantidades menores, ou cujos niveis
devem ser rapidamente alterados em resposta a sinais especificos, sao em geral
sintetizadas a partir de mRNAs de curta duragao.

As primeiras células devem ter possuido introns
em seus genes

O processo de transcri¢do € universal: todas as células usam RNA-polimerase
e o sistema de complementaridade de bases para sintetizar RNA a partir de
DNA. Além disso, as RNA-polimerases bacterianas e eucarioticas sao pratica-
mente idénticas em termos gerais de suas estruturas, e certamente evoluiram
a partir de uma polimerase ancestral comum. Portanto, pode ter parecido
desafiador explicar por que os transcritos de RNA resultantes sdo tratados
de maneira tdo diferente em eucariotos € em procariotos (Figura 7-24). Em
particular, o splicing do RNA parece marcar uma diferenca fundamental entre
esses dois tipos de células. Mas, afinal, como teve origem essa diferenga tao
marcante?

Como vimos, o splicing do RNA proporciona aos eucariotos a capacidade de
produzir uma ampla variedade de proteinas a partir de um unico gene. Isso tam-
bém lhes permite desenvolver novos genes por meio da mistura e recombinagao
de éxons de genes preexistentes, como discutimos no Capitulo 9. No entanto,
essas vantagens vém acompanhadas de um custo: a célula deve manter um ge-
noma maior e descartar uma grande fragao do RNA por ela sintetizado sem té-lo
usado. De acordo com uma linha de pensamento, as células primordiais - os an-
cestrais comuns de procariotos e eucariotos — continham introns que foram per-
didos pelos procariotos ao longo de sua evolugao subsequente. Pelo abandono de
seus introns e adogao de um genoma menor, mais fluido, os procariotos foram
capazes de se reproduzir mais rapidamente e de maneira eficiente. Corroborando
essa ideia, eucariotos simples que se reproduzem rapidamente (p. ex., algumas

T TRADUCAO
Fator de iniciagdo ¢

para a sintese proteica

AAAARRP

Figura 7-23 Um conjunto especializado
de proteinas de ligacdo ao RNA sinaliza
que o mRNA maduro esté pronto para
ser exportado para o citosol. Como indi-
cado a esquerda, o quepe e a cauda poli-A
de uma molécula madura de mRNA estéo
"marcados” por proteinas que reconhe-
cem essas modificacdes. Além disso, um
grupo de proteinas chamado de complexo
de jungéo do éxon é depositado sobre

o pré-mRNA apds a ocorréncia de cada
splicing bem-sucedido. Quando o mRNA é
considerado “pronto para exportagdo”, um
receptor de transporte nuclear (discutido
no Cap.15) se associa ao mRNA, guiando-
-o pelo poro nuclear. No citosol, o mRNA
pode perder algumas dessas proteinas e
ligar-se a novas, que, com a proteina de
ligacdo a poli-A, atuam como fatores de
iniciagdo para a sintese de proteinas, como
discutimos adiante.
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Figura 7-24 Procariotos e eucariotos
“manipulam” diferentemente seus trans-
critos de RNA. (A) Em células eucaridticas,
a molécula de pré-RNA, produzida pela
transcricdo, contém tanto sequéncias de
introns quanto de éxons. Suas duas extre-
midades sofrem modifica¢des, e os introns
sdo removidos pelo splicing do RNA. A se-
guir, o mRNA resultante é transportado do
nucleo para o citoplasma, onde é traduzido
em proteina. Embora esses passos estejam
representados como ocorrendo em se-
quéncia, um de cada vez, na realidade eles
ocorrem simultaneamente. Por exemplo, a
adi¢do do quepe do RNA costuma ocorrer
antes de a transcri¢do estar concluida. O
mesmo se da com o inicio do splicing do
RNA. Devido a essa sobreposicao, trans-
critos inteiros do gene (incluindo todos os
introns e éxons) em geral ndo sdo encontra-
dos na célula. (B) Em procariotos, a produ-
¢do de moléculas de mRNA é mais simples.
A extremidade 5' de uma molécula de RNA
¢ produzida na iniciacdo da transcricdo
pela RNA-polimerase, e a extremidade 3’

é produzida pelo término da transcrigdo.
Visto que células procariéticas ndo pos-
suem nucleo, a transcricdo e a tradugéo
ocorrem em um mesmo compartimento.
Assim, a traducdo de um mRNA bacteria-
no tem inicio antes que sua sintese esteja
completa. Tanto em procariotos quanto em
eucariotos, a quantidade de uma proteina
em uma célula depende das taxas de cada
uma dessas etapas, bem como das taxas de
degradacdo do mRNA e das moléculas de
proteina.

leveduras) possuem relativamente poucos introns, e esses introns sao em geral
muito menores do que os encontrados em eucariotos superiores.

Por outro lado, alguns argumentam que os introns se originaram a partir
de elementos genéticos moveis parasitas (discutidos no Cap. 9) que invadiram
um ancestral eucariotico primordial e colonizaram seu genoma. Essas células
hospedeiras replicaram involuntariamente as sequéncias “clandestinas” de nu-
cleotideos juntamente com o seu proprio DNA, e os eucariotos modernos sim-
plesmente ndo se preocupam em eliminar a desordem genética deixada por essas
infec¢des antigas. A questdo, no entanto, esta longe de ser definida; se os introns
evoluiram no inicio - e foram perdidos pelos procariotos — ou evoluiram tardia-
mente nos eucariotos ainda € uma questao atual de debate cientifico, sobre a
qual retornaremos no Capitulo 9.

DO RNA A PROTEINA

No final da década de 1950, os bidlogos haviam demonstrado que a informagao
codificada no DNA era inicialmente copiada em RNA e a seguir em proteina. O
debate estava centrado no “problema da codificagdo”: como uma informagao sob
a forma de uma sequéncia linear de nucleotideos em uma molécula de RNA era
traduzida para a forma de uma sequéncia linear de um conjunto de subunida-
des quimicamente tao distintas — os aminoacidos — em uma proteina? Essa fas-
cinante questao intrigava os cientistas da época. Ali estava um quebra-cabeca
proposto pela natureza que, apés mais de 3 bilhdes de anos de evolugao, poderia
ser resolvido por um dos produtos dessa evolugdo - os seres humanos! E foi o
que aconteceu, ndo apenas o codigo foi finalmente decifrado e compreendido em
nivel molecular, como foram também estabelecidas as principais caracteristicas
da maquinaria por meio da qual as c¢lulas leem esse codigo.

Uma sequéncia de mRNA é decodificada em
grupos de trés nucleotideos

A transcricdo como forma de transferéncia de informagao é simples de com-
preender: o DNA e o RNA sdo quimica e estruturalmente similares, e o DNA pode
atuar diretamente como molde para a sintese de RNA pelo sistema de parea-
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AGA UUA AGC
AGG UuG AGU
) GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
Codons | Gce cac GGC AUA CuUC 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
Amino- Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Terminagdo
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Figura 7-25 A sequéncia nucleotidica de um mRNA é traduzida para a sequéncia de aminoéacidos de uma proteina pelo uso de
um cédigo genético. Todos os codons de trés nucleotideos em mRNAs que determinam um dado aminoécido estéo listados sobre
esse aminoacido, o qual esta representado tanto pela abreviagdo de uma letra quanto pela abreviacdo em sigla de trés letras (ver Pai-
nel 2-5, p. 74-75 para o nome completo de cada aminoéacido e a sua estrutura). Como as moléculas de RNA, os codons sdo sempre es-
critos com o nucleotideo 5'-terminal a esquerda. Observe que a maioria dos aminoécidos é representada por mais de um cédon e que
existem algumas regularidades no conjunto de cédons que especificam cada aminoacido. Cédons para o mesmo aminoécido contém,
em geral, os mesmos nucleotideos na primeira e na segunda posicdes, e podem variar em sua terceira posicdo. Existem trés cédons
que n&o especificam aminoacidos, mas atuam como sitios de terminacéo (cédons de terminagdo), sinalizando o final da sequéncia co-
dificadora de proteina em um mRNA. Um cédon — AUG - age tanto como cédon de iniciacéo, sinalizando o inicio de uma mensagem

que codifica uma proteina, quanto como cédon que especifica o aminoacido metionina.

mento de bases por complementaridade. Como o termo transcri¢ao diz, € como
Se uma mensagem manuscrita estivesse sendo convertida, digamos, em um tex-
to datilografado. A linguagem per se € a forma da mensagem nao foram altera-
das, e os simbolos utilizados sao bastante semelhantes.

Em contraste, a conversao da informagdo contida no RNA para proteina repre-
senta uma tradugao da informagédo em outra linguagem, composta por simbolos
diferentes. Tendo em vista que existem apenas quatro nucleotideos diferentes no
mRNA, mas 20 tipos diferentes de aminoacidos em uma proteina, essa tradugao
ndo pode acontecer por um sistema de correspondéncia direto entre um nucleo-
tideo no RNA e um aminoacido na proteina. As regras pelas quais a sequéncia de
nucleotideos de um gene, passando por uma molécula intermediaria de mRNA, é
traduzida na sequéncia de aminoacidos de uma proteina sao conhecidas como o
codigo genético.

Em 1961, foi descoberto que a sequéncia de nucleotideos em uma molécu-
la de mRNA ¢ lida, consecutivamente, em grupos de trés. Visto que o RNA é
constituido de quatro diferentes nucleotideos, existem 4 x 4 x 4 = 64 combinagdes
possiveis de trés nucleotideos: AAA, AUA, AUG, e assim por diante. No entan-
to, apenas 20 aminoacidos diferentes sdo geralmente encontrados em proteinas.
Dessa forma, ou alguns tripletes de nucleotideos nunca sao usados, ou o codigo
¢ redundante, com alguns aminoacidos sendo especificados por mais de um tri-
plete. A segunda possibilidade mostrou-se correta, conforme mostrado no c6digo
genético completamente decifrado apresentado na Figura 7-25. Cada grupo de
trés nucleotideos consecutivos sobre o RNA é denominado cédon, e cada um
desses codons especifica um aminoacido. A estratégia utilizada para decifrar
esse codigo esta descrita em Como Sabemos, p. 240-241.

O mesmo codigo genético € usado por quase todos os organismos da atua-
lidade. Apesar de algumas diferengas terem sido descritas, estas ocorrem prin-
cipalmente no mRNA mitocondrial e em alguns fungos e protozoarios. As mito-
condrias tém as suas proprias maquinarias de replicagao de DNA, de transcri¢ao
e de sintese proteica, que operam independentemente das maquinarias corres-
pondentes do restante da célula (discutido no Cap. 14), e essas organelas foram
capazes de acomodar pequenas alteracoes aquele que € um codigo genético pra-
ticamente universal. Mesmo no caso de fungos e protozoarios, as similaridades
do codigo sao muito superiores as poucas diferengas.

Em principio, uma sequéncia de mRNA pode ser traduzida em qualquer uma
de trés diferentes fases de leitura, dependendo do ponto de inicio do processo
de decodificagao (Figura 7-26). No entanto, apenas uma das trés possiveis fases
de leitura sobre um mRNA codifica a proteina correta. Discutimos adiante como
um sinal de pontuagao especial, no inicio de cada molécula de mRNA, determina
a fase de leitura correta.

5 3
A A A
] CUC GC, GUU CcC U
—Leu——=Ser Val Thr —

5 a UCA | GCG,; UUA  CCA hU
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Figura 7-26 Uma molécula de mRNA
pode ser traduzida em trés fases de leitu-
ra diferentes. No processo de traducao de
uma sequéncia nucleotidica (azul) em uma
sequéncia de aminoacidos (vermelho), a
sequéncia de nucleotideos na molécula de
mRNA é lida da extremidade 5" para a 3' em
grupos consecutivos de trés nucleotideos.
Em principio, portanto, a mesma sequéncia
de mRNA pode determinar trés sequéncias
de aminoéacidos completamente diferen-
tes, dependendo do local onde comeca a
traducgdo, isto &, da fase de leitura utilizada.
Na realidade, porém, apenas uma dessas
fases de leitura codifica a mensagem real e,
portanto, é usada na tradugdo, como discu-
timos adiante.

Tyr —— His —



%0 COMO SABEMOS

DECIFRANDO O CODIGO GENETICO

No inicio da década de 1960, o dogma central havia sido aceito
como representativo da via pela qual a informagao fluia do
gene para a proteina. Estava claro que os genes codificavam
as proteinas, que os genes eram feitos de DNA, e que 0 mRNA
atuava como um intermediario, levando a informagao do DNA
para o ribossomo, no qual o RNA era traduzido em proteina.

Até mesmo o formato geral do codigo genético estava
compreendido: cada um dos 20 aminoacidos encontrados
nas proteinas € representado por um codon (triplete) em
uma molécula de mRNA. No entanto, um desafio ainda
maior permanecia: biblogos, quimicos e mesmo fisicos con-
centravam seus esfor¢os tentando decifrar o codigo - ten-
tando desvendar qual aminoacido era codificado por cada
um dos 64 possiveis tripletes de nucleotideos. A via mais
segura para a solugao dessa questao seria a comparagao da
sequéncia de um segmento de DNA ou mRNA com seu pro-
duto polipeptidico correspondente. Contudo, as técnicas de
sequenciamento de acidos nucleicos so ficariam disponiveis
no final da década de 1960.

Assim, os cientistas decidiram que, para decifrar o codi-
go genético, eles teriam de sintetizar suas proprias moléculas
simples de RNA. Se pudessem direcionar essas moléculas de
RNA para os ribossomos - as maquinas produtoras de protei-
nas - € a seguir analisar o produto proteico resultante, entdo
estariam no rumo certo em relagao a compreensao dos tri-
pletes que correspondiam aos aminoacidos.

Abandonando as células

Antes que os pesquisadores pudessem testar seus mRNAS
sintéticos, eles precisariam aperfeicoar um sistema livre de
células para a sintese proteica. Isso permitiria que eles tra-
duzissem as mensagens em polipeptideos dentro de tubos de
ensaio. (De modo geral, quando se trabalha em laboratorio,
quanto mais simples o sistema utilizado, mais claros e faceis
de interpretar sdo os resultados.) Para isolar a maquinaria
molecular de que necessitavam para um dado sistema de tra-
dugao livre de células, os pesquisadores romperam células
de E. coli e colocaram o seu conteudo em uma centrifuga.
A centrifugacdo dessas amostras, em alta velocidade, fazia
com que as membranas e outros grandes fragmentos celu-
lares fossem levados para o fundo do tubo; os componentes
celulares necessarios para a sintese de proteinas, mais leves,
como mRNA, tRNA, ribossomos, enzimas e outras molécu-
las pequenas, permaneciam em suspensao no sobrenadante.
Os pesquisadores descobriram que a simples adicdo de ami-
noacidos radioativos a essa “sopa” celular poderia induzir a
producao de polipeptideos radiomarcados. Por meio de uma
nova centrifugacao desse sobrenadante, sob uma velocidade
maior, era possivel forgar a deposicao dos ribossomos, e dos
peptideos recém-sintetizados a eles conectados, no fundo do
tubo; os polipeptideos marcados podiam entdo ser detecta-
dos, medindo-se a radioatividade remanescente no sedimen-
to do tubo apos descarte da fase aquosa superior.

O problema com esse sistema especifico era que ele pro-
duzia proteinas codificadas por mRNAs proprios da célula, ja
presentes no extrato, e os pesquisadores queriam usar suas
proprias mensagens sintéticas para dirigir a sintese de protei-
nas. Esse problema foi resolvido quando Marshall Nirenberg
descobriu que poderia destruir o RNA celular presente no ex-
trato pela adicdo de uma pequena quantidade de ribonucle-
ase - uma enzima que degrada o RNA. Agora tudo o que ele
precisava fazer era preparar grandes quantidades de mRNA
sintético, adiciona-las ao sistema livre de células, e analisar
os peptideos resultantes.

Falsificando a mensagem

A produgao de polinucleotideos com uma sequéncia definida
nao foi tao simples como se pretendia. Mais uma vez, seriam
necessarios anos até que quimicos e bioengenheiros desen-
volvessem maquinas capazes de sintetizar uma determina-
da sequéncia de acidos nucleicos de forma rapida e barata.
Nirenberg decidiu utilizar a polinucleotideo-fosforilase, uma
enzima que unia ribonucleotideos entre eles, sem a presenga
de um molde. Assim, a sequéncia de RNA resultante depen-
deria exclusivamente dos nucleotideos que estivessem dispo-
niveis para a enzima. Uma mistura de nucleotideos poderia
ser sintetizada em uma sequéncia aleatoria; mas um unico
tipo de nucleotideo produziria um polimero homogéneo, con-
tendo apenas um nucleotideo. Assim, Nirenberg, trabalhando
com seu colaborador Heinrich Matthaei, produziu inicialmen-
te mRNAs sintéticos feitos inteiramente de uracila - poli-U.

Juntos, esses pesquisadores colocaram esse poli-U sobre
o sistema de traducao livre de células. Eles entao adiciona-
ram aminoacidos radioativamente marcados sobre a mistura.
Depois de testar cada aminoacido - um de cada vez, em 20
diferentes experimentos - eles determinaram que poli-U diri-
ge a sintese de um polipeptideo contendo apenas fenilalanina
(Figura 7-27). Com esse resultado eletrizante, a primeira pa-
lavra do codigo genético foi decifrada (ver Figura 7-25).

Nirenberg e Matthaei repetiram esse experimento com
poli-A e poli-C, e determinaram que AAA codificava lisina e
CCC codificava prolina. O significado de poli-G nao pode ser
determinado por tal método, porque esse polinucleotideo for-
ma uma hélice de cadeia tripla incomum, que ndo atua como
molde em um sistema livre de células.

Alimentar ribossomos com RNAs sintéticos parecia uma
técnica bastante interessante. Mas, com as possibilidades de
nucleotideos unicos esgotadas, os pesquisadores haviam de-
cifrado apenas trés coédons; e eles ainda tinham outros 61 para
descobrir. Os outros cédons, no entanto, eram mais dificeis
de decifrar, e foi necessaria uma nova abordagem sintética.
Na década de 1950, o quimico orgénico Gobind Khorana havia
desenvolvido métodos de preparo de misturas polinucleoti-
dicas com sequéncia definida — mas essa técnica funcionava
apenas com DNA. Quando soube do trabalho de Nirenberg
com RNAs sintéticos, Khorana direcionou suas energias € ha-
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bilidades para a produgéo de polirribonucleotideos. Ele des-
cobriu que se fizesse DNAs de uma sequéncia definida, ele
poderia usar a RNA-polimerase para produzir RNAs a partir
deles. Dessa forma, Khorana preparou um conjunto de dife-
rentes RNAs de sequéncias repetitivas definidas: ele gerou
sequéncias de dinucleotideos (como poli-UC), trinucleotideos
(como poli-UUC) ou tetranucleotideos (como poli-UAUC).
Entretanto, esses polinucleotideos geraram resultados
muito mais dificeis de decodificar do que os gerados pelas
sequéncias mononucleotidicas utilizadas por Nirenberg. Ve-
jamos, por exemplo, a poli-UG. Quando esse dinucleotideo é
adicionado a um sistema de tradugao, os pesquisadores po-
dem observar que ele gera um polipeptideo de cisteinas e va-
linas alternadas. Esse RNA contém, obviamente, dois codons
alternados diferentes: UGU e GUG. Dessa forma, os pesquisa-
dores podiam dizer que UGU e GUG codificavam cisteina e va-
lina; no entanto, eram incapazes de definir exatamente quem
codificava o qué. Assim, essas mensagens mistas forneceram
informagdes uteis, mas nao revelaram definitivamente quais
codons especificavam quais aminoacidos (Figura 7-28).

Aprisionando os tripletes

Essas ambiguidades finais no codigo foram resolvidas quando
Nirenberg e um jovem estudante de medicina chamado Phil Le-
der descobriram que fragmentos de RNA de apenas trés nucleo-
tideos de comprimento - o tamanho de um tnico cdédon - po-
diam ligar-se a um ribossomo € atrair a molécula adequada de
tRNA carregada para a maquinaria de sintese de proteina. Esses
complexos - contendo um ribossomo, um cédon de mRNA e um
tRNA-aminoacil radiomarcado — podiam entéo ser capturados
em um filtro de papel, sendo o0 aminoacido identificado a seguir.

Seu teste-piloto feito com UUU - a primeira palavra
definida - funcionou maravilhosamente. Leder e Nirenberg
carregaram o sistema tradicional de tradugao livre de célu-
las com fragmentos de UUU. Esses trinucleotideos se ligaram
aos ribossomos, e tRNAs-Phe se ligaram ao UUU. O novo sis-
tema estava pronto, funcionava, e os pesquisadores haviam
confirmado que UUU codificava fenilalanina.

N Phe Phe Phe Phe Phe Phe Phe Phe C

Polipeptideo radioativo sintetizado

Figura 7-27 UUU codifica uma
fenilalanina. Os mRNAs sintéti-
cos sdo adicionados em um sis-
tema de traducdo livre de células
que contém ribossomos bacteria-
nos, tRNAs, enzimas e outras mo-
léculas pequenas. Aminoéacidos
radioativos s&o adicionados a
essa mistura, e os polipeptideos
resultantes sdo analisados. Nesse
caso, é demonstrado que um poli-
-U codifica um polipeptideo que
contém apenas fenilalanina.

S restava aos pesquisadores produzir todos os 64 pos-
siveis codons - uma tarefa rapidamente realizada tanto no la-
boratério de Nirenberg quanto no de Khorana. Visto que esses
pequenos trinucleotideos eram muito mais simples de ser sin-
tetizados quimicamente e que os testes de aprisionamento de
tripletes eram de aplicagao e analise bem mais faceis do que
o0s experimentos anteriores de decodificagao, os pesquisado-
res foram capazes de decifrar o codigo genético completo no
decorrer do ano seguinte.

PEPTIDEOS CORRELAGAO
MENSAGEM propuziDOs DE CODONS
Poli-UG ...Cys-Val-Cys-Val... ~ YGU | cys val*
GUG
y T/ AGA | arq al
Poli-AG ...Arg-Glu-Arg-Glu... GAG} rg, Glu
...Phe-Phe-Phe...
+ uuc
Poli-UUC ..Ser-Ser-Ser... ucu } Egj Eel
+
...Leu-Leu-Leu... o
AU |
Poli-UAUC ...Tyr-Leu-Ser-lle... CUA o 5%

ucu Ser, lle
AUC

* Um cédon determina Cys, o outro, Val, mas qual é qual?
A mesma ambiguidade existe nas outras determinacdes de
cédons aqui ilustradas.

Figura 7-28 O uso de RNAs sintéticos de sequéncias ribonu-
cleotidicas repetitivas com mais de um tipo de nucleotideo
permitiu que os cientistas afunilassem ainda mais as possibi-
lidades de codificacdo. Embora essas mensagens mistas pro-
duzissem polipeptideos mais complexos, elas ndo permitiram a
atribui¢do inequivoca de um cédon determinado a um aminoéci-
do especifico. Por exemplo, no caso de poli-UG, o experimento
ndo possibilita distinguir se UGU ou GUG é o cédon que codifica
a cisteina. Como indicado, o mesmo tipo de ambiguidade com-
plica a interpretacdo de todos os experimentos que usam di-,
tri- e tetranucleotideos.
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Figura 7-29 Moléculas de tRNA sio
adaptadores moleculares, que conectam
os aminoacidos aos cédons. Nesta série
de diagramas, a mesma molécula de tRNA
- neste caso, um tRNA especifico para o
aminoacido fenilalanina (Phe) — é ilustrada
sob diferentes representagoes. (A) A estrutu-
ra convencional em “folha de trevo” mostra
o pareamento por complementaridade de
bases (linhas vermelhas) que cria as regides
em dupla-hélice da molécula. A alca do
anticédon (azul) contém a sequéncia de trés
nucleotideos (letras vermelhas) que forma
pares de bases com um cédon no mRNA.

O aminoécido correspondente ao par
cddon-anticodon esté ligado a extremidade
3" do tRNA. Os tRNAs contém algumas ba-
ses incomuns, as quais sdo produzidas por
alteragdes quimicas apéds a sintese do tRNA.
As bases identificadas como ¥ (de pseudou-
ridina) e D (de di-hidrouridina) sdo derivadas
da uracila. (B e C) Vistas da molécula real
em forma de L, com base em anélise de di-
fracdo de raios X. Estas duas imagens estdo
posicionadas em dngulo de 90° uma em re-
lagdo a outra. (D) Representacdo esquema-
tica do tRNA, enfatizando o anticédon, que
seré utilizada nas figuras subsequentes. (E)
A sequéncia linear de nucleotideos da mo-
lécula de tRNA, com as regides no mesmo
cédigo de cores usadoem A, B e C.

Aminoacido
ligado (Phe)

Extremidade 3’

Extremidade 5’

anticédon

Anticédon

(A)

Uma folha de trevo

As moléculas de tRNA conectam os
aminodacidos e os cédons no mRNA

Os c6dons de uma molécula de mRNA ndo reconhecem diretamente os aminoa-
cidos por eles codificados: o grupo de trés nucleotideos néo se liga diretamente
ao aminoacido, por exemplo. Em vez disso, a tradugao do mRNA em proteina
depende de moléculas adaptadoras que podem reconhecer e ligar-se ao codon,
por um sitio sobre sua superficie, € ao aminoacido, por um outro sitio. Esses
adaptadores consistem em um conjunto de pequenas moléculas de RNA conhe-
cidas como RNAs transportadores (tRNAs), cada uma com aproximadamente
80 nucleotideos de comprimento.

Vimos antes que uma molécula de RNA costuma se dobrar em uma estrutura
tridimensional por intermédio do pareamento de bases entre diferentes regides da
molécula. Se as regides de pareamento de bases forem suficientemente extensas,
promoverdo o dobramento da molécula e a formagao de uma estrutura de dupla-
-hélice, semelhante a dupla fita do DNA. As moléculas de tRNA fornecem o exem-
plo mais impressionante desse fendmeno. Quatro pequenos segmentos de tRNA
adquirem estrutura de dupla-hélice, produzindo uma molécula que se assemelha
a uma folha de trevo quando desenhada esquematicamente (Figura 7-29A). Por
exemplo, uma sequéncia 5-GCUC-3" em uma parte de uma cadeia polinucleotidica
pode formar pares com uma sequéncia 5-GAGC-3" presente em uma outra regiao
dessa mesma molécula. A folha de trevo sofre outros dobramentos, originando
uma estrutura compacta em forma de L que se mantém por ligacoes de hidrogénio
adicionais entre as diferentes regioes da molécula (Figura 7-29B e C).

Duas regides nucleotidicas ndo pareadas, situadas cada uma em uma das
extremidades da molécula de tRNA estruturada em L, sdo essenciais para o fun-
cionamento dos tRNAs durante a sintese proteica. Uma dessas regioes forma o
anticodon, um conjunto de trés nucleotideos consecutivos, que sofre pareamento
com o cddon complementar sobre a molécula de um mRNA. A outra € uma regiao
curta, de fita simples, que se situa na extremidade 3’ da molécula; esse € o sitio
onde o aminoacido que ¢ codificado pelo codon se liga covalentemente ao tRNA.

Vimos, na se¢do anterior, que o c6digo genético é redundante; ou seja, varios
cédons diferentes podem determinar um mesmo aminoacido (ver Figura 7-25).
Essa redundéncia implica ou que exista mais de um tRNA para muitos dos ami-

(B) (@] (D)

5" GCGGAUUUAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAYAYCUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 3’
—

(E)

Anticédon
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noacidos, ou que algumas moléculas de tRNA possam ligar-se por complementa-
ridade de bases a mais de um codon. Na verdade, ambas as situagdes ocorrem.
Alguns aminoacidos possuem mais de um tRNA e alguns tRNAs sdo construidos
de tal forma que eles exigem um pareamento de bases exato apenas as duas pri-
meiras posigdes do codon, podendo tolerar um pareamento inexato (ou oscilagao)
sobre a terceira posi¢ao. Esse pareamento oscilante pode explicar por que tantos
entre os codons alternativos de um aminodacido diferem apenas em seus nucleoti-
deos da terceira posicdo (ver Figura 7-25). Os pareamentos oscilantes tornam pos-
sivel adaptar os 20 aminoacidos a seus 61 codons com apenas 31 tipos diferentes
de moléculas de tRNA. O numero exato de diferentes tipos de tRNA, entretanto,
difere entre as espécies. Por exemplo, humanos possuem quase 500 diferentes
genes de tRNA, mas, entre esses, apenas 48 anticodons estao representados.

Enzimas especificas acoplam os tRNAs aos
aminoacidos corretos

Para que uma molécula de tRNA desempenhe o seu papel como um adaptador,
ela deve ser ligada a - ou carregada com - um aminoacido correto. De que forma
cada molécula de tRNA reconhece, entre os 20 aminodcidos possiveis, seu parcei-
ro correto e ideal? O reconhecimento e a ligacdo do aminoacido correto é depen-
dente de enzimas denominadas aminoacil-tRNA-sintetases, que acoplam cova-
lentemente cada aminoacido ao seu conjunto adequado de moléculas de tRNA. Na
maioria dos organismos, ha uma enzima sintetase diferente para cada aminoaci-
do. Isso significa que existem 20 sintetases ao todo: uma liga a glicina a todos os
tRNAs que reconhecem os codons para a glicina, outra liga a fenilalanina a todos
0s tRNAs que reconhecem codons para a fenilalanina, e assim por diante. Cada
enzima sintetase reconhece nucleotideos especificos, tanto no anticbdon quanto
no braco aceptor de aminoacidos do tRNA correto (Animacao 7.6). As sintetases
sao, portanto, tdo importantes quanto os tRNAs no processo de decodificagao,
pois é a agao combinada das sintetases e dos tRNAs que permite que cada cédon
na molécula de mRNA especifique o seu aminoacido adequado (Figura 7-30).

A reagdo catalisada pela sintetase que liga o aminoacido a extremidade 3’ do
tRNA é uma das muitas reagdes celulares acoplada a liberacdo de energia pela hi-
drolise de ATP (ver Figura 3-33). A reagao produz uma ligagao de alta energia entre
o tRNA carregado e o aminoacido. A energia dessa ligacao é posteriormente usada
para ligar o aminoacido covalentemente a cadeia polipeptidica em crescimento.

Aminoacido

Figura 7-30 O cédigo genético é tra-
duzido pela atuagéo conjunta de dois
adaptadores: aminoacil-tRNA- sintetases
e tRNAs. Cada sintetase acopla um ami-
noacido especifico a seus tRNAs corres-
pondentes, em um processo chamado de
carregamento. O anticédon da molécula de
tRNA carregada forma pares de bases com
o coddon apropriado no mRNA. Um erro,
seja na etapa de carregamento, seja na
etapa de ligagcdo do tRNA carregado ao seu
cddon, fard com que o aminoéacido errado
seja incorporado em uma cadeia de pro-
teina. Na sequéncia de eventos ilustrada, o
aminoécido triptofano (Trp) é selecionado
pelo codon UGG no mRNA.

(triptofano) H Ie) 1) H
Z Z l Z
HN=G—CC HN=C—CC ugsssoce HN—€—cC
C‘H (RNA™) C‘H i e C‘H 2
I > [ P2
C C C
& & ot
N N” N
H H H
ATP AMP .+ 2P,
E { Anticédon
N e _— , € - no tRNA
LIGACAO DO 8
e A C C C O ANTICODON NO || ||| [||Pareamento de bases
tRNA-sintetase ANINOACIZE ~O G tRNA LIGA-SE AO SEU U G G )
(triptofanil- CODON NO mRNA 5/ 3 Codon
no mRNA

-tRNA-sintetase)

RESULTADO: O AMINOACIDO
E SELECIONADO POR SEU
CODON NO mRNA
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QUESTAO 7-4

Em um inteligente experimento
realizado em 1962, uma cisteina ja
associada ao seu tRNA foi quimica-
mente convertida em alanina. Essas
moléculas de tRNA “hibridas” foram
adicionadas depois a um sistema

de tradugéo livre de células do qual
tRNAs-cisteina normais haviam sido
removidos. Quando a proteina re-
sultante foi analisada, determinou-
-se que havia sido inserida alanina
em todos os pontos da cadeia poli-
peptidica onde deveria existir uma
cisteina. Discuta o que esse experi-
mento nos revela sobre a fungédo das
aminoacil-tRNA-sintetases na tradu-
¢do normal do cédigo genético.

Figura 7-31 Os ribossomos estéo loca-
lizados no citoplasma das células eucari-
Sticas. Esta micrografia eletronica mostra
uma fina sec¢do de uma pequena regido do
citoplasma. Os ribossomos aparecem como
pequenas bolhas cinza. Alguns estéo livres
no citosol (setas vermelhas); outros estdo
ligados a membranas do reticulo endoplas-
matico (setas verdes). (Cortesia de George
Palade.)

A mensagem do mRNA é decodificada
por ribossomos

O reconhecimento de um codon pelo anticodon presente sobre uma molécula de
tRNA depende do mesmo tipo de pareamento de bases por complementaridade
usado na replicagao do DNA e na transcri¢ao. No entanto, a tradugdo precisa e
rapida do mRNA em proteina requer uma maquinaria molecular capaz de mover-
-se ao longo do mRNA, capturar moléculas de tRNA complementares, manter os
tRNAs em posi¢ao, e ainda ligar covalentemente os aminoacidos por eles trans-
portados para formar uma cadeia polipeptidica. Tanto em procariotos quanto em
eucariotos, a maquinaria que da inicio ao processo € o ribossomo - um grande
complexo composto por dezenas de pequenas proteinas (as proteinas ribossémi-
cas) e varias moléculas essenciais de RNA, chamadas de RNAs ribossémicos
(rRNAs). Uma célula eucariotica tipica contém milhdes de ribossomos em seu
citoplasma (Figura 7-31).

Os ribossomos de eucariotos e procariotos sao bastante semelhantes em
estrutura e fungdo. Ambos sao compostos por uma subunidade grande e uma
subunidade pequena que se encaixam para a formagao do ribossomo completo,
o qual possui uma massa de varios milhoes de daltons (Figura 7-32); para com-
paragdo, uma proteina de tamanho médio possui uma massa igual a 30.000 dal-
tons. A subunidade ribossémica pequena pareia os tRNAs aos codons do mRNA,
ao passo que a subunidade grande catalisa a formagao das ligagoes peptidicas
que unem os aminodacidos uns aos outros, formando a cadeia polipeptidica. Es-
sas duas subunidades se reinem sobre uma molécula de mRNA, proximo de sua
extremidade 5', para iniciar a sintese de uma proteina. O mRNA ¢ entao puxado
ao longo do ribossomo como uma longa fita. Conforme o mRNA avanga na di-
recdo de 5' para 3', o ribossomo traduz a sua sequéncia de nucleotideos em uma
sequéncia de aminoacidos, um cédon de cada vez, utilizando os tRNAs como
adaptadores. Cada aminoacido € acrescentado, na sequéncia correta, a extre-
midade final da cadeia polipeptidica em crescimento (Animacdo 7.7). Quando a
sintese da proteina € finalizada, as duas subunidades do ribossomo se separam.
Os ribossomos operam com uma incrivel eficiéncia: um ribossomo eucarioto
adiciona cerca de 2 aminoacidos por segundo a uma cadeia polipeptidica; um
ribossomo bacteriano opera ainda mais rapidamente, adicionando cerca de 20
aminoacidos por segundo.

Como os ribossomos conseguem orquestrar todos os movimentos necessa-
rios para a traducao? Além de um sitio de ligacdo para uma molécula de mRNA,
cada ribossomo contém trés sitios de ligacdo para moléculas de tRNA, deno-
minados sitio A, sitio P e sitio E (Figura 7-33). Para adicionar um aminoacido a

Reticulo endoplasmatico Citosol
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cadeia polipeptidica em crescimento, o tRNA adequadamente carregado penetra
no sitio A por pareamento de bases com o codon complementar que se encontra
na molécula de mRNA. Seu aminoacido €, entao, ligado a cadeia peptidica man-
tida em posicao pelo tRNA que se encontra no sitio P adjacente. Em seguida, a
subunidade ribossémica grande desloca-se para frente, movendo o tRNA usado
para o sitio E antes de ejeta-lo (Figura 7-34). Esse ciclo de reacoes € repetido cada
vez que um aminodacido € adicionado a cadeia polipeptidica, com a nova proteina
crescendo de sua extremidade amino para sua extremidade carboxila até que um
codon de terminagao seja encontrado no mRNA.

Sitio E Sitio P Sitio A

Subunidade
ribossémica ~_
grande

Subunidade
ribossémica —
pequena

Sitio de ligagao
ao mRNA

(B)

Figura 7-32 O ribossomo eucarioto é
um grande complexo de quatro rRNAs

e mais de 80 pequenas proteinas.

Os ribossomos procaridticos sdo muito se-
melhantes: ambos sdo formados a partir de
uma subunidade grande e uma subunidade
pequena, que sé se unem apds a pequena
subunidade estar ligada a um mRNA. Em-
bora as proteinas ribossémicas sejam mais
numerosas do que os rRNAs, os RNAs sdo
responséveis pela maior parte da massa

do ribossomo e por sua forma e estrutura
gerais.

Figura 7-33 Cada ribossomo possui

um sitio de ligagdo para mRNA e trés
sitios de ligacdo para tRNA. Os sitios de
ligagdo ao tRNA séo designados sitios A,

P e E (sigla para aminoacil-tRNA, peptidil-
-tRNA e saida — exit, respectivamente). (A)
Estrutura tridimensional de um ribossomo
bacteriano, determinada por cristalografia
de raios X, com a subunidade pequena em
verde-escuro, e a subunidade grande em
verde-claro. Tanto rRNAs quanto proteinas
ribossémicas estdo ilustrados em verde. Os
tRNAs estéo representados ligados ao sitio
E (vermelho), ao sitio P (laranja) e ao sitio

A (amarelo). Embora, na ilustracdo, os trés
sitios de ligagdo de tRNA estejam ocupa-
dos, durante o processo de sintese proteica
ndo mais do que dois desses sitios contém
moléculas de tRNA simultaneamente (ver
Figura 7-34). (B) Representacdo altamente
esquematica de um ribossomo (na mesma
orientacdo de A), que sera utilizada nas
figuras subsequentes. Observe que tanto

a subunidade pequena quanto a grande
estdo envolvidas na formacéo dos sitios

A, P e E, enquanto apenas a subunidade
pequena forma o sitio de ligagdo para um
mRNA. (B, adaptada de M.M. Yusupov et
al., Science 292:883-896, 2001, com permis-
sdo de AAAS. Cortesia de Albion Baucom e
Harry Noller.)
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Cadeia polipeptidica em crescimento
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Figura 7-35 Os RNAs ribossémicos con-
ferem ao ribossomo sua forma geral.

S3o ilustradas as estruturas detalhadas dos
dois rRNAs que formam a regi&o central da
subunidade grande de um ribossomo bac-
teriano — rRNA 23S (azul) e rRNA 5S (roxo).
Uma das subunidades proteicas do ribosso-
mo (L1) esté incluida como ponto de refe-
réncia, visto que essa proteina é responsa-
vel por uma protuberéncia caracteristica na
superficie ribossémica. Os componentes ri-
bossomais sdo geralmente designados por
seu "valor S”, o qual se refere a taxa de se-
dimentacdo em ultracentrifugacao. (Adap-
tada de N. Ban et al., Science 289:905-920,
2000. Com permissdo de AAAS.)

Figura 7-34 A traducdo ocorre em um ciclo de quatro etapas. Este ciclo
é repetido muitas e muitas vezes durante a sintese de uma cadeia proteica.
Na etapa 1, um tRNA carregado, transportando o préximo aminoécido a ser
adicionado a cadeia polipeptidica, se liga ao sitio A vazio sobre o ribossomo
pela formacdo de pares de bases com o cédon do mRNA ali exposto. Como
apenas as moléculas de tRNA apropriadas podem formar pares de bases
com um dado cédon, esse cédon determina o aminoéacido especifico a ser
incorporado. Os sitios A e P est&o suficientemente proximos para que as
duas moléculas de tRNA ali fixadas sejam forcadas a formar pares de bases
com cédons contiguos, sem que fique qualquer base entre eles. Esse posi-
cionamento dos tRNAs assegura que a fase de leitura correta seja mantida
ao longo de toda a sintese da proteina. Na etapa 2, a extremidade carbo-
xila da cadeia polipeptidica (aminoécido 3 na etapa 1) é separada do tRNA
presente no sitio P e unida por ligagdes peptidicas ao grupo amino livre do
aminoéacido que se encontra ligado ao tRNA presente no sitio A. Essa reacdo
¢ catalisada por um sitio enzimatico na subunidade grande. Na etapa 3, um
movimento da subunidade grande em relacdo a subunidade pequena leva
os dois tRNAs a se posicionarem nos sitios E e P da subunidade grande. Na
etapa 4, a subunidade pequena se move exatamente trés nucleotideos sobre
a molécula de mRNA, o que a reposiciona novamente em sua conformagéo
original em relagéo a subunidade grande. Esse movimento ejeta o tRNA usa-
do e reinicializa o ribossomo com um sitio A vazio, de tal forma que uma nova
molécula de tRNA carregada possa se ligar (Animacao 7.8).

Como indicado, o mRNA é traduzido no sentido 5’ para 3’, e a extremida-
de N-terminal de uma proteina é sintetizada primeiro, com cada ciclo adicio-
nando um novo aminoéacido a extremidade C-terminal da cadeia polipeptidi-
ca. Para visualizar o ciclo da tradu¢do em detalhes, ver Animacao 7.9.

O ribossomo é uma ribozima

O ribossomo ¢ uma das maiores € mais complexas estruturas da célula, sendo
seu peso composto por dois tergos de RNA e um tergo de proteina. A determi-
nagao, no ano 2000, da estrutura tridimensional completa de suas subunidades
grande e pequena foi um dos grandes triunfos da biologia moderna. A estrutura
confirmou evidéncias anteriores de que os rRNAs - e ndo as proteinas - sao res-
ponsaveis pela estrutura geral do ribossomo e por sua capacidade de coreografar
e catalisar a sintese de proteinas.

Os rRNAs estdo dobrados em estruturas tridimensionais altamente precisas
e compactas que formam o cerne do ribossomo (Figura 7-35). Em marcante con-
traste ao posicionamento central do rRNA, as proteinas ribossdmicas estao ge-
ralmente localizadas na superficie, onde preenchem as fendas e frestas do RNA
dobrado. A principal fungdo das proteinas ribossémicas parece ser auxiliar na
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manutengao da estrutura e da estabilidade do nucleo de RNA, permitindo ain-
da que acontecam as alteragdes na conformacgdo do rRNA necessarias para que
esse RNA catalise de maneira eficiente a sintese proteica.

Nao apenas os trés sitios de ligacdo do tRNA (os sitios A, P € E) no ribosso-
mo sao primariamente formados por rRNAs, mas também o sitio catalitico para a
formagao da ligagao peptidica € formado pelo rRNA 23S da subunidade grande; a
proteina ribossdmica mais proxima esta localizada a uma distancia muito grande,
o que impede que ela faga contato com o tRNA carregado recém-chegado ou com a
cadeia polipeptidica em crescimento. O sitio catalitico nesse rRNA - uma peptidil-
-transferase — €, em muitos aspectos, semelhante ao encontrado em algumas en-
zimas proteicas: consiste em uma fenda altamente estruturada que orienta preci-
samente os dois reagentes - o polipeptideo em crescimento e o tRNA carregado
dessa forma fortemente incrementando a probabilidade de uma reagédo produtiva.

As moléculas de RNA que possuem atividade catalitica sdo denominadas
ribozimas. Mais tarde, na secdo final deste capitulo, consideramos outras ribo-
zimas e discutimos o que a catalise com base em RNA deve ter significado para
a evolugao inicial da vida na Terra. No momento, iremos apenas salientar que
existe uma boa razao para suspeitar que RNAs, em vez de moléculas proteicas,
atuaram como os primeiros catalisadores em células vivas. Se isso for verdade,
o ribossomo, com seu nucleo de RNA catalitico, pode ser considerado como uma
reliquia do periodo inicial da histéria da vida, quando as células eram dirigidas
quase exclusivamente por ribozimas.

Cédons especificos no mRNA sinalizam
para o ribossomo os pontos de inicio e final
da sintese proteica

Em um tubo de ensaio, os ribossomos podem ser for¢cados a traduzir qualquer
molécula de RNA (ver Como Sabemos, p. 240-241). Em uma célula, no entanto,
um sinal especifico é necessario para a iniciagdo da tradugdo. O ponto sobre
o qual a sintese proteica tem inicio no mRNA ¢ essencial, pois ele determina a
fase de leitura que sera seguida em toda a extensao da mensagem. Nessa etapa,
um erro de um nucleotideo em qualquer dos sentidos fara com que cada cédon
subsequente da mensagem seja erroneamente lido, de tal forma que sera sin-
tetizada uma proteina ndo funcional, composta por uma sequéncia equivocada
de aminoacidos (ver Figura 7-26). A taxa de iniciacdo determina a taxa na qual a
proteina € sintetizada a partir do mRNA.

A tradugdo de um mRNA tem inicio com o c6don AUG, e um tRNA especial-
mente carregado € necessario para a iniciagao da tradugao. Esse tRNA iniciador
sempre carrega o0 aminoacido metionina (ou uma forma modificada da metionina,
a formil-metionina, em bactérias). Assim, todas as proteinas recentemente sinteti-
zadas possuem uma metionina como o primeiro aminoacido na sua extremidade
N-terminal, a extremidade onde ¢ iniciada a sintese de uma proteina. Essa metio-
nina €, em geral, removida posteriormente pela agdo de uma protease especifica.

Em eucariotos, um tRNA iniciador, carregado com metionina, ¢ inicialmente
inserido no sitio P da subunidade ribossomica pequena, juntamente com protei-
nas adicionais denominadas fatores de iniciagao da tradugao (Figura 7-36).
O tRNA iniciador € distinto dos tRNAs que normalmente transportam metionina.
De todos os tRNAs na célula, apenas uma molécula de tRNA iniciador carregada
¢€ capaz de se ligar firmemente ao sitio P na auséncia da subunidade ribossémica

Figura 7-36 A iniciacdo da sintese de proteinas em eucariotos requer fa-
tores de iniciagdo da tradugdo e um tRNA iniciador especial. Apesar de néo
estarem aqui ilustradas, uma iniciagdo de tradugéo eficiente também requer
proteinas adicionais ligadas ao quepe 5’ e a cauda poli-A do mRNA (ver Figura
7-23). Dessa maneira, o aparato de traducéo se certifica de que ambas as ex-
tremidades do mRNA estejam intactas antes da iniciagdo da tradugdo. Apds a
iniciacdo, a proteina é sintetizada pelas rea¢des descritas na Figura 7-34.

QUESTAO 7-5

Uma fita de DNA com a seguinte
sequéncia de nucleotideos — 5-TTA-
ACGGCTTTTTTC-3" - foi usada
como molde para a sintese de um
mRNA que, a seguir, foi traduzido em
proteina. Determine o aminoacido
C-terminal e o aminoacido N-terminal
do polipeptideo resultante. Assuma
que o mRNA ¢é traduzido sem a ne-
cessidade de um cédon de iniciagéo.

Fatores de iniciagcdo da
traducao

tRNA iniciador

Subunidade ribossémica
pequena com fatores de
iniciacdo da traducao ligados

1 LIGACAO AO mRNA

, T ) -
5 (OBERMATLA RS A A 3
AUG

SUBUNIDADE RIBOSSOMICA

PEQUENA, COM O tRNA
INICIADOR LIGADO,
MOVE-SE SOBRE O mRNA
EM BUSCA DO

PRIMEIRO AUG

AUG

OS FATORES DE
INICIACAO

DA TRADUGAO
SE DISSOCIAM

LIGACAO

DA SUBUNIDADE
RIBOSSOMICA
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AUG
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AO SITIO A
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Figura 7-38 A traducéo é interrompida
em um cédon de terminacdo. Na fase
final da sintese proteica, a ligacdo do fator
de liberagdo a um sitio A que contém um
cédon de terminacéo finaliza a traducéo
de uma molécula de mRNA. O polipepti-
deo completo é liberado e o ribossomo se
dissocia, liberando suas duas subunidades.
Observe que apenas a extremidade 3" da
molécula de mRNA est3 ilustrada.

Sitios de ligagdo ao ribossomo
5 3’
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Figura 7-37 Uma tnica molécula de mRNA procariético pode codificar varias
proteinas diferentes. Em procariotos, genes envolvidos em diferentes passos de
um Mesmo processo se encontram frequentemente organizados em grupos (dpe-
rons) que sdo transcritos em conjunto sob a forma de um nico mRNA. Um mRNA
procariético ndo tem o mesmo tipo de quepe 5’ que esta presente nos mRNAs euca-
ridticos, apresentando em seu lugar um trifosfato na extremidade 5'. Os ribossomos
procaridticos iniciam a tradugdo em sitios de ligagdo ao ribossomo (azul-escuro), que
podem estar localizados no interior de uma molécula de mRNA. Essa caracteristica
permite que os procariotos sintetizem diferentes proteinas a partir de uma Gnica mo-
lécula de mRNA, sendo cada proteina produzida por um ribossomo diferente.

grande. Em seguida, a subunidade ribossdmica pequena carregada com o tRNA
iniciador liga-se a extremidade 5’ de uma molécula de mRNA, que esta identifi-
cada pelo quepe 5' presente em todos os mRNAs eucarioticos (ver Figura 7-16).
A subunidade ribossémica pequena entao se move para frente (de 5' para 3') so-
bre 0o mRNA, a procura do primeiro codon AUG. Quando esse AUG € encontrado
e reconhecido pelo tRNA iniciador, varios fatores de iniciagao dissociam-se da
subunidade ribossomica pequena abrindo caminho para a ligagdo da subunidade
ribossdmica grande e para a montagem completa do ribossomo. Estando o tRNA
iniciador ligado ao sitio P, a sintese proteica esta pronta para ter inicio, pela adi-
¢ao do proximo tRNA acoplado a seu aminoacido sobre o sitio A (ver Figura 7-34).

Em bactérias, o mecanismo de selecdo de um codon de iniciagao ¢ diferente.
Os mRNAs bacterianos ndo possuem o quepe 5’ para indicar ao ribossomo onde
iniciar a busca pelo ponto de inicio da tradugdo. Em vez dessa estrutura, eles
contém sequéncias especificas de ligacdo a ribossomos, com comprimento de
até seis nucleotideos, que estdo localizadas poucos nucleotideos a montante dos
AUGs sobre os quais a tradugao deve ter inicio. Diferentemente de um ribossomo
eucariotico, um ribossomo procariotico pode, com facilidade, ligar-se diretamen-
te a um codon de inicia¢do localizado no interior de um mRNA, desde que um
sitio de ligagdo ao ribossomo o preceda em varios nucleotideos. Tais sequéncias
de ligagd@o ao ribossomo sao necessarias em bactérias, pois os mRNAs procario-
ticos sao frequentemente policistronicos - ou seja, eles codificam varias proteinas
diferentes, todas sendo traduzidas a partir da mesma molécula de mRNA (Figura
7-37). Em contraste, um mRNA eucariotico geralmente transporta informagao
referente a uma unica proteina.

O fim da tradugdo tanto em procariotos quanto em eucariotos € sinaliza-
do pela presenga de um de varios codons, denominados cddons de terminagdo,
presentes no mRNA (ver Figura 7-25). Os codons de terminagao — UAA, UAG e
UGA - nao sao reconhecidos por um tRNA e ndo especificam um aminoacido,
mas, em vez disso, sinalizam o término da tradugdo para o ribossomo. Proteinas
conhecidas como fatores de liberagdo ligam-se a qualquer codon de terminagao
que chegue a um sitio A do ribossomo, e essa ligacdo altera a atividade da pepti-
dil-transferase no ribossomo, fazendo com que seja catalisada a adigdo de uma
molécula de agua, em vez de um aminoacido ao peptidil-tRNA (Figura 7-38). Essa
reagao libera a extremidade carboxila da cadeia polipeptidica de sua conexao a
molécula de tRNA; considerando-se que esse era o unico elo de ligagao que man-
tinha o polipeptideo em crescimento associado ao ribossomo, a cadeia proteica
completa é imediatamente liberada. Nesse momento, o ribossomo também libera
o mRNA e dissocia suas duas subunidades, que poderdo, posteriormente, unir-se
sobre outra molécula de mRNA para dar inicio a um novo ciclo de sintese proteica.

Vimos, no Capitulo 4, que muitas proteinas podem dobrar-se espontanea-
mente, adquirindo uma estrutura tridimensional definida, e que algumas realizam
esse dobramento enquanto ainda estdo sendo sintetizadas no ribossomo. A maio-



Capitulo 7 ® Do DNA 3 proteina: como as células leem o genoma 249

ria das proteinas, no entanto, requer proteinas chaperonas para ajuda-las a dobrar
corretamente na célula. As chaperonas podem “ciceronear” as proteinas ao longo
de vias produtivas de dobramento e impedir que ocorra agregacao dentro da cé-
lula (ver Figuras 4-9 e 4-10). As proteinas recém-sintetizadas sao frequentemente
interceptadas por suas chaperonas conforme emergem do ribossomo.

As proteinas sao produzidas em polirribossomos

A sintese da maior parte das moléculas proteicas leva entre 20 segundos e alguns
minutos. Mas mesmo durante este curto periodo, varios ribossomos normalmente
se ligam a cada molécula de mRNA a ser traduzida. Se o mRNA esta sendo tra-
duzido de maneira eficiente, um novo ribossomo é montado sobre a extremidade
5" de uma molécula de mRNA quase imediatamente apos o ribossomo precedente
ter traduzido uma sequéncia nucleotidica longa o suficiente para nao mais o atra-
palhar. As moléculas de mRNA que estao sendo traduzidas sao, por conseguinte,
normalmente encontradas sob a forma de polirribossomos, também conhecidos
como polissomos. Esses grandes arranjos citoplasmaticos sao compostos de muitos
ribossomos espagados por aproximadamente 80 nucleotideos ao longo de uma tni-
ca molécula de mRNA (Figura 7-39). Visto que multiplos ribossomos podem atuar
simultaneamente sobre um unico mRNA, muito mais moléculas de proteina podem
ser feitas em um dado tempo do que seria possivel se fosse necessario completar
cada polipeptideo antes de poder-se iniciar a sintese do polipeptideo seguinte.

Os polissomos operam tanto em bactérias quanto em eucariotos, mas as
bactérias podem acelerar ainda mais a taxa de sintese proteica. Visto que o
mRNA bacteriano ndo precisa ser processado e também se encontra fisicamente
acessivel aos ribossomos mesmo durante a sintese, os ribossomos se ligarao a
extremidade livre de uma molécula de mRNA bacteriano e comegarao a traduzi-
-la antes mesmo do término da transcri¢ao do RNA. Esses ribossomos seguem o
encal¢o da RNA-polimerase, conforme esta se move sobre o DNA.

Os inibidores da sintese proteica de procariotos
sao utilizados como antibiéticos

A capacidade de traduzir de maneira eficiente 0 mRNA em proteinas € uma ca-
racteristica fundamental a toda a vida na Terra. Embora o ribossomo e outras
moléculas que levam a cabo essa tarefa complexa sejam muito semelhantes en-
tre os organismos, vimos que existem algumas diferencas sutis na forma como
as bactérias e os eucariotos sintetizam RNA e proteinas. Apesar de ser uma pe-
culiaridade evolutiva, essas diferencas formam a base de um dos mais importan-
tes avancos da medicina moderna.
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Figura 7-39 As proteinas sdo sintetiza-
das em polirribossomos. (A) Desenho es-
quemaético mostrando como uma série de
ribossomos pode traduzir simultaneamente
a mesma molécula de mRNA (Animacao
7.10). (B) Micrografia eletrénica de um po-
lirrilbbossomo no citosol de uma célula euca-
ridtica. (B, cortesia de John Heuser.)
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TABELA 7-3 Antibiéticos que inibem a sintese proteica ou de RNA
bacteriano

Tetraciclina Bloqueia a ligagdo da aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo
(etapa 1 na Figura 7-34)

Estreptomicina Impede a transicdo do complexo de iniciagdo para o alongamen-
to da cadeia (ver Figura 7-36); também pode causar erros de de-
codificacdo

Cloranfenicol Bloqueia a reacdo da peptidil-transferase nos ribossomos (etapa

2 na Figura 7-34)

Ciclo-heximida Bloqueia a reacdo de movimentag3o (translocagdo) nos ribosso-
mos (etapa 3 na Figura 7-34)

Rifamicina Bloqueia a iniciagdo da transcricdo por meio de ligagdo a RNA-
-polimerase

Muitos dos nossos antibioticos mais eficazes sdo compostos que atuam na
inibigdo da sintese proteica € na sintese do RNA bacteriano, mas nédo do eucari-
oOtico. Alguns desses farmacos exploram pequenas diferencas estruturais e fun-
cionais existentes entre os ribossomos bacterianos e eucariéticos, de tal forma
que interferem preferencialmente na sintese proteica bacteriana. Esses compos-
tos podem, assim, ser ingeridos em doses suficientemente elevadas para matar
as bactérias sem que apresentem toxicidade para os seres humanos. Visto que
diferentes antibioticos se ligam a diferentes regioes sobre o ribossomo bacteria-
no, essas medicagoes frequentemente inibem passos diferentes do processo de
sintese proteica. Alguns dos antibioticos que inibem a sintese proteica e de RNA
em bactérias estdo listados na Tabela 7-3.

Diversos antibioticos comumente utilizados foram inicialmente isolados de
fungos. Fungos e bactérias em geral ocupam os mesmos nichos ecologicos; para
ter uma vantagem competitiva, os fungos desenvolveram, ao longo do tempo,
toxinas potentes que matam bactérias, mas sao inocuas a eles proprios. Como os
fungos e os seres humanos sao ambos eucariotos €, portanto, mais intimamente
relacionados entre si do que as bactérias (ver Figura 1-28), tivemos a oportu-
nidade de tomar emprestadas essas armas para combater 0s nossos proprios
inimigos bacterianos.

Uma degradacéao proteica controlada ajuda a
regular a quantidade de cada proteina na célula

Depois de uma proteina ser liberada do ribossomo, uma célula pode controlar
a sua atividade e longevidade de diversas formas. O numero de copias de uma
proteina em uma célula depende, assim como ocorre em uma populagdo huma-
na, ndo apenas de quao rapidamente novos individuos podem ser gerados, mas
também de quanto tempo eles sobreviverao. Assim, o controle da degradagao
das proteinas em seus aminoacidos constituintes ajuda as células a regularem a
quantidade de cada proteina em particular. As proteinas diferem enormemente
em relagdo a sua duragdo, ou tempo médio de vida. As proteinas estruturais que
passam a fazer parte de um tecido relativamente estavel, como o tecido 6sseo
ou o tecido muscular, podem durar meses ou mesmo anos, ao passo que outras
proteinas, como enzimas metabolicas ou aquelas que regulam o crescimento e
a divisao celular (discutida no Cap. 18), s6 duram alguns dias, horas ou mesmo
poucos segundos. Como a célula controla essa duragao?

As células possuem vias especializadas para a quebra, ou digestdo, enzima-
tica de proteinas em seus aminodacidos constituintes (um processo denominado
protedlise). As enzimas que degradam proteinas, inicialmente em peptideos pe-
quenos e por fim nos aminoacidos individuais, sdo coletivamente denominadas
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(A)

proteases. As proteases atuam pela clivagem (hidrolise) das ligagoes peptidicas
entre os aminoacidos (ver Painel 2-5, p. 74-75). Uma das fung¢des das vias proteo-
liticas ¢ a rapida degradagao das proteinas que devem ter curta duracdo. Outra
fungao envolve o reconhecimento e a remogao de proteinas que estejam danifi-
cadas ou erroneamente dobradas. A eliminagdo das proteinas incorretamente
dobradas € critica para um organismo, pois proteinas deformadas tendem a se
agregar, e agregados de proteina podem danificar as células ou mesmo desen-
cadear a morte celular. Finalmente, todas as proteinas, até mesmo as de longa
duragado, acumulam danos e sdo degradadas por protedlise.

Em células eucarioticas, as proteinas sdo quebradas por grandes maquinas
proteicas denominadas proteassomos, presentes tanto no citosol quanto no nu-
cleo. Um proteassomo contém um cilindro central formado por proteases cujos
sitios ativos estao dirigidos para a face interna de uma camara. Cada extremi-
dade desse cilindro é tampada por um grande complexo proteico formado por
pelo menos 10 tipos de subunidades proteicas (Figura 7-40). Essas “rolhas pro-
teicas” se ligam as proteinas destinadas a degradagao €, em seguida, utilizando
a energia da hidrolise de ATP, desdobram as proteinas condenadas a degradagao
e as inserem na camara interna do cilindro. Uma vez no interior da camara, as
proteinas sao clivadas por proteases em pequenos peptideos que, a seguir, serao
ejetados por ambas as extremidades do proteassomo. O uso de cdmaras de des-
truicdo com proteases isoladas em seu interior impede que essas enzimas atuem
inespecificamente e promovam danos na célula.

Como os proteassomos selecionam quais proteinas celulares deverao sofrer
degradacdao? Em eucariotos, os proteassomos atuam principalmente sobre protei-
nas que foram marcadas para destrui¢do pela ligagcdo covalente a uma pequena
proteina denominada ubiquitina. Enzimas especializadas marcam as proteinas
selecionadas com uma cadeia curta de moléculas de ubiquitina; estas proteinas
ubiquitinadas sdo, entdo, reconhecidas, desdobradas e entregues aos proteasso-
mos por proteinas especificas da “rolha” (stopper) dessa estrutura (Figura 7-41).

Q
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(proteases) UBIQUITINA ., PROTEINA E |
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Figura 7-40 Um proteassomo degrada
proteinas de curta duracio ou proteinas
erroneamente dobradas. As estruturas
mostradas foram determinadas por crista-
lografia de raios X. (A) Uma vista em corte
do cilindro central do proteassomo, com
os sitios ativos das proteases indicados por
pontos vermelhos. (B) A estrutura completa
do proteassomo, na qual o acesso ao cilin-
dro central (amarelo) é regulado por uma
“rolha” (azul) em cada extremidade. (B,
adaptado de P.C.A. da Fonseca et al., Mol.
Cell 46:54-66, 2012.)

Figura 7-41 As proteinas marcadas por
uma cadeia de poliubiquitina sdo degra-
dadas pelo proteassomo. Proteinas na
rolha do proteassomo (azul) reconhecem as
proteinas-alvo marcadas por um tipo espe-
cifico de cadeia de poliubiquitina. A rolha,
em seguida, desenrola a proteina-alvo e
insere-a no cilindro central do proteassomo
(amarelo), que é revestido por proteases
que cortam a proteina em pequenos pe-
dacos.
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Figura 7-42 A producao de uma pro-
teina em uma célula eucariética requer
diversas etapas. A concentracéo final

de cada proteina depende da velocidade
de cada etapa indicada. Mesmo apés a
producdo de um mRNA e da sua proteina
correspondente, suas concentracdes po-
dem ser reguladas via degradacéo. Embora
n3o ilustradas, a atividade da proteina pode
também ser regulada por outras modifica-
¢des pds-traducionais ou pela ligagdo de
peqguenas moléculas (ver Figura 7-43).

As proteinas destinadas a ter curta duragdo, muitas vezes, contém uma curta
sequéncia de aminoacidos que as identifica como um alvo a ser ubiquitinado e de-
gradado nos proteassomos. Proteinas danificadas ou erroneamente dobradas, bem
como proteinas que contém aminodcidos oxidados ou alterados de qualquer outro
modo, sao também reconhecidas e degradadas por esse sistema proteolitico depen-
dente de ubiquitina. As enzimas que adicionam uma cadeia de poliubiquitina a es-
sas proteinas reconhecem sinais que ficam expostos como consequéncia do dobra-
mento incorreto ou de danos quimicos - por exemplo, sequéncias de aminoacidos
ou motivos conformacionais internos ou inacessiveis na proteina normal “saudavel”.

Existem varias etapas entre o DNA e a proteina

Ja vimos que muitos tipos de rea¢des quimicas sao necessarios para a produgao de
uma proteina a partir da informagdo contida em um gene. Portanto, a concentra-
¢do final de uma proteina em uma célula depende da taxa de reacdo de cada um
dos diversos passos (Figura 7-42). Além disso, varias proteinas — depois de serem
liberadas no ribossomo - precisam de outras alteragoes para que possam ser Uteis
as células. Exemplos de tais modificagoes pds-traducionais incluem as modificagoes
covalentes (como a fosforilacao), a ligagao de cofatores de pequenas moléculas, ou
a associa¢do com outras subunidades proteicas, muitas vezes necessarias para que
uma proteina recém-sintetizada se torne plenamente funcional (Figura 7-43).
Veremos, no proximo capitulo, que as células possuem a capacidade de alte-
rar os niveis da maior parte de suas proteinas de acordo com suas necessidades.
Em principio, todos os passos da Figura 7-42 podem ser regulados pela célula - €,
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de fato, muitos deles o sdo. Todavia, como veremos no proximo capitulo, a ini-
ciagdo da transcri¢do € o ponto mais comum usado pelas células para regular a
expressao dos seus genes.

A transcrigao e a tradugdo sao processos universais que se localizam na
base da vida. No entanto, quando os cientistas comegaram a considerar como o
fluxo de informagdes do DNA para proteina deve ter se originado, surgiram algu-
mas conclusdes inesperadas.

RNA E A ORIGEM DA VIDA

O dogma central — de que o DNA da origem ao RNA que, por sua vez, da origem
as proteinas - apresenta um intrincado e paradoxal quebra-cabega aos bidlogos
evolutivos: se os acidos nucleicos sdo necessarios para dirigir a sintese das pro-
teinas, e as proteinas sao necessarias para sintetizar os acidos nucleicos, como
poderia esse sistema de componentes interdependentes ter surgido? Uma visao
alternativa sugere a existéncia de um mundo de RNA na Terra antes do apare-
cimento das células que contém DNA e proteinas. De acordo com essa hipotese,
0 RNA - que hoje atua predominantemente como intermediario entre os genes
e as proteinas - tanto estocava informagado genética quanto catalisava reagoes
quimicas nas células primitivas. Apenas tardiamente, em termos evolutivos, o
DNA suplantou o RNA como material genético, e as proteinas se tornaram os
principais componentes catalisadores e estruturais das células (Figura 7-44). Se
essa ideia estiver correta, entdo, a transicao do mundo de RNA nunca foi comple-
ta; como vimos, o RNA ainda catalisa varias rea¢des fundamentais nas células
atuais. Esses RNA cataliticos, ou ribozimas, incluindo os que operam no ribosso-
mo e na maquinaria de splicing de RNA, podem, assim, ser considerados fosseis
moleculares de um mundo ancestral.

A vida requer autocatdlise

A origem da vida necessitou de moléculas que possuissem, pelo menos em certo
nivel, uma propriedade essencial: a capacidade de catalisar reagoes que levassem
- direta ou indiretamente - a producdo de mais moléculas idénticas a elas. Cata-
lisadores com essa propriedade de autorreprodugao, uma vez surgidos por acaso,
poderiam utilizar matérias-primas provenientes da produgao de outras substan-
cias para fazer copias de si proprios. Dessa maneira, podemos imaginar o desen-
volvimento gradual de um sistema quimico de crescente complexidade, composto
de mondmeros e polimeros organicos que funcionariam em conjunto para a gera-
¢ao de mais moléculas semelhantes, abastecido por um suplemento de matérias-
-primas simples presentes no ambiente primitivo da Terra. Um sistema autocatali-
tico dessa natureza deveria ter muitas das propriedades que consideramos como
caracteristicas da matéria viva: o sistema deve conter uma selecao nado aleatéria
de moléculas interativas; ele deve tender a propria reproducédo; deve competir com
outros sistemas dependentes das mesmas matérias-primas; e, se privado de suas
matérias-primas ou mantido a uma temperatura que provoque um disturbio no
balango das taxas de reagao, deve decair rumo ao equilibrio quimico e “morrer”.
Quais moléculas podem ter apresentado tais propriedades autocataliticas? Nas
células vivas atuais, os catalisadores mais versateis sao as proteinas — capazes de
adotar diferentes conformagdes tridimensionais que formam sitios quimicamente

Formacao Primeiras
Big Bang do sistema células Primeiros
solar com DNA mamiferos
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10 5
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Figura 7-43 Muitas proteinas precisam
de diversas modifica¢des antes de se tor-
narem totalmente funcionais. Para ser util
para a célula, um polipeptideo sintetizado
deve dobrar-se corretamente, assumindo

a sua conformacao tridimensional exata e,
em seguida, ligar-se a eventuais cofatores
necessarios (vermelho) ou outras proteinas
- por meio de ligagdes ndo covalentes.
Muitas proteinas também necessitam de
uma ou mais modificacdes covalentes para
se tornarem ativas — ou para serem recruta-
das para membranas ou organelas especifi-
cas (ndo ilustrado). Apesar de a fosforilagdo
e a glicosilagdo serem as alteragcdes mais
comuns, mais de 100 diferentes tipos de
modificagdes covalentes sdo conhecidos
para as proteinas.

Figura 7-44 Um mundo de RNA pode
ter existido antes da existéncia das célu-
las modernas com DNA e proteinas.
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Figura 7-45 Uma molécula de RNA
pode, em principio, direcionar a forma-
¢do de uma cépia exatamente igual a
ela. Na primeira etapa, a molécula original
de RNA atua como molde para formar uma
molécula de RNA de sequéncia comple-
mentar. Na segunda etapa, essa molécula
de RNA complementar recém-produzida
atua como molde para formar uma molécu-
la de RNA com a sequéncia original. Visto
que cada molécula molde pode produzir
diversas copias da fita complementar, essas
reacoes podem resultar na multiplicagéo da
sequéncia original.

reativos em sua superficie. No entanto, ndo ¢ conhecido qualquer meio pelo qual
uma proteina possa reproduzir a si propria diretamente. As moléculas de RNA, em
contrapartida, podem - pelo menos teoricamente - catalisar sua propria sintese.

O RNA pode tanto estocar informagdo como
catalisar reagbes quimicas

Vimos que o pareamento de bases complementares permite que um acido nu-
cleico atue como molde para a formagdo de outro acido nucleico. Assim, uma
fita simples de RNA ou DNA pode determinar a sequéncia de um polinucleotideo
complementar, o qual, por sua vez, pode determinar a sequéncia da molécula ori-
ginal, permitindo que o acido nucleico original seja replicado (Figura 7-45). Esses
mecanismos de molde por complementaridade formam a base da replicagdo do
DNA e da transcri¢do nas células atuais.

Contudo, a sintese eficiente de polinucleotideos por meio de tais mecanis-
mos de molde por complementaridade também necessita de catalisadores que
promovam a reagao de polimerizagao: sem catalisadores, a formagao do polime-
1o € lenta, sujeita a erros e ineficiente. Atualmente, a polimerizagao de nucleo-
tideos € catalisada por proteinas enzimaticas - como as DNA-polimerases e as
RNA-polimerases. No entanto, como poderiam ter sido catalisadas essas reagoes
antes da existéncia de proteinas que contivessem a especificidade catalitica ade-
quada? O comego de uma resposta foi obtido em 1982, quando foi descoberto que
as proprias moléculas de RNA podem atuar como catalisadoras. Acredita-se que
o potencial sem igual das moléculas de RNA, tornando-as capazes de atuar como
carreadoras de informagdo e como catalisadoras, tenha permitido que essas mo-
léculas desempenhassem um papel central na origem da vida.

Nas células atuais, o RNA ¢é sintetizado sob a forma de uma molécula de
fita simples, e vimos que pareamentos por complementaridade de bases podem
ocorrer entre nucleotideos pertencentes a propria fita. Esses pareamentos de
base, em conjunto a ligacoes de hidrogénio nao convencionais, podem levar cada
molécula de RNA a se dobrar na forma de uma estrutura especifica, que ¢ deter-
minada por sua sequéncia nucleotidica (ver Figura 7-5). Tais associagoes produ-
zem conformagoes tridimensionais complexas.

Como discutimos no Capitulo 4, as enzimas sao proteinas capazes de cata-
lisar rea¢Oes bioquimicas, pois possuem uma superficie com contornos especi-
ficos e propriedades quimicas caracteristicas. Do mesmo modo, as moléculas de
RNA, com as suas formas dobradas caracteristicas, podem atuar como catalisa-
doras (Figura 7-46). Os RNAs ndo apresentam a mesma diversidade estrutural e
funcional das enzimas proteicas; afinal, eles sdo constituidos a partir de apenas
quatro subunidades diferentes. Apesar dessa limitagao, as ribozimas podem ca-
talisar um espectro bastante variado de rea¢des quimicas. Visto que existe um
numero relativamente pequeno de RNAs cataliticos nas células atuais, a maioria
das ribozimas estudadas foi produzida em laboratério e selecionada com base
em sua atividade catalitica em tubos de ensaio (Tabela 7-4). No entanto, os pro-
cessos em que 0s RNAs cataliticos ainda parecem desempenhar um papel impor-
tante incluem algumas das etapas mais fundamentais da expressao da informa-
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TABELA 7-4 Reacbes bioquimicas que podem ser catalisadas por
ribozimas

Formacao da ligagdo peptidica na sintese RNA ribossomico (rRNA)
de proteinas

Ligagcdo de DNA RNA selecionado in vitro
Splicing do RNA RNAs de autosplicing, pequenos
RNAs nucleares (snRNAs)
Polimerizacdo de RNA RNA selecionado in vitro
Fosforilacdo de RNA RNA selecionado in vitro
Aminoacilagdo de RNA RNA selecionado in vitro
Alquilacdo de RNA RNA selecionado in vitro
Rotacéo de ligagdo C-C (isomerizagao) RNA selecionado in vitro

¢ao genética - especialmente aquelas etapas onde as proprias moléculas de RNA
sofrem splicing ou sao traduzidas em proteinas.

Assim, o RNA possui todas as caracteristicas necessarias a uma molécula
que pode catalisar sua propria sintese (Figura 7-47). Embora os sistemas de au-
torreplicacdo de moléculas de RNA ndo tenham sido encontrados na natureza,
mesmo assim os cientistas estdo confiantes de que eles possam ser construidos
em laboratério. Ainda que essa demonstragao ndo prove que as moléculas de
RNA autorreplicadoras foram essenciais para a origem da vida na Terra, €la cer-
tamente estabeleceria que um cenario assim € possivel.

O RNA provavelmente antecedeu o
DNA na evolucao

As primeiras células na Terra presumivelmente devem ter sido bem menos com-
plexas e menos eficientes na sua reprodugdo, se comparadas mesmo as mais
simples das células atuais. Elas devem ter sido compostas por pouco mais do que
uma simples membrana delimitando um conjunto de moléculas de autorreplica-
¢ao e alguns outros componentes necessarios para fornecer materiais e energia
para essa replicagao autocatalitica. Se o papel evolutivo proposto anteriormente
para o RNA estiver correto, essas células ancestrais também difeririam funda-
mentalmente das células que conhecemos hoje, pelo fato de terem suas informa-
¢oes hereditarias armazenadas no RNA, € ndo no DNA.

Evidéncias que indicam o surgimento do RNA antes do DNA na evolugao po-
dem ser encontradas nas diferengas quimicas existentes entre eles. A ribose (ver

m@%&)

Figura 7-47 Pode uma molécula de RNA catalisar sua prépria sintese? Esse pro-
cesso hipotético exigiria que o RNA catalisasse ambas as etapas mostradas na Figura
7-45. Os raios vermelhos representam o sitio ativo dessa ribozima.
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Figura 7-46 Uma ribozima é uma molé-
cula de RNA que possui atividade catali-
tica. A molécula de RNA ilustrada catalisa
a clivagem de uma segunda molécula de
RNA em um sitio especifico. Ribozimas
similares sdo encontradas incorporadas em
grandes genomas de RNA — chamados de
viroides — que infectam plantas, nos quais a
reacdo de clivagem é uma das etapas para
a replicagdo do viroide. (Adaptada de T.R.
Cech e O.C. Uhlenbeck, Nature 372:39-40,
1994. Com permissdo de Macmillan Publi-
shers Ltd.)



256

Fundamentos da Biologia Celular

Sistemas com base em RNA

EVOLUQAO,DE RNAs QUE PODEM
DIRIGIR A SINTESE DE PROTEINAS

Sistemas com base em RNA e proteinas

RNA ——» Proteina

EVOLUGAO DE NOVAS ENZIMAS
CAPAZES DE SINTETIZAR DNA E FAZER
COPIAS DE RNA A PARTIR DO DNA

Células atuais

DNA —» RNA — Proteina

Figura 7-48 O RNA pode ter antecedido
o DNA e as proteinas na evolugdo.

De acordo com essa hipdtese, as molé-
culas de RNA proviam funcdes genéticas,
estruturais e cataliticas para as primeiras
células. Atualmente, o DNA ¢é o repositorio
de informacdo genética, e as proteinas de-
sempenham a quase totalidade das funcdes
cataliticas nas células. O RNA funciona,
atualmente, de forma principal como um
intermediario na sintese de proteinas, em-
bora permaneca atuando como catalisador
em algumas reagdes essenciais (incluindo a
sintese de proteinas).

QUESTAO 7-6

Discuta a seguinte afirmag&o: “Ao
longo da evolucéo da vida na Terra,
o RNA perdeu sua gloriosa posicao
de primeiro catalisador de autorre-
plicagdo. Sua fung&o atual é de mero
mensageiro no fluxo de informacdes
entre o DNA e as proteinas”.

Figura 7-3A), assim como a glicose € outros carboidratos simples, ¢ facilmente
formada a partir de formaldeido (HCHO), que é um dos principais produtos for-
mados em experimentos que simulam as condi¢des na Terra primitiva. O agucar
desoxirribose € mais dificil de ser obtido e, nas células atuais, € produzido a par-
tir da ribose, por uma reagao catalisada por uma enzima proteica, sugerindo que
aribose antecedeu a desoxirribose nas células. Presumivelmente, o DNA entrou
em cena depois do RNA, e entdo se mostrou mais adaptado do que o RNA como
repositorio permanente de informagdo genética. Em particular, a desoxirribose,
em sua cadeia principal de agucar-fosfato, torna as cadeias de DNA muito mais
estaveis quimicamente do que as cadeias de RNA, de modo que moléculas mais
longas de DNA podem ser mantidas sem que ocorram quebras.

As outras diferencas entre o RNA e o DNA - a estrutura em dupla-hélice do
DNA e o uso de timina em vez de uracila - aumentam ainda mais a estabilidade
do DNA, ao tornarem essa molécula mais facil de reparar. Vimos, no Capitulo 6,
que um nucleotideo lesado sobre uma fita da dupla-hélice do DNA pode ser repa-
rado, usando-se a outra fita como molde. Além disso, a desaminacgao, uma das
alteragoes quimicas deletérias mais comuns que ocorrem em polinucleotideos, é
mais facil de ser detectada e reparada no DNA do que no RNA (ver Figura 6-23).
Isso acontece porque o produto da desaminagao da citosina ¢, por acaso, a uraci-
la, a qual ocorre normalmente no RNA, portanto seria impossivel que as enzimas
de reparo detectassem tal alteragdo na molécula de RNA. No entanto, no DNA,
que possui timina em vez de uracila, qualquer uracila produzida pela degradagao
acidental de citosina € facilmente detectada e reparada.

Em conjunto, as evidéncias que discutimos apoiam a ideia de que o RNA,
com a sua capacidade para desempenhar fungoes genéticas, estruturais e catali-
ticas, tenha precedido o DNA na evolugao. E possivel que, conforme células mais
semelhantes as células atuais foram surgindo, muitas das fungoes desempenha-
das originalmente pelo RNA tenham sido assumidas pelo DNA e pelas proteinas:
o DNA se sobrepds na fungdo genética principal, as proteinas se tornaram as
principais catalisadoras, € 0 RNA permaneceu predominantemente como um
intermediario, conectando-os (Figura 7-48). Com o advento do DNA, as células
puderam tornar-se mais complexas, pois podiam conter e transmitir uma maior
quantidade de informacdo genética, quando comparada aquela que poderia ser
mantida de forma estavel unicamente pelo RNA. Tendo em vista a maior com-
plexidade quimica das proteinas e a maior diversidade das reagoes quimicas que
elas podiam catalisar, a substituicdo (apesar de incompleta) do RNA pelas protei-
nas também forneceu uma fonte muito mais rica de componentes estruturais e
enzimas. Isso permitiu que as células evoluissem a ampla diversidade estrutural
e funcional que vemos nos seres vivos da atualidade.

CONCEITOS ESSENCIAIS

¢ O fluxo de informacéo genética em todas as células vivas € DNA — RNA — pro-
teina. A conversao das instrugdes genéticas do DNA para os RNAs e proteinas
€ denominada expressao génica.

e Para expressar a informagdo genética transportada no DNA, a sequéncia
nucleotidica de um gene ¢ inicialmente transcrita em RNA. A transcricéo é ca-
talisada pela enzima RNA-polimerase, que utiliza sequéncias de nucleotideos
presentes nas moléculas de DNA para determinar qual fita sera usada como
molde, e quais serao os pontos de inicio e término da transcrigao.

¢ O RNA difere do DNA em diversos aspectos. Ele contém o agucar ribose, em
vez de desoxirribose, e a base uracila (U), em vez de timina (T). Os RNAs
celulares sao sintetizados sob a forma de moléculas de fita simples, as quais
frequentemente se dobram, assumindo estruturas tridimensionais complexas.

¢ As células produzem diversos tipos funcionais de RNAs, incluindo RNAs men-
sageiros (mRNAs), que carregam as instrucoes para fazer proteinas; RNAS ri-
bossdmicos (rRNAs), que sdo componentes essenciais dos ribossomos; e RNAs
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transportadores (tRNAs), que agem como moléculas adaptadoras na sintese
de proteinas.

Para dar inicio a transcri¢do, a RNA-polimerase se liga a sitios especificos
sobre o DNA, denominados promotores, situados imediatamente a montante
dos genes. Para a iniciagdo da transcri¢ao, as RNA-polimerases eucariéticas
necessitam da montagem de um complexo de fatores gerais de transcrigao so-
bre o promotor, ao passo que a RNA-polimerase bacteriana necessita apenas
de uma subunidade adicional, denominada fator sigma.

Em células eucarioticas, a maioria dos genes codificadores de proteinas &
composta de regides codificadoras, denominadas éxons, intercaladas com
regides nao codificadoras maiores, chamadas de introns. Quando um gene
eucarioto ¢é transcrito do DNA para o RNA, tanto os éxons quanto os introns
sao copiados.

Os introns sdao removidos dos transcritos de RNA no nucleo por splicing do
RNA, em uma reagao catalisada por pequenos complexos ribonucleoprotei-
cos conhecidos como snRNPs. O splicing remove os introns do RNA e une os
éxons - frequentemente em diferentes combinagdes, permitindo que multiplas
proteinas sejam produzidas a partir do mesmo gene.

Pré-mRNAs eucarioticos passam por varias etapas adicionais de processa-
mento do RNA antes de sairem do nucleo como mRNAs, incluindo o capea-
mento 5’ do RNA e a poliadenilagdo da extremidade 3'. Essas reacées, junto ao
splicing, ocorrem conforme o pré-mRNA esta sendo transcrito.

A tradugdo da sequéncia de nucleotideos do mRNA em proteina ocorre no cito-
plasma em grandes agregados ribonucleoproteicos denominados ribossomos.
A medida que o mRNA se move pelo ribossomo, a sua mensagem ¢é traduzida
em proteina.

A sequéncia de nucleotideos do mRNA ¢ lida em grupos de trés nucleotideos
(cédons), cada coédon correspondendo a um aminoéacido.

A correspondéncia entre os aminoacidos e os cédons é determinada pelo c6-
digo genético. As possiveis combinagdes dos 4 diferentes nucleotideos no RNA
originam 64 diferentes cddons no coédigo genético. A maioria dos aminoacidos
€ determinada por mais de um coédon.

Os tRNAs atuam como moléculas adaptadoras na sintese proteica. Enzimas
denominadas aminoacil-tRNA-sintetases acoplam covalentemente os aminoa-
cidos aos tRNAs adequados. Cada tRNA contém uma sequéncia de trés nucleo-
tideos, o anticédon, que reconhece um c6don no mRNA pelo pareamento por
complementaridade de bases.

A sintese proteica inicia-se quando um ribossomo é organizado sobre um
codon de iniciagdo (AUG) de uma molécula de mRNA, em um processo que
depende de proteinas conhecidas como fatores de iniciagao da tradugao.
A cadeia proteica completa € liberada do ribossomo quando um c6don de ter-
minagao (UAA, UAG ou UGA) no mRNA é alcangado.

A ligacdo sucessiva e passo a passo de aminoacidos em uma cadeia polipepti-
dica é catalisada por uma molécula de rRNA da subunidade ribossémica gran-
de, que atua assim como uma ribozima.

A concentragéo de uma proteina em uma célula depende das taxas nas quais
o mRNA e a proteina sao sintetizados e degradados. A degradacédo de proteina
no citoplasma e no nucleo ocorre no interior de grandes complexos proteicos
chamados de proteassomos.

Considerando nosso conhecimento dos organismos atuais e das moléculas
que eles contém, parece razoavel afirmar que a vida na Terra se originou a
partir da evolugao de moléculas de RNA capazes de catalisar sua propria re-
plicagéo.

Foi proposto que, nas primeiras células, o RNA tenha atuado tanto como ge-
noma quanto como catalisador, antes que o DNA o substituisse como uma
molécula mais estavel para o armazenamento da informacgdo genética, e que
as proteinas substituissem os RNAs como os principais componentes estrutu-
rais e cataliticos. Acredita-se que os RNAs cataliticos das células modernas
possam nos dar um vislumbre desse mundo antigo, baseado em RNA.
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TERMOS-CHAVE

aminoacil-tRNA-sintetase mundo de RNA
anticédon
capeamento do RNA

cédigo genético

poliadenilagao

cédon promotor
éxon protease
expressao génica proteassomo
fase de leitura ribossomo
fator de iniciacdo da traducao ribozima
fator geral de transcrigcao RNA

gene
intron

pequenos RNAs nucleares (snRNA)

processamento do RNA

RNA-polimerase
RNA mensageiro (MRNA)

RNA ribossédmico (rRNA)

RNA transportador (tRNA)

spliceossomo

splicing (ou encadeamento)
alternativo

splicing (ou encadeamento) do
RNA

tradugdo

transcrito de RNA

transcricao

tRNA iniciador

TESTE SEU CONHECIMENTO

QUESTAOQ 7-7

Quais das seguintes afirmativas estdo corretas? Explique suas
respostas.

A. Um determinado ribossomo pode fazer apenas um tipo
de proteina.

B. Todos os mRNAs se dobram, adquirindo estruturas tri-
dimensionais particulares, as quais sao necessérias para
sua traducao.

C. As subunidades grande e pequena de um dado ribosso-
mo permanecem sempre unidas entre elas e nunca subs-
tituem a subunidade acompanhante.

D. Os ribossomos sao organelas citoplasméticas encapsula-
das por uma membrana tnica.

E. Visto que as duas fitas do DNA sdo complementares, o
mRNA de um dado gene pode ser sintetizado utilizando-
-se qualquer uma das duas fitas como molde.

F. Um mRNA pode conter a sequéncia
ATTGACCCCGGTCAA.

G. Aquantidade de proteina presente em uma célula depen-
de da taxa de sintese dessa proteina, de sua atividade
catalitica e de sua taxa de degradacao.

QUESTAO 7-8

A proteina Lacheinmal é uma proteina hipotética que faz as
pessoas sorrirem mais frequentemente. Ela se encontra ina-
tiva em muitos individuos cronicamente infelizes. O mRNA
isolado a partir de vérios diferentes individuos infelizes da
mesma familia revelou a auséncia de um segmento interno
de 173 nucleotideos, que estava presente no mRNA La-
cheinmal isolado dos membros felizes da mesma familia. As
sequéncias do DNA dos genes Lacheinmal de membros feli-
zes e infelizes dessa familia foram determinadas e compara-
das. Essas sequéncias diferiam em apenas um nucleotideo,
que se encontrava em um intron. O que pode ser sugerido
a respeito da base molecular da infelicidade nessa familia?

(Dicas: [1] Vocé pode sugerir um mecanismo molecular pelo
qual uma alteragdo em um Unico nucleotideo de um gene
pudesse causar a delecdo observada no mRNA? Observe
que essa é uma delecdo interna ao mRNA. [2] Assumindo-se
que as 173 bases deletadas removem sequéncias codifica-
doras do mRNA Lacheinmal, quais seriam as diferencas en-
tre a proteina Lacheinmal de pessoas felizes e a de pessoas
infelizes?)

QUESTAO 7-9

Utilize o cédigo genético ilustrado na Figura 7-25 para identi-
ficar quais das seguintes sequéncias nucleotidicas codificarao
uma sequéncia de arginina-glicina-acido aspartico:

1. 5-AGA-GGA-GAU-3"

2. 5-ACA-CCC-ACU-3’

3. 5-GGG-AAA-UUU-3’

4. 5-CGG-GGU-GAC-3’

QUESTAO 7-10

"As ligagdes que se formam entre o anticédon de uma mo-

lécula de tRNA e os trés nucleotideos de um cédon sobre o

mRNAsdo _________ " Complete essa sentenga com cada

uma das opgdes seguintes e explique o porqué de as frases

estarem corretas ou incorretas.

A. Ligacbes covalentes formadas por hidrélise de GTP.

B. Ligagdes de hidrogénio que se formam quando o tRNA
esta no sitio A.

C. Quebradas pela movimentagao do ribossomo ao longo
do mRNA.

QUESTAO 7-11

Liste as defini¢ces comuns encontradas em dicionario para os
termos replicacdo, transcri¢éo e tradugdo. Ao lado de cada
definicao, liste o significado especifico de cada um desses ter-
mos aplicado a células vivas.
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QUESTAO 7-12

Em um mundo alienigena, o cédigo genético é escrito em pa-
res de nucleotideos. Quantos aminoacidos esse cédigo pode
determinar? Em outro mundo, um cédigo de tripletes é usa-
do, mas a sequéncia dos nucleotideos nao é importante, so-
mente importando saber quais nucleotideos estao presentes.
Quantos aminoacidos esse cédigo genético poderia determi-
nar? Vocé poderia imaginar algum problema referente a tra-
ducdo desses codigos?

QUESTAO 7-13

Uma caracteristica impressionante do cédigo genético é o
fato de aminoéacidos que apresentam propriedades quimicas
similares frequentemente possuem cédons similares. Desse
modo, cédons com U ou C como segundo nucleotideo ten-
dem a especificar aminoéacidos hidrofébicos. Vocé pode suge-
rir uma explicacédo plausivel para esse fenémeno, consideran-
do a evolugao inicial da maquinaria de sintese proteica?

QUESTAO 7-14

Uma mutagdo no DNA gera um cédon de terminacao UGA no
meio de um mRNA que codifica uma determinada proteina.
Uma segunda mutacdo no DNA da célula leva a alteracdo de
um Unico nucleotideo em um tRNA, que permite a tradugao
correta da proteina; ou seja, essa segunda mutagdo “supri-
me” o defeito causado pela primeira. O tRNA alterado tra-
duz o UGA como triptofano. Que alteracéo nucleotidica pro-
vavelmente ocorreu na molécula mutante de tRNA? Quais as
consequéncias potenciais da presenca de tal tRNA mutado na
traducdo dos genes normais dessa célula?

QUESTAO 7-15

O carregamento de um tRNA com um aminoécido pode ser
representado pela seguinte equacéo:

aminoacido + tRNA + ATP — aminoacil-tRNA + AMP + PP,

onde PP, representa o pirofosfato (ver Figura 3-40). No ami-
noacil-tRNA, o aminoécido e o tRNA estao ligados por uma li-
gacao covalente de alta energia; uma grande parte da energia
derivada da hidrélise de ATP é estocada desse modo nessa
ligagao, e esta disponivel para conduzir a formacéo de liga-
¢oes peptidicas em estagios posteriores da sintese proteica.
A alteracgéo da energia livre da reagdo de carregamento ilus-
trada na equag&o é préxima de zero e, consequentemente,
nao se esperaria que favorecesse a associagdo do aminoacido

ao tRNA. Vocé pode sugerir a etapa suplementar que direcio-
naria a ocorréncia da reacdo completa?

QUESTAOQ 7-16

A. O peso molecular médio das proteinas de uma célula é de
aproximadamente 30.000 déltons. Algumas proteinas, no
entanto, sdo muito maiores. A maior cadeia polipeptidica
conhecida produzida por uma célula se refere a proteina
denominada titina (produzida em células musculares de
mamiferos), que possui um peso molecular de 3.000.000
daltons. Estime o tempo necessario para que uma célula
muscular traduza uma molécula de mRNA que codifica a
titina (considere o peso molecular médio de um aminoa-
cido igual a 120 e uma taxa de tradugéo de dois aminoéaci-
dos por segundo para células eucariéticas).

B. A sintese proteica é bastante exata: é cometido apenas
um erro a cada 10.000 aminoé&cidos unidos. Quais séo as
fracoes de moléculas proteicas de tamanho médio e de
moléculas de titina que sdo sintetizadas sem qualquer
erro? (Dica: a probabilidade P de obter uma proteina livre
de erros é dada por P = (1 - E)", onde E é a taxa de erros
e n o nimero de aminoécidos.)

C. O peso molecular combinado de todas as proteinas ri-
bossdmicas eucaridticas é de aproximadamente 2,5 x 10°
daltons. Seria vantajoso sintetiza-las sob a forma de uma
Unica proteina?

D. Atranscrigdo ocorre a uma taxa de aproximadamente 30
nucleotideos por segundo. Seria possivel calcular o tem-
po necessério para a sintese do mRNA da titina a partir
das informacdes anteriormente fornecidas?

QUESTAOQ 7-17

Quais dos seguintes tipos de mutagdes podem ser considera-
dos como deletérios para um organismo? Explique suas res-
postas.
A. Insercdo de um Unico nucleotideo préximo ao fim da se-
quéncia codificadora.
B. Delegdo de um Unico nucleotideo préximo ao inicio da
sequéncia codificadora.
C. Delecdo de trés nucleotideos consecutivos na regido me-
diana da sequéncia codificadora.
D. Delecdo de quatro nucleotideos consecutivos na regigo
mediana da sequéncia codificadora.
E. Substituicdo de um nucleotideo por outro na regido me-
diana da sequéncia codificadora.
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