Do DNA a Proteina: Como as
Células Leem o Genoma

Desde que a estrutura do DNA (dcido desoxirribonucleico) foi determinada no
inicio da década de 1950, tornou-se clare que a informacéac genética nas células
estava codificada na sequéncia de nucleotideos do DNA. Vimes, no Capitulo §,
como essa informagao pode ser transmitida, de modo conservado, de uma célula
aos seus descendentes pelo processo de replicacdo do DNA, Como uma célula de-
codifica e usa essa informagdo? Como as instrugdes genéticas escritas sob a for-
ma de um aifabeto de apenas quatro “letras” - 0s quatro diferentes nucleotideos
do DNA ~ podem levar 4 formacao de uma bactéria, uma mosca-das-frutas ou um
ser humano? Se ainda temos muito a aprender a respeito de como a informacéio
estocada nes genes de um organismo leva & producdo, mesmo da mais simples
das bactérias, o que nao dizer de coma ela pode direcionar o desenvolvimenio de
organismos multicelulares complexos, come nds mesmos? No entanto, o cédigo
de DNA per se ja foi decifrado, e a linguagem dos genes pode ser lida,

Mesmo antes da decifragdo do cddigo de DNA, sablamos que a informacéao
contida nos genes, de alguma forma, era responsével pelo direcionamento da
sintese de proteinas. As proteinas sao os principais constituintes das células e
determinam néo apenas a sua estrutura, mas também ¢ seu funcionamento. Nos
capitulos antetiores, deparamo-nos com alguns dos milhares de tipos diferentes
de protefnas que padem ser produzidas pelas células, Vimos no Capitulo 4 que
as propriedades e fungdes de uma molécula proteica s&o determinadas pelo or-
denamento linear - sequéncia ~ das diferentes subunidades de aminodacidos que
compdem sua cadela polipeptidica: cada tipo de proteina possui & sua sequéncia
especifica de aminoécidos, e essa sequéncia dita como a cadeia se dobrard para
dar & molécula a sua forma e caracteristicas quimicas especificas. As instrugaes
Senéticas transportadas pelo DNA devem, portanto, especificar a sequéncia de
aminoécidos das proteinas. Veremos, no presente capitule, como isso acontece
realmente.

O DNA néo dirige a sintese proteica diretamente, mas age como um co-
ordenador, delegande as diferentes tarefas necessarias para a realizagéo do

DO DNA AD RNA
DO RNA A PROTEINA
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Replicagdo do DNA
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Figura 7-1 A informagdo genética direciona
a sintese de proteinas. O fluxo de informagio
genética do DNA ac RNA {transcricio) e do
RNA & protefna (tradugdo} ocorre em todas as
células vivas.

Figura 7-2 Os genes podem ser expressos
sob diferentes taxas. O gene A & transcrito e
traduzido muito mais eficientemente do que
o gene B. Isso permite que a quantidade de
proteina A na célula seja muito maior do que
a quantidade de proteina B, Nesta figura, & em
figuras posteriores, as regides ndo transcritas
do DNA sdo representadas em cinza,

trabalho a um grupo de colaboradores. Quando uma determinada protefng -

€ necessaria na célula, a sequéncia nucleotidica da porgéo apropriada da longa
molécula de DNA de um cromossomo serd inicialmente copiada em um outro
tipe de acido nucleico - RNA (dcide ribonucleico). Essas coplas de RNA, for-
madas a partir de curtos segmentos do DNA, ser&o usadas como molde para
conduzir a sintese da proteina. Mithares dessas conversdes de DNA para pro-
teina ocorrem a cada segundo em cada uma das células de nosso organismo.
O fluxo de informagéo genética nas células segue, portanto, uma rota do DNA
para o RNA para a protefna (Figura 7-1). Todas as células, de bactérias a seres
humanos, expressam suas informagdes genéticas dessa forma — um principio tio
fundamental que foi denominado dogma central da biologia molecular.

Neste capitulo, abordaremos 0s mecanismos pelos quais as ¢élulas co-
piam o DNA em RNA (um processo denominado franscricdo) e, a seguit, utilizam
a informagao presente no RNA para a produgdo de proteina (um processo de-
nominado tradugdo). Introduziremos também algumas das principais variagdes
que ocorrem nesse esquema basico. A principal dessas variacbes € o splicing
de RNA, um processo ao longo do qual os transcritos de RNA séo clivados e
reunidos antes que as células eucaridticas os traduzam em proteinas. Essas alte-
raches podem alterar a mensagem transportada pelas moléculas de RNA ¢, con-
sequentemente, sio essenciais para a compreensao dos mecanismos de decodi-
ficagdo do genoma pelas céiulas. Na se¢do final deste capitulo, consideraremos
como o esguema de estoque de informacao, de transcrigdo ¢ de tradugdo atual
deve ter-se originado a partir de sistemas mais simples, nos estagios injciais da
evolucdo celular.

DO DNA AD RNA

A transcrigao e a tradugdo s&o as maneiras pelas quais as células leem, ou ex-
pressam, as suas instrugdes genéticas — 0s seus genes. Varias copias idénticas
de RNA podem ser feitas a partir de um mesmo gene, e cada molécuia de RNA
pode direcionar a sintese de varias cdpias idénticas de uma melécula proteica.
visto que cada célula contém apenas uma ou duas copias de um gene determi-
nade, essa ampiificagao sucessiva permite que as células sejam capazes de sin-
tetizar rapidamente grandes quantidades de uma proteina quando necessario.
Ao mesmo tempo, cada gene pode ser transcrito e traduzido em diferentes
taxas, possibilitando que a célula produza enormes quantidades de algumas
proteinas e, simultaneamente, quantidades minusculas de outras (Figura 7-2}.
Além disso, come veremos no Caplitulo 8, uma célula pode alterar {ou regular)
a expressao de cada um dos seus genes de acordo com as necessidades do
momenio. Nesta secdo, discutiremos a producdo do RNA - a primeira etapa da
expressdo génica.

Gene A Gene B
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na Os segmentos da sequéncia de DNA sdo transcritos em RNA
Eg owm@mP@mqmuTa¢MaMPaaﬂdmmdnmdwswsMmede
- genes € & cGpia da. sequéncia nua:,lepoudzce} desse gene :sob a forma de RNA. Esse
ara processo € denominado transcrigio, pois a informagao, apesar de copiada sob
-~ uma nova forma quimica, permanece escrita essencialmente sob a mesma lin-
ﬁ guagem - a linguagem dos nucleotideos. Assim como o DNA, ¢ RNA ¢ um poli-
N A mero linear cc}mpost_o por quatro di{erentes tipos de subunidades nucleotidicas
res unidas entre S:l por hgar;oes‘ fosfodiéster (Figura 7-3). ‘E}e se diferenciya do DNA,
40 em termos guimicos, sob dois aspectos: (1) 0s nuclectideos no RNA séo ribonu-
cleotideos — ou seja, eles contém ¢ aguicar ribose (origem do nome Acido ri-
<O bonucleico), em vez de desoxirribose; (2) embora, como o DNA, o RNA contenha
’am as bases adenina (A), guanina (G) e citosina (C), ele contém uracila (U) em vez |
1 e#' da timina {T) encontrada no DNA, Visto que U, assim come T, pode formar pares i
ses de bases pelo es{abeiecimento' de pontes de hidrqgénio com A {Figura 7-4}, as
ng propriedades de complementaridade de base descritas para o DNA no Capituio 5
se também se aplicam a0 RNA.
te- Apesar de apresentarem composicdo quimica bastante semelhante, a es-
. trutura geral do DNA e do RNA difere drasticamente. Enquanto o DNA sempre
di- ocorre nas células sob a forma de uma hélice de fita-dupla, 0 RNA se apresenta
o8 coma fita simplc'as. Essa diferenga tem impertantes consequéncias funciopais.
ual visto quea ca_dexa de RNA € de fita simples, ¢la pode dobrar-se sobre ela propria
da adquirindo diferentes formas, exatamente como ocorre com o dobramenteo de
uma cadeta polipeptidica na estruturagéo final de uma proteina (Figura 7-5); 0
DNA de fita dupla ndo pode dobrar-se desse modo. Como veremos, mais adiante
neste capitulo, a capacidade de dobrar-se em estruturas tridimensionais comple-
xas permite que 0 RNA desempenhe fungdes na céiula que vdo muito além das Extremidade 5’
de simples intermediario de informagdes entre DNA e proteina. Enquanto o DNA {E)
ax- atua unicamente no estoque de informacdes, 0 RNA se apresenta sob diversas |
“as formas, algumas com fungdes estruturais ou mesme capazes de desempenhar
NA fungdes cataliticas,
ca.
ni-
in-
10,
tes
1a% Figura 7-3 A estrutura quimica do RNA se diferencia ligeiramente da estrutura do DNA. (4}
-2} O RNA contém o aglicar ribose, o qual difere da desoxirribose, o aglicar utilizado no DNA pela
ar) presenga de um grupo ~OH adicional. (B} O RNA contém a base uracila, a qual difere da timina,
do a base equivalente no DNA, pela auséncia de um grupo ~CH3. (C} Um pequeno fragmento de
da RNA. A ligagdo quimica entre nucleotideos no RNA é a mesma que ocorre no DNA.,
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Figura 7-4 A uracila forma pares de bases
com a adenina. Apesar da auséncia de um
grupo metila, a uracila apresentsa as mesmas
propriedades de pareamanto da timina. Assim,
pares de bases U-A se assemelham bastante a
pares de bases T-A (ver Figura 5-64),

A transcrigio produz um RNA compiementar
a uma das fitas do DNA

Todo o RNA de uma célula € produzido a partir da transcricio, um processo que
apresenta certas similaridades com a replicagdo do DNA (discutida no Capituly
&}, A transcrigao tem inicio com a abertura e o desespiralamento de uma peque-
na por¢ao da dupla-hélice de DNA para que sejam expostas as bases de ambas
as fitas do DNA. A seguir, uma das duas fitas do DNA de dupla-hélice atuard como
molde para a sintese do RNA. Os ribonucleotideos sdo adicionados, um a um, 3
cadeia de RNA em crescimento, e, da mesma forma que ocorre na replicacéo do
DNA, a sequéncia nucleotidica da cadeia de RNA ¢ determinada pelo pareamento
por complementaridade de bases com o DNA-molde. Quando um pareamento
correto € feito, o ribonucleotideo recém-chegado é ligado covalentemente 2 fita
de RNA em crescimento por meio de uma reacgéo catalisada enzimaticarente, A
cadeia de RNA produzida pela transcrigiio ~ o franscrito ~ €, desse modo, esten-
dida nuclectideo a nucleotideo e apresenta sequéncia nucleotidica exatamente
complementar a fita de DNA usada como molde (Figura 7-6}.

A transcricdo, no entanto, difere da replicagao do DNA em varios pontos es-
senciais. Diferentemente de uma fita de DNA recém-formada, a fita de RNA nio per-
manece ligada & fita de DNA-molde por meio de pontes de hidrogénio. Em vez disso,
em uma regido imediatamente além da regido onde os ribonucleot{deos estio sen-
do inseridos, a cadeia de RNA é deslocada, e a hélice de DNA é reestruturada, Por
essa razéo — e considerando que apenas uma fita da molécula de DNA é transcrita
-, as moléculas de RNA s&o de fita simples. Além disso, como os RNAs sdo copiados
a partir de uma regiao delimitada do DNA, essas moléculas sdo nito 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 ndo possui um comprimento maior do que uns pou-
cos milhares de nucleotideos, sendo muitos deles ainda bem menores do que isso,

As enzimas que realizam a transcrigao sdo chamadas de RNA-polimera-
ses. Assim como a PNA-polimerase que catalisa a replicagio do DNA (discutida

Figura 7-5 O RNA pode formar pares de bases intramolecularmente e se dobrar em estruturas especificas. O RNA é uma fita simples, mas
frequentemente contém peguencs segmentos de nuclestideos que podem sofrer pareamante com sequéncias complementares encontradas
em outras regides da mesma molécula. Tais interagbes, em adigdo a pareamentos “néc convencionais”, permitem que uma molécula de RNA
se dobre, adguirinde uma estrutura tridimensional, a qual ¢ determinada por sua sequéncia de nucleotideos. (A} Diagrama de uma estrutura
hipotética de RNA dobrada, ilustrando somente interagBes convencionais (ou seja, Watson-Crick) entre pares de bases; (B) a mesma estrutura
hipotética com ambos os tipos de pareamento, convencionais (vermelho} e ndo convencionais (p. ex., A-G) (verdel (C) estrutura de um RNA raal,
uma molécula envolvida no splicing de RNA. Cada pareamento convencional estd indicade por um “trago” na dupla-hélice. Bases em outras
configuracdes estdo indicadas por tragos quebrados. Para visualizagio adicional da estruturs do RNA, ver Animagiio 7.1.




no Capitulo 6), as RNA-polimerases catalisam a formacéo de ligagbes fosfodi-
éster que unem os nucleotideos e formarm o esqueleto agicar-fosfato de uma
cadeia de RNA. A RNA-polimerase se move paulatinamente sobre o DNA, de-

que senrolando a hélice de DNA 4 sua frente e expondo a nova regido de fita-molde
“ulo para que oCotra O pareamentae por complementaridade de bases. Desse modo, a
jue- cadeia de RNA em crescimento ¢ estendida nuciectideo a nucleotideo na direcdo
bas 5’ 3' (Figura 7-7). A enzima utiliza ribonucleosideos trifosfato (ATP CTP UTP e
mo GTH), cujas ligagdes de alta energia fornecem a energia que direciona a continui-
I, a dade da reagao (ver Figura 6-19).
) do A liberacdo quase imediata da fita de RNA recém-sintetizada da fita de
nto pNA-molde faz com gue muitas coplas de RNA possam ser feitas a partir de
o um Ghico gene, em um intervalo de tempo relativamente curto; a sintese do
fita proximo RNA € geralmente iniciada antes que a primeira cdpia de RNA estela
e A completa {Figura 7-8). Um gene de tamanho mediano (digamos, 1.500 pares de
en- nucleotideos) leva aproximadamente 50 segundos para ser transcrito por uma
nte molécula de RNA-polimerase (Animagéo 7.2). Em um momento especifico qual-
quer, podem existir até 15 polimerases percorrendo esse pequeno segmento de
es- DNA, urnas nos caicanhares das outras, o que permite a sintese de mais de 1.000
per- transcritos em um perfodo de uma hora. Na maioria dos genes, entretanto, a
S50, taxa de transcri¢go é bem mais baixa do que essa.
- Apesar de a RNA-polimerase catalisar essencialmente a mesma reagéo qui-
Por mica que a DNA-polimerase, existem algumas diferencas importantes entre essas
yita duas enzimas. A primeira, e mais 6bvia, € que a RNA-polimerase catalisa a liga-
dos ¢ao de ribonucieotideos, em vez de desoxirribonucleotideos. A segunda ¢ que,
rtas contrariamente & DNA-polimerase, envolvida na replicacdo de DNA, as RNA-po-
ano limerases podem dar iricio a sintese de uma cadeia de RNA na auséncia de um
, a0 iniciador. Essa diferenga ocorre porque a transcricho néo precisa acontecer de
ou- forma tao exata quanto a replicagéo do DNA; diferentemente do DNA, o RNA ndo
350, ¢ usado come forma de estoque permanente da informacio genética nas células.
ra- Assim, pequenos erros nos transcritos de RNA levam a consequéncias relativa-
tida mente despreziveis. As RNA-polimerases possuem uma taxa de erro de apro-
ximadamente um em cada 10" nucleotideos copiados, comparada com uma taxa
de erro da DNA-polimerase de aproximadamente um em cada 107 nucleotideos.
Os diversos tipos de RNAs s&o produzidos nas células
A grande maloria dos genes que existern ne DNA de uma célula codifica as se-
quéncias de aminoécidos de proteinas, e as moléculas de RNA copiadas a partir
desses genes (e que direcionam a sintese das proteinas) sdo coletivamente
chamadas de RNA mensageiro (mRNA}. Em eucariotos, cada mRNA tipi-
camente possul informacao transcrita a partir de um tinico gene e codifica
uma dnica proteina. Em bactérias, um conjunto de genes adjacentes é fre-
quentemente transcrito em um Gnico mRNA que, consequentemente, possui
Informacdo para a producéo de diferentes proteinas.
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Figura 7-6 A transcrigio produz uma molé-
cula de RNA complementar a uma das fitas do
DNA. A fita de DNA ndo molde (a fita superior
neste exemplo) & algumas vezes denominada
fita codificadora, pois sua sequéncia é equiva-
lente & sequéncia do RNA produzido.

Figura 77 Q DNA & transcrito pela enzima
RNA-polimerase. A RNA-polimerase fazul-cla-
ro) se move paulatinamente sobre o DNA, de-
sespiralizando a hélice de DNA & sua frente.
Conforme avanga, a polimerase adiciona nu-
clectidens (pequenocs objetos representados
am “T"} um a um & cadeia de RNA, no sitic de
polimerizagdo, usando uma fita de DNA expos-
ta come molde. Consequentemante, o RNA
transcrito & uma cépia complementar da fita
simples de umna das duas fitas do DNA. Confor-
me se move scbre o DMA-molde, & polimera-
se desfoca o RNA recém-formado, permitindo
que as duas fitas de DNA se reassociem na re-
giae posterior da mesma. Uma regigo curta de
hélice hibrida DNA/RNA {de aproximadamente
nove nucleotideos de comprimento} é formada
temporariamente, fazendo com que uma “ia-
nela” da hélice DNA/ RNA se mova a0 longo
do DNA junto & polimerase (Animacio 7.2,
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Figura 7-8  Atranscricio pode ser visualizada
sab microscopia eletrénica. A microfotografia
mostra diversas moléculas de RNA-polimerase
transcrevendo simultaneamente dois genes
adjacentes. As moléculas de RNA-polimerase
530 visualizadas como uma série de pontos ao
longo do DNA, com ‘os transcritos (filamentos
finos) ligados a elzs. As moléculas de RNA (de-
nominadas rRNAS) transeritas a partir dos ge-
nes ilustrados neste exernplo ndo so traduzi-
das em proteina, sendo utilizadas diretamente
como componeantes dos ribossomos, as maqui-
nas onde a tradugio ocorre, Acredita-se que
as particulas na extremidade 5' (a extremidade
livre} de cada transcrito rRNA sejam proteinas
ribossomais que se associaram ao rRNA. (Cor-
tesia de Ulrich Scheer)

O produto final de outros genes, no entanto, € o préprio RNA (Tabela 7.1),
Como veremos em se¢des posteriores do presente capitulo, esses RNAS nio
mensageiros, assim como as protejnas, atuam como componentes regulatérios,
estruturais € enzimaticos das células e desempenham papéis essenciais na tra-
dugao da mensagem genética em proteina. O RNA ribossemal (rRNA) forma a
regido central dos ribossomos, na qual 0 mRNA € traduzido em proteinas, e o
RNA transportador (LRNA) forma o3 adaptadores que selecionam os aminoacidos
e 0s posicionam no local adequado do ribossomo para que eles sejam incorpo-
rados em uma proteina. Outros pequenos RNAs, denominados microRNAS (miR-
NAs), atuam corno importantes reguladores na expresséo génica em eucariotos,
como discutiremos no Capitulo 8.

Em seu sentido mais amplo, o termo expresséo génica se refere ao pro-
cesso pelo qual a informagao codificada na sequéncia de DNA ¢ traduzida em um
produto gue desencadeia um efeito determinado sobre uma célula cu organis-
mo. Nos ¢asos em que 0 produto final do gene € uma proteina, a expressao gé-
nica inciui tanto a franscrigdo guanto a tradugio, Quando uma molécula de RNA
¢ ¢ produto finai do gene, entretanto, a expressao génica ndo requer a traducéo.

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

Ainiciagao da transcri¢do é um processo especialimente importante, pois é o prin-
¢ipal momento no qual a célula pode selecionar quais proteinas ou RNAs gue
deverdo ser produzidos ¢ a sua taxa de sintese. Para dar inicio & transcricéo, a
RNA-polimerase deve ser capaz de reconhecer o inicio de um gene ¢ ligar-se fir-
memenie ao DNA sobre esse ponto. O modo pelo qual as RNA-polimerases reco-
nhecem o sitio de inicio de transcricao difere consideravelmente entre bactérias
e eucariotos. Visto gue essa situagdo € mais simples em bactérias, inicialmente
nos deteremos no sistema procarioto.

Quando uma RNA-polimerase colide aleatoriamente com uma porcao de
DNA, ela se liga fracamente & dupla-hélice e comega a deslizar rapidamente so-
bre o DNA. A enzima se agarra fortemente ao DNA apenas quando encontra uma
regido denominada promotor, a qual contém uma sequéncia especifica de mi-
cleotideos indicadora do ponto de iniciagédo para a sintese de RNA. Apds ter felto
contato com ¢ promotor e ter-se fixado fortemente ao DNA, & RNA-polimerase

- Tipode RNA """ Fungéio -
miRNAs - Codificam proteinas _ ] :
rRMAg. Formam a regidc central do ribossomo e catalisam a sintese proteica
miRNAs - Regulam a exprasséo de geries | _ _
tRNAs . Usados como adaptidores entré o mRNA e o5 aminoacidos durante

a sintese proteica

Qutros pequenos Usados no splicing do mRNA, na manutercio de telémeros e emn
RNAs diversos outros processos cehulares
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abre a dupla-hélice imediatamente a sua frente e expée os nucleotideos de am-
bas as fitas, ao longo de uma curta extensao da molécula de DNA (Figura 7-9). A
seguiy, uma das duas fitas expostas do DNA atua como molde para o pareamento
de bases por complementaridade a ser realizado com ribonuclectideos que es-
tdo chegando, dois dos quais sdo unidos entre si pela polimerase para dar ini-
cio a cadeia de RNA. Por melo desse sistema, a extensdo da cadeia continua até
que a enzima encontre wm segundo sinal sobre o DNA, o terminador (ou sitio
de parada), onde a polimerase se detém e libera tanto o DNA-molde quanto a
cadeia de RNA recém-sintetizada (ver Figura 7-9}.

Em bactérias, uma subunidade da polimerase, denominada fator sigma (o),
¢ a principal responsével pelo reconhecimento da sequéncia promotora sobre o
DNA. Apds ter fixado fortemente a polimerase sobre 0 DNA nesse sitio, e essa ter
sintetizado aproximadamente 10 nucleotideos de RNA, o fator sigma ¢ liberado,
permitindo que a polimerase avance e continue a transcrico sem sua presenca.
Apos ter sido liberada na regi&o terminadora, a polimerase se reassocia a um
fator sigma livre e parte em busca de um promotor, onde pode dar novo inicic ao
processo de transcricdo.

A proteina polimerase pode reconhecer o promotor, mesmo considerando-
-5e que o DNA esleja sob sua forma de dupla-hélice, por meio do estabelecimen-
to de contatos especificos com porgdes de bases que estao expostas na superfl-
Cie externa da hélice. As sequéncias nucleotidicas de um promotor tipico - ¢ de
um terminador tipico — sdo apresentadas na Figura 7-10.

Visto que o DNA € uma fita dupla, um promotor pode, em principio, dire-
clonar a sintese de dois transcritos diferentes de RNA, um a ser transcrito rumo
& esquerda e outro rumo a direjta. No entanto, o promotor é assimétrico e se
associa a polimerase sob uma otlentagao dnica; assim, uma vez adequadamen-
te posicionada sobre um promotor, a RNA-polimerase ndo tem escolha a nao
ser transcrever a fita apropriada de DNA, pois a transcricio $6 ocotre no sen-
tido de 5" - 3. O sentido de transcri¢do, no que diz respeito ao cromossomo
como um tedo, pode variar de acordo com o gene que esta sendo considerado
(Figura 7-11}. A necessidade de forte ligagao da RNA-polimerase ao DNA antes
que essa possa dar inicio a transcrigao significa que um segmento de DNA sé po-
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Figura 7-%  Sinais na sequéncia de um gene
indicam & RNA-polimerase bacteriana onde
iniciar e terminar a transcricio. A RNA-po-
limerase bacteriana (azul-clare) contém uma
subunidade denominada fator sigma (amare-
Io} que reconhecs o promator (verde) sobre o
DNA. Apds o inicio da transcricio, o fator sig-
ma ¢ liberade, e 2 polimerase da continuidada
4 sintese do RNA sem 2 presenca do fator, A
extensdo da cadeia continua até que a poii-
merase encontre um sinal de terminacio (ver
meiho) sobre o DNA. Nesse ponto, a enzima
se detém e libera tanto a fita-molde e DNA
quanto o rRNA recém-sintetizado, A seguir, a
polimerase se reassocia 2 um fator sigma fivre
e recomeca a busca por outro promotor para
reiniciar o processo.
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Figura 7-10 Promotores e terminadores bac-
terlanos possuem sequéncias nucleotidicas es-
pecificas que sdo reconhecidas pela RNA-po-
limerase. As regides sombreadas em verde
na parte superior do diagrama representam
as sequéncias de DNA que determinam um
promotor. Os ntmeros representam a posigéo
do nuclectidec, contada 2 partir do primeiro
nucleotideo transcito, o qual é denominado
+1. A assimetria do promaotor — por exemplo, o
posicionamento das sequéncias conservadas a
~35 e a ~10 antes do gene - orienta a polimera-
se ¢ determina a direc3o da transcrigdo. Todos
os promotores bacterianos possuem sequén-
cias de DNA 2 -10 ¢ a -35 gue se assemetham
bastante as ilustradas aqui. As regides sombre-
adas em vermetho na parte inferior do diagra-
ma representam sequéncias que sinalizam o
término de transcrigdo para a RNA-polimerase.

Figura 7-11  Alguns genes sae transcritos
usando uma das fitas de DNA como melde, ao
passo que outros genes sdo transcritos a par-
tir da fita oposta. A direcdo da transcrigio
determinada pela orientago do promotor pre-
sente no inicio de cada gene (setas em verda).
Os genes transcritos da esquerda para a direi-
ta utilizarn a fita inferior de DNA como malde;
aqueles transcritos da direita para a esquerda
utilizam a fita superior como molde {ver Figura
7-10), Uma parcela de aproximadamente 0,2%
(10.000 pares de nuclectideos) do cromossomo
de E. coli esté ilustrada nesta figura.

"'ccc;\CAGCCGcrAGUUCCGaJ cccccmmjuu

der4 ser transcrito se for precedido por uma sequéncia promotora. Isso assegura
que apenas aquelas porgdes da moiécula de DNA que contdm um gene serdo
transcritos em RNA.

A iniciacio da transcricdo de genes em eucariotos é um
processo complexo

Muitos dos principios descritos para a transcrigdo em bactérias também se apli-
cam para eucariotos. No entanto, a iniciagdo da transcricao em eucariotos se
diferencia da de bactérias em uma série de pontos importantes:

¢ A primeira diferenca reside nas préprias RNA-polimerases. Enquanto bac-
térias contém um Gnico tipo de RNA-polimerase, as células de eucariotos
possuem trés - RNA-polimerase I, RNA-polimerase 1T € RNA-polimerase Il
Essas polimerases sdo responsaveis pela transcri¢do de diferentes tipos de
genes, As RNA-polimerases I e III transcrevem os genes que codificam 0s
RNA transportadores, o RNA ribossomal & os pequenos RNAs que desem-
penham papel estrutural e catalitico nas células (Tabela 7-2). A RNA-poii-
merase I} transcreve a ampla maloria dos genes eucariotos, incluindo to-
dos agueles que codificam protefnas (Animagio 7.3). Em vista disso, nossa
discussao a seguir focara essa enzima.

« Uma segunda diferenca € que, enquanto a RNA-polimerase bacteriana {em
conjunto a sua subunidade sigma} é capaz de dar inicio ao processo de
transcrigio independentemente, as RNA-polimerases de eucariotos neces-
sitam da assisténcia de um grande conjunto de proteinas acessorias. Es-
senciais entre essas proteinas acessérias se encontram os fatores gerais de
transcrigdo, que devem associar-se a cada promotor, em conjunto com a
polimerase, antes que a polimerase possa iniciar a transcrigao.

e Uma terceira caracteristica diferencial na transcri¢do de eucariotos ¢ que
0s mecanismos que controlam a sua iniciagdo sdo muito mais complexos
do que os existentes em procariotos — um ponto que serd amplamente dis-
cutido no Capitulo 8. Em bactérias, os genes tendem a organizar-se sobre
o DNA préximos uns dos outros, com apenas pequenas regioes de DNA
ndo transcritas intercaladas entre eles, No entanto, tanto no DNA vegetal
gquanto no de animais, inclusive em seres humanos, 0s genes se encon-
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tram amplamente dispersos, existindo regides de DNA com comprimento
de até 100.000 pares de nucleotideos entre um gene € o seguinte. Essa
arquitetura permite que um unico gene esteja sob ¢ controle de um nd-
mero praticamente ilimitado de sequéncias regulatérias espalhadas no
DNA, permitindo que os eucariotos se engajem em sistemas de regulagio
de transcrigao muito mais complexos do que os existentes nas bactérias,

e Por ultimo, mas nio menos importante, a iniciagdo da transcrigio em eu-
cariotos deve levar em consideragio o empacotamento do DNA em nucle-
ossomos e em formas mais compactas da estrutura de cromatina, corno
descrito no Capitulo 8.

Agora, voltaremos nossa atengao aos fatores gerais de transcricée e dis-
cutiremos como eles auxiliam a RNA-polimerase 11 dos eucariotos na iniciacio
da transcri¢ao.

A RNA-polimerase de eucariotos necessita de fatores
gerais de transcricao

A descoberta inicial demonstrando que a RNA-polimerase 11 purificada de eucario-
ios, diferentemente da RNA-polimerase bacteriana, néo era capaz de iniciar inde-
pendentemente a transcrigdo in vitro levou a descoberta e a purificagio dos fatores
gerais de transcrigo. Essas protefnas acessorias se ligam ao promotor, onde po-
sicicnam a RNA-polimerase, deslocam e separam a dupla-hélice para expor a fita-
-molde e direcionam a RNA-polimerase para dar inicio a0 processo de transcricgo.
A Figura 7-12 jlustra como ocotre a montagem e a ligagio dos fatores ge-
rais de transcrigio sobre um promotor reconhecido pela RNA-polimerase 11, Esse
processo de montagem comega tipicamente por meio da ligagdo do fator geral
de transcriggo TFIID a uma pequena sequéncia de DNA de dupla-hélice compos-
ta predominantemente por nucleotideos T e A; devido 2 sua composicio, essa

sequéncia é conhecida como sequéncia TATA ou TATA box. Por meio de sua liga- |

¢ao ao DNA, o TFIID provoca uma grande distorcio local ne DNA (Figura 7-13), a
quai atua como uma marca sinalizadora para a subsequente montagem e agre-
gacao de outras proteinas sobre o promotor. O TATA box é um componente ¢ru-
cial de diversos promotores reconhecidos pela RNA-polimerase 11 e se encontra
geralmente localizado a uma disténcia de 25 nuclectideos antes do sitio de infcio

Figura 7-12  Para dar inicio & transcriciio, & RNA-polimerase sucariética necessita de um cor-
junto de fatores gerais de transcricio. Esses fatores de transcrigio sso denominados TFIIA,
TFIIB e assim por diante. (A) Diversos promotores contdém uma sequéncia de DNA chamada
de TATA box, (B) O TATA box é reconhecido pelo fator de transcrigio TFIID que se ligaaele e
permite a ligagio subsequente do TFIIB. {C}. Por questdes de simplificagio, a distorcio do DNA
produzida pela ligagdo do TRID (ver Figura 7-13) ndo foi ilustrada, {D) Os demais fatores gerais
de transcrigio, assim come a propria RNA-polimerase, se associam ao promotor, (E) A sequir, o
TFIIH separa as fitas da dupla-hélice no ponto de inicio da transericiio, usando energia da hidro-
lise de ATE, ¢ faz com que a fita-molde seja exposta, O TFIIH também fosforila a RNA-polimerase
I, iberando-a dos fatores gerais de transcriglo, o que permite que tenha inicio a fase de exten-
s&o da transcricdo. O sitio de fosforilagio consiste em uma longa "cauda” polipeptidica que se
estende a partir da molécula polimerase.
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Figura 7-13 A proteina de ligagio ac TATA
{(TBP} se liga a sequéncias TATA box e provo-
ca distorcdes no DNA, A TBP é a subunidade
de fator geral de transcrigho TRID responsavel
pelo reconhecimento e ligagdo a sequéncia
TATA box (indicada por letras). A flex@c carac-
taristica do DNA, provocada pels TBP - duas
torcbes na dupla-hélice separadas por DNA
parcialmente desespiratizado -, pode provavel-
mente atrair os outros fatores gerals de trans-
crigio. A TBP é uma cadeis polipeptidica unica
dobrada em dois dominios bastante similares
{@zul e verde). Seus cito folhetos f se deitam
sobre a hélice do DNA como uma sels sobre
um cavalo (Animagio 7.4). (Adaptado de JL.
Kim et al., Nature 365:520-527, 1993. Com per-
missiio de Macmillan Publishers Ltd)

Nucgéoio

Figura 7-14 Antes de podersm ser tradu-
zidas, as moléculas de mRNA produzidas no
nicleo migram para o citoplasma pelos poros
presentes no envelope auclear (setas). Aqui
estd ilustrada uma segdo do nicleo de um he-
patéeito. {De D.W. Fawcett, A Textbook of His-
tology, 11. ed. Filadéifia: Saunders, 1986. Com
permissio de Eisevier)

da transcrigdo. Uma vez que o primeiro fator geral de transcrigdo se tenha asso-
clado a esse sitio do DNA, os outros fatores e a RNA-polimerase II também sio
associados, para a formagao de um complexo de iniclagdo de transcrigdo com-
pleto. Embora Figura 7-12 lustre os fatores gerais de transcti¢ao associando-se
sobre 0 promotor em uma ordem determinada, a sequéncia exata de montagem
provavelmente é diferente entre diferentes promotores presentes em uma célula,
Depois de a RNA-polimerase ter sido conectada ao DNA promotor por meio
do complexo de iniciacao de transcriglo, ela deve ser liberada do complexo de
fatores de transcrigio para que possa dar inicio a sua tarefa de produgao de uma
molécula de RNA. Uma etapa essencial para essa liberagéo consiste na adigao
de grupos fosfato & “cauda” da RNA-polimerase, ago essa desempenrhada peio
fator geral de transcrigéo TFIIH, o qual contém uma das suas subunidades com
atividade de enzima proteina-cinase {ver Figura 7-12E). Acredita-se que essa fos-
forilacgo auxilie a dissociago da polimerase do grupo de fatores de transcrigao,
permitindo que a transcri¢do tenha inicic. Uma vez a transcricio iniclada, a maio-
tia dos fatores de transcrigio € liberada do DNA, de tal forma que essas moiéculas
estardo disponiveis para iniciar outro ciclo de transcrigdo com outra molécula
de RNA-polimerase. Quando a RNA-polimerase {I finaliza a transcricio, ela € li-
berada do DNA, os fosfatos de sua cauda séo eliminados por meio de fosfatases,
e efa pode reiniciar outro processo de transcrigdo. Apenas a forma defosforilada
da RNA-polimerase 1T é capaz de dar inicio & sintese de RNA sobre um promotor.

Os RNAs eucaridticos sao transcritos e processados
simultaneamente no ndcleo

Apesar de o principio de molde pelo qual o DNA € transcrite em RNA ser o mesmo
em todos os organismaos, o modo segundo ¢ qual os transcritos sdo manipuiados
antes de poderem ser utilizados pela célula difere bastante entre bactérias e eu-
cariotos. O DNA bactertano permariece exposto diretamente no citoplasma, onde
se localizam os ribossomos nos quais a sintese proteica ocorre. Conforme as mo-
1éculas de RNA bacteriano estao sendo transcritas, os ribossomos imediatamente
se ligam & extrernidade 5' livre do transcrito de RNA e 480 inicio a sintese proteica.

Nas células eucaritticas, em contraste, 0 DNA estd isolado dentro do niicleo.
A transcricdo ocorre no nicleo, mas a sintese de proteinas ocorre nos ribossomos
que se encontram no citoplasma. Desse mode, antes que um mRNA eucariético
possa ser traduzido, ele devera ser transportado para fora do micleo por pequenos
poros existentes no envelope nuclear {Figura 7-14). No entanto, antes que um mRNA
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eucariético saia do nicleo, ele deverd passar por uma série de diferentes etapas
gue compdem o processamento do RNA. Essas reacfes ocorrem enquanto o
RNA ainda estd sendo transcrito. As enzimas responsaveis pelo processamento do
RNA se associam a "cauda” da RNA-polimerase eucariGtica quando esta estd trans-
crevendo um RNA, podendo saltar sobre a molécula de RNA nascente e comegar
a processa-la no momento em gue essa emerge da RNA-polimerase {Figura 7-15}.

Dependendo do tipo de RNA que estd sendo produzido — um mRNA au ai-
gum outre tipo -, 0s transcritos séo processados de um modo especifico antes de
deixar 0 nicleo, Duas etapas do processamento que ocorrem apenas em trans-
critos destinados a tornarem-se moléculas mRNA s&o o capeamento e a poliade-
nifagdo (Figura 7-16):

1. O capeamento do RNA envolve uma modificacio da extremidade 5’ do
transcrito de mRNA, a extremidade que é sintetizada em primeiro lugar
duranie a transcriggo. O RNA € capeado pela adicdo de um nucleotideo
atfpica - um nucleot{deo guanina (G) com um grupo metila associado. Esse
capeamento acorre apos a RNA-polimerase ter sintetizado um fragmento
de aproximadamente 25 nuclectideos de RNA, muito antes que a transcri-
¢&o do gene esteja completa,

2. A poliadenilagio prové uma estrutura especial, ou cauda, para a extremida-
de 3' da maioria dos mRNAs recém-sintetizados. Em contraste com as bac-
térias, onde a extremidade 3’ de urn mRNA é simplesmente o final da cadeia
sintetizada pela RNA-polimerase, as extremidades 3’ de RNAs eucaridticos
sao inicialmente clivadas por uma enzima que corta 0 RNA em uma sequén-
cla particutar de nucleotideos e, a seguir, sdo complementadas por uma
segunda enzima que adiciona uma série repetitiva de nucleolideos adenina
(A) (uma cauda poli-A} sobre a extremidade clivada. Essa cauida poli-A geral-
mente possui um comprimento de algumas centenas de nuclectideos.

Acredita-se que essas duas modificagbes - capeamento e poliadenilacio
- aumentem a estabilidade da molécula de mRNA eucariética, auxiliando sua ex-
portagao do niicleo para o citoplasima e sua identificacdo geral como mRNA. Elas
também so utilizadas pela maguinaria de sintese de proteinas, antes do inicio
da sintese, como um indicador de que ambas as extremidades do mRNA estio
presentes e, consequentemente, de que essa mensagem estd completa,

Os genes eucariéticos sdo interrompidos por
sequéncias ndo codificadoras

A maioria dos RNAs eucaridticos passa por uma etapa adicional de processa-
mento antes de tornarem-se uma molécula funcional. Essa etapa envolve uma

Figura 7-16  As moléculas de mRNA eucaridtico sao modificadas pelo capeamento ¢
pela poliadenilagdc. (A) As extremidades de um mRNA eucaridtico sio modificadas por
meto da adigio de um queps na extremidade 5 e pela clivagem do transcrito primério
& adiclo de uma cauda poli-A na extremidade 3'. (B} A estrutura do quape na extre-
idade §' de moléculas de mRNA eucariéticas. Observe a ligagio incomur 5~ % do
7-metil G 2o restante do RNA. Diversos quepes de mRNA eucariéticos apresentam uma
modificacdo adicional: 2 metilagio de um grupo 2'- hidroxila do segundo agtcarribose
no mRNA {ndo ilustrada).
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Figura 7-15  Afosforilagio da RNA-polimera-
se |l permite que proteinas de processamento
de RNA se associem & sua cauda. A polimera-
se ndc apenas transcreve o DNA, como tam-
bém carrega as proteinas responséveis pelo
processamento do RNA, as quais atuam sobre
o RNA recém-sintetizado. Algumas proteinas
de processamento do RNA se ligam & cauda
da RNA-polimerase quando essa é fosforilada
no periodo tardio do processo de iniciagio da
transcrigio (ver Figura 7-12). O capeamento, a
paoliadenilagio e o splicing {descritos mais tar-
de neste capitulo) sio modificacdes efetuadas
sobre o RINA durante o processamento.
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Figura 7-17 Genes eucariéticos e bacteria- Regtio codificadora
nos sio organizados de forma distinta. Um

gene bacteriano consiste em uma Gnica porgio 3 ONA
de sequéncia nucleotidica nfio interrompida 5
que codifica a sequéncia de amincécidos de t - !
; - Gene bacteriano
uma proteina. Em contraste, as sequéncias ¢o-
i 5 fmnt Regides ndo
dificadoras (éxons) da maioria dos genes em Regites codificadoras cadificadoras

eucariotes sBo interrempidas por sequéncias 3 {&xons) (introns)
nio codificadoras {introns). Os promotores de
transcricio estdo indicados em verde.

i
B

Gene eucaridtico

modificaglo bem mais radical sobre o transcrito primério de RNA se comparada
ao capeamento e a poliadeniiagdo, anteriormente citados, e é o resultado de
tma caracteristica surpreendente de arranio do$ genes eucaridlicos. Em bac-
térias, a maior parte das proteinas é codificada a partir de um segmento nio
interrompido da sequéncia de DNA, o qual € transcrito em RNA que, sem qual-
quer outro processamento, pode atuar como mMRNA. A maioria dos genes euca-
riéticos, no entanto, apresenta as suas sequéncias codificadoras interrompidas
por longas sequéncias intervenientes nao codificadoras, denominadas introns
(Figura 7-17). As porcoes esparsas de sequéncias codificadoras, ou sequéncias ex-
pressas, denominadas éxons, sdo geralmente mais curtas do que as sequéncias
de introns, sendo a porgdo codificadora de um gene eucaridtico frequentemente
apenas uma peguena fragio do comprimento total do gene. O comprimento dos
introns varia de um unice nucieotideo a mais de 10.000 nucleotideos. Alguns
genes eucaridiicos ndo possuem qualquer intron, € outros possuern apenas uns
poucos, mas a maioria apresenta diversos introns (Figura 7-18).

Os introns sdo removidos pelo splicing de RNA

Para produzir um mRNA em uma célula eucaridtica, o gene, em sua totalidade,
incluindo tanto introns quanto éxons, € transcriio em RNA. Apds o capeamento,
e conforme & RNA-polimerase continua a transcriggo do gene, tem inicio o pro-
cesso de splicing do RNA, durante o qual as sequéncias intron sdo removidas
do RNA recém-sintetizado e as sequéncias éxon sdo unidas umas as outras. Fi-
nalmente, cada transcrito recebe uma cauda poli-A; em alguns casos, essa etapa
ocorre apds o splicing, ad passo que em outros casos, £ssa etapa ocorre antes
que as reagdes de splicing estejam completas. Se um transcrito ja sofreu splicing
e ambas as extremidades 5’ e 3' foram modificadas, esse RNA € uma molécula
funcional que pode entéo deixar o nticleo e ser traduzida em proteina.

Como a célula determina quals segmentos do transcrito primario serao
removidos durante o spiicing? Diferentemente da sequéncia codificadora de um
éxon, a sequéncia nucleotidica da maior parte de um intron parece ndo ser
importante. Apesar de existir pouca semethanca, em geral, entre as sequéncias
nucleotidicas de diferentes introns, cada intron contém umas poucas sequéncias
nucleotidicas curtas essenciais que direcionam sua remogao. Essas sequéncias
se encontram nos limites do intron ou proximas a eles e sdo idénticas ou bas-
tante simjlares entre todos os introns {Figura 7-19). Guiada por essas sequéncias,

Figura 7-18 Os genes humanos, uma eiaborada maquinaria de splicing remove o intron sob a forma de uma es-
em sua maioria, estdo divididos trutura em “lago” (Figura 7-20) produzida a partir da reagéo do "A” salientado em
em &xons e introns. (A) O gene da vermelho nas Figuras 7-19 € 7-20.

B-globina, que codifica uma das su-
bunidades da proteina transportado-
ra de oxigénio hemoglobina, contém
3 éxons. (B) O gene do Fator VI codi- 123
fica uma proteina {Fator VIll) qus ope- i
ra na via da coagulagdo sanguinea e

contém 26 éxons. Mutagdes nesse L

grande gene s8o responsaveis pela 2.000 pares de 200.000 pares de nucleotideos
forma mais prevalente de hemofilia. (A)  nucleotideos (B)

Gene da B-giokina humana Gene do Fater VI humano

introns
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Apesar de ndo nos determos em detathes na maquinaria do splicing, é
importante observar que, diferentemente do que ocorre nas oulras etapas de
predugdo do mRNA que foram discutidas, o splicing do RNA é realizado predo-
minantemente por moiécuias de RNA, em vez de proteinas. Moléculas de RNA
recorthecem os limites entre éxon-intron (por meic de pareamenta de bases por
complementaridade) e participam intimamente das reagbes quimicas do splicing.
Essas moléculas de RNA, denominadas pequenos RNAs nucleares (SnRNAs,
de small nuclear RNAs) estdo agregadas a proteinas adicionais para formar as
pequenas particulas ribonuclecproteicas nucleares (snRNFs, de small nuclear ri-
bonucleoprotein particles). Esses snRNPs formam o nucleo do spliceossoma, o
grande arranjo de RNA e de molécuias proteicas que realiza o splicing na célula.
Para visualizar ¢ spliceossomo em agdo, ver Animagie 7.5,

O tipo de arrarjo que inclui éxons-introns em eucariotos pode parecer inicial-
mente um grande gasto desnecessario; no entanto, ele leva a consequéncias posi-
tivas. Em primeiro lugar, os transcritos de diversos genes eucariéticos podem ser
processados por splicing sob diferentes formas, cada uma delas levando a produgéio
de uma proteina distinta. Esse tipo de splicing alternative permite, portanto, que
diferentes proteinas sejam produzidas a partir de um mesmo gene (Figura 7-21).
Estimna-se que aproximadamente 60% dos genes humanos sejam capazes de reali-
zar esse tipo de splicing alternativo, Dessa forma, o splicing do RNA permite que 03
eucariotos elevem astronomicamente o potenciai de codificagéo de seus genomas.

C splicing do RNA também fornece outra vantagem aos eucariotos, uma
que provavelmente desempenhou um papel extremamente importante na histéria
evolutiva inicial dos genes. Como serd discutido detathadamente no Capitulo 9,
acredita-se que a estruturacfo em éxons-introns tenha acelerado ¢ surgimento
de proteinas novas e Uteis. A existéncia de introns longos torna a recombinacgao
genética entre £xons de diferentes genes mais provével. isso significa que genes
para novas protefnas pedem ter evoluldo de forma bastante rapida por meio da
combinacae de segmentos de genes preexistentes, um mecanismo semethante &
raontagem de um novo tipe de maguina a partir de um kit que contenha uma sé-
rie de componentes funcionais pré-testados. Vérias proteinas de células atuals se
assemelham a uma colcha-de-retalhos composta a partir de um conjunto-padrio
de pegas proteicas, denominadas dominios proteicos (ver Figura 4-186).

Os mRNAs eucaridticos maduros sao seletivamente exportados
do ntcleo

Vimos como acontecem, ordenadamente, a sintese e o processamento do mRNA
eucaridtice dentro do nicleo da célula. No entanto, esses eventos geram um
problema especifico para as células eucaridticas: do mRNA total que é sinteti-
zado, apenas uma pequena fragio - o mRNA maduro — ¢ til para a célula. Os
fragmentos restantes de RNA - introns excisados, RNAs quebrados e transcritos
que sofreram splicing de forma inadequada - ndo apenas sao intteis, como po-
dem também ser perigosos para a célula se ndo forem destruidos. Como, entio,
a ¢élula distingue enire as molécuias relativamente raras de mRNA maduro que
ela necessita manter e a enorme quantidade de fragmentos gerados pelo proces-
samento de RNA?
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Figura 7-19 Sequéncias especiais de nu-
cleotideos sinalizam o inicio ¢ o final de um
intron. Apenas as sequéncias nucleotidicas
mostradas sdo necessérias para a remogiio de
um intron. As demais posicBes em um intron
podern ser ocupadas por qualquer nucleoti-
deo. Essas sequéncias especiais sio reconhe-
cidas por pequenas ribonucleoproteinas nucle-
ares {snRNPs}, que clivam o RNA na interface
entre introns-éxons e unem covalentemente os
éxons. Na iiustragio, R pode representar tanto
um A guanto um G; Y representa tanto C quan-
to U; N se refere a qualquer um dos aminoéci-
dos. O A salientado em vermelho forma o pon-
to de forguilha da alce produzida na reacio de
splicing (ver Figura 7- 20). As disténcias scbre o
RNA, entre as trés sequéncias de spiicing, séo
extremamente varidveis;, entretanto, a distén-
cia entre o ponto de forquilha e a jungiio 5 do
splicing é caracteristicamente muito maior do
que 2 distdncia entre a jungio 3' do splicing e
a ponte de forquitha, As sequéncias de splicing
ilustraclas se referem a humanos; sequéncias
similares direcionam o splicing do RNA em oy-
tros organismos edcarioticos.

Figura 7-20  Um intron forma uma estrutura
ramificada durante o splicing. No primeiro
passo, a adenina do ponto de forquitha (A em
vermalho), na sequéncia do intron, ataca o sitio
5' de splicing e corta a estrutura de agdcar-fos-
fato do RNA nesse ponto (essa & a mesma
adeninz que estd salientada em vermetho na
Figura 7-19). A extremidade 5' cortada do in-
tron se torna covalentemente ligada ac grupe
2'-OH da ribose do A formando uma estrutura
ramificacla, A seguir, a extreridade 3'-OH livre,
da sequéncia do éxon, reage com a sequén-
cia inicial do éxon seguinte, o que une os dois
éxons ermn uma sequéncia codificadora continua
e libera o intron sob a forma de um lago, o qual
& entdo degradado,
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Figura 7-21 O gene da a-tropomiosina pode
sofrer splicing de diferentes maneiras. A
a-tropormiosina é uma proteina supertorcida
{ver Figura 4-13) que regula a contragio em
células musculares. O seu transcrito primério
pode sofrer splicing em diferentes formas,
como indicado na figura, produzindo mRNAs
distintos que, a seguir, dardo origem a varian-
tes proteicas. Alguns dos padrées de splicing
s80 especificos de determinados tipos de cé-
lulas. Por examplo, a a-tropomiosina produzida
ern misculo estriado & diferente daquela pro-
duzida a partir do mesmao gene na musculatura
fisa. As setas vermelhas, na regifo superior da
figura, representam os sitios onde a adicio de
poli-A pode ocorrer.
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Aresposta é que o transporte do mRNA do nicieo para ¢ citoplasma, onde
ele serd traduzido em proteina, é altamente seletivo: apenas RNAs adequada-
mente processados podem ser iransportados. Esse acoplamento entre um pro-
cessamento adequado e o transporte do RNA € mediado pelo complexo do poro
nuclear, que reconhece ¢ transporta apenas mRNAs finalizados, Esses poros
aquosos conectam o nucleoplasma ao citosol e, como serd discutido no Caplitulo
156, atuam como portdes que controlam quais macromoiéculas padem entrar ou
sair do nticleo. Para estar “pronta para a exportagio”, uma molécula de mRNA
deve estar ligada a um conjunto apropriado de proteinas, onde todas sinalizam
que 0 mRNA fol corretamente processado. Dentre essas proteinas podemos citay
as proteinas de Hgaglo & poli-A, um complexo de ligagdo ao quepe e proteinas
que marcam RNAs que sofreram splicing total (Figura 7-22). E provavelmente o
conjunto compieto de proteinas ligadas, muito mais do que uma proteina Gnica
especifica, que determina, em Uitima instancia, se uma molécula de RNA poderd
delxar o nlcleo. Qs "RNAs lixo” que permanecers no ndcleo séo degradados, e
suas unidades de construglo séo reutilizadas na transcricio.

As moléculas de mRNA s&o finalmente degradadas pela célula

Visto que uma tnica molécula de mRNA pode ser traduzida muitas vezes {ver
Figura 7-2), o intervalo de tempo que uma molécula madura de mRNA perma-
nece na céiula afeta a quantidade de proteina produzida. Todas as molécuias de
mRNA sio finalmente degradadas em nucleotideos por RNases celulares, mas o
tempo de vida das moléculas de mRNA difere consideravelmente ~ dependendo
da sequéncia nucleotidica do mRNA e de tipo de célula na qual 0 mRNA & produ-
zido. A maioria dos mRNAs produzidos em bactérias é rapidamente degradada,

Fator de inictagdo
para a sintese proteica

TRADUGAC

TROCA DE
PROTEINAS

Figura 7-22  Um conjunte especializado de proteinas de ligagio ao RNA sinaliza que o mRNA maduro esta pronto para ser exportado para
o citoplasma. Como indicado & esquerda, o quepe & a cauds poli-A de uma molécula madura de MRNA estdo “marcadas” por proteinas que
reconhecer essas modificagdes. Além disso, um grupo de proteinas denominadas complexo de juncio do éxon (EJC) & depositado sobre ©
rmRNA apés o RNA ter sofrido o splicing adequadamente. Quando o mRNA é considerado “pronto para exportagio”, um receptor de transporte
nuclear (discutido no Capitulo 15) se associa a ele guiands-o através do poro nuclear. Uma vez no citosol, © mRNA pode perder algumas protel-

nas anteriormente ligadas e adquinr outras.
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apresentando caracteristicamente um tempo médio de vida de aproximadamente
3 minutos. Os mRNAs de células eucariéticas geralmente persistem por pario-
dos mais longos. Alguns transcritos, como aqueles que codificam a B-globina,
apresentam um tempo médio de vida de mais de 10 horas, ao passo que outros
mRNAs eucariodticos possuem wm tempo médio inferior a 30 minutos.

Essas diferengas no tempo de vida séo em parte contreladas por sequén-
cias nucleotidicas que se encontram sobre o préprio mRNA, mais frequen-
temente na porgdo do RNA denominada regido 3’ ndo traduzida, que se loca-
liza entre a extrernidade 3’ da sequéncia codificadora e a cauda poli-A. As
diferen¢as na duragao do mRNA auxiliam a célula a determinar a quantidade
de cada proteina que € sintetizada. Em geral, proteinas produzidas em grandes
quantidades, como a B-globina, so traduzidas a partir de mRNA que possuern
longa durago, a0 passo que aquelas proteinas presentes em baixos niveis, ou
aquelas cujos niveis devem ser aiterados rapidamente em resposta a sinalizacio,
sdo tipicamente sintetizadas a partir de mRNAs de curta duracio. Essas diferen-
gas no tempo de vida do mRNA sé&o o auge da sintonia fina evolutiva, em que a
estabilidade dos mRNAs esta atrelada as necessidades da célula.

As primeiras células devem ter possuido introns em seus genes

O processo de transcrigio € universal: todas as células usam RNA-polimerase
associada ao sistema de complementaridade de bases, para sintetizar RNA a
partir de DNA. Além disso, as RNA-polimerases bacterianas e eucaridticas sao
praticamente idénticas em termos de estrutura geral e certamente evoluiram a
partir de uma polimerase ancestral comum. £, portanto, intrigante que o trans-
crito resultante seja tratado de forma to diferente em eucariotos e procariotos
{Figura 7-23). Em particular, o splicing do RNA parece indicar uma diferenca fun-
damental entire esses dois tipos de células; mas, afinal, como teve origem essa
diferenga tdo marcante?

Como vimos, ¢ splicing do RNA permite aos eucariotos a capacidade de
produzir uma ampla variedade de proteinas a partir de um Unico gene e confe-
re a eles um certo grau de flexibilidade evolutiva. No entanto, essas vantagens
tém um custo: a célula deve manter um grande genoma e desprezar uma gran-
de parcela do RNA que sintetiza. De acordo com uma linha de pensamento, as

(A)  EUCARIOTOS (B) PROCARIOTOS
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Figura 7-23  Procariotos & eucariotos “ma-
nipulam” diferentemente seus transcritos de
RNA, {A) Em células eucaridticas, a molécu-
la inicial de RNA, produzida pela transcricao,
contém tanto sequéncias de introns quanto de
éxons. Suas duas extremidades s86 modifica-
das, e 0s introns sdo removidos por uma rea-
¢a2o enzimaticamente catalisada de splicing do
RNA. A seguir, o mRNA resultante é transporta-
do do nicleo para o citoplasma, onde & tradu-
zido em proteina. Apesar de esses passos esta-
rem jlustrados como se ocorressem um de cada
vez, em sequéncia, na realidade eles ocorrem
simultaneaments. Por exemplo, o quepe do
RNA & caracteristicaments adicionado, & o spli-
cing inicia antes que o transerite esteja comple-
to. Em virtude desse acoplamento, transcritos
primérios completos {que incluern todos éxons
e introns} ndo sdo geralmente encontrados nas
células, (B) Em procariotos, 2 producio de mo-
léculas de mRNA € mais simples. A extremida-
da 5 de uma molécula de RNA ¢ produzida na
iniciagdo da transcricdo pela RNA-polimerase,
& a extremicdade 3' é produzida pelo término
da transcricgo. Visto que células procaridticas
ndc possuem nidcles, a transcricio e & tradu-
¢80 ocorremn em um mesmo compartimanto,
Agsim, a tradugdo de um mRNA bacteriano tem
inicic antes que sua sintese esteja completa. A
quantidade de proteina em uma célula depen-
de da eficigncia de cada um desses passos &
da taxa de degradaciio das moléculas de RNA
e proteina.
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células primordiais ~ 0s ancestrais comuns de procariotos e eucariotos - Lon-
tinham introns que foram perdidos pelos procariotos ao longo de sua evolugio
subsequente. Pelo abandono de seus introns e adogéo de um genoma menor,
mais fluido, os procariotos foram capazes de se reproduzir mais rdpida e eficien-
temente. Corroborando essa ideia, eucariotos simples que se reproduzem ra-
pidamente (p. ex., algumas leveduras) possuem relativamente poucos introns,
e esses introns s80 em geral muito menores do que aqueles encontrados em
eucariotos superiores.

Por cutro iado, alguns argumentam que os Introns se originaram a partir
de elementos genéticos modveis parasitas {discutidos no Capitule 6} que invadi-
ram um ancestral eucariotico primordial e colonizaram seu genoma. Essas cé-
lutas hospedeiras entéo, inadvertidamente, replicaram esses fragmentos egois-
tas de nucleotideos junto a seu proprio DNA, e 0s eucariotos modernos nunca
se preccuparam em eliminar ou arrumar a bagunga genética deixada por essas
infecgdes ancestrais. A questdo, no entanto, estd longe de ser definida; se os in-
trons evolufram no inicio - e foram perdidos pelos procariotos ~ ou evoluiram
tardiamente nos eucariotos, € uma questdo 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 informacio
codificada no DNA era inicialmente copiada em RNA e a seguir em proteina, O
debate estava centrado no “problema da cedificagdo”: como uma informacio
sob a forma de uma sequéncia linear de nucleotideos no RNA era traduzida para
a forma de uma sequéncia linear de um conjunto de subunidades quimicamente
tao distintas ~ os aminodcidos das protelnas? Essa fascinante questdo excitou
e estimulou enormemente os clentistas da época. Esse era um quebra-cabeca
proposto pela natureza que, apds mais de 3 bilhdes de anos de evoiuglo, poderia
ser resolvido por um dos produtos dessa evolugio - os seres humanos! E {oi ¢
que acontecey, nac apenas o cddigo foi finalmente decifrado e compreendido em
nivel molecular, como foram também estabelecidas as principais caracteristicas
da maquinaria por meio da qual as células leem esse cddigo.

Uma sequéncia de mRNA é decodificada em grupos de trés
nucleotideos

e lico N e NN o o'

A transcricao como forma de transferéncia de informacéo € simples de com-
preender, visto que 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 pareamento de bases por complementaridade, Como o termo transcrigdo diz,
¢ como 5e uma mensagem manuscrita estivesse sendo convertida, digarmos, em
um texto datitografado. A linguagem per se ¢ & forma da mensagem néo foram
alteradas, e os simbolos utilizados sdo bastante semelhantes.

Em contraste, a conversio da informacio contida no RNA para proteina
representa uma tradugéo da informagéo em outra linguagem, composta por sim-
bolos bastante diferentes. Visto existirem apenas quatro nucleotideos diferentes
no mRNA, mas 20 tipos diferentes de aminoacidos em uma proteina, essa tradu-
¢ao ndo pode acontecer por um sistema de correspondéncia direto entre um nu-
cleotideo no RNA e um aminoécido na proteina. As regras que ditam come uma
sequéncia de nucleotideos de um gene, por intermédio do mRNA, € traduzida em

[ TR I T [T Y

=

GO O

uma sequéncia de aminoécidos de uma proteina s&o conhecidas sob a denomi- : b
nacio de cédigo genético. 7 B I

A sequéncia de nuclectideos na molécula de mRNA € lida, consecutiva- ¢
mente, em grupos de trés. Visto que o RNA é um polimero linear 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 entanto, apenas
20 amincacidos s&o geraimente encontrados em proteinas. Dessa forma, ou
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Figura 7-24 A sequéndia nucleotidica de um mRNA & traduzida para a sequéncia de aminodcidos de uma proteina pelo uso de um cédige
genético. Todos 0s codons de trés nucleotidess que determinam um dade aminoscide estéo listados sobre esse aminoacidoe, o qual estd repre-
sentado tanto pela abreviagio-padrao de uma letra quanto pela abreviagio em sigla de trés letras {ver Painel 2.5, p. 72-73 para o nome completo
de cada aminoécido e a sua estrutural. Por convenglo, os ebdons sio sempre ascritos com o nudleotideo 5'-terminal 4 esquerda. Observe que a
maioria dos aminodcidos é representada por mais de um codon e que existem algumas regularidades no conjunte de codons que especificam
cada aminoécido. Cddons para 0 mesmo aminodcide contém, em geral, os mesmos nuclectideos na primeira & na segunda posicdes e podem
variar em sua terceira posigho. Existem trés cédons que néo especificam aminodcidos, mas atuam como sitios de terminacio (codons de termi-
nag&o}, sinalizendo o final da sequéncia codificadora de proteina. Um cédon - AUG - age tanto como cédon de iniciacsio, sinalizando o inicio de

uma mensagern que codifica para uma proteina, quanto come cédon que especifica metionina.

alguns tripletes de nucleotideos nunca sgo usados, ou 0 cédigo é redundante
e alguns aminocécidos sdo especificados por mais de um triplete. Essa segunda
possibilidade €, de fato, a correta, como ilustrado pelo cddigo genético total-
mente decifrado representado na Figura 7-24. Cada grupo de trés nucleotideos
consecuiivos sobre o RNA ¢ denominado cédon, e cada um desses especifica um
aminoécido. A estratégia utilizada para decifrar esse cddigo estd descrita no item
Como Sabemos, p. 248-249,

O coddigo genético flustrado na Figura 7-24 € usado por praticamente to-
dos os organismos da atualidade. Apesar de umas poucas diferencas no cédigo
terem sido descritas, essas ocorrem principalmente no DNA mitocondrial € em
alguns fungos e protozodrios. A mitocéndria possui sua prépria maquinaria de
transcric@o e sintese proteica, que opera de forma bastante independente da
maguinaria celular propriamente dita (discutida no Capitulo 14), e foi, portanto,
capaz de acomodar pequenas alteragbes sobre esse codigo, que, no restante, €
universal. Mesmo no caso de fungos ¢ protozodrios, as similaridades do codigo
sdo muito superiores as poucas diferencas.

Em principio, uma sequéncia de RNA pode ser traduzida em qualquer uma
de trés fases de leitura diferentes, dependendo do ponto de inicio do processo
de decodificaclo (Figura 7-25). No entanto, apenas uma das trés possiveis fases
de leitura sobre um mRNA codifica a proteina correta. Veremos, em uma secio
posterior, como um sinal pontual especifico no inicio de cada mensagem de RNA
posiciona corretamente a fase de leitura,

As moléculas de tRNA transportam os aminoécidos para os
cédons no mRNA

0s codons de uma molécula de mRNA ndo reconhecem diretamente 6s aminoé-
cidos por eles codificados: o grupo de trés nucleotideos ndo se liga diretamente
a0 aminoacido, por exemplo. Em vez disso, a traducdo do mRNA em proteina
depende de moléculas adaptadoras que poedem reconhecer e ligar-se ao cdden
por um sitio sobre sua superficie ¢ ao aminodcido por um outro sitio. Esses
adaptadores consistem em um conjunto de pequenas motéculas de RNA conhe-
cidas como RNAs transportadores (tRNAs), cada uma com aproximadamente
80 nucleotideos de comprimento.

Vimos que uma molécula de RNA pode dobrar-se adquirindo uma estrutura
tridimensional, por meio de pareamento de bases entre diferentes regides da mo-
lécula. Se as regides pareadas s&o suficientemente extensas, formardo uma estru-
tura em dupla-hélice, semelhante a estrutura de uma fita dupla do DNA. As molé-
culas de tRNA fornecem o exemnplo mais impressionante desse fendmeno. Quatro
pequenos segmentos de tRNA adquirem estrutura dupla-hélice, produzindo uma
malécuia que se assemelha a uma folha de trevo quando desenhada esquemati-
camente (Figura 7-28A). Por exemplo, a sequéncia 5'-GCUC-3’ em uma por¢io da
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Figura 7-25 Uma molécula de RNA pode
ser traduzida em trés fases de leitura dife-
rentes. No processo de tradugio de uma se-
quéncia nucleotidica (azul) em uma sequéncia
de aminoécidos (vermelho), a sequéncia de nu-
cleotidecs na molécula de mRNA ¢ lida da ex-
tremidade 5 para a2 3’ em grupos sequendiais
de trés nuclectideos. Em principio, portanto,
a mesma sequéncia de RNA pode determinar
trés sequéncias completamente diferentes de
aminodcidos, dependendo da fase de leitura.
Entretanto, apenas umas das trés fases de leitu-
ra contém a mensagem real.



DECIFRANDO O CODRIGO GENETICO

No iricio da década de 1960, ¢ dogma central havia side
acelto como representativo da via através da qual a informa-
o flula do gene para a protefna. Estava claro que 0s genes
codificavam proteinas, que 0s genes eram feitos de DNA e
que 0 mRNA funcionava comeo um intermediario, transpor-
tando a informag&o do nticleo — onde 0 DNA esté estocado ~
para o citoplasma, onde acontece a traducao das proteinas.

Até mesmo o formato geral do céddigo genético esta-
va compreendido: cada um dos 20 amincécidos encontra-
dos nas protefnas é representado por um cédon {triplete)
sobre uma molécula de mRNA. No entanto, um desafio
ainda maior permanecia: bidlogos, quimicos e mesmo fi-
sicos concentravam seus esforgos buscando a quebra do
codigo - tentando desvendar qual aminodcido era codifi-
cado por cada um dos 64 possiveis tripletes de nucleoti-
deos. Avia mais segura para a solugdo dessa questdo seria
a comparagdo da sequéncia de um segmento de DNA ou
mRNA com seu produto polipeptidico correspondente. No
entanto, as técnicas de sequenciamento de dcidos nuclet-
cos s6 ficariam disponiveis no final da década de 1969,

Assim, os cientistas decidiram que, para decifrar o ¢6-
digo genético, eles teriam de sintetizar suas proprias men-
sagens simples. Se eles pudessem direcionar essas mo-
léculas para os ribossomos - as méquinas produtoras de
proteinas - € a seguir analisar ¢ produto proteico resultan-
te, entdo estariam no rumo certo ém relaglo & compreen-
séo dos tripletes que correspondiam aos aminoacidos.

Abandonando as células

Antes de os pesquisadores comegarem a preparar seus
mMRNAs sintéticos, eles teriam de aperfeigoar um sistema
Hivre de células para a sintese de proteinas. 1sso permitiria
que eles traduzissemn as mensagens em polipeptideos den-
tro de tubos de ensaio. {De modo geral, quando se traba-
tha em laboratdrio, quanto mais simples o sistema utiliza-
do, mais claros ¢ faceis de interpretar sdo os resultados.)
Para isolar a maquinaria melecular que necessitavam para
um dado sistema de tradugo livre de céiulas, os pesqui-
sadores disrupcionaram células de E. colf e colocaram o
seu contetido em uma centrifuga. A centrifugacio dessas
amostras, em alta velocidade, fazia com que as membra-
nas e outros grandes fragmentos celulares fossem levados
para ¢ fundo do tubo; 0s componentes celulares necessa-
rios para a sintese de proteinas, mais leves - como mRNA,
LRNA, ribossomos, enzimas ¢ outras moléculas pequenas
-, permaneciam em suspensio no sobrenadante. Os pes-
quisadores descobriram que a simples adicdo de aminoé-
cidos radioativos a essa “sopa” celular poderia induzir a
produgdo de proteinas radiomarcadas. Por meio de uma
nova centrifugaglo desse sobrenadante, sob uma veloci-
dade um pouco maior, era possivel forgar a deposicéo de
ribossomos e dos peptideos recém-sintetizados no fundo
do tubo; os polipeptideos marcados podiam entdo ser de-
tectados pela medida da radioatividade remanescente no
sedimento do tubo apés descarte da fase aquosa superior,

O problema desse sistema em particular era que ele
produzia as proteinas codificadas pelos mRNAs celulares
que ja estavam presentes no extrato, e 0s pesquisadores

queriam usar suas préprias mensagens sintéticas para
direcionar a sintese de protefnas. Esse problema foi re-
solvida quando Marshall Nirenberg descobriu que poderia
destruir RNA celular no extrato pela adigae de uma peque-
na quantidade de ribonuclease ~ uma enzima que degrada
RNA. A partir desse ponto, a proxima etapa era a produgio
de grandes quantidades da mensagem que ele adicionaria,
a colocagdo desse mRNA sintético sobre ¢ sistema livre de
¢élulas e a analise dos peptideos resultantes.

Falsificando a mensagem

A produgdo de polinucleotideos com uma sequéncia defi-
nida néo foi tdo simples como se pretendia. Novamente,
seriam necessarios anos antes gue os quimicos desen-
volvessem as técnicas que pudessem ser utilizadas para

a sintese de uma fita definida de nucleotideos. Nirenberg SF:E
decidiu utilizar a polinucieotideo-fosforilase, uma enzima s
que unia ribonuclectideos entre eles, sem a presenga de
um molde. Assim, a sequéncia de RNA resultante depen-
deria exclusivamente dos nucleotideos que estivessem pr
disponiveis para a enzima. Uma mistura de nuclectideos ra
seria sintetizada formando uma sequéncia absolutamente ur
aleatdria; mas se um Gnico nucleotideo estivesse presen- pe
te, o resultado seria uma fita polimérica contendo esse (ct
unico nucleotideo. Assim, Nirenberg, em associacio com
seu colaborador Heinrich Matthaei, produziu inicialmente tos
um mRNA composto inteiramente de uracila - poli-U. pe
A seguir, esses pesquisadores colocaram esse poli-U re
sobre o sistema de traducéo livre de células. Eles entio : di
adicionaram aminodcidos radioativamente marcados so- : pe
bre a mistura. Apés testarem cada aminodcido ~ um de . te
cada vez, em 20 experimentos diferentes -, eles determi- o cc
naram ¢ue o poii-U induzia a sintese de um peptideo que Ut
continha apenas fenilalanina (Figura 7-26). Visto que UUU i qu
¢ 0 Unico codon triplete possivel nessa mensagem, eles er
¢hegaram 2 conclusdo que UUU codificava fenilalanina. A qu
primeira palavra do cédigo genético havia sido decifrada. s
Nirenberg e Matthaei repetiram esse experimento com dc
poli-A ¢ poli-C ¢ determinaram que AAA codificava lisina e :
CCC codificava prolina. O significado do poli-G ndo pode 73 A
ser determinado por esse método, pois esse polinucleotideo -
formava uma estranha hélice~fita tripla que ndo conseguia _ E¢
ser utilizada como molde no sistema livre de céhulas. : Ni
Alimentar ribossomos com mRNAs sintéticos parecia - Pt
uma técnica bastante interessante. No entanto, as possibi- ne
lidades de uso de um tnico nucleotideo estavam exauridas, . Uy
¢ o8 pesquisadores haviam definido trés cédons, restande m
ainda 61 possibilidades. As outras combinagoes de codons, R de
no entanto, eram mais dificeis de serem construidas, e uma g ril
nova abordagem de sintese seria necessaria, Na década de _ m
19580, o guimico organico Gobind Khorana havia desenvol- . pi
vido métodos de preparo de misturas polinuclectidicas com
sequéncia definida —~ mas essa técnica funcionava apenas : de
com DNA. Quando ficou sabendo do irabalho de Nirenberg - be

com mensagens sintéticas, Khorana redirecionou sua ca-
pacidade e esforgo de trabalho para a produgéo de RNAs.
Ele descobriu que se fizesse DNAs com uma sequéncia de-
finida, poderia, a seguir, utilizar uma RNA-polimerase para
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Figura 7-26  UUU codifica uma fenilatanina. mRNAs sintéticos sdio adicionados em um sistema de tradugiio livre de células que contém ribos-
sormos, tRNAs, enzimas e outras moléculas pequenas, Aminodcides radioativos sGo adicionados a essa mistura, & os polipeptideos resultantes

s8o analisados. Nesse caso, & demonstrado que um poli-U codifica um potipeptideo que contém apenas fenilalanina.

produzir os RNAs a partir desses DNAs. Dessa forma, Kho-
rana preparou uma colegao de diferentes mRNAs contendo
uma sequéncia repetitiva definida. Ele gerou sequéncias re-
petitivas de dinucleotideos (como poli-UQ), trinucleotideos
{como poli-UUC) ¢ de tetranuclectideos (como poli-UAUC).

Entretanto, esses polinucieotideos geraram resul-
tados muito mais dificeis de analisar do que os gerados
pelas seguéncias mononucleotidicas utilizadas por Ni-
renberg. Vejamos, por exemplo, a poli-UG. Quando esse
dinucleotideo é adicionado a um sistema de traducio, os
pesquisadores podem observar que ele gera um polipep-
tideo de residuos cisteina e valina alternados. Esse RNA
contém, obviamente, dois cédons alternados diferentes:
UGU e GUG. Dessa forma, os pesquisadores podiam dizer
gue UGU e GUG codificavam cisteina e valina; no entanto,
eram incapazes de definir exatamente quem codificava o
qué. Assim, essas mensagens mistas forneceram informa-
¢bes Gtels, mas ndo revelatam definitivamente quais ¢6-
dons especificavarm quais aminodcidos (Figura 7-27).

Aprisionando os tripletes

Essas ambiguidades no cddigo foram resolvidas quando
Nirenberg ¢ um jovem estudante de medicina chamado
Phil Leder descobriram que fragmentos de RNA de ape-
nas trés nucleotideos de comprimento - o tarmanho de um
Gnico cdden ~ podiam ligar-se & um ribossomo e atrair a
molécula adequada de tRNA carregada para a maquinaria
de sintese de proteina, Esses complexos - contendo um
ribossomo, um cédon mRNA e um tRNA-aminoacil radio-
marcado - podiam ent&o ser capturados em um filtro de
papel, sendo o aminodcido identificado a seguir.

Seu teste-piloto feito com YUU - a primeira palavra
definida ~ funcionou maravilhosamente. Leder e Niren-
berg carregaram o sistema tradicional de tradugéo livre
de células com fragmentos UUU. Esses trinucleotideos se
ligaram aos ribossomos, ¢ tRNA-Phe se ligaram ao UUU, O
nove sistema estava pronto, funcionava, € os pesquisado-
res haviam confirmado que UUU codificava fenilalanina.

56 restava aos pesquisadores produzir todos os 64
possiveis cadons — uma tarefa rapidamente realizada tan-
to no laboratério de Nirenberg quanto de Khorana. Visto
que esses pequenos trinucleotideos eram muito mais sim-
ples de ser sintetizados quimicamente e que 0s testes de
aprisionamento de tripietes eram de aplicagdo e andlise
bem mais faceis do que os experimentos anteriores de de-
codificacdo, os pesquisadores foram capazes de decifrar
o codigo genético cornpleto no decorrer do ano seguinte.

RS
| PRODUZIDOS

Poli-UG - Cys-Val-Cys-Vak... ggg L Cys, Val*
POli-AG . o Arg-GlU-Arg-Glu... éﬁé - Arg, Gl
...Phe-Phe-Phe.., -
+ uuc
Poli-UUC .Ser-Ser-Ser... ucy zhe, ser
+ cuy | -
...Leu-teu-Leu... ~
o UAU —_—
. I, Leu,
POH-UAUC  ..Tyr-Leu-Ser-lle.. 62@ - 2 e
ALC |

* Um codon determina Cys, 0 outro, Val. A mesma ambiguidade
existe nas outras determinacdes de codons aqui flustradas.

Figura 7-27 Mensagens de sequéncias repetitivas mistas restrin-
giram ainda mais as possibilidades de codificagio. Apesar de essas
mensagens mistas revelarem a composicio dos peptideos codifica-
dos, elfas ndo permitem a correlacio exata de um nico ¢ddon para
um aminodcide especifico. Por exemple, no caso de poli-UG, o ex-
perimento ndo possibilita distinguir, entre UGU e GUG, o cddon que
codifica cisteina. Como indicado, a mesma ambiguidade existe em
experimentos que utilizam di, tri e tetranucleotideos,
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cadeia polinucleotidica pode formar uma associagio relativamente forte com g

sequéncia 5'-GAGC-3’ presente em outra regidc da mesma molécula. A folha de
trevo sofre outros dobramentos, originando uma estrutura compacta em forma de
L que se mantém por pontes de hidrogénio adicionais entre as diferentes regides
da molécula {ver Figura 7-28B e C).

Duas regides nucieotidicas n&o pareadas situadas cada uma em uma das
extremidades da molécula estruturada em L sdo essenciais para o funcionamentg
do tRNA durante a sintese proteica. Uma dessas regides forma o anticédon, um
conjunto de trés nucleotideos consecutivos que sofre pareamento com o cédoen
complementar sobre a molécuia de um mRNA. A cutra é uma regido curta, de fitg
simples, que se situa na extremidade 3' da molécula; esse € o sitio onde 0 amino-
acido que € codificado pelo cddon se liga ao tRNA.

Vimos na se¢ao anterior que o codigo genético € redundante; ou seja, va-
rios cédons diferentes podem determinar um mesmo amincdcido (ver Figura
7-24). Essa redundancia implica que ou existe mais de um tRNA para muitos
dos aminoécidos ou que algumas moléculas de tRNA podem ligar-se por com-
plementaridade de bases a mais de um cddon. Na verdade, ambas as situagdes
ocorrem. Alguns aminoacidos possuem mais de um tRNA e alguns tRNAs séo
construidos de tal forma que eles exigem um pareamento de bases exato apenas
as duas primeiras posicdes do cédon, podendo tolerar um pareamento inexato
{ou oscilagdo) sobre a terceira posiglo. Esse pareamento oscilante pode explicar
por que tantos dentre os cddons alternatives de um aminodcide diferem ape-
nas em seus nucleotideos da terceira posigao (ver Figura 7-24). Os pareamentos
oscilantes fazem com que seja possivel adaptar os 20 aminoacidos a seus 61
cédons com apenas 31 tipos diferentes de moléculas de tRNA. O nlimero exato
de diferentes tipos de tRNA, entretanto, difere entre as espécies, Por exemplo,
humanos possuem quase 500 diferentes genes de tRNA, mas, enire esses, ape-
nas 48 anticodons estdo representados.

Aminoacido
ligada (Phe)

Extremidade 3’

Extremidade &

9 E

Anticédon Urna folha de trevo )
(A (8} {Q) {E)

5 GCGGAUUUAGCUCAG! G 1GAGCGCCAGA:C;UGAAYA‘PCUGGAGGUCCUGUG'{‘PCGAGCCACAGAAUL}CGCA.{_Z
| SS——.
(D} Anticodon

Figura 7-28 Moléculas de tRNA sfo adaptadores moleculares, que conectam os aminoécidos aos cédons, Nessa série de diagramas, a mes-
ma molécula de tRNA - neste caso, um tRNA especifico para o amino 4cido fenilalznina (Phe) ~ & ilustrada sob diferentes representacSes. {A) A
estrutura em forma de fotha de treve, uma convengio utilizade para mostrar 2 complementaridade do parsamento de bases llinhas vermalhas}
que cria as regides de dupla-hélice na molécula, O anticddon {vermelhio) & a sequéncia de trés nucleotideos que forma pares de bases com o ¢6-
don ne mRNA, O amincécido correspondente ao par cddon-anticddon esté ligado & extremidade 3' do tRNA. Os tRNAs contdm algumas bases
nao usuais, as guais sdc produzidas por alteragSes quimicas apds a sintese do tRNA. As bases identificadas como w {de pseudouriding) e D (de
di-hidrouriding) sdo derivadas da uracila. (B e C) Vistas da molécula real em forma de L, com base em andlise de difracio de raio X, Essas imagens
apresentam um dngulo de rotagio de 90°, uma em relaciio & outra. {D} A sequéncia nuclectidica linear da molécula, colorida de acordo com A, 8
a C. (E) Representacic esquemdtica do tRNA que seré usada nas préximas figuras & que enfatiza o anticddon.
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As enzimas especificas acoplam os tRNAs aos
aminodcidos corretos

Com o objetivo de ler o cddigo genético que se encontra sob a forma de DNA,
as células produzem vérios tRNAs diferentes. Agora, consideraremos como cada
maiécula de 1RNA se torna carregada ~ ligada ao aminoécido que, denire os 20
disponiveis, € seu companheiro mais adequado. O reconhecimento e a ligagio do
aminoécido correto ¢ dependente de enzimas denominadas aminoacil-tRNA
sintetases, que acoplam covalentemente cada aminoécido ao seu conjunto
adequado de moléculas de tIRNA, Na maioria dos organismos, existe uma enzima
sintetase diferente para cada aminocacido (ou seja, existem no total 20 sinteta-
ses). Uma dessas acopla glicina a todos os tRNAs que reconhecen cédons de glici-
na, outra acopla fenilalanina a todos os tRNAs que reconhecem cédons de fenila-
lanira, e assim por diante. Nucleotideos especificos, tanto no anticédon quanto
no brago aceptor de aminodcidos, permitem que o tRNA correto seja reconhecido
pela enzima sintetase (Animacio 7.6). As sintetases sdovtdo importantes quanto
08 tRNAS no processo de decodificacéo, pois é a acdo combinada de sintetases e
tRNAs que permite que cada codon presente sobre a molécula de mRNA promova
a associagdoe do aminoécido adequado (Figura 7-29).

A reacdo catalisada por sintetases que acopla 0 aminodcido a extremidade
3" do IRNA ¢ uma das vérias rea¢des celulares acopladas & hidrdlise de ATP li-
beradora de energia (ver Figura 3-30), produzindo uma ligagéo de alta energia
entre o tRNA carregado e 0 aminodcido. A energia dessa ligagéo € usada em um
estagio posterior da sintese proteica para ligar covalentemente o aminodcido &
cadeia polipeptidica em crescimento.

A mensagem do RNA é decodificada nos ribossomos

O reconhecimenio de um cédon pelo anticédon presente sobre uma moiécula
de tRNA depende do mesmo tipo de pareamento de bases por complementari-
dade usado na replicacdo do DNA e na transcrigio. No entanto, a rapida e exata
iradugao do mRNA em proteinas requer uma maquinaria molecular grande que
deslize sobre a cadeia de mRNA, capturande as moléculas de tRNA complemen-
tares, colocando-as em posicao ¢ ligando covalentemente os aminoacidos que
elas carregam para que seja formada a cadeia proteica. Essa maquina produtora
de proteinas ¢ o ribossomo - um grande complexo composto por mais de 50

mes-
A A diferentes tipos de proteinas (as proteinas ribossomais) e diversas moléeulas de
has) RNA denominadas RNAs ribossomais (rRNAs). Uma céiula tipica contém mi-

0 -
»ases
>ide
gens
A, B

ihdes de ribossomos em seu citoplasma (Figura 7-30).

Os ribossomos eucaridticos e procaridticos s&o bastante similares, tan-
t0 em sua estrutura quanto em seu funcionamento. Ambos séo compostos por
uma subunidade grande e uma subunidade pequena que se encaixam para a
formacdo do ribossomo completo, o qual possui uma massa de varios milhdes

O/ alta energia
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IRMNA SE LIGA A SEU
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Figura 7-29 O cddige genético & traduzide
por meio de dois adaptadores que atuam um
apés o outro, O primeiro adaptador é a ami-
noacil-tRNA-sintetase, que une urn aminaécido
espacifico ao seu tRNA correspondente; esse
processo de acoplamento ¢ denominado car-
regamento. O segundo adaptador & a prépria
molécula da tRNA, cujo anticddon forma pares
de bases com o ¢ddon apropriade no mRNA.
Um tRNA acoplade a seu amincacide é tam-
bém denominado tRNA carregado. Um erro
em qualquer desses passos - no carregamanto
ou naligacio do tRNA carregade ac seu cédon
~ provocard a incorporagio de um aminodcido
errado na cadeiz de proteina. Na sequéncia de
eventos lustrada, o aminodcide triptofanc (Trp)
é selecionado pelo codon UGG no mRNA.
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Figura 7-30 Ribossomos séc encontrados
no citoplasma de uma célula eucaridtica. Essa
microfotografia eletrénica mostra uma fina sec-
¢io de uma pequena regifo do citoplasma. Os
ribossomos aparecern como pontos pretos (se-
tas vermelhas). Alguns estio livres no citosol;
outros estdo ligados a membranas do reticulo
endoplasmatico. (Cortesia de George Palade.)

Figura 7-31 Um ribossomo & um grande com.-
plexc de quatro RNAs e mais de 80 proteinas.
Estdo Hustrados os componentes de ribosso-
mes eucaridticos, Ribossomos procaridticos séo
bastante semelhantes. Apesar de as proteinas
estarem em ndrmero muito superior acs RNAs ri-
bossomais, os RNAs s8o responsaveis por mais
de metade da massa da ribossomo.

de daitons (Figura 7-31); para comparagao, uma proteina de tamanho médio pos-
sul uma massa igual a 30.000 daltons. A subunidade pequena pareia 0$ tRNAs
acs codons do mRNA, ao passo que a subunidade grande catalisa a formagio
das ligacdes peptidicas que unem o0s aminodcidos uns aos outros, formando a
cadeia polipeptidica. As duas subunidades se associam sobre wma molécula de
MRNA, geralmentie proximo a seu inicio (a extremidade 59, para que seja iniciada
a sintese de uma proteina. Conforme o mRNA se move alravés do ribossomo,
este traduz a sequéncia nucleotidica em uma sequéncia de aminoacidos, um
coédon por vez, usande os tRNAs como adaptadores. Dessa forma, cada aming-
4cido é adicionado, na ordem correta, a extremidade da cadeia polipeptidica em
crescimento (Animacio 7.7). Finalmente, as duas subunidades do ribossomeo se
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separam quando a sintese proteica esta terminada. Os ribossomos operam por
um sistema incrivelmente eficiente; em um intervaio de um segundo, um ribos-
somo de uma célula eucaridtica adiciona aproximadamente dois aminoacidos &
cadeia polipeptidica. Ribossomos bacterianos operam ainda mais rapidamente,
sob uma taxa de cerca de 20 aminodcidos por segundo.

Como os ribossomos conseguem orquestrar todos 0s movimentos neces-
sérios para a tradugio? Cada ribossomo contém um sitio de ligacéo para a mo-
lécula de mRNA e trés sitios de ligagio para moléculas de [RNA, denominados
sitio A, sitio P e sitio E (Figura 7-32). Para adicionar um aminoécido a cadeia
polipeptidica em crescimento, o tRNA adequadamente carregado penetra no si-
tio A por pareamento de bases com ¢ codon complementar que se encontra na
molécula de mRNA. Seu aminoécido ¢ entdo ligado & cadeia polipeptidica que
estd associada ao tRNA presente no sitio P vizinho a ele. A seguir, o ribossomo
se movimenta, & o tRNA vazio é posicionado sobre o sitio E antes de ser ejetado
(Figura 7-33). Esse ciclo de reagbes ¢ repetido cada vez que um amincécido &
adicionado & cadeia pclipeptidica, fazendo com gue essa cadeia cresca de sua
exiremidade amino rumo a sua extremidade carboxila até o momenio em que um
codon de terminagio seja encontrado.

O ribossomo é uma ribozima

O ribossomo é uma das malores e mais complexas estruturas da célula, sendo
cormposto por dois tergos de RNA e um terco de proteina. A determinacéo, no
&no 2000, da estrutura tridimensional completa de suas subunidades grande e
pequena fol um dos grandes triunfos <a bivlogia moderna. £ssa determinacio
confirmou fortemente evidéncias anteriores de que os rRNAs - e ndo proteinas
- eram responsavels pela estrutura geral do ribossomo e por sua capacidade de
orquestrar a sintese proteica,
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Figura 7-32 Cada ribossomo possui um
sitlo de figagio para mRNA e trés sitios de
ligagio para tRNA. Os sitios de ligagio ac
tRNA s@o designados sitios A, P e £ (sigla para
amincaciltRNA, peptidi-tRNA & saida de exit,
respectivarnente). {A) Estrutura tridimensional
de um ribossomo bacteriane, determinada
por cristalografia por raios X, com a subunida-
de pequena em verde escuro, e a subunidade
grande em verde-claro. Tanto os rRNAs quanto
as proteinas ribossomais estio ilustrados. Os
tRNAs estdio representados ligados aos sitios
& (vermetho), P (laranja) e A {amarefo). Embe-
ra, na ilustragio, os trés sitios de ligagio de
tRNA estejam ocupados, durante © processo
de sintese proteica, ndo mais do que dois des-
ses sitios contém molécutas de tRNA simulta-
neamente {ver Figura 7-33). {B) A estrutura das
subunidades ribossomais grande (esquerda) e
pequena (direita), como provavelmente se or
ganizam no ribossomo ern (A), foi aberta como
umn livro. {C) Estrutura do ribossomo em (A) vis-
ta de cima. (D) Representacho bastante esque-
mética de um ribossomo {na mesma orientagio
de C), que sera utilizada nas figuras subsequen-
tes. (A, B, e C, adaptada de M.M.Yusupov et
al, Science 292: 883-896, 2001, com permissdo
de AAAS, Cortesia de Albion Bausom e Harry
Noller)
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Cadeia polipeptidica em crescimento

ETAPAL

ETAPA3:

Novo tRNA

A SUBUNIDADE GRANDE SE MOVIMENTA

A SUBUNIDADRE PEQUENA SE MOVEMENTA
ETAPAT

Hal

(ETAPA A

AL

Figura 7-33 A tradugfio ocorre em um ciclo de quatro etapas. Este ciclo é repetido muitag o

muitas vezes durants a sintase de urna cadeia proteica. Nz etapa 1, umn sRNAt que transporta o
préximo amincécido da cadeia se liga ao sitio A livre no ribossomo pela formagio de pares dg
bases com o cédon que estd ali exposto. Visto que apenas um dos diversos tipos de moléculag
tRNA na célula pode formar pares de bases com cada codon, esse codon determina o aming.

dcido especifico que serd adicionado & cadeia polipeptidica em crescimento. Os sitios A g p :

estio suficienternente préximos para que as duas moléculas de tRNA ali fixadas sejam forcadag
a formar pares de bases com cédons contiguos, sem que fique qualquer base entre eles. Esge
posicionamento dos tRNAs assequra que a fase de feitura correta seja mantida ac longe de togy

a sintese da proteina. Na etapa 2, a extremidade carboxila da cadeia polipeptidica & separady

do tRNA presente no sitio P e unida por ligagdes peptidicas ao grupo amino livre do aminodcido

que se encontra ligado ao tRNA presente no sitio A. Essa reacio é catalisada por um sitio enzj-

rétice na subunidade grande. Na etapa 3, um maovimente da subunidade grande em relacio 3
subunidade pequena faz com que os dois tRNAs sejam posicionados nos sitios E e P da subuni.

dade grande. Na etapa 4, a subunidade pequena se move exatamente trés nucleotideos sohve -

a molécula de mRNA, o que a repasiciona novamente sobre sua posicio original em relagio 3
subunidade grande. Esse movimento reinicializa o ribossomo que apresenta urm sitio A vazio de
tal forma que o préximo aminoaciHRNA pode ligar-se (Animagio 7.8). Como indicado, o mRNA

é traduzido no sentido 5' - 3", e a extremidade N-terminal de uma proteina é sintetizada primei.

ro, cada cicle adiciona um novo aminoacido a extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica,
Para visualizar o ciclo da tradug8o em detalhes, ver Animacio 7.9.

Os rRNAs estdo dobrados em estruturas tridimensionais altamente preci-

sas e compactas que formam o cerne do ribossomo {Figura 7-34). Em marcante

contraste ac posicionamento central do YRNA, as proteinas ribossomais estdo
geralmente localizadas na superficie, onde presnchem as fendas e frestas do
dobramento do RNA. A principal fungéo das proteinas ribossomais parece ser a
manutengéo da estrutura € da estabilidade do nicleo de RNA, permitindo ainda
que acontecam as alteracdes na conformagao do rRNA gue sdo necessarias para
que esse RNA catalise eficientemente a sintese proteica.

N&o apenas os Lrés sitios de ligago aos tRNAs (0s sitios A, P e E) do ribos-
somo séo formados principaimente por rRNA, mas também o sitio catalitico para
a formagao da ligagao peptidica é formado pelo RNA 235 da subunidade grande.
O aminoacido mais proximo esté localizado a uma tal disténcia que impossibilita
que esse estabeleca contatos, seja com o aminoacil-tRNA gue chega, seja com a
cadeia polipeptidica em crescimento. O sitio catalitico nessa peptidil-transferase
com base em RNA € semelhante em diversos aspectos aguele encontrado em
algumas enzimas proteicas: é uma fenda altamente estruturada que orienta pre-
cisamente os dois reagentes, o peptideo que estd sendo estendido e o tRNA car-
regado, aumentando, assim, as chances de ocorréncia de uma reaclo produtiva,

Moléculas de RNA que possuem atividade catalitica sdo denominadas ri-
bozimas. Na se¢&o final deste capituto, consideraremos outras ribozimas e
discutiremos ¢ que a catdlise com base em RNA deve ter significado para a
evolug@o inicial da vida na Terra. No momento, devemos apenas salientar que
existe uma boa razéo para suspeitar que RNAs, em vez de moléculas proteicas,
atuaram como 0s primeiros catalisadores em células vivas. Se isso é verdade, 0
ribossomo, com seu nlicleo de RNA, pode ser considerado comoe uma religula
do periodo inicial da histéria da vida, quando as células eram conduzidas
quase que exclusivamente por ribozimas.

Os cédons do mRNA sinalizam onde a sintese proteica deve
iniciar e terminar

Apesar de ser possivel forcar os ribossemos a traduzir qualguer RNA em tubos
de ensaio (ver Como Sabemos, p. 248-249), nas células, a tradugdo reguer um
sinal de inicic especifico. O ponto sobre ¢ qual a sintese proteica tem inicic no
mRNA ¢ essercial, pois ele determina a fase de leitura que seréd seguida em toda
a extensdo da mensagem. Um erro de um nuclectideo em qualquer dos sentidos,
nessa etapa, fara com que cada cédon subsequente da mensagem seja erronea-
mente lido, de tal forma que ser4 sintetizada uma proteina ndo funcicnal, com-
posta por uma sequéncia equivocada de aminoécidos (ver Figura 7-27).
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A etapa de iniciagdo € também extremamente importante sob outro as-
pecto: esse € o tltimo momento no qual a célula pode decidir se um mRNA deve
ser traduzido; assim, a taxa de iniciacio determina a taxa na qual a proteina é
sintetizada a partir do RNA.

A traduclo de um mRNA tem inicio com o codon AUG, e um tRNA especial
¢ necessario para a iniclagdo da traducgdo. Esse tRNA iniciador sempre carrega
0 aminodacido metionina (ou uma forma modificada de metionina, a formilme-
tionina, em bactérias) de tal forma que todas as protefnas recém-sintetizadas
possuem metionina como seu primeiro aminodcido, na extremidade N-terminal,
a extremidade proteica que é primeiramente sintetizada. Essa metionina é em
geral removida posteriormente pela agdo de uma protease especifica. O tRNA
iniciador ¢ distinto do tRNAs que normaimente transporta metionina,

Em eucariotos, o tRNAs iniciador que estd acoplado & metionina & inicial-
mente posicionado sobre a subunidade ribossomal pequena junto com protei-
nas adicionais denominadas fatores de iniciagdo de traducio {Figura 7-35).
Dentre todos os tRNAs carregados da célula, apenas o tRNA iniciador carregado
¢ capaz de se associar fortemente ao sitio P de uma subunidade ribossomal pe-
quena. A seguiy, essa subunidade ribossomal carregada se liga a extremidade 5’
de uma molécula de mRNA, a qual é em parte reconhecida pela presenca de seu
quepe tipico de mRNAs eucariéticos (ver Figura 7-16). A subunidade ribossomal
pequena entdo se move para a frente (de 5' para 3') sobre 0 mRNA, & procura
do primeiro cédon AUG. Quando esse AUG é encontrado, diversos fatores de
iniciagdo se dissociam da subunidade ribossomal pequena, dando espago para a
assoclagéo da subunidade ribossomal grande € consequente montagermn de um
ribossomo completo. Visto que o tRNA iniciador est4 ligado ao sitio B a sintese
proteica esta pronta para ter infcio pela adicdo do préximo tRNA acoplado a seu
aminoacido sobre o sitio A {(ver Figura 7-35).

O mecanismo de selegéo de um codon de iniciagio é diferente em bacté-
rias. Os mRNAs bacterianos nao possuem o quepe 5’ para indicar ac ribossomo

Figura 7-35 A fase de iniclagio da sintese de proteinas em eucariotos requer fatores de
iniciacsio e um tRNA iniciador especial. Apesar de ndo estarem aqui ilustradas, uma iniciacio
de tradugo eficiente também requer proteinas adicionais (ilustradas na Figura 7-22) ligadas ac
Quepe 5’ e & cauda poli-A do mRNA. Dessa maneira, ¢ aparato de traducdo se certifica que am-
bas as extremidades do mRNA estejam intactas antes da iniciagio da tradugio. Apds ainiciacio,
& proteina é sintetizada pelas reagdes descritas na Figura 7-33.
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Figura 7-34  Os RNAs ribossomais conferem
ao ribossomo sua forma geral. S3o apresen-
taclas as estruturas detalhadas de dois rRiNAs,
o rRNA 235 (azufl @ o rRNA 55 (plirpura), gue
formarm o nicleo da subunidade grande dos #i-
bossomos. Uma das subunidades proteicas do
ribossome (L1) estd incluida como ponto de re-
feréncia, visto que essa proteina é responsavel
por uma protuberdncia caracteristica na super-
ficie ribossomal. Os componentes ribossomais
séo geralmente designados por seu “valor §,
o qual se refere 2 taxa de sedimentagic em
ultracentrifugacio. (Adaptada de N. Ban et al,,
Science 289:905-920, 2000. Com permissio de
AAAS )

Subunidade ribossomal
pequena com fatores de
iniciagdo de tradugio asso-
ciades (ndc representados)
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Sitios de ligagdo ao ribossomo

MRNA

Proteina o Proteina § Proteina

Figura 7-36 Uma dnica molécula de mRNA procaridtico pode codificar varias proteinas dj.

ferentes. Em procariotos, genes envalvidos em diferentes passos de um mesmo processo se P4
encentram frequentemente organizados em grupos (8perons) que 580 transcritos juntos sob a
forma de um dnico mRMA. Diferentemente dos ribossomaos eucariéticos, 0s quals reconhecem
um gquepe 5, os ribossomos procaridticos iniciam a transcrigio em sitios de ligagdo ao ribosso.
mo {vermelhal, os quais podem estar localizades no interior de uma molécula de MRNA. Esss
caracteristica permite gue procariotos sintetizem varias proteinas distintas a partir de urna Gnica
. molécula de mRNA,
.
onde iniciar a busca pelo ponto de inicio da tradugao, Em vez disso, eles contém
% sequéncias especificas de ligagcao a ribossomos, com comprimento de até seis
nucleotideos que estio localizadas poucos nucleotideos & montante dos AUGs
sobre 05 quais a tradugio deve ter inicio. Diferentemente de um ribossomo eu-
cariético, um ribossomo procariético pode, com facilidade, ligar-se diretamente
a um coden de iniciagdo que esteja localizado no interior de um mRNA, desde
ueAchopo  que um sitio de ligagdo zo ribossomo o preceda em varios nucleotideos. Tais se- As
f;‘BTEORf;gAﬁO quéncias de ligagao ac ribossomo sa0 necessarias em bactérias, pois os mRNAs As
NO SITIO A procaridticos s&o frequentemente policistrdnicos - ou seja, eles codificam varias mi
proteinas diferentes, todas elas sendo traduzidas a partir da mesma molécula de ral
mRNA (Figura 7-36). Em contraste, um mRNA eucaridtico geraimente Lransporta se)
informacao referente a uma Unica proteina. rik
O fim de uma mensagem codificadora de proteina, tanto em procariotos qu
quanto em eucariotos, € sinalizado pela presenga de um dos diversos codons qu
chamados de cédons de terminagdo (ver Figura 7-26). Esses cddons espe- te1
cials (UAA, UAG e UGA) nao s&o reconhecidos por um tRNA e ndo determinam en
"0 ) qualquer aminodacido, sinalizando para o ribossomo ¢ término da tradugéo. g
Lcooi] TERMINACAG Proteinas conhecidas como fatores de liberag¢do se ligam a qualquer codon de po
terminagao que chegue a um sitio A do ribossomo, e essa ligagBo aliera a ati- i
vidade peptidil-transferase no ribossomo, fazendo com que eja catalise a adi- cu
¢do de uma molécula de dgua, em vez de um aminodcide ao peptidil-tRNA 1 ca
(Figura 7-37). Essa reagéo libera a extremidade carboxila da cadeia polipepti- =
dica de sua conexdo & molécula de tRNA, e, considerando-se que esse era o 70 riz
Unico elo de ligagdo que mantinha o polipeptidec em crescimento associado 0 riz
ao rihossomo, a cadeia proteica completa € imediatamente liberada no citosol. _ rit
O ribossomo libera 0 mRNA e se dissocia em suas duas subunidades, as quais ¢ liv
podem associar-se novamente sobre outra molécula de mRNA para dar infcioa 2 me
um novo cicio de sintese proteica. . Rp
Vimos, no Capitulo 4, gue muitas proteinas podem dobrar-se esponianea- :
mente adquirindo uma estrutura tridimensional definida e que algumas realizam 0
esse dobramento conforme estdo sendo sintetizadas no ribossomo. No entanto, cc
a malor parte das proteinas requer o auxilio de chaperonas moleculares para exe- _
cutar o dobramento adequado na célula. As chaperonas mais bem estudadas ! At
usam ciclos sucessivos de hidrdlise de ATP para ligar e liberar continuamente fu
proteinas recém-sintetizadas até que essas estejam adequadamente dobradas. | qu
Essa manipulacio direciona as protefnas rumo vias de dobramento produtivo, ] as
evitando que elas formem agregados ou que adquiram conformagdes inadequa- | ca
damente dobradas. As proteinas recém-sintetizadas sio frequentemente inter- 7% cle
ceptadas por suas chaperonas conforme emergem do ribossomo. i
e Ga
Figura 7-37 Na fase final da sintese proteica, a ligagdo de um fator de liberagiio no sitio A 2 Al
sobre um cédon de terminacio finaliza a tradugiio. O polipeptideo completo é liberado, ¢ © : ex
ribossomo se dissocia liberando suas duas subunidades,
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As proteinas sdo produzidas em polirribossomos

A siniese da maior parte das moléculas proteicas leva entre 20 segundos e alguns
minutos. No entanto, mesmo durante esse curto intervalo de tempo, ge-
ralmente ocorrem multiplas iniciagdes sobre cada molécula de mRNA gue esté
sendo traduzida. Se o mRNA esta sendo traduzido eficientemente, um novo
ribossomo € montado sobre a extremidade 5’ de uma molécula de mRNA
quase que imediatamente apds o ribossomo precedente ter traduzido uma se-
quéncia nucleotidica longa o suficiente para nio mais o atrapalhar. Consequen-
temente, as moléculas de mRNA que estao sendo traduzidas sdo, geralmente,
encontradas sob a forma de polirribossomos (também denominados polissomos),
grandes agregados citoplasimaéticos compostos por varios ribossomos espacados
por segmentos tao curtos quante 80 nucleotideos, sobre uma tnica moiécula de
MRNA (Figura 7-38}. Essas iniciagbes miltiplas significam que muito mais molé-
culas de proteina podem ser feitas em um dado periodo do que seria possivel se
cada molécula tivesse de ser concluida antes que a préxima fosse iniciada,

Tanto bactérias quanto eucariotos utilizam os polissomos, mas as bacté-
rias podem tornar a sintese proteica ainda mais rapida. Visto que 0 mRNA bacte-
rano ndo precisa ser processado e também se encontra fisicamente acessive! aos
ribossomos mesmo durante a sintese, os ribossomos se ligaro & extremidade
livre de uma molécuia de mRNA bacteriano e comegarao a traduzi-la antes mes-
me do término da transcricdo do RNA. Esses ribossomos seguem o encalco da
RNA-polimerase, conforme essa se move sobre o DNA,

Os inibidores da sintese proteica de procariotos sdo utilizados
como antibidticos

Acapacidade de traduzir eficientemente mRNA em proteinas é uma caracteristica
fundamental de toda a vida na Terra. Apesar de os ribossomos e outras moléculas
que executam essa fantastica tarefa serem muito similares quando comparados
a diferentes organismos, existem algumas diferencas sutis, come vimos, no me-
¢anismo utilizado para a sintese de proteinas por bactérias e eucariotos. Apesar
de uma peculiaridade evolutiva, essas diferengas formam a base de um dos mais
importantes avangos da medicina moderna.

Varios dos mais efetivos antibidticos sdo compostos que atuam pela inibj-
¢80 da sintese proteica bacteriana, mas nao afetam a sintese proteica eucariotica.
Alguns desses farmacos exploram pequenas diferencas estruturais e funcionais
existentes entre os ribossomos bacterianos e eucariéticos, de tal forma que in-
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Figura 7-38  As proteinas séio traduzidas por
polirribossomos. {A) Desenho esquemiético
mostrando como uma série de ribossomos
pode traduzir simultaneamente a mesma molé-
cula de mRNA {Animagdo 7.10). (B} Microfoto-
grafia eletrénica de um polirdbossomo de uma
célula eucaridtica. (B, cortesia de John Heuser)
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terfere preferencialmente na sintese proteica bacteriana. Assim, esses compos-
tos podem ser administrados em doses relativamente aitas sem que apresentem
toxicidade em seres humanos. Visto que diferentes antibidticos se ligam a dife-
rentes regides sobre o ribossomo bacteriano, essas medicagdes frequentemente
inibem passos diferentes do processo de sintese proteica. Alguns dentre ¢s mais
comuns antibidticos dessa classe estao listados na Tabela 7.3, :
Diversos antibidticos comumente utilizados foram inicialmente isolados
de fungos. Fungos e bactérias frequentemente ocupam 08 MEsmos nichos ecolé-
gicos; para ter uma vantagem competitiva, os fungos desenvelveram, ao longo
do tempo, toxinas potentes que matam bactérias, mas sao indcuas a eles pré-
prios. Visto que fungos e seres humanos s3o eucariotos € consequentemente sio
mais intimamente relacionados entre si do que qualquer um deles o é em relagdo
as bactérias (ver Figura 1-29), podemos pegar emprestado esses compostos para
combater nossos proprios inimigos bacterianos.

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

Apds uma proteina ser liberada do ribossomo, ela fica sujeita a uma série de
controles efetuados pela célula. O nimere de cépias de uma proteina em uma
célula depende, assim como ocorre em uma populacgio humana, n&o apenas -
de quéo répido novos individuos podem ser gerados, mas também de quanto
tempo eles sobreviverdo. Assim, a degradagao de proteinas em seus aminodci-
dos constituintes, mediada pela célula, € uma forma de regular a quantidade de
uma dada proteina presente em um momento determinado. As proteinas diferem
enormemente em relacdo & sua duragéo, ou tempo de vida. Proteinas estruturais
gue fazem parte de tecidos relativamente permanentes, como 05508 ou miscu-
los, podem durar meses Ou MESMO anos, a0 Passe que ouiras proteinas, como
enzimas metabdlicas e proteinas gue regulam o ciclo de crescimento, a mitose €
a divisgo celular (discutidos no Capftulo 18), duram apenas alguns dias, horas
Ou MeEsmao segundos Como a célula controta essa duragédo?

As células possuem vias especializadas para a quebra, ou digestac, en-
zimatica de proteinas em seus aminodcidos constituintes (um processo de-
nominado protedlise}. As enzimas que degradam proteinas, inicialmente em
peptideos pequenos e finalmente nos aminoacidos individuais, s&o coletiva-
mente denominadas proteases. As proteases atuam pela clivagem (hidrélise)
das ligaches peptidicas entre os aminoacidos {ver Paine} 2-5, p. 72-73). Uma
das fungdes das vias proteoliticas é a répida degradacéo das protefnas que de-
vem ter curta duraci&o. Qutra é o reconhecimento e a eliminagao de proteinas
que estejam danificadas ou erroneamente dobradas. A eliminagéoc de protei-
nas com conformacées errdneas € essencial para um organismo, como pode :
ser observade pelo fato de doengas neurodegenerativas, como as doengas dé i
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Huntington, Alzheimer e Creutzfeldt-Jacob serem causadas pela agregacéao de
proteinas dobradas erroneamente. Esses agregados proteicos podem provo-
car sérios danos a células e tecidos € mesmo levar & morte celular. Apesar de
a maioria das proteinas danificadas ser digerida no citosol, importantes vias
de degradagdo proteica também operam em outros compartimentos celula-
res eucaridticos, comoe os lisossomos (discutidos no Capitulo 15). Em células
eucaridticas, a maior parte das proteinas é degradada por estruturas denomi-
nadas proteassomos. Um proteassomo contém um cilindro central formado
por proteases cujos sitios ativos estéo dirigidos para a face interna de uma
camara. Cada extremidade desse cilindro é tampada por um grande complexo
proteico formado por pelo menos 10 diferentes tipos de subunidades protei-
cas (Figura 7-39). Essas tampas proteicas se ligam &s proteinas destinadas &
digestao e entéo ~ usando & hidrélise de ATP como combustivel para sua ativi-
dade - as inserem no interior da cdmara do cilindro. Nesse compartimento, as
proteases corfam as proteinas em pequenos peptideos, os quais so a seguir
liberados pela extremidade do proteassomo. Manter as proteases dentro dessa
camara de destruicio parece fazer sentido, pois evita que elas fiquem livres,
correndo desenfreadamente pela célula,

Como o proteassomo seleciona quais proteinas da célula devem ser inseri-
das no cilindro para sofrer degrada¢fo? Os proteassomos atuam principalmente
sobre proteinas que foram marcadas para destruicéo pela ligacao covalente a
uma pequena protefna denominada ubiquiting, Enzimas especializadas marcam
as proteinas selecionadas com uma ou mais moléculas de ubiquitina; a seguir,
essas proteinas ubiquitinadas s&o reconhecidas e inseridas no proteassomo pe-
las proteinas da tampa.

Proteinas que devem ter vida curta frequentemente ostentam uma sequén-
cla curta de aminoacidos que as identificam como devendo ser ubiquitinadas e,
consequentemente, degradadas pelo proteassomo. Proteinas desnaturadas
ou erroneamente dobradas, bem como protefnas que contém aminodcidos oxi-
dados ou alterados de qualquer outre mode, sao também reconhecidas e
degradadas por esse sistema proteolitico dependente de ubiquitina. As enzimas
que adicionam ubiquitina a essas protefnas reconhecem sinais que se tornam
expostos como resultado do dobramento inadequado ou devido a dano guimi-
o — por exemplo, sequéncias de aminodcidos ou motivos conformacionais que
estdo normalmente escondidos e inacessfveis.

Existem vérias etapas entre DNA e proteina

Vimos até o momento, neste capitulo, que diferentes tipos de reagdes quimicas
5&0 necessarios para a produgdo de uma proteina a partir da informacéo contida
€m um gene (Figura 7-40), A concentragdo final de uma proteina em uma célu-
la, consequentemente, depende da eficiéncia na qual cada uma dessas diversas
etapas € realizada. Além disso, diversas proteinas - depois de serem liberadas
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Figura 7-39 O proteassomo degrada pro-
tefnas de curta duragdo ou proteinas dobra-
das errcneamente. {A) Uma visdo em corte da
estrutura do cilindro central do proteassomo,
determinada a partir de cristalografia por raios
X, com os sitios ativos das proteases indicados
por pontos vermelhos. (B) A estrutura comple-
ta do proteassomo, na qual ¢ cilindro central
{amarelc) & acrescido de um quepe (prpura)
em cada extremidade. (B, de W. Baumeister et
al., Cell 92:367-380, 1998. Com permissdc de
Elsavier)
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Figura 7-40 A produgde de uma proteina
em uma célula eucaridtica requer diversas
atapas. A concentracio final de cada proteina
depende da eficiéncia de cada etaps indicada.
Mesmo apds uma proteina ter sido traduzida,
sua concentragiio pode ser regulada por de-
gradagio, e sua atividade pode ser requlada
por meio de ligagiio a pequenas moléculas,
au via outras alteracBes pds-traducionais {ver
Figura 7-41}.

Cadeia polipeptidica nascente
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no ribossomo — necessitam de outras alteragdes para que possam ser lteis as
células. Por exemplo, modificagbes covalentes (como a fosforilagio), a ligacdo a
pequenas moléculas cofateres ou a associagao a outras subunidades proteicas
sao frequentemente necessarias para a ativacao de proteinas recém-sintetizadas
(Figura 7-41}.

Veremos, ne proximo capitule, que as células possuem a capacidade de
alterar os niveis da maior parte de suas proteinas de acordo com suas necessi-
dades. Em principio, todas as etapas da Figura 7-40 podem ser reguladas pela
célula. No entanto, a iniciagdo da transcri¢do € o ponto mais comum usado pelas
células para regular a expressdo de cada um de seus genes.

A transcrigdo e a traducgdo sdo processos universais que se localizam na
base da vida. No entanto, quando os cientistas comec¢aram a considerar como
o fluxo de informagdes do DNA para proteina deve ter-se originado, surgiram
algumas conclusdes inesperadas.

1 FItvt DA SINTESE DE PROTEINAS E

Figura 7-41 Diversas proteinas necessitam de modificagdes adicionais para tornarem-se ple-
namente funcionais. Para ser {til 3 célula, um polipeptides completo deve estar adequadamen-
te dobrado sob sua conformacio tridimensional, ligado aos cofatores necessarios ¢ agrupado 2
suas proteinas acessdrias. A formacho de ligagdes covalentes conduz essas alteragdes. Diversas
proteinas também necessitam de modificagSes covalentes para tornarem-se ativas. Apesar de
a fosforilacio e a glicosilagio serem as alteraces mais comuns, mais de 100 diferentes tipos de
modificaces covalentes sdo conhecidas para as proteinas.
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RNA E A ORIGEM DA VIDA

Para compreender plenamente 0s processos que ocorrem nas células atuais, deve-
mos considerar como as célutas evoluiram. No entanto, um processo essencial ~ a
expressio génica ~ nos confronta a um intrigante desafio: se s&0 necessdrios acidos
nucleicos para direcionar a sintese de proteinas e se proteinas sdo necessarias para
a sintese de acidos nucleicos, como esse sistema de componentes interdependen-
tes pode ter-se originado? Uma das hipdteses € a que considera a existéncia de um
mundo de RNA na Terra antes do surgimento das células modernas (Figura 7-42),
De acordo com essa hipotese, 0 RNA - que hoje serve de intermediario entre os ge-
nes e as proteinas - tanto estocava informagao genética quanto catalisava reacoes
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. Se essa ideia esté correta, en-
téo, a transigao do mundo de RNA nunca foi completa; como vimos, neste capitulo,
0 RNA ainda catalisa varias reacdes fundamentais nas células atuais. Esses RNA ca-
talisadores, inctusive o ribossomo e a maquinaria de splicing de RNA, podem entao
ser considerados como fdsseis moleculares de um mundo anterior.

A vida requer autocatélise

A origem da vida necessitou de moléculas que possuissem, pelo menos em um
determinado nivel, uma propriedade essencial: a capacidade de catalisar rea-
¢oes que levassem - direta ou indiretamente ~ a produgiio de mais moléculas
idénticas a elas. Catalisadores com essa propriedade especial de autopromaocio,
a partir do surgimento ao acaso, poderiam se reproduzir e, desse modo, gerar
matéria-prima para a produgéo de outras substancias, Dessa maneira, podemos
imaginar o desenvolvimento gradual de um sistema quimico de crescente com-
plexidade composto de mondmeros e polimeros orgénicos que funcionariam em
conjunto para a gerag&o de mais moléculas semelhantes, abastecido por um su-
plemento de matérias-primas simples presentes no ambiente. Um sistema auto-
cataiftico dessa natureza deveria ter muitas das propriedades que consideramos
como caracteristicas de matéria viva: o sistema deve conter uma sele¢o nao
aleatoria de moléculas interativas; ele deve tender & prépria reproducéo; deve
competir com outros sistemas dependentes das mesmas matérias-primas, e, se
deprivado de suas matérias-primas ou mantido a uma temperatura que pro-
voque um distirbio no balango das taxas de reacgdo, deve decair rumo a um
equilibrio quimico e “morrer”,

Que moléculas podem ter apresentado tais propriedades autocataliticas?
Nas células vivas atuais, os catalisadores mais versdteis séo as protefnas — capa-
zes de adotar diferentes formas tridimensionais que atuam como sitios quimi-
camente reativos. No entanto, ndo é conhecido qualquer meio pelo qual uma
proteina possa reproduzir a si prépria diretamente. Acidos nucleicos, no entanto,
podem desempenhar todas essas tarefas.

O RNA pode tanto estocar informacéo como
catalisar reacdes quimicas

O sistema de complementaridade de pares de bases permite que um é&cido nu-
cleico atue como molde para a formagéo de outro. Assim, uma fita simples de
RNA ou DNA pode determinar a sequéncia de um polinucleotideo complementar,
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Figura 7-42 Um mundo de RNA pode ter
existido antes do surgimento das células mo-
dernas.
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Figura 7-43 Uma molécula de RNA pode,
em principio, direcionar a formagio de uma
copia exatamente igual a ela. Na primeira
etapa, a molécula original de RNA atua como
molde para formar uma molécula de RNA de
sequéncia complementar. Na segunda etapa,
essa molécula de RNA complementar stua, por
sua vez, como molde, dando origem a molécu-
las de RNA com a sequéncia original. Visto que
cada molécula-molde pode produzir diversas
copias da fita complementar, essas reagdes po-
dem resultar em "multiplicagfo” da sequéncia
arigiral.

RNA
stibstrato

PAREAMENTO DE BASES ENTRE
A RIBOZIMA € O SUBSTRATO

Ribozima

A SEQUENCIA ORIGINAL A SEQUENCIA

SERVE COMO MOLDE COMPLEMENTAR SERVE
PARA A SEQUENCIA COMO MOLDE PARA
COMPLEMENTAR A SEQUENCIA ORIGINAL

o qual, por sua vez, pode determinar a sequéncia da molécula original, permitin-
do que o acido nucleico original seja replicado (Figura 7-43}. Esses mecanismos
de molde por complementaridade formam a base da replicagio do DNA e da
transcri¢do nas células atuais.

No entanto, a sintese eficiente de polinucleotideos por meio de tais me-
canismos de molde por complementaridade também necessita de catalisadores
que promovam a reacdo de polimerizacdo: sem catalisadores, a formacgéo do
polimero é lenta, sujeita a erros e ineficiente. Atualmente, a polimerizacéo de
nucleotideos é rapidamente catalisada por enzimas proteicas ~ como a DNA e
a RNA-polimerases. No entanto, como poderiam ter sido catalisadas essas rea-
¢Oes antes da existéncia de proteinas que contivessem a especificidade catali-
tica adequada? O comego de uma resposta para essa questio fol obtido em
1982, quandoe fol descoberto que moléculas de RNA per se podem atuar como
catalisadoras. Vimos, por exemplo, que uma molécula de RNA catalisa a reacio
peptidii-transferase que ocorre no ribossomo. Acredita-se que o potencial sem
igual das moléculas de RNA, que as torna capazes de atuar tanto como carreado-
ras de informagao quanto como catalisadoras, tenha permitido que elas desem-
penhassem um papel central na origem da vida.

Nas células atuais, o RNA € sintetizado sob a forma de uma molécuia de
fita simples, e vimos que pareamentos por complementaridade de bases podem
ocorrer entre nucleotideos sobre a propria fita {ver Figura 7-5). Esses parea-
mentos de base, junto a pontes de hidrogénio “ndo convencionais”, podem fazer
com que a molécula de RNA se dobre adquirindo uma estrutura especifica, a
qual é determinada por sua sequéncia nucleotidica. Tais associagdes produzem
padrdes tridimensionais compiexos de dobramento, onde a moléeula como um
todo adota uma forma especial.

Como vimos no Capitulo 4, enzimas proteicas sdo capazes de catalisar rea-
¢ées bioguimicas, pois possuem uma superficie com contornos caracteristicos e
propriedades quimicas sobre as quais um dado substrato pode reagir. Da mesma
forma, as moléculas de RNA, com suas formas caracteristicamente dobradas,
podem atuar como enzimas (Figura 7-44), embora o fato de serem construidas
a partir de apenas quatro diferentes subunidades limite sua eficiéncia catalitica
e o espectro de reagdes quimicas que podem por elas ser catalisadas, quando
comparado as proteinas. Apesar dessas limitagées, ribozimas podem catalisar
um espectro bastante variado de reagtes quimicas. A maioria das ribozimas ja
estudadas foi sintetizada em laboratdrios {Tabela 7-4), ¢ relativamente poucos
desses RNAs catallticos existem em células atuais. No entanto, os processos nos
quais RNAs cataliticos ainda desempenham um papel importante incluem aigu-
mas das etapas mais fundamentais da expressdo da informacéo genética - espe-

Figura 7-44 Urna ribozima é uma molécula de RNA que possui atividade catalitica. A molé-
cula de RMNA simples flustrada catalisa a clivagem de uma segunda molécula de RNA em um sitio
especifico. Essa ribozima é encontrada inserida em grandes genomas de RNA — denominados
viroides — que infectam plantas. A clivagem, que acorre na natureza em uma posicie distante,
sobre a prdpria moléoula de RNA gue contém a ribozima, é uma das etapas da replicagiio do
gencma RNA. Essa reagio também necessita de urmn ion magnésio (nfo representado), que &
pesicionade préxime ao sitic de clivagem, sobre o substrato. (Adaptade de T.R. Cech e O.C.
Uhlenbeck, Nature 372:39-40, 1994. Com permissdo de Macmillan Publishers Lid.)
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cialmente aquelas etapas onde as préprias moléculas de RNA sofrem splicing ou
s&o traduzidas em protefnas.

Assim, 0 RNA possui todas as caracteristicas necessarias a uma molécula
que possa catalisar sua propria sintese (Figura 7-45). Sistemas de autorreplicacio
de moléculas de RNA n&o foram encontrados na natureza, mesmo assim cientis-
tas estéo conflantes de que eles possam ser construidos em laboratério. Apesar
de essa demonstragio ndo provar que moléculas de RNA autorreplicadoras fo-
ram essenciais para a origem da vida na Terra, ela certamente demonstraria que
um cenario assim & possivel.

O RNA provavelmente antecedeu o DNA na evolugéo

As primeiras células na Terra presumivelmente eram bem menos complexas e me-
nos eficientes na reproducao de si mesmas se comparadas mesmo & mais simples
das céiulas atuais. Elas devem ter sido compostas por pouco mais do Gue wmna
simples membrana delimitando um conjunto de moléculas de autorreplicagio e
alguns Outros pouces componentes necessarios para fornecer materiais e energia
para sua replicacéo. Se as especulacdes evolutivas sobre o RNA salientadas estio
corretas, essas células primordiais devem também ter apresentado diferencas
fundamentais em relagdo as células que conhecemos atualmente por estocarem
sua informacao hereditéria sob a forma de RNA, & ndo DNA.

Evidéncias que indicam o surgimento do RNA antes do DNA na evolugao
podem ser encontradas nas diferengas quimicas existentes entre eles. A ribose (ver
Figura 7-3A), assim como a glicose e outros carboidratos simples, € facilmente
formada a partir de formaldeido (HCHO), o qual é um des principais produtos
formados em experimentos que simulam as condigdes da Terra primitiva, O agd-
car desoxirribose € mais dificil de ser obtido ¢, nas células atuais, é produzido a
partir da ribose por uma reagio catalisada por uma enzima proteica, sugerindo
que a ribose antecedeu a desoxirribose nas células. Presumivelmente, 0 DNA sur-
ghu tardiamente em cena e ento se mostrou rals adaptado do que o RNA como
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Figura 7-45 Pode uma molécula de RNA
catalisar sua prépria sintese? Esse processo
hipotético necessitaria da catdlise de ambas as
etapas ilustradas na Figura 7-43. Os raics ver-
melhos representam o sitio ative dessa enzima
RNA.
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Sisternas com base em RNA

EVGLUCAD DE RNAs QUE PODEM
DIRIGIR A SINTESE DE PROTEINAS

Sistermas com base em RNA e proteinas

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

Células atuais

Figura 7-46 O RNA pode ter antecedido o DNA e as proteinas na evolugdo. De acordo com :

essa idefa, as molécutas de RNA proviam fungdes gendticas, estruturais e cataliticas para as pri
meiras células. Atualmente, o DNA é o repositdrio de informagio genética, e 2s proteinas da.
sempenham a quase totalidade das fungdes cataliticas nas células. O RNA funciona, atualmengg

de forma principal como um intermedidrio na sintese de proteinas, embora permaneca atuandg -

como catalisador em poucas reagdes essenciais,

repositéric permanente de informagéo genética. Em particular, a desoxirribose

com sua estrutura agtcar-fosfato torna as cadeias de DNA muito mais estaveis
quimicamente do que as cadeias de RNA, de modo que moléculas mais longas ge
DNA podem ser mantidas sem que ocorra quebra.

As outras diferencas entre RNA ¢ DNA - a estrutura em dupla-hélice do
DNA & o uso de timina em vez de uracila — aumentam ainda mais a estabilidade
do DNA ao fazer essa molécula mais facil de reparar. Vimos, no Capitulo é, que
um nucleatideo lesado sobre uma fita do DNA dupla-hélice pode ser reparado
usando-se a outra fita como molde. Além dissc, a desaminagéo, uma das alte-
ragdes quimicas deletérias mais comuns que ocorrem em polinucteotidecs, &
mais facil de ser detectada e reparada no DNA do que no RNA (ver Figura 6-23),
Isso acontece porgue o produto da desaminagao de citosina €, por uma questio
de sorte, a uracila, a qual ocorre normalmente no RNA, de tal forma gue seria
impossivel para enzimas de reparo detectarem tal alteragdo na molécula de RNA,
No entanto, no DNA, que possui timina em vez de uracila, qualquer uracila pro-
duzida pela degradacac acidental de citosina € facilmente detectada e reparada.

Em conjunto, as evidéncias gue estivemos discutindo sustentam a ideia de que
Q RNA, possuindo tanto propriedades genéticas quantc catalfticas, antecedeu ¢ DNA
na evolugdo. Acredita-se que conforme céiulas mais semelhantes as células atuais
apareceram, muitas das fungdes originalmente desempenhadas pelo RNA foram
sendo direcionadas para moléculas mais especificarmnente adaptadas para as tarefas
em questdo. Em um determinado ponto, o DNA se sobrepds na fungdo genética
ptincipal, ¢ as proteinas se tornaram as principais catalisadoras, e © RNA perma-
neceu predominantemente como um intermedidrio, conectando-os (Figura 7-46),
Com 0 advento do DNA, as ¢élulas foram capazes de se tornar mais complexas,
pois eram capazes de transportar e transmitir mais informacéo genética do que
poderia anteriormente ser mantido de forma estavel em uma molécula de RNA.
Tendo em vista a maior complexidade quimica das proteinas e a maior diversidade
das reagbes quimicas que elas podiam catalisar, a troca (apesar de incompleta) do
RNA pelas proteinas também forneceu uma fonte muito mais rica de componen-
tes estruturais e enzimas. Isso permitiu que as células evoluissem sob a ampla di-
versidade estrutural e funcional que vemos nos seres vivos da atualidade.

CONCEITOS ESSENCIAIS

o O fluxo de informagio genética em todas as células vivas é DNA > RNA
-3 proteina. A conversado das instrugbes genéticas do DNA para RNA €
proteina é denominada expressio génica,

e Para expressar a informacao genética transportada no DNA, a sequéncia
nucleotidica de um gene ¢ inicialmente transcrita em RNA. A transcrigdo
é catalisada por uma enzima RNA-polimerase. Sequéncias nuclectidicas
na molécula de DNA indicam para a RNA-polimerase onde iniciar e ter-
minar a transcrig&o.

s O RNA difere do DNA em diversos aspectos. Ele contém o actcar ri-
bose, 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 adquirindo estruturas
tridimensionais bem determinadas.

o As células produzem varios tipos funcionalmente diferentes de RNA,
comoe 0 RNA mensageiro (mRNA), que transporta as instrugdes de como
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fazer proteinas; o RNA ribossomal (rRNA), que ¢ um dos componentes
dos ribossomos, € 0 RNA transportador ({RNA), que atua como molécula
adaptadora na sintese de proteinas.

A transcrigio ¢ iniciada em regides do DNA denominadas promotores.
para a iniciaclo da transcricdo, as polimerases eucaridticas necessitam
da montagem de um complexo de fatores gerais de transcricdo sobre o
promotor, ao passo que a RNA-polimerase bacteriana necessita apenas
de uma subunidade adicional, denominada fator sigma.

No DNA eucariético, a maioria dos genes é composta por uma série de
pequenas regides codificadoras menores (éxons) interespagadas por re-
gides ndo cedificadoras (introns). Quando um gene eucarioto é trans-
crito do DNA para RNA, tanto os éxons quanto os introns sfo copiados.

Os introns s&o removidos dos transcritos de RNA no ntcleo pelo proces-
so de splicing do RNA, Em uma reagéo catalisada por pequenos comple-
xos ribonucleoproteicos conhecidos como snRNPs, os introns sdo exci-
sados do transcrito primdério, e os éxons s80 unidos uns aos outros.

Os mRNAs eucaridticos passam por uma série de etapas adicionais de
processamento anies de deixarem o nticleo, como o capeamento do RNA
e a poliadenilacdo. Essas reagbes, juntamente com o splicing, ocorrem
conforme o RNA estd sendo transcrito. A seguir, o mRNA maduro é
transportado para o citoplasma.

A tradugao da sequéncia de nucleotideos do mRNA em proteina ocorre
no citoplasma em grandes agregados ribonucleoproteicos denominados
ribossomos, Conforme o mRNA desliza pelo ribossomo, sua mensagem
¢ traduzida em proteina.

A sequéncia de nucleotideos do mRNA € lida em grupos de trés nucleoti-
deos (cédons), cada cédon correspondendo a um aminodcido.

A correspondéncia entre os aminodacidos e os cédons é determinada pelo
codigo genético. As possiveis combinagoes de 4 diferentes nucleotideos
no RNA originam 64 diferentes cédons no ¢édigo genético. A maioria dos
aminoacidos € determinada por mais de um cddon.

Os tRNAs atuam como molécula adaptadora na sintese proteica. Enzi-
mas denominadas aminoacil-tRNA-sintetases acoplam os aminodcidos
aos tRNAs adequados. Cada (RNA contém uma sequéncia de trés nucleo-
tideos, o anticéddon, que se associa ac cddon sobre o mRNA pelo parea-
mento de bases complementares entre o cddon ¢ o anticddon,

A sintese de proteinas tem inicio quando um ribossomo se organiza so-
bre um cédon de iniciagdo (AUG) no mRNA - um processo que é regulado
por proteinas dencminadas fatores de iniclaclo da traducdo. A cadeia
proteica completa ¢ liberada do ribossomo quando um cédon de termi-
nagdo (UAA, UAG ou UGA) é alcancado.

A ligaciio sequencial de aminoacidos originando uma cadeia polipeptidi-
ca é catalisada por uma molécula de rRNA na subunidade grande ribos-
somal. Assim, o ribossomo é um exemplo de ribozima, uma molécula de
RNA capaz de catalisar uma reagfo quimica.

A degradagao de proteinas nas células é cuidadosamente controlada. Al-
gumas proteinas séo degradadas no citosol por grandes complexos pro-
teicos denominados proteassomos.

Considerando nosso conhecimento dos organismos atuais e das molé-
culas que eles contém, parece razoavel afirmar que os sistemas vivos se
originaram a partir da evolugdo de moléculas RNA capazes de catalisar
sua propria replicagio.

Fol proposto que, conforme as células evoluiram, a dupla-hélice de DNA
substituiu o RNA como uma molécula mais estavel para o armazena-
mento de informacao genética, e as protefnas substitufram os RNAs
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como principais componentes catallticos e estruturais. No entanto, reg.
¢des importantes, como a formacio das ligacdes peptidicas, sio ain-
da catalizadas por RNA; o que, podemos pensar, nos permite vislumbray
uma parcela do antigo mundo com base em RNA,

TESTE SEU CONHECIMENTO

QUESTAQ 7-7

Quais das seguintes afirmacées estdo coretas? Justifique suas
respostas.

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

B. Todos os mRNAs se dobram, adquirindo esiruturas tridi-
mensionais particulares, as quais s&o necessérias para sua
tradugio.

C. As suburidades grande e peguena de um dado ribossomo
permanecern sempre unidas entre elas @ nunca substituem a
subunidade acompanhante.

D. Os ribossomos sdo organelas citoplasmaticas encapsuiadas
por uma membrana lnica.

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

F. Um mRNA deve conter a sequéncia
ATTGACCCCGGTCAA.

G. A quentidade de proteina presente em uma célula em um
dado estado depende da taxa de sintese dessa proteina, de
sua atividade catalitica e de sua taxa de degradacio,

QUESTAO 7-8

A proteina Lacheinmal é uma proteina hipotética que faz as pes-
soas sorrirem mais frequentemente. Ela se encontra inativa em
muitos individuos cronicamente infelizes, O mRNA isolado a par-
tir de diferentes pessoas infelizes pertencentes a mesma familia
revelou a auséncia de um segmento internc ao gene de 173 nu-
cleotideos, o qual estava presente no mRNA Lacheinmal isolado
a partir de um grupo-controle de pessoas geralmente felizes, A
sequéncia do DNA do gene Lacheinmal de familias felizes e infe-
lizes foi determinada e comparada. 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 alteragio em um dnico nucleotideo de um gene pu-
desse causar a delegio observada no mRNA? Observe que essa
€ uma delecgio interna ac mRNA. [2] Assumindo-se que as 173
bases deletadas removem sequéncias codificadoras do mRNA
Lacheinmal, quais seriam as diferengas entre a proteina Lachein-
mal de pessoas felizes e a de pessoas infelizes?)

QUESTAO 7-9

Utilize o cédigo genético ilustradlo na Figura 7-24 para identificar
quals das seguintes sequéncias nucleotidicas codificarfo uma se-
quéncia polipeptidica arginina-glicina-aspartato:

A. B-AGA-GGA-GAU-3

8. 5-ACA-CCC-ACU-3

C. 5-GGG-AAA-UUY-3

D. 5-CGG-GGU-GAC-3

QUESTAC 7-10

“As ligacdes que se formam entre o anticddon de uma molécula
tRNA e os trés nucleotideos de um cdden sobre ¢ mRNA séo
. Complete essa sentenga com cada uma das opgdes
seguintes e explique o porgué de as frases estarem corretas ou
incorretas.
A. Ligagbes covalentes formadas por hidrélise de GTP.
B. Pontes de hidrogénio que se formam quando o tRNA esta no
sitic A,

C. Quebradas pela translocag¢do do ribossomo sobre o mRNA.

QUESTAO 7-11

Liste as definiches comuns encontradas em dicionério para os
termos replicagdo, transcricdo e traducdo. Ao lado de cada de-

pre
cat
trig
me
da

de:

no
ga
cda
dis

est
fivi




 finigao, liste o significado especifico de cada um desses termos
-aplicado a células vivas.

{ QUESTAO 7-12

" Em um mundo alienigena, o codigo genético é escrito em pares
de nucleotideos, Quantos aminoécides esse cddigo pode deter
* mainar? Em um mundo diferente, um cddigo de tripletes ¢ usa-
do, mas a sequéncia dos nucleotideos ndo & importante, sendo
apenas considerada a presenga ou auséncia de cada tipo de nu-
clectidec. Quantos aminodcidos esse codigo genético poderia
determinar? Vocé poderia imaginar algum problema referente &
sraduglo desses codigos?

' QUESTAC 7-13

Uma caracteristica impressionante do codigo genético ¢ o fato
de amincacidos que apresentam propriecdades quimicas simila-
res frequentemente possuirerm codons similares. Desse modo,
cédons com U ou C como segundo nucleotideo tendem a es-
pecificar aminadcidos hidrofdbicos. Vocd pode sugerir uma ex-
plicagdo plausivel para esse fendmeno considerando a evolugiio
inicial da maquinaria de sintese proteica?

OUESTAO 7-14

Uma mutagdo no DNA gera um cddon de terminago UGA
no meio de um RNA que codifica uma determinada proteina.
Uma segunda mutage nessa célula leva 3 alieracio de um dni-
ce nucleotideo sobre um tRNA e permite a tradugio correta da
protelna; ou seja, essa segunda mutagio “suprime” o defeito
causado pela primeira. O tRNA alterado traduz o UGA come
triptofano. Que alteragdo nucleotidica provavelmente ccorreu na
molécula mutante de tRNA? Quals as consequéncias potenciais
da presenca de tal tRNA mutade na tradugiio dos genes normais
dessa céluia?

QUESTAQ 7-15

Q carregamento de um tRNA com um aminoacide pode ser re-
presentado pela seguinte equagio:

aminoacido + tRNA + ATP —» amincacil-tRNA + AMP + PP,

onde PP, representa o pirofosfato {ver Figura 3-40). No arni-
noacil-tRNA, o aminoacido e o tRNA estio ligados por uma k-
gagio de alta energia; uma grande parte da energia derivada
da hidrdlise de ATP é estocads desse modo nessa ligagiio e estd
disponivel para conduzir a formagic de ligagées peptidicas em
estdgios postericres da sintese proteica. A alteracdo de energia
livre da reagio de carregamento ilustrada na equagéo é préxima
de zero e, consequentemente, niio se esperaria que favorecesse
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a associagio do amincéacido ao tRNA. Que etapa suplementar
que direcionaria a ocorréncia da reagiio pode ser sugerida?

QUESTAC 7-16

A. O peso molecular médio das proteinas de uma célula é de
aproximadamente 30.000 délons. Algumas proteinas, no
entanto, sdo muito maiores. A maior cadeia polipeptidica
corhecida produzida por uma célula se refere 3 proteina de-
norminada titina (produzida em células musculares de mamife-
ros), que possul um peso moleculer de 3.000.000 de dalens,
Estime o tempo necessdrio para que uma célula muscular tra-
duza uma molécula de mRNA que codifica z titina {(considere
o peso molecular médio de um aminoécido igual 2 120 e uma
taxa de traduglo de dois aminoédcidos por segundo para célu-
las eucaridticas).

B. A sintese proteica ¢ bastante exata: 4 cometido apenas um
erro a cada 10.000 amincécidos unidos. Qual é a fragio de
moléculas proteicas de tamanho médio e de moléculas de
titina que s#o sintetizadas sem qualquer erro? (Dica: a pro-
babilidade P de obter uma proteina livre de erros é dada
por P=(1 - £), onde E é a taxa de erros e n o nlmero de
aminodcidos.)

C. O peso molecular combinado de todas as proteinas ribosso-
mais eucaridticas é de aproximadamente 2,5 x 10° daltons.
Seria vantajoso sintetiza-las sob a forma de uma tnica pro-
teina?

D. A transcriglo ocorre a uma taxa de aproximadamente 30 nu-
cleotideos por segundo. Seria possivel calcular o tempo ne-
cesséric para a sintese do mRNA da titina a partir das informa-
¢bes anteriormente fornecicas?

QUESTAQ 7-17

Quals das seguintes altera¢des mutacionais podem ser conside-
radas como deletérias para um organismo? Justifique suas res-
postas.

A. Insergio de um Unico nucleotideo préxime ao fim da sequén-
cia codificadora.

B. Delegio de um dnico nuclectideo préximo ao inicio da se-
quéncia codificadora.

C. Delegdo de trés nucleotideos consecutivos na regiio mediana
da sequéncia codificadora,

D. Deleglic de quatro nucleotideos consecutivos na regido me-
diana da sequéncia codificadora.

E. Substituicdo de um nucleotideo por outro na regiio mediana
da sequéncia codificadora.




