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Transcricao e
Regulacao Génica

Marilis do Valle Marques e Regina Lucia Baldini

Neste capitulo serd abordado o processo de transcri¢ao, no qual um RNA é gerado com base em uma sequéncia de
DNA. A sintese do RNA usando o DNA como molde é feita pela enzima RNA polimerase, que inicia a sintese em uma
regidao do DNA chamada promotor, e termina em uma regido chamada terminador. A afinidade da enzima pelo
promotor pode ser aumentada pela acdo de fatores ativadores, ou reprimida pela acdo de fatores repressores de
transcricao. Enquanto bactérias apresentam apenas uma RNA polimerase, eucariotos apresentam um numero maior,
com conjuntos de genes-alvos especificos. Os transcritos bacterianos sdo produzidos ja em sua forma final, mas os
transcritos primarios de eucariotos geralmente passam por varias etapas de processamento desde sua sintese no
nucleo até sua tradugao no ribossomo. A regulagdo da expressao génica torna possivel a diferenciagéo celular e
respostas diferentes das células a seu ambiente.

Mecanismos de transcricao

O processo de transcri¢do consiste na conversdo de uma sequéncia de nucleotideos do DNA em uma copia dessa
sequéncia sintetizada agora em uma molécula de RNA. O RNA ¢ uma longa cadeia composta de ribonucleotideos, e
existe principalmente na forma de fita simples, o que possibilita o pareamento intramolecular de bases. Esse
pareamento leva os RNA celulares a assumirem muitas formas distintas e interagirem com varias outras moléculas,
atestando sua versatilidade. Todas as moléculas de RNA da célula, ou seja, os RNA transportadores (tRNA), os
RNA ribossomicos (rRNA), os RNA mensageiros (mMRNA) e os RNA regulatorios e cataliticos sdo obtidos por meio
desse processo.

As primeiras evidéncias de que o RNA ¢ derivado do DNA vieram do trabalho de Volkin e Astrachan em 1956,
estudando a infecg¢do da bactéria Escherichia coli pelo fago T2. Eles observaram que logo apds a infecg¢do havia
uma grande sintese de RNA, e que este tinha uma composi¢do de bases similar 8 do DNA do fago. Neste capitulo
serdo abordados os detalhes desse processo e como ele € regulado nas bactérias e nos organismos eucarioticos.

Sequéncias especificas no DNA delimitam unidades de transcricao

O DNA ¢ constituido por uma longa sequéncia de nucleotideos, podendo ser organizado em um ou mais
cromossomos, ou unidades de replicacdo independente. A fungdo do DNA ¢ codificar as informacdes necessarias a
manutengdo da célula e da integridade do organismo, mas a molécula de DNA nédo tem atividade propria além de
sua manuten¢do. A informagdo do DNA tem de ser convertida na molécula de RNA, e esta, por sua vez, podera
exercer as diferentes fungoes, diretamente como RNA mesmo ou codificando as proteinas celulares.

Embora boa parte do DNA seja importante para codificar essas informagdes, nem toda essa sequéncia ¢
essencial. Como a célula pode, entdo, distinguir quais partes dessa sequéncia tém significado e devem ser
transformadas em RNA? A resposta esta na propria sequéncia. Os sistemas enzimaticos que realizardo a sintese do
RNA reconhecem sequéncias especificas no DNA para iniciar o processo a partir daquele ponto, e outras sequéncias
que informam quando o processo deve terminar.

Uma unidade de transcrigdo é delimitada por uma sequéncia no DNA chamada promotor, na qual se inicia a
transcri¢do, e uma sequéncia chamada terminador, na qual se encerra a transcri¢do (Figura 6.1). Do promotor ao



terminador, uma unica fita de RNA ¢ sintetizada, correspondendo a essa regido do DNA. Apoés sua sintese, esse
RNA ainda pode sofrer processamentos que o modificam em tamanho ou sequéncia, dependendo de sua funcao,
como sera visto adiante.

Sintese de RNA é dividida em trés etapas bem definidas

A transcrig@o pode ser dividida em trés etapas: iniciagdo, elongagdo e terminagdo. A enzima que realiza a sintese do
RNA tendo o DNA como molde é a RNA polimerase, descoberta em 1960 por Samuel Weiss ¢ Jerard Hurwitz. As
RNA polimerases bacterianas sdo distintas das enzimas eucarioticas, pois as bactérias apresentam uma unica RNA
polimerase, enquanto os eucariotos dispdoem de pelo menos trés RNA polimerases nucleares distintas, além de uma
RNA polimerase mitocondrial, mais semelhante a de bactérias. Procariotos do dominio Arqueia apresentam apenas
uma RNA polimerase com estrutura e mecanismo de agdo mais parecida com a RNA polimerase 11 de eucariotos do
que com a RNA polimerase bacteriana. As RNA polimerases de bactérias e as trés polimerases conservadas em
eucariotos serdo abordadas separadamente mais adiante.
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Figura 6.1 Regibes principais identificadas em um operon bacteriano. Um promotor bacteriano composto por duas
sequéncias direciona a transcrigao a partir da posicao +1, e 0 mRNA produzido estende-se até um terminador. Dentro
do transcrito pode haver uma ou mais regides codificadoras, que tendem a ser reconhecidas pelos ribossomos de
maneira independente, dando origem a cada proteina.

A transcri¢do em bactérias comeca com o reconhecimento da sequéncia do promotor no DNA pela RNA
polimerase, que se liga a essa regido promotora formando um complexo fechado de transcrigao (Figura 6.2). Na
sequéncia, a enzima abre as fitas do DNA para possibilitar o reconhecimento da sequéncia de nucleotideos,
formando o chamado complexo aberto de transcrigdo. A regido de DNA aberta é chamada bolha de transcricdo.
Uma vez abertas as fitas, a enzima comeca a colocar os primeiros ribonucleotideos e ocorre, entdo, a transi¢ao para
a 2? fase, a elongac@o.

Na elongacdo da transcricdo, a RNA polimerase prossegue adicionando e ligando os ribonucleotideos
sequencialmente, gerando a molécula de RNA, sem se dissociar deste até o final. A RNA polimerase da bactéria E.
coli tem uma taxa de elongagdo in vivo de 20 a 50 nucleotideos por segundo a 37°C. Assim que uma RNA
polimerase sai do promotor e entra na fase de elongacdo, outra enzima pode se ligar ao promotor e iniciar uma nova
transcri¢do. Esse fato torna possivel que RNA necessarios em grande quantidade, como os RNA ribossémicos,
sejam gerados rapidamente na célula. Durante a elongacdo, o movimento da RNA polimerase pelo DNA causa uma
tor¢do da dupla-hélice. O avango da enzima aumenta o superenovelamento positivo a frente, ¢ causa um
desenovelamento do DNA atras da bolha de transcricdo. Essas alteragdes sdo corrigidas pela agdo das
topoisomerases de DNA (ver Capitulo 3).
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Figura 6.2 Etapas do inicio da transcricao. A RNA polimerase reconhece as sequéncias do promotor e se liga ao
DNA, formando um complexo fechado de transcrigdo. Na sequéncia, a enzima abre as fitas do DNA, formando a
chamada bolha de transcricdo, e os primeiros ribonucleotideos sdo colocados a partir da posicao +1. A RNA
polimerase movimenta-se mantendo as fitas do DNA separadas, e usa a fita-molde para colocar os ribonucleotideos
corretos em posigdo. A fita codificadora ndo participa do processo. A fita de RNA cresce pela adicdo dos
ribonucleotideos na extremidade 3’, o que faz com que o mMRNA seja sintetizado na diregédo 5°-3'.

A elongagdo da transcrigdo prossegue até que a RNA polimerase reconhega sinais que levem a dissociagdo do
complexo de transcrigdo. Em bactérias, esses sinais sdo bem conhecidos, ¢ podem ou ndo depender de proteinas
acessorias. Em eucariotos, existe mais de um modelo de terminagdo de transcri¢do, € o ponto de término ¢ mais
impreciso. As particularidades de cada sistema serdo abordadas posteriormente.

RNA polimerases usam DNA como molde para a sintese de RNA

Como ja discutido, apenas partes do DNA sdo usadas como codificadoras da informagdo que deve ser passada aos
RNA. Assim, a RNA polimerase posiciona-se no promotor de um gene para iniciar a sua transcricdo, ¢ segue
sempre a partir daquele ponto. Mas como a enzima sabe qual das duas fitas do DNA ¢ a que contém a informagao?

A resposta esta na estrutura da molécula de DNA, que apresenta cadeias antiparalelas, uma no sentido 5°-3” ¢ a
outra no sentido 3’-5’. A sequéncia reconhecida pela enzima como promotor encontra-se em uma das fitas, e é
unidirecional, ou seja, a RNA polimerase prossegue somente daquele ponto na dire¢@o 3’ da fita em que se encontra
0 promotor.

A RNA polimerase reconhece, entdo, a fita em que se encontra o promotor como a fita cujo cédigo deve ser
copiado. Essa ¢ a chamada fita codificadora, e sua sequéncia ¢ a mesma a ser transcrita no RNA, com a substitui¢ao
de timinas por uracilas (ver Figura 6.1). Para sintetizar o RNA com essa sequéncia, a enzima faz uso da outra fita,
chamada fita-molde, como informacdo para a colocagdo dos ribonucleotideos na ordem correta. Assim, ao abrir as



fitas do DNA, a fita-molde ¢é encaixada em uma fenda da RNA polimerase, e a enzima sintetizara o RNA colocando
os ribonucleotideos complementares aos dessa fita.

RNA polimerases catalisam a formacao de ligacoes fosfodiéster entre ribonucleotideos

A RNA polimerase tem uma propriedade muito importante: ela consegue iniciar a polimerizacdo de uma fita de
RNA sem nenhum iniciador, ou seja, colocando o 12 nucleotideo. Essa capacidade ¢ essencial na transcricdo e
também na replicagdo do DNA, pois a DNA polimerase ndo dispde dessa capacidade, ¢ apenas estende as fitas com
uma extremidade 3’OH livre (necessitando, portanto, de um iniciador — primer). Assim, uma RNA polimerase
chamada primase realiza a sintese de pequenos trechos de RNA para a DNA polimerase estender (ver Capitulo 3).
No caso da transcri¢do, o 12 nucleotideo ¢ colocado a poucas bases de distancia do promotor, sempre respeitando a
complementaridade de bases com a fita-molde, e essa posi¢ao ¢ chamada de posi¢do +1.

A RNA polimerase catalisa a sintese do RNA usando como substrato ribonucleotideos contendo um grupo
trifosfato (ATP, UTP, CTP ou GTP) na posicdo 5°. Apods a colocagdo do 1° nucleotideo, o proximo nucleotideo
trifosfato a ser incorporado é ligado covalentemente ao 12, e assim sucessivamente até o final da transcrigdo. A
ligagdo entre os ribonucleotideos ocorre com a remogdo de 2 dos 3 grupos fosfato do NTP, e a ligacdo do 12 grupo
fosfato (o fosfato alfa) do 22 nucleotideo ao grupo OH da posi¢do 3’ do 12 (Figura 6.3). Esse tipo de ligagao ¢é
chamado ligacdo fosfodiéster, pois o grupo fosfato forma uma ligagdo do tipo éster entre os dois nucleotideos.
Como a ligacdo dos préoximos nucleotideos ocorre na posigdo 3’ na cadeia, a fita de RNA aumenta sempre na
direcdo 5°-3’, como toda a polimerizagdo de acidos nucleicos.

Transcricao em bactérias

Os genes bacterianos podem se organizar de duas maneiras quanto & transcricdo: genes transcritos sozinhos
(chamados monocistrdnicos) ou mais de um gene cotranscrito (policistronicos). Quando mais de um gene ¢
transcrito em um Unico RNA, esse conjunto de genes ¢ chamado de operon, e as proteinas codificadas por eles
costumam ser relacionadas em suas fungdes, em geral uma mesma via metabolica da célula. A estrutura do operon
foi identificada pela primeira vez pelos pesquisadores Frangois Jacob e Jacques Monod para o operon de uso da
lactose de E. coli, em 1961 (ver boxe “A descoberta da regulagdo génica”). Esses pesquisadores ganharam o Prémio
Nobel por suas descobertas sobre a regulacdo desse operon, processo que serd explicado mais adiante neste
Capitulo. Uma das vantagens desse tipo de arranjo é que genes que realizam uma fun¢do comum podem ser
corregulados, facilitando sua expressdo conjunta.

Promotor bacteriano é composto por duas regioes discretas

Sejam monocistrdnicos ou policistronicos, todos os genes sdo transcritos a partir de uma regido chamada promotor.
Essa ¢ a regido reconhecida pela RNA polimerase para se ligar, abrir as fitas ¢ iniciar a sintese do RNA. O promotor
bacteriano ¢ composto por duas regides distintas no DNA, uma localizada cerca de 10 pb a montante do sitio de
inicio de transcri¢do (chamada regido —10) e outra localizada a cerca de 35 pb a montante do sitio de inicio de
transcri¢do (chamada regido —35) (Figura 6.4 A). O sitio de inicio de transcri¢@o, no qual o 1° nucleotideo do RNA ¢
adicionado, ¢ chamado de +1 (ndo ha zero nessa escala, a posicdo antes de +1 é —1). A regido —35 € o sitio de
ligacdo reconhecido pela RNA polimerase para se ligar ao DNA. A regido —10 geralmente é ricaem Ae T, e é o
sitio no qual sdo abertas as fitas do DNA (o par A—T ¢ mais facil de ser separado que G—C, por conter apenas duas
ligacdes de hidrogénio entre as bases). Além dessas, a regido a montante da posicdo —35 também pode ter papel na
estabilizacdo da interagdo DNA—RNA polimerase.
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Figura 6.3 Incorporacdo dos nucleotideos na cadeia. A RNA polimerase usa ribonucleotideos trifosfato como
substratos e, ao incorpora-los na cadeia nascente de RNA, remove os dois grupos fosfato mais externos (chamados
fosfato beta e gama) na forma de pirofosfato. O fosfato mais interno (a) sera usado na estrutura do RNA para fazer a
ponte fosfodiéster entre os agucares.

O promotor ¢ sempre unidirecional, o que significa que as sequéncias —35 e —10 definem a direcdo da
transcricdo e a fita a ser transcrita. A RNA polimerase liga-se somente de uma maneira ao promotor, € a transcri¢ao
sempre ocorrera na diregdo da posi¢do +1 em diante.

Embora todos os genes sejam transcritos a partir de um promotor, existem promotores que recrutam mais
eficientemente a RNA polimerase do que outros. Os promotores eficientes sdo chamados promotores fortes; e os
menos eficientes, promotores fracos. O que define se um promotor ¢ forte ou fraco sdo as sequéncias —10 ¢ —35, de
maneira que, quanto mais a sequéncia de bases for bem reconhecida pelas subunidades da RNA polimerase, mais
eficiente ¢ o promotor.

Fatores sigma sao necessarios para identificar o promotor

RNA polimerase bacteriana ¢ composta de duas subunidades alfa (40 kDa cada), uma subunidade beta (155 kDa),
uma beta’ (160 kDa), uma 6mega (10 kDa), que sdo constantes, e um fator variavel chamado sigma (Figura 6.4 B).
As subunidades alfa, beta, beta’ ¢ dmega formam o cerne da RNA polimerase, que é a parte da enzima que
realmente catalisa a sintese de RNA. Os fatores sigma s3o as subunidades que identificam as sequéncias do
promotor ¢ fazem com que a RNA polimerase se ligue nessa regido. Cada fator sigma distinto reconhece um
promotor de sequéncia diferente, o que significa que, variando o fator sigma, a célula pode controlar a expressao de
jogos de genes distintos a cada momento.

A elongacao da transcricao requer apenas o cerne da RNA polimerase

A RNA polimerase contendo o fator sigma ¢ chamada holoenzima. A holoenzima liga-se ao promotor do gene e
realiza a abertura das fitas do DNA entre as posi¢cdes —10 e +1 para dar inicio a sintese do RNA. Entretanto, o fator
sigma dificulta o movimento da RNA polimerase, por estar ligado ao promotor. Ao iniciar a sintese do RNA, a RNA
polimerase separa-se do fator sigma ¢ somente o cerne da RNA polimerase prossegue para a etapa de elongacdo da
transcrigdo (Figura 6.5). A elongagdo da transcricdo ndo ocorre de maneira uniforme: varias pausas na elongagao
ocorrem durante o caminho, ¢ essas pausas tém papel também na regulagdo desse processo, como sera visto
posteriormente.

A descoberta da regulacao génica



Em 2011 foi comemorado o cinquentendrio da publicacdo do trabalho de Frangois Jacob e Jacques Monod sobre o sistema de regulacao da
expressao dos genes de utilizagdo da lactose em E. coli. Esse trabalho foi uma revisao de seus resultados anteriores, na qual propuseram que haveria
genes regulatorios, codificadores de fatores que regulavam a expressao de outros genes de maneira coordenada. Esses fatores foram propostos
como sendo inibidores da expressao, e foram chamados repressores (os ativadores s6 foram descritos mais tarde). 0 modelo de repressores
explicava a requlacdo da expressao da enzima betagalactosidase e também o controle da lisogenia do fago lambda, dois objetos de pesquisa
genética da época. Entretanto, nesse trabalho eles ainda ndo conheciam a natureza quimica dos repressores, e cogitaram ser RNA ou proteinas, pois
ambos poderiam exercer essa fungao. Hoje ja se sabe que RNA regulatdrios sao extremamente importantes e agem regulando a estabilidade do
mRNA e sua tradugdo, tanto em procariotos como em eucariotos. O trabalho de Jacob e Monod previa essa possi-bilidade ja ha 50 anos. Nesse
trabalho também foi lancada a ideia de operon, que seria uma série de genes que participariam na mesma via biossintética e seriam corregulados.
Alguns anos depois, um trabalho desses pesquisadores definiu a existéncia do promotor, o sitio no qual se inicia a transcricdo (Jacob et al., 1964).

A publicacdo do trabalho de 1961 estabeleceu um paradigma revoluciondrio, haja vista que até entdo somente se conhecia a requlagdo da
atividade ou sintese de proteinas, como enzimas. O reconhecimento de sua importéncia foi imediato, e poucos anos depois, em 1965, Francois
Jacob, André Lwoff e Jacques Monod receberam o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina.
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Figura 6.4 Estrutura de um promotor bacteriano tipico. A. O promotor bacteriano € composto de duas sequéncias,
uma localizada em torno da posi¢ao —35, e outra, da posi¢cao —10. A regido —35 € o principal sitio de reconhecimento
pela RNA polimerase, enquanto a posi¢éo —10 é o sitio de abertura das fitas. B. RNA polimerase é composta de duas
subunidades alfa, uma beta, uma beta’ e uma subunidade variavel sigma. A subunidade sigma reconhece as
sequéncias do promotor e posiciona a enzima. As subunidades alfa apresentam dois dominios, com o dominio
aminoterminal contatando as subunidades beta e beta’ e o dominio carboxiterminal reconhecendo sequéncias
adicionais a montante do promotor, auxiliando a localizagao da enzima no DNA.

Outro aspecto importantissimo a ser considerado sobre esse processo € que, por ndo apresentar membrana
nuclear, 0 DNA ¢ transcrito em mRNA e este é simultaneamente traduzido em proteinas. A medida que 0 mRNA
surge da RNA polimerase que estd caminhando no DNA, ele ¢ imediatamente ligado por ribossomos que iniciam a
sintese proteica (Figura 6.5 C). Assim, cada regido codificadora no DNA pode gerar muitas copias de transcrito, ¢ a
partir de cada transcrito sdo sintetizadas muitas copias de proteina, amplificando o processo.
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Figura 6.5 Elongacao da transcrigdo e acoplamento com a tradugéo. Apos a adigao de alguns ribonucleotideos (A), a
RNA polimerase pode liberar a subunidade sigma (B) e realizar a elongagao da transcricao somente com o cerne da
enzima. Em bactérias, a transcricdo da mensagem e sua leitura pelos ribossomos ocorrem simultaneamente, pela
auséncia de uma membrana nuclear (C).

Terminacao da transcricao pode ou nao requerer uma proteina terminadora

A elongacdo da transcri¢do prossegue até determinado ponto, que a RNA polimerase reconhece como sitio de
término da transcri¢do, chamado terminador. Mas como a enzima sabe onde terminar? Existem dois tipos de
sistemas para a terminacdo da transcricdo em bactérias: um dependente de uma proteina, e outro, independente.
Primeiramente sera detalhado o sistema que ndo depende de uma proteina, a chamada terminag&o intrinseca.

Na terminacdo intrinseca, a informagdo para a RNA polimerase terminar a transcricdo nao estd no DNA, mas
sim no RNA. De fato, algumas sequéncias podem formar estruturas de grampos se houver suficiente
complementaridade de bases dentro da mesma molécula (Figura 6.6 A). Essas estruturas de grampo sdao formadas
assim que o RNA ¢ transcrito, e causam uma pausa longa no movimento da RNA polimerase. Se logo apos essa
estrutura de grampo houver muitas uracilas no RNA, a ligagdo DNA-RNA fica muito instavel, pois o pareamento
A-U ¢ bastante fraco. Toda essa situagdo faz com que a ligagdo entre RNA polimerase-DNA-RNA se desfaca,
terminando a transcrigdo. Assim, o terminador intrinseco ¢ composto por uma estrutura de grampo seguida de varias
uracilas no RNA.

Embora esse sistema seja bastante simples, ele € usado em boa parte dos genes bacterianos, € mesmo assim
muitos outros genes nao apresentam esse tipo de terminador. A transcri¢do desses genes, entdo, deve ser terminada
por outro sistema, que requer o fator de terminacdo de transcricdo Rho. A proteina Rho organiza-se como um
hexamero de subunidades iguais que forma uma estrutura em forma de anel aberto. Esse fator reconhece uma
sequéncia de ligacdo no RNA chamada de sitio rut, posicionado um pouco antes do local em que a transcri¢do deve
terminar. Ao mesmo tempo em que a RNA polimerase esta estendendo o RNA, Rho liga-se ao rut, e hidrolisa ATP
para obter energia para se mover sobre 0 RNA até encontrar a RNA polimerase no sitio de terminacdo. A RNA
polimerase tende a fazer uma pausa longa nesse sitio, e, ao encontrar o complexo de transcricdo, Rho causa sua
dissociacao, terminando a transcri¢do (Figura 6.6 B).



Figura 6.6 Estrutura de terminadores de transcrigdo. A. Um terminador intrinseco ocorre quando ha formagao de uma
estrutura de alga e haste (formando um grampo) no mRNA seguida de varias uracilas. Essa estrutura, dentro do
complexo DNA-RNA polimerase-mRNA, causa a separagdo da RNA polimerase e o término da transcricdo. B. Um
terminador dependente de Rho ocorre quando é transcrita uma sequéncia especifica no mMRNA chamada rut, que é
reconhecida pela proteina Rho. Rho liga-se ao mRNA e percorre 0 mRNA na diregdo 5'-3’, até alcangar a RNA
polimerase e promover a dissolugdo do complexo de transcrigao.

Regulacao da transcricao em bactérias

As bactérias tém a economia como principio basico. A expressdo gé€nica ¢ um processo que demanda uma
quantidade razodvel de energia, portanto s6 devera ocorrer na situacdo em que houver necessidade daquele produto
génico. O inicio da transcri¢do € o ponto de maior regulacdo desse processo, pois, se ndo ha necessidade do produto
na célula, a transcri¢do do gene nem se inicia.

A regulacdo da transcri¢do ¢é exercida em dois niveis: nas sequéncias regulatdrias presentes no DNA (chamados
fatores em cis, ou na mesma molécula, ou “proximos”) e nos fatores regulatorios que reconhecem essas sequéncias
(chamados fatores em trans, ou podendo vir de outra molécula, ou “distantes”). A combina¢do desses fatores em cis
e em trans possibilita a expressdo regulada temporal e espacialmente, como sera visto a seguir.

Fatores sigma competem pelo cerne da RNA polimerase

O primeiro mecanismo para se regular o inicio da transcrigdo € o uso de diferentes fatores sigma ligados ao cerne da
RNA polimerase, como visto anteriormente. Os fatores sigma competem pelo cerne, que existe em quantidade
limitada na célula e, portanto, a concentracdo de determinado sigma na célula pode definir qual conjunto de genes
sera coordenadamente expresso naquele momento. A célula pode alterar rapidamente quais genes serdo transcritos
simplesmente aumentando a expressdo de um sigma e diminuindo a de outro. O conjunto de genes regulados por um
mesmo fator de transcri¢do ¢ chamado de regulon. Assim, o aumento da concentragdo do sigma B e a diminuigdo da
concentragdo do sigma A na célula leva ao aumento da expressdo do regulon do fator B ¢ diminuigdo da expressao
do regulon do fator A.

Fatores reguladores da transcricdao auxiliam ou dificultam a ligacdo da RNA polimerase ao
promotor

Outro mecanismo muito empregado para regular o inicio da transcri¢do ¢ o uso de proteinas que auxiliam ou
dificultam a ligagdo da RNA polimerase ao promotor. Essas proteinas sdo chamadas de fatores de transcricdo,
podendo aumentar a expressdo (chamadas de ativadores) ou diminuir a expressdo (chamadas de repressores), como
se descreve a seguir.



Os promotores fracos podem ser transcritos mais eficientemente com a ajuda de fatores ativadores, que sdo
proteinas que se ligam préximo ao promotor e ajudam a RNA polimerase a se ligar e iniciar a transcri¢do. Os fatores
ativadores costumam se ligar a montante da regido —35, e podem fazer contato com a subunidade alfa ou sigma da
RNA polimerase (Figura 6.7 A e B). A ligacao do fator ativador ao seu sitio no DNA pode ocorrer sozinha, mas em
alguns casos o ativador pode precisar se ligar a outra molécula para se tornar apto a ligar-se ao DNA. Essas
pequenas moléculas sdo chamadas indutores, pois estimulam (induzem) a transcrigdo. A ligacdo dos ativadores é
muito especifica, isto ¢, as proteinas reconhecem uma sequéncia de nucleotideos definida para se ligar, o que limita
o numero de genes do seu regulon.

A regulagdo génica em bactérias também costuma fazer uso de proteinas que impedem a transcri¢do, chamadas
de repressores. Os repressores tendem a se ligar a jusante da posi¢do —35, ou seja, na mesma posi¢ao de ligagdo da
RNA polimerase, e impedem a ligacdo desta. Em alguns casos, podem se ligar a jusante da regido +1, e impedir o
movimento da RNA polimerase (Figura 6.7 C). O sitio em que um repressor se liga ¢ chamado de operador, ¢
também ¢ uma sequéncia especifica para aquele repressor. Assim como com os ativadores, o repressor pode
necessitar da ligacdo de uma pequena molécula para poder se ligar ao DNA. Essa pequena molécula é chamada,
entdo, de correpressor.

RNA polimerase
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Figura 6.7 Posicionamento de fatores regulatérios da transcricgdo. Os ativadores de transcricdo posicionam-se
contatando a RNA polimerase, seja a subunidade alfa (A) ou sigma (B), e auxiliando a estabilizagdo da RNA
polimerase no promotor. Os repressores de transcricdo, em sua maioria, reconhecem sequéncias (operador)
sobrepostas ao promotor (C) e, ao se ligarem, impedem a ligagdo da RNA polimerase.



Quando pode ser usado o mecanismo de ativagdo ou repressao mediado por pequenas moléculas? Considere, por
exemplo, um operon que codifique enzimas de uma via metabdlica que degrade determinado substrato para usar o
produto. Quando a expressdo desse operon € necessaria? Apenas quando houver o substrato a ser metabolizado!
Assim, o substrato pode se ligar a um ativador e ajuda-lo a ligar ao DNA ou se ligar a um repressor ¢ tira-lo do
operador. Em qualquer desses casos, o resultado é o estimulo da transcri¢cdo desse operon, ou a indugdo dos genes.

Agora considere outro operon que codifique enzimas para a sintese de um composto do qual a célula precise.
Quando a expressdo desse operon € necessaria? Apenas quando ndo houver o produto na célula! Assim, o produto
pode se ligar a um repressor, ajudando-o a se ligar (como um correpressor), ou pode se ligar a um ativador e

remové-lo do DNA. Em qualquer dos casos, o resultado ¢ a diminui¢do da transcrigdo desse operon, ou a repressao
dos genes.

Operon lac é regulado simultaneamente por ativacao e repressao da transcricao

O mecanismo de regulacdo génica do operon /ac foi o primeiro sistema de regulacdo estudado pelos pesquisadores
Jacob ¢ Monod na década de 1960, e a compreensdo desse sistema promoveu um grande avango no estudo da
genética. O operon /ac consiste em trés genes, que juntos tornam possivel que a célula bacteriana use o agticar
lactose como fonte de carbono e energia (Figura 6.8). O primeiro gene ¢ o lacZ, que codifica a enzima
betagalactosidase, o segundo gene (lacY) codifica uma proteina de transporte de lactose, e o terceiro (lacA) codifica
uma enzima que modifica a lactose para ser internalizada. A enzima betagalactosidase cliva o dissacarideo lactose
nos monossacarideos glicose e galactose, e a célula usa a glicose como fonte de energia.
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Figura 6.8 Esquema da regiao do operon lac. O operon lac é composto por trés genes (lacZ, lacY e lacA) que séo
transcritos a partir do promotor P. A montante desse operon estd o gene que codifica o repressor Lacl. O repressor
Lacl pode ligar em operadores (O) no operon /lacZYA, impedindo a transcrigdo. Quando ha lactose no meio, ela se
liga ao repressor Lacl e leva ao desligamento do operador, promovendo o acesso da RNA polimerase.

Como discutido anteriormente, o /ac ¢ um operon de degradagdo de lactose para obter glicose, entdo a célula
deve expressar esses genes quando o substrato (que ¢ a lactose) estiver disponivel. O que ocorre € que, quando ndo
ha lactose no meio, a expressdo estd reprimida pela ligagdo de um repressor (a proteina Lacl) ao operador. O
repressor Lacl é um tetrAmero formado por subunidades iguais, que pode ligar em dois sitios operadores
simultaneamente. Quando ha lactose no meio, ela se liga ao repressor Lacl e causa seu desligamento do operador,
promovendo o acesso da RNA polimerase (Figura 6.8). Isso ocorre porque a ligacdo de lactose causa uma mudanga
de conformagao da proteina Lacl que separa os tetrdmeros.

A saida do repressor provoca uma inducdo perceptivel do operon lac, mas o promotor ¢ muito fraco, e os niveis
absolutos de expressdo mesmo sem o repressor ainda sdo baixos. Estudos realizados na década de 1950 mostraram
que a glicose inibia a sintese de enzimas para uso de outros agticares, e esse fenomeno foi chamado de repressdo

catabolica. Mais tarde foi observado que a repressdo catabolica atinge varios outros operons de uso de agucares,
além do operon /ac.



Como, entdo, a célula bacteriana percebe os niveis de glicose do meio? Essa resposta foi obtida por meio do
estudo do sistema de transporte de glicose em E. coli (Figura 6.9). Nessa bactéria, a glicose ¢ transportada pela
membrana citoplasmatica por um sistema de transporte (chamado de PTS), que fosforila a glicose durante o
transporte, transformando-a em glicose-6-fosfato. Enquanto ha glicose sendo transportada, o fosfato do sistema PTS
¢ direcionado para a glicose. Quando ndo hé mais glicose disponivel, o fosfato passa a ser direcionado para uma
enzima, chamada adenilato ciclase. Essa enzima converte ATP em uma molécula de AMP ciclico (Figura 6.9), que
se acumula no citoplasma. O AMP ciclico ¢ um coindutor para um ativador chamado CAP (catabolite activator
protein), ajudando esse ativador a se ligar ao DNA. O ativador CAP ligado ao AMPc ativa a expressdo de grande
numero de genes em reposta a caréncia de glicose. Esse nucleotideo modificado ¢ chamado de 2° mensageiro, pois
leva a mensagem de uma situagio extracelular (a caréncia de glicose) para dentro da célula. E importante notar que,
embora bem estabelecido para E. coli, esse sistema de transdug@o de sinais pode ser diferente em outras bactérias.
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Figura 6.9 Sistema de transporte de glicose em E. coli. A glicose é transportada pela membrana citoplasmatica pelo
sistema de transporte PTS, que fosforila a glicose durante o transporte, transformando-a em glicose-6-fosfato. Nesse
processo, a enzima adenilato ciclase estad inativa. Quando ndo ha mais glicose disponivel, o fosfato passa a ser
direcionado para a adenilato ciclase, ativando-a, gerando o 2° mensageiro AMP ciclico. O AMP ciclico liga-se ao
ativador CAP (catabolite activator protein), ajudando-o a se ligar ao DNA e ativar a expresséo de genes em reposta a
caréncia de glicose.

O operon /ac dispde, na sua regido a montante do promotor, de um sitio de ligagdo de CAP-AMPc. Quando ndo
ha glicose disponivel, ativa-se a transcricdo desse operon para promover o uso do acgucar lactose como fonte de
energia (Figura 6.10). Assim, o operon /lac sofre um grande aumento de expressdo quando existe lactose no meio
(que retira o repressor) e quando ndo existe glicose no meio (que causa a ligagao do ativador). Deve-se ressaltar que,
mesmo quando reprimido, o operon /ac ainda apresenta um nivel basal de transcrigdo, ja que o sistema de transporte
de lactose para dentro da célula precisa estar sempre disponivel na membrana citoplasmatica. A regulacdo modula
os niveis de expressdo de acordo com a disponibilidade de ambos os aglicares no meio.

Operon de sintese do triptofano é regulado na etapa da terminacao da transcricao

O operon de sintese do aminodcido triptofano consiste em cinco genes que codificam as enzimas necessarias dessa
via (Figura 6.11). O estudo desse operon em E. coli mostrou que ele so era expresso quando ndo havia triptofano no



meio, mas ndo na presen¢a do aminoacido, devido a ligagdo de um repressor a um sitio operador. O pesquisador
Charles Yanofsky estudou, em 1981, uma linhagem mutante que ndo apresentava o repressor de transcri¢do, e
observou que mesmo assim ainda ocorria aumento na transcri¢do quando o triptofano era retirado do meio. Ele
observou que mesmo quando havia triptofano no meio, se dava a transcricdo de uma regido inicial do operon. Na
presenca do aminodcido, ocorria uma termina¢do prematura da transcri¢do antes que os genes codificando as
enzimas fossem transcritos, € esse fenomeno foi chamado por Yanofsky de “atenuagdo de transcri¢do”. Isso significa
que existe um terminador de transcri¢do no inicio e outro no final do operon. Mas como a bactéria consegue
discriminar qual terminador usar?

Observou-se que na regido antes do primeiro terminador, chamada regido lider, existe uma fase aberta de leitura
que codifica um pequeno peptideo. Ao final dessa regido existe um terminador intrinseco, que forma uma estrutura
de grampo (pareando as sequéncias C e D) seguida de uridinas no mRNA (Figura 6.11). A regido antes do
terminador apresenta outras 2 sequéncias (A e B) que podem se parear formando outro grampo. O interessante ¢ que
as sequéncias B e C também podem parear entre si, ¢ as algas A/B e C/D deixam de existir e também,
consequentemente, o terminador (Figura 6.11).

Assim, quando na presenga de triptofano, as regides B/C pareiam, o terminador C/D ndo é formado e a RNA
polimerase passa por ele e transcreve o operon. Na auséncia de triptofano, as regides A/B e C/D pareiam, e o
terminador atenua a transcri¢do na regido lider. Mas como a presenga de triptofano interfere na formacao dos
grampos?

Para compreender isso, vale lembrar que, em bactérias, a transcri¢do ¢ a tradug¢do sdo acopladas! Ao mesmo
tempo em que a RNA polimerase estd transcrevendo o operon, os ribossomos estdo caminhando pelo mRNA.
Também ¢ preciso analisar a sequéncia de codons da regido lider. Essa regido do mRNA apresenta dois codons para
triptofano, localizados ao final da sequéncia A. Se a célula estd com triptofano abundante, os tRNA para triptofano
estardo carregados com aminodcido, e os ribossomos passardo rapidamente pelos codons. Entretanto, se ndo houver
muito triptofano disponivel, os ribossomos fardo pausas longas nesses cédons. Se o ribossomo parar nos cédons, a
sequéncia A ficard presa, e a sequéncia B estard livre para parear com C. Isso impede a formacgdo da alga de
terminagdo CD, e a transcri¢do continua. Se o ribossomo passar rapido por A ¢ B, C ficara livre para parear com D,
e haverd a formagdo do terminador CD, interrompendo a transcricdo (Figura 6.12). Assim, a atenuacdo de
transcri¢do exercida pelos ribossomos s6 € possivel em bactérias, pois em eucariotos €sses processos ocorrem em
compartimentos distintos da célula. Esse sistema de atenuagdo pelos ribossomos também ¢ usado em operons que
codificam a biossintese de outros aminoacidos, como fenilalanina e histidina, e suas regides-lider apresentam varios
codons para esses aminoacidos.

Na bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis, a regulagdo do operon do triptofano também ocorre por atenuagao
da transcrigdo, mas, nessa bactéria, quem regula a formacao do grampo de terminacdo ndo sdo os ribossomos. Em
Bacillus, uma proteina multimérica chamada TRAP (da sigla em inglés: trp RNA-binding attenuation protein) é
capaz de se ligar a regido lider do mRNA somente quando estd ligada ao triptofano. A ligagdo de TRAP ao lider
forma o grampo de terminacdo, impedindo a continuagdo da RNA polimerase. Quando ndo ha triptofano, a TRAP
ndo € capaz de se ligar ao mRNA e a transcri¢do continua.
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Figura 6.10 Interacdo dos sinais regulatorios do operon lac em E. coli. A expressdo € modulada pela ligacdo do
repressor Lacl e do ativador CAP, em resposta a disponibilidade de lactose (L) e glicose (G). Quando nao ha lactose
no meio, a ligacao do repressor Lacl possibilita apenas niveis minimos de transcrigdo. Quando nao ha glicose no
meio, CAP ligada ao AMPc ativa a transcrigdo. Assim, na presenga de ambos os agucares, a transcrigao ocorre em
nivel basal, pois a célula prefere usar glicose antes de lactose. Quando nao ha glicose e ha lactose, a expressao &
maxima, e é possivel usar a lactose.
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Figura 6.11 Esquema do operon de sintese do triptofano. O operon do triptofano € composto por cinco genes
codificando enzimas para a sintese desse aminoacido. A transcrigdo comega no promotor P e pode estender-se até
um terminador intrinseco no inicio do operon ou até um no final do operon. Um operador O ¢ o sitio de ligagdo do
repressor. A regido transcrita até o 1° terminador é chamada de regido-lider, e é traduzida em um pequeno peptideo.
Ao final da regiao lider existem quatro sequéncias que podem parear formando ou ndo um terminador intrinseco. Se
as sequéncias A e B pareiam, C e D podem parear e forma-se o terminador. As sequéncias B e C também podem
parear entre si, impedindo a formagao das algas A/B e C/D, ndo formando o terminador. Quando ha triptofano, as
regides B/C pareiam, o terminador C/D n&o é formado, e a RNA polimerase transcreve todo o operon. Na auséncia de
triptofano, as regides A/B e C/D pareiam, e o terminador atenua a transcrigao na regiao lider.
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Figura 6.12 Papel dos ribossomos na atenuacgao da transcrigdo do operon trp. A regido lider do mRNA apresenta dois
cédons para triptofano ao final da sequéncia A. Se ha triptofano abundante, os ribossomos passardo rapidamente
pelas sequéncias A e B, e havera a formagao do terminador CD, interrompendo a transcrigdo. Se ndao houver muito
triptofano disponivel, os ribossomos farao pausas longas nos codons, a sequéncia A ficara coberta pelo ribossomo e
a sequéncia B estara livre para parear com C, impedindo a formagéao da alga de terminagao CD, e continuando a
transcrigao.

Transcricao em eucariotos

O processo de transcricdo dos genes das células eucariotas apresenta diversas peculiaridades em relacdo a
transcri¢do em bactérias, apesar de o mecanismo de sintese de RNA usando o DNA como molde ser praticamente
idéntico. Em primeiro lugar, o DNA esta localizado no nucleo das células, enquanto a maioria das moléculas de



RNA desempenha seu papel no citoplasma. Nas células eucariotas, os RNA devem ser transportados do ntcleo para
o citoplasma. Assim, os processos de transcricdo e traducdo sdo completamente separados, ao contrario do
acoplamento existente em bactérias. Em segundo lugar, os genes eucariotos que codificam proteinas sdo
frequentemente interrompidos por sequéncias que nao fazem parte da mensagem final, traduzida em proteinas.
Essas sequéncias, denominadas introns, devem ser retiradas na maturagdo do mRNA, que também sofre outras
modificagdes para garantir sua estabilidade na viagem com destino ao citoplasma. Em terceiro lugar, o DNA dos
eucariotos estd em um estado de condensagdo muito mais compacto que o DNA de procariotos, com a presenca de
nucleossomos e outras proteinas que compdem a cromatina. Para que as RNA polimerases tenham acesso ao DNA,
ele precisa ser exposto. O processo de modificagcdo da cromatina ¢ altamente preciso, a fim de que os genes certos
sejam expressos no tipo celular e no tempo certos. Finalmente, eucariotos apresentam multiplas RNA polimerases
especializadas na transcri¢do de classes distintas de genes, diferentemente da tinica RNA polimerase dependente de
DNA presente em procariotos. Entretanto, todas as RNA polimerases apresentam subunidades homologas entre si,
demonstrando uma origem comum e a conservagao de estrutura e mecanismos de catalise.

Dada a grande complexidade das RNA polimerases eucariotas ¢ dos fatores de transcri¢do, como definir se
determinada proteina faz parte da RNA polimerase em si ou de fatores acessorios? Para facilitar a leitura das se¢des
subsequentes, serdo apresentados alguns conceitos e definigdes importantes.

Fazem parte das RNA polimerases as subunidades que ndo se dissociam durante todo o processo de transcrigéo,
da iniciacdo ao término. Além das subunidades envolvidas diretamente com a catdlise da ligagdo e o
reconhecimento do molde ¢ dos substratos, ha proteinas estruturais e com fungdo de se associar a proteinas do
complexo de transcrigdo basal e a proteinas regulatorias. Como o cerne da RNA polimerase de bactérias, as RNA
polimerases de eucariotos ndo sdo capazes de reconhecer as regides nas quais devem iniciar a transcri¢do. Para isso,
sd30 necessarios os fatores de transcricdo basal, especificos de cada polimerase e que reconhecem estruturas
conservadas nos promotores, formando com a RNA polimerase o complexo de transcri¢do basal. Esses fatores, com
funcdo analoga aos fatores sigma de bactéria, sdo essenciais para o posicionamento correto das polimerases no
promotor, mas se dissociam dela assim que a transcrigdo propriamente dita se inicia.

Os ativadores de transcrigdo sdo proteinas necessarias para aumentar a frequéncia com que os genes sio
transcritos e, na maioria dos casos, sdo também essenciais para a expressdo génica. Esses fatores reconhecem
sequéncias especificas no DNA e podem se associar diretamente a proteinas do complexo basal de transcricdo ¢ a
propria RNA polimerase, ligando-se a sitios de ativacdo encontrados nas proximidades do promotor. Alguns
ativadores, entretanto, ligam-se a regides no DNA distantes dos promotores e necessitam de proteinas que
funcionam como uma ponte de ligacdo entre os ativadores e o complexo basal. Essas proteinas intermediarias (as
pontes) sdo conhecidas como coativadores e ndo se ligam diretamente ao DNA, mas fazem diversas interagdes entre
proteinas. Os coativadores podem apenas servir como intermedidrios entre proteinas distantes ou, ainda, podem
modular a atividade dos ativadores de transcricdo por modificagdes, como fosforilagdo ou desfosforilagdo, por
exemplo.

Outra classe de complexos proteicos que tem papel importante na transcrig@o, e que ¢ descrita no Capitulo 10, &
composta pelos fatores de remodelamento da cromatina, que tornam os promotores mais ou menos acessiveis ao
aparato de transcricdo.

Diferentes RNA polimerases transcrevem diferentes classes de genes

Existem pelo menos trés RNA polimerases nucleares, denominadas I, I1 e III, em todos os eucariotos estudados até o
momento, além de RNA polimerases presentes em mitocondrias e cloroplastos. A RNA polimerase I localiza-se no
nucléolo e transcreve os genes dos rRNA 28S e 18S, sendo responsavel pela maior atividade de sintese de RNA na
célula em termos de quantidade de transcritos gerados. As RNA polimerases Il e III sdo distribuidas no
nucleoplasma. A RNA polimerase III sintetiza pequenos RNA nao codificantes, envolvidos na regulacdo génica, no
processamento de outros RNA e na tradugdo, entre eles o rRNA 5S e os tRNA. A RNA polimerase II responde pela
maior diversidade de transcritos. Todos o hnRNA (RNA nucleares heterogéneos), que compreendem os mRNA
ainda ndo processados e diversos RNA ndo codificantes, sdo sintetizados pela RNA polimerase II. A expressao
dessa enorme variabilidade de transcritos deve ser finamente regulada em um organismo com relagdo ao tempo e
tipo celular, sendo de extrema importancia a atuagdo de diferentes proteinas moduladoras da transcri¢do, como sera
abordado posteriormente neste capitulo.



Fatores de transcricao basal sao necessarios para o recrutamento das RNA polimerases aos
promotores

Todas as RNA polimerases de eucariotos apresentam-se como complexos de alto peso molecular, formados por
varias subunidades. Algumas dessas subunidades, como as que constituem o cerne estrutural e catalitico, sdo
conservadas, sendo equivalentes as subunidades alfa e beta’ em bactérias. Diferente da RNA polimerase bacteriana,
as RNA polimerases I, II e III ndo apresentam um fator sigma, que confere especificidade ao promotor. Isso faz com
que fatores de transcrigdo basal sejam essenciais para o recrutamento da polimerase a regido promotora dos genes e,
portanto, para o inicio da transcri¢do. Esses fatores ligam-se a regides especificas no DNA e interagem com a RNA
polimerase cognata, trazendo-a para a regido onde a transcri¢@o se inicia. O que faz com que cada RNA polimerase
transcreva apenas seu conjunto particular de genes é a combinacdo das sequéncias em cis nos promotores com o0s
fatores de transcri¢do basal que recrutam a RNA polimerase comprometida com aquele conjunto de genes. Apesar
de essenciais para que ocorra a transcri¢do in vivo, os fatores de transcricdo ndo sdo considerados parte integrante
das RNA polimerases, haja vista que ndo sdo necessarios apos o inicio da transcrigao.

Além das RNA polimerases I, II e III, presentes em todos os eucariotos e descritas com maiores detalhes a
seguir, RNA polimerases alternativas foram descritas recentemente. Em plantas, as RNA polimerases IV ¢ V,
similares & RNA polimerase 11, transcrevem pequenos RNA regulatdrios envolvidos com o silenciamento de genes
(ver Capitulo 11). A snRNAP-IV é uma RNA polimerase nuclear de mamiferos composta por apenas uma
subunidade, semelhante a RNA polimerase mitocondrial e que parece também estar envolvida com funcdes
regulatorias, além de transcrever genes estruturais em alguns tecidos.

Os promotores transcritos pela RNA polimerase I (Figura 6.13) apresentam um cerne ¢ um elemento a montante,
o UPE (upstream promoter element). O cerne do promotor localiza-se sobreposto ao sitio de inicio de transcrigao,
entre as posigdes -45 e +20, e costuma ser rico em GC, exceto por uma curta regido rica em AT préxima ao inicio de
transcri¢do. O UPE também é rico em GC e compreende a regido —180 a —107. E nessa regido que a proteina
monomérica denominada UBF (UPE-binding factor) se liga a fenda menor da hélice do DNA, enrolando-o em uma
volta de cerca de 360°, e promovendo a liga¢do de um segundo fator de transcri¢do basal, o SLI.
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Figura 6.13 Estrutura do promotor de RNA polimerase | e sequéncia de ligagdo dos fatores do complexo basal. UBF
(azul) é composto por duas subunidades e se liga a regido UPE, ocasionando uma tor¢do na dupla-fita do DNA e
ligando o fator de posicionamento SL1 (rosa). SL1, do qual a proteina TBP faz parte, reconhece o cerne do promotor
e traz a RNA polimerase | para iniciar a transcricao. Adaptada de Lewin et al., 2011.

SL1 reconhece o cerne do promotor e ¢ formado por quatro subunidades, entre elas a TBP, ou 74TA-binding-
protein, que € uma subunidade comum aos fatores de transcricdo basal das RNA polimerases I, II ¢ III e sera
descrita mais adiante (ver destaque na Figura 6.16). SL1 € o fator de posicionamento da RNA polimerase I, que se



associa a ela por meio de TBP, assegurando que a transcri¢do seja iniciada no ponto correto. Embora SL1 possa
exercer sua fungdo na auséncia de UBF, a frequéncia de eventos de inicio da transcricdo ¢ bastante aumentada em
sua presenca.

Ha trés tipos de promotores de RNA polimerase III (Figura 6.14): os promotores tipo 1 e tipo 2 sdo internos,
localizando-se na regido que sera efetivamente transcrita, a jusante do inicio de transcri¢do, e os do tipo 3 localizam-
se completamente a montante do inicio de transcrigdo.

Promotores tipo 1 e 2, que sdo conservados de leveduras até humanos, sdo compostos por regides denominadas
boxA, boxB e boxC. BoxA estd presente nos 2 tipos, enquanto boxC ¢ caracteristico de promotores do tipo 1, e
boxB, do tipo 2. Os genes de 5S rRNA apresentam promotores do tipo 1, nos quais se ligam em sequéncia os fatores
de transcricdo basal TFIIIA e TFIIC as regides boxA e boxC. Apds o desligamento de TFIIIA, o fator de
posicionamento TFIIIB ¢ recrutado e, por sua vez, se liga a regido do DNA a montante e incluindo o inicio de
transcri¢do. Apos a liberagdo de TFIIIC, ocorre a ligagdo da RNA polimerase III a TFIIIB e o inicio da transcricao.

Promotores do tipo 2 sdo encontrados a frente de genes presentes em regides ndo codificadoras do genoma e
genes de tRNA. TFIIIC liga-se as regides A e B desses promotores. A ligagdo de TFIIIB, com o recrutamento da
RNA polimerase III, ¢ o inicio da transcri¢do ocorrem de maneira analoga a dos promotores de classe 1.

TFIHIC é um grande complexo, formado por seis subunidades, enquanto TFIIIA compreende apenas uma
proteina com motivo de ligacdo a DNA. TFIIIB também ¢ composto por varias subunidades, dentre as quais se
destaca a TBP, proteina assim nomeada por sua capacidade de ligagdo a regido TATA-box de promotores de RNA
polimerase II e III. Entretanto, apesar de fazer parte dos complexos de posicionamento das RNA polimerases I, II e
111, a TBP néo se liga dirctamente ao DNA nos promotores de RNA polimerase I, nem aos promotores tipos 1 ¢ 2 da
RNA polimerase III. Sdo outras proteinas desses complexos que fazem o contato com as regides promotoras.

Promotores do tipo 3 sdo encontrados em plantas e animais, mas ndo em organismos unicelulares, como
leveduras, tendo surgido durante a evolucdo da multicelularidade. Esses promotores assemelham-se aos da RNA
polimerase II (descritos mais detalhadamente a seguir), contendo uma regido TATA-box na qual a TBP efetivamente
se liga, na posi¢do —30 do inicio de transcri¢ao, como parte de TFIIIB (Figura 6.14). Esses promotores, encontrados
a frente de um conjunto de genes de RNA ndo codificadores, compreendem também um elemento distal (DSE) a
cerca de 200 a 250 nucleotideos a montante do inicio de transcrigdo e um elemento proximal (PSE) na posi¢ao —50.
Esses elementos sdo sitios de reconhecimento de proteinas (Oct-1, Staf e PTF) e aumentam a transcri¢cdo a partir
desses promotores.

A RNA polimerase II é responsavel pela transcri¢do de todos os precursores de mRNA, entre outros. Dada a
variabilidade dos transcritos gerados e da especificidade de muitos deles em relagdo ao tipo celular, ao estado
fisiologico e a resposta da célula aos mais variados estimulos, os promotores de RNA polimerase II sdo os que
apresentam maior diversidade em relagdo a fatores de transcrigdo necessarios para a expressao de genes especificos,
chamados mais genericamente de ativadores de transcri¢do. Esses ativadores sdo fundamentais para o recrutamento
dos fatores de transcri¢do basal e, consequentemente, da propria RNA polimerase e serdo abordados no item a
seguir.
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Figura 6.14 A. Estrutura dos promotores internos de RNA polimerase Ill e sequéncia de ligagao dos fatores do
complexo basal. As regides de ligagdo dos complexos de montagem (TFIIIA para promotores tipo 1 e TFIIIC para tipo
2) localizam-se dentro da regido a ser transcrita. O fator de posicionamento TFIIIB liga-se em boxB apds os
complexos de montagem ja estarem no DNA e recrutam a RNA polimerase |l para o promotor. Apesar de TBP fazer
parte de TFIlIB, esta subunidade n&o se liga diretamente ao DNA. B. Estrutura dos promotores tipo 3 RNA polimerase
Ill e fatores do complexo basal. Nos promotores tipo 3, todos os elementos de ligagdo dos fatores de transcrigdo
basal localizam-se a montante do inicio de transcrigdo. A ligacdo de STAF e Oct1 ao sitio DSE aumenta fortemente a
transcricao desses promotores, cooperando com a ligagao do complexo PTF ao sitio PSE, que por sua vez interage
com TFIIIB. A proteina TBP nesse tipo de promotor liga-se diretamente ao elemento TATA, posicionando a RNA
polimerase Il e possibilitando o inicio da transcricdo. Adaptada de Lewin et al., 2011; Dumay-Odelot et al., 2010.

Apesar da grande diversidade de promotores de RNA polimerase II, ¢ possivel distinguir algumas regides
conservadas na maioria deles, ainda que sejam pequenas (Figura 6.15). Os promotores minimos para a RNA
polimerase 11, ou seja, aqueles que atendem aos requisitos basicos para o inicio da transcri¢do, apresentam a regido
iniciadora (Inr), com consenso Py,CAPys (em que Py representa uma pirimidina), sendo A o inicio da transcrigao.
Existem os promotores com sequéncias TATAA, o TATA-box, geralmente na posi¢do —25, relativo ao inicio de
transcrigdo. E na sequéncia TATA-box que se liga a proteina TBP (TATA binding protein), parte do grande fator de
transcri¢ao basal TFIID (Figura 6.16).

TBP, que também faz parte dos complexos de posicionamento das RNA polimerases I e III, é uma pequena
proteina dimérica em forma de sela que se associa a fenda menor da hélice do DNA em sua porg¢do interna, ficando
a externa exposta para se associar a outras proteinas (Figura 6.16) e faz parte, junto com outras 14 subunidades, do
fator de transcri¢do basal TFIID, que reconhece os promotores da RNA polimerase II. Ao se ligar a TBP, o DNA
sofre uma curvatura de cerca de 80°. Essa alteragdo estrutural desempenha um papel importante na organizagio do
complexo de transcrigdo, facilitando a interacdo entre proteinas que se associam a diferentes motivos no DNA e
tornando possivel que a transcri¢do se inicie em um ponto especifico.

Entretanto, grande parte dos promotores ndo apresentam TATA-box e geralmente contém outro elemento em cis,
denominado DPE (downstream promoter element), localizado entre +28 a +32 do inicio de transcricdo. Nesses
casos, outras subunidades de TFIID reconhecem as sequéncias Inr e/ou DPE, posicionando a RNA polimerase II no
promotor, € a TBP ndo faz contato direto com o DNA. Esses promotores ndo apresentam um Unico inicio de
transcri¢do bem definido, mas sim varios inicios préximos uns aos outros.

Além de TFIID, outros fatores de transcrigdo basal sdo necessarios para o inicio de transcri¢do (Tabela 6.1 e
Figura 6.15). Esses fatores ligam-se ao DNA e/ou a outros fatores em uma ordem determinada, recrutando a RNA
polimerase, ativando-a. Dentre esses, podem-se destacar as fun¢des de TF;B, que determina a polaridade do
promotor, ¢ de TFIIH, que fosforila a subunidade maior da RNA polimerase Il em sua por¢do carboxi-terminal
(CTD, carboxiterminal domain), promovendo a saida da polimerase do promotor ¢ a elongagdo. O CTD da RNA
polimerase II ¢ composto por repetigdes de uma sequéncia rica em serinas, prolinas e tirosinas, sendo uma



caracteristica peculiar dessa polimerase e possibilitando sua fosforilagdo em diversos residuos de aminoacidos.
Diferentes estados de fosforilagdo do CTD modulam a interacdo com proteinas envolvidas no inicio, na elongacao e
no término da transcri¢do, bem como no processamento e transporte do mRNA, de maneira ordenada e regulada por
diferentes proteinas quinases.
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TATA-box Inr
Fromotores sem TATA-box
—»
Enhancer N, YYCAYYYYY — N, — AGAC
Inr DFE

Promotores sem TATA-box

Figura 6.15 Elementos basicos de promotores de RNA polimerase II. Os promotores de RNA polimerase Il contém o
elemento Inr, no qual efetivamente se inicia a transcrigdo e pode ou nao conter uma TATA-box a montante do inicio
e/ou um elemento DPE dentro da regido transcrita. Os sitios de ligagao de ativadores de transcricdo, sequéncias
denominadas enhancers, variam em numero, sequéncia e localizagdo. Adaptada de Lewin et al., 2011.

Tabela 6.1 Comparacao entre as RNA polimerases |, Il e Ill.

RNA polimerase Alvos de Fatores de Elemento no DNA (posicao em | Comentarios

transcri¢ao transcricao do relacao ao inicio de transcri¢ao)

complexo basal

RNA polimerase | rRNA (185, 285 e SL1 (contém TBP)  Cerne (—45a +20) Maior abundancia de transcritos

0,
5.85) UBE UPE (1802 -107) (cerca de 80%)

Localizada no nucléolo

RNA polimerase Il mRNA e RNA nao TFIID (TBP) TATA-box (—25) Maior variabilidade dos transcritos
codificantes TFIA. B, F e H Inr (+1) e das regides promotoras; menor
abundancia de transcritos (3 a 5%)

Vdrias outras sequéncias ativadoras

RNA polimerase Ill tRNA, rRNA 5S,
pequenos RNA

regulatorios

Tipo 1 - TFINA, TFIlIB e TFINIC  boxA -
box(C
Tipo 2 - TFINA, TFIIB e TFIIC  boxA -
Tipo de
P boxB
promotor
Tipo 3 - TFIIB (TBP), Oct-1,  TATA-box (—30) Promotores tipo 3 presentes apenas
Staf e PTF DSE (4200 a +250) em eucariotos multicelulares

PSE (-50)
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Figura 6.16 Ligacéo sequencial dos fatores que compdem o complexo de transcricdo basal da RNA polimerase II. A
montagem do complexo de transcricdo basal se inicia com a ligagéo de TFIID, do qual a proteina dimérica TBP faz
parte. TBP (TATA-binding protein) liga-se na fenda menor do DNA, na regidao conhecida como TATA-box nos
promotores do tipo 3 da RNA polimerase Ill e em promotores da RNA polimerase Il. A ligacdo de TBP causa uma
curvatura de 80° no DNA, aproximando sitios que estdo distantes na sequéncia e, consequentemente, favorecendo a
interagao entre proteinas que se ligam a esses sitios. Enquanto a regiao interna da proteina liga-se ao TATA-box, a
externa mantém-se disponivel para interagir com outras proteinas do complexo basal de transcrigdo. A transcrigao
tem inicio apos a ligagdo da RNA polimerase Il e da fosforilagdo de seu CTD por TFIIH. Os fatores de transcricao
basal desligam-se e a RNA polimerase Il pode prosseguir com a elongacado. Adaptada de Lodish, 2008.

Os mRNA de eucariotos sofrem processamento e modificacao

Enquanto os mRNA de bactérias podem ser policistronicos, ou seja, podem conter informagdes que serdo traduzidas
em mais de um peptideo, os mRNA de eucariotos carregam a informagdo necessaria para apenas uma cadeia
polipeptidica. Ainda assim, os transcritos eucariotos sdo frequentemente muito mais longos que o necessario para
conter a informag&o essencial para sua tradugdo em proteinas. Isso se deve principalmente a presenca de introns, que
sd0 sequéncias que nao codificam proteinas, presentes entre segmentos que contém os coédons a serem traduzidos,
denominados exons. Para que a informacdo correta seja lida nos ribossomos, os introns devem ser removidos ainda
no nucleo da célula, durante o processo de splicing. A jornada de um pré-RNA (transcrito primario) do nticleo para
o citoplasma, ja na forma de mRNA maduro, envolve, ainda, outras modificagdes que possibilitam que este seja
protegido da agdo de nucleases, garantindo que a informagao chegue intacta ao aparato de tradugdo (Figura 6.17).
Essas modificacdes sdo reguladas no tempo e no espago ¢ dependem de véarias proteinas, que sdo engajadas nos
processos de modo que um passo aconteca a8 medida que o anterior se completa.

Assim que um gene vai sendo transcrito, a extremidade 5’ do RNA, que retém o grupo 5’ trifosfato, deve ser
prontamente protegida para evitar a acdo de nucleases e para que a elongagdo possa continuar apds uma breve



caminhada da polimerase sobre o molde de DNA. Um nucleotideo de guanina ¢ ligado por uma ligacdo 5°-5’ a esta
extremidade do RNA nascente pela enzima guanilil transferase e é metilado pela acdo de uma metiltransferase. Essa
estrutura, denominada cap (Figura 6.17, no destaque), além de proteger a extremidade do RNA da agdo de
exonucleases, ¢ um sitio de reconhecimento sequencial de proteinas que participardo do splicing e posteriormente
do transporte e da tradugdo do mRNA. A adi¢éo de cap também estimula a retirada do 1° intron do pré-mRNA.

O segundo passo de processamento do pré-mRNA ¢ o splicing, ou a remogdo dos introns, por um complexo
formado por ribonucleoproteinas denominado spliceossomo (Figura 6.18). Em suas extremidades, os introns
apresentam pequenas sequéncias consenso, com um GU conservado na ponta 5°, a extremidade doadora e um AG
na ponta 3°, que corresponde a extremidade aceptora. O primeiro passo para o splicing ¢ a quebra da ligagdo
fosfodiéster do sitio doador e da ligagdo da ponta 5° gerada no intron no 2°-OH de uma adenina no interior do
intron, formando uma estrutura em forma de lago (lariat) (Figura 6.18). No segundo passo, a extremidade 3’-OH
livre do sitio doador ataca a ligagdo no sitio aceptor, religando os exons e liberando o intron, ainda em forma de
lago. Durante todo o processo, o spliceossomo mantém contato com o RNA, possibilitando sua organizagao
espacial. Outras proteinas s@o recrutadas pelo spliceossomo e se associam ao mRNA, sendo deixadas como marcas
de splicing e que terdo papel nos passos subsequentes de exportagao do nucleo e traducao.

Os processos de transcricdo e de processamento sdo acoplados, garantindo que haja organizagdo temporal dos
eventos. Assim, o 12 intron é reconhecido e corretamente retirado antes que os demais sejam sequer transcritos,
tornando possivel que as extremidades 5’ e 3’ de diferentes introns ndo sejam reunidas de maneira aleatéria.
Entretanto, muitos genes podem gerar mRNA alternativos, pela remo¢do ou nao de determinados introns, em um
processo regulado dependendo do tipo celular, gerando produtos proteicos diferentes.

A ultima etapa de processamento do mRNA ¢ a prote¢do da extremidade 3’ com uma cauda poli-A. Para que
isso acontega, ocorre a clivagem do transcrito a cerca de 10 bp a jusante de uma sequéncia rica em AU (AAUAAA
em mamiferos) pela agdo de vérias enzimas, entre elas uma endonuclease. Apos a clivagem, a cauda poli-A, que
consiste de uma longa sequéncia de adeninas (cerca de 200 residuos), ¢ adicionada pela enzima poli-A-polimerase
(PAP) a extremidade 3°-OH livre.

A terminacdo da transcrigdo também ¢ coordenada com a clivagem do mRNA. Um dos modelos prevé que o
sinal de poliadenilagdo no mRNA promove a saida de fatores de elongagdo e o recrutamento de fatores de
terminagdo. Outra alternativa ¢ o modelo de torpedo, em que uma exonuclease 5° — 3’ se acopla a extremidade 5’
do mRNA a jusante do sitio de poliadenilagdo apds a clivagem, degradando-o ¢ “expulsando” a RNA polimerase de
sua posi¢do ao final do gene, evitando que a transcricdo se estenda além dele. Em todos os passos descritos, o
transcrito nunca fica desprovido de proteinas, formando grandes complexos nucleoproteicos.
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Figura 6.17 Etapas de processamento do RNA. Os genes transcritos a partir do DNA contém sequéncias que
codificam aminoacidos no produto final (introns) e sequéncias que devem ser removidas antes da tradugao (exons).
Apds a transcrigdo e ainda no nucleo, o RNA sofre modificagdo nas extremidades, com adicdo do CAP e da cauda
poli-A e a retirada dos introns (splicing). Apesar de a figura mostrar a etapa de adigdo da cauda poli-A como anterior
ao splicing, ela pode ocorrer posteriormente a este, pois o sitio de adigéo de poli-A pode nao ter sido transcrito ainda
por ocasido do splicing (detalhes no texto). O mRNA maduro sera, entdo, transportado para o citoplasma, no qual
sera traduzido nos ribossomos. No destaque, a estrutura do CAP, em que um nucleotideo de 7-metil-guanosina é
adicionado no 1° nucleotideo do transcrito, em uma ligagéo 5’-5’fosfodiéster. As duas primeiras bases do RNA podem
também ser metiladas na posi¢ao 2’, conforme mostrado na figura (setas). Adaptada de Lodish, 2008.

Terminada a transcricao e o processamento do mRNA, ¢ necesséria a sua transferéncia para o citoplasma através
dos poros nucleares, em um mecanismo ainda ndo totalmente elucidado, que envolve o ancoramento do complexo
ribonucleoproteico ao poro, sua translocacdo propriamente dita e a liberagdo do mRNA. Proteinas que participam do
transporte também interagem com a maquinaria de transcri¢do e/ou splicing, demonstrando mais uma vez a
dinamica e o acoplamento desses processos.

Regulacao da expressao de genes transcritos pela RNA polimerase I

O controle da expressdo génica em eucariotos ocorre em diversos niveis e tem uma regulagdo peculiar a cada tipo
celular, estado fisiologico e de desenvolvimento. Essa regulacdo pode se dar nos niveis de inicio da transcrigdo, do
processamento do mRNA, no seu transporte para o citoplasma, na traducdo da mensagem em proteina e ainda na
regulacdo da atividade e degradagdo do produto génico. Nesta se¢do, sera tratado apenas do nivel de regulagdo em
nivel de inicio da transcrigdo pela RNA polimerase II, responsavel pela transcricdo dos genes que codificam
proteinas.

Em eucariotos, os genes estdo embebidos no interior da cromatina (ver Capitulo 10), estando geralmente em um
estado silencioso, devendo ser expostos para que sejam acessiveis aos ativadores de transcrigdo e 8 RNA polimerase



para serem transcritos. De maneira geral, genes em regides em que o DNA apresenta um alto grau de metilagdo sdo
menos transcritos, enquanto a acetilacdo de histonas favorece a transcrigao.

Tanto o remodelamento da cromatina como a ligagdo de ativadores de transcricdo ao DNA sdo necessarios para
que os genes sejam devidamente expressos. Esses eventos ocorrem de maneira coordenada, sendo a ordem de
chegada dos fatores ditada pela natureza de cada regido ou de cada promotor especifico. Alguns ativadores de
transcri¢do ligam-se ao DNA e recrutam fatores de remodelamento de cromatina, que agem expondo as regides nas
quais o complexo de transcricdo basal deve se ligar. Em outros casos, a acdo dos fatores de remodelamento ¢ a
responsavel por promover que os ativadores encontrem seus sitios de ligacdo ao DNA, recrutando ou ativando o
complexo de transcri¢do basal (Figura 6.19). De qualquer maneira, a agdo de diferentes fatores faz com que o inicio
da transcricdo seja um passo regulado em varios niveis, assegurando que a expressdo génica seja finamente
orquestrada em cada uma das células de um organismo.
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Figura 6.18 Mecanismo de splicing de introns tipo 1. As pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP) U1 e U2
ligam-se, respectivamente, aos sitios doador e de ramificagao. Ha a clivagem da extremidade 5’ do intron, com ataque
nucleofilico do sitio de ramificagdo. As snRNP U4/U5/U6 sao recrutadas, aproximando as extremidades do intron e
promovendo a clivagem da extremidade 3’ do intron e ligagdo dos exons. Outras proteinas fazem parte do
spliceossomo, mas foram omitidas da figura por motivo de clareza. Adaptada de Lewin et al., 2011.

RNA polimerase Il depende de fatores de ativacao para iniciar a transcricao

Como a RNA polimerase II por si s6 ndo apresenta grande afinidade pelas regides promotoras, os ativadores de
transcri¢do sdo essenciais para que ela seja recrutada ou ativada para iniciar a transcri¢do. A ligagdo de ativadores ao
DNA se da tanto em regides proximas aos promotores, como em regioes que podem estar a centenas ou até milhares
de pares de base de distancia dele. Essa é uma diferenca interessante entre a regulacdo em eucariotos € em bactérias,
em que os fatores regulatorios se ligam proximos ao promotor. Essas regioes distantes sdo denominadas enhancers
em eucariotos superiores ¢ podem se localizar a montante, a jusante ou mesmo no interior da sequéncia codificadora
ou em introns. Em leveduras, os sitios proximos e a montante dos promotores sdo denominados UAS (upstream
activation sequences). O niumero e as sequéncias de sitios de ligacdo de ativadores de transcrigdo variam muito de
gene para gene, de acordo com a complexidade de sua regula¢do. Alguns ativadores de transcricdo podem ser



responsaveis pela regulacdo de diversos genes, enquanto outros sdo mais especificos e t€ém espectro de acdo mais
restrito.

A atividade de um ativador de transcri¢do também pode ser modulada pela interacdo com outras proteinas e por
modifica¢des covalentes, como a fosforilagdo por proteinas quinases ou desfosforilagdo por fosfatases. Ativadores
de transcrigdo geralmente apresentam dois dominios distintos: um dominio de ligagdo a DNA e outro que promove a
interagdo com outras proteinas, tornando possivel que a RNA polimerase I seja trazida ao promotor.

Como os ativadores podem se ligar a sitios no DNA distantes do promotor, proteinas denominadas coativadores
sdo igualmente importantes, pois viabilizam a interacdo dos ativadores com o complexo de transcri¢ao basal. Essas
proteinas fazem parte de grandes complexos de mais de 20 polipeptideos, sendo o complexo principal denominado
mediador (Figura 6.19).

Repressores interferem no inicio da transcricao

Repressores de transcricdo também estdo presentes em eucariotos, embora o mecanismo molecular seja diferente do
encontrado em bactérias. Nestas, proteinas repressoras como Lacl, descrito anteriormente neste capitulo, impedem
diretamente a ligagdo da RNA polimerase na regido promotora. Como nos eucariotos a RNA polimerase nao
consegue se ligar por si s6 ao DNA, o papel dos repressores ¢ indireto, interferindo nas proteinas moduladoras da
transcri¢do, como ativadores, coativadores ¢ proteinas remodeladoras da cromatina. O préximo item exemplifica a
acdo de varias proteinas que interferem na transcrigdo do regulon GAL de leveduras.
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Figura 6.19 Visao geral das regides do DNA e dos fatores necessarios para a ativagdo da expressdo de um gene
eucarioto. Ativadores de transcrigdo ligam-se a enhancers ou regidoes UAS e interagem com proteinas que remodelam
e modificam a cromatina e com o complexo coativador mediator. Essas interagdes sao facilitadas pelo dobramento do
DNA, promovido por proteinas HMG, abundantes na cromatina. O complexo de transcricdo basal € montado no
promotor (sdo mostrados o TATA-box ligado a TBP e o sitio Inr). O CTD da RNA polimerase Il € um sitio importante
de interacdo com o complexo mediator e com outras proteinas. Adaptada de Lehninger et al., 2008.

Exemplo de regulacdo génica | Ativacdo e repressao dos genes de uso da lactose em leveduras

Na auséncia de glicose, o substrato favorito, Saccharomyces cereviseae pode usar galactose como fonte de carbono
e energia. Os genes que codificam as enzimas responsédveis pela conversdo de galactose a glicose-6-fosfato, bem
como as proteinas regulatorias e as permeases, sdo denominados GAL e regulados em conjunto, formando um
regulon, embora ndo estejam todos agrupados em uma mesma regido do genoma. Apesar de, a primeira vista, esse
modelo se assemelhar a regulacdo do operon lac em E. coli, uma analise do mecanismo molecular envolvido
demonstra a maior complexidade do sistema de leveduras.

Uma rede de interagdes entre as proteinas Galdp, Gal3p e Gal80p e pequenas moléculas dita o estado de
ativacao/repressdo do regulon (Figura 6.20 A). Galdp ¢ um ativador de transcrigdo, que permanece no nucleo, ligado



a sitios ativadores no DNA. Gal80p pode ser encontrada no citoplasma ou no nucleo, interagindo com Galdp e
funcionando como um repressor na auséncia de galactose, silenciando a transcricdo dos genes GAL pelo bloqueio
de Gal4p. Gal3p funciona como uma proteina transdutora de sinal: ela se localiza no citoplasma e interage com a
Gal80p quando ligada a galactose e ATP. Dessa maneira, o complexo Galdp/Gal80p ¢ desfavorecido no nucleo, pelo
sequestro de Gal80p no citoplasma. O ativador Gal4p livre da inibi¢do de Gal80p pode assim interagir com o
complexo mediator ¢ com proteinas remodeladoras da cromatina, favorecendo a transcricdo dos genes-alvo que
resultardo no uso da galactose.

A repressdo por glicose dos genes GAL se da pela agdo de outro repressor, Migl, que ¢ encontrado no ntcleo
em sua forma desfosforilada, inativa. A fosforilacdo de Migl ¢ feita pela quinase Snfl, que ¢ inativa na presenca de
glicose. Em resumo, a auséncia de glicose na célula ativa uma via que leva a fosforilagdo de Migl, que, ao se ligar
ao DNA entre a regido ativadora e o promotor, recruta fatores que impedem a transcri¢cdo dos genes GAL.

A ativacao da transcricao pode ocorrer por mecanismos diversos

Uma classe de ativadores de transcrigdo importante na regulacdo da expressdo génica de eucariotos superiores €
representada pelos receptores de hormonios esteroides (Figura 6.20 B). Ao contrario de horménios peptidicos, como
a insulina, os esteroides, entre eles o hormdnio da tireoide e a progesterona, ndo interagem com proteinas receptoras
na membrana das células. Por sua natureza hidrofobica, os esteroides sdo capazes de atravessar a membrana e
interagir diretamente com proteinas localizadas no citoplasma. Esses complexos horménio-receptor sdo translocados
para o nucleo, onde podem se ligar a sequéncias especificas no DNA, denominadas HRE (hormone responsive
elements), alterando a expressao dos genes-alvo.

Alguns ativadores de transcricdo tém sua atividade modulada por fosforilagdo, mediada por proteinas quinases.
Frequentemente, os sinais para a ativagao da expressdo de um gene estdo presentes no exterior da célula, ¢ esse sinal
precisa chegar ao nucleo para que a ativagdo ou repressao da transcricdo acontega. Nesse mecanismo, que faz parte
de processos denominados genericamente transducdo de sinal, estdo envolvidas proteinas receptoras, pequenas
moléculas denominadas segundo mensageiros e as proteinas quinases ¢ fosfatases que modificam os ativadores de
transcri¢do ou outras proteinas envolvidas no processo. Assim, ocorre a resposta necessaria para ajustar a fisiologia
da célula aos estimulos externos. Exemplos de transdugéo de sinal serdo explorados em outros capitulos deste livro.

Conclusdo e perspectivas | Regulacdo da expressdo génica, desenvolvimento e evolugao

Com o sequenciamento do genoma de varias espécies, vem se tornando evidente que as sequéncias das proteinas de
diferentes organismos nao sdo tdo diversas quanto se poderia imaginar. De maneira analoga, em um organismo
multicelular complexo em que todas as células apresentam o mesmo genoma, como ¢é possivel que elas se
diferenciem em tipos tdo diversos? A resposta para essas aparentes discrepancias estd, em grande parte, relacionada
com a expressdo diferencial dos genes em cada célula. Neste capitulo foram mostrados os mecanismos basicos de
ativacdo da transcri¢do, que se inter-relacionam com vias de transdugdo de sinal e regulagdo pds-transcricional,
trazendo a tona toda a diversidade que esta contida nos diferentes organismos. Sob esse ponto de vista, mutagcdes em
genes regulatorios podem ter uma influéncia sobre varios outros genes, resultando em um fenétipo com alteragdes
mais evidentes do que se essas mutagdes tivessem se dado em genes de proteinas estruturais, por exemplo.
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Figura 6.20 A. Ativacdo da transcricdo dos genes GAL de levedura por galactose. Na auséncia de galactose, o
ativador de transcricdo Gal4dp mantém-se ligado ao sitio de ativagdo no DNA, porém sua atividade é bloqueada por
Gal80p. A proteina Gal3p, encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasma, liga-se a galactose presente na célula e
interage com Gal80p no nucleo. O complexo Gal3p/galactose/Gal80p é exportado para o citossol e Gal4p pode agora
interagir com o complexo de remodelamento da cromatina (SAGA) e com o complexo coativador mediator, ativando a
transcricdo pela RNA polimerase Il. B. Ativagcao da transcricdo por hormonios esteroides. As moléculas hidrofébicas
dos esteroides atravessam a membrana da célula e se ligam a receptores citoplasmaticos. O complexo horménio-
receptor € translocado para o nucleo, onde interage com sitios receptores na cromatina. Os dominios de ligagédo a
DNA do receptor ligam-se ao DNA e ativam a transcrigdo dos genes-alvo. Adaptada de Lehninger et al., 2008.

O avango atual nas tecnologias de alto desempenho que, com a analise global de genomas, transcriptomas e
proteomas aliada a técnicas que promovam a detec¢ao de moléculas em células vivas em tempo real, certamente
contribuira cada vez mais para o entendimento dos processos de regulagdo da expressdo gé€nica, com possiveis
aplicagdes em saude e biotecnologia.
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Traducao do Cédigo
Genético | Processo de
Sintese Proteica

Emy Tivo Mano e Welington Luiz de Aratjo

Todas as informagbes herdadas que originam um organismo estdo contidas na molécula de DNA, que, por sua vez,
se envolve com os processos evolutivos. Entretanto, a maior parte do metabolismo e a estrutura celular sdo mantidos
pelas proteinas, as quais sao constituidas por sequéncias lineares de aminoacidos. Essa sequéncia peptidica é
determinada pela informagéo contida na molécula de DNA, a qual deve ser lida e usada para a sintese de uma
molécula de RNA (transcrigdo), usada pelos ribossomos para dirigir a sintese do peptideo, que é revisada neste
capitulo.

Conceito | Um gene, uma proteina

O conceito de que um gene ¢ responsavel pela producido de uma proteina especifica foi proposto pela primeira vez
em 1909, pelo fisico inglés Archibald E. Garrod (1857-1936). Garrod tinha um grande interesse por doengas
humanas, sendo o primeiro a usar a expressdo “erros inatos do metabolismo”. Ele sugeriu que a alcaptonuria era
resultante da mutagdo em um unico gene, resultando em um defeito na via bioquimica associada a excre¢do de
metabolitos pela urina. Foi observado que essa doenga genética ocorreria pela presenca de um alelo recessivo, e €
rara, com baixa frequéncia na populagdo (1:1.000.000), além de ndo apresentar predomindncia étnica. A
alcaptonuria ¢ uma condicdo herdada que provoca deficiéncia no metabolismo da fenilalanina e da tirosina,
resultando em sintomas mais evidentes apos a quarta década de vida, em decorréncia da deposi¢do do acido
homogentisico em diversos tecidos e aumento de sua excre¢@o urinaria. Embora Garrod tenha publicado um livro e
varios artigos a respeito, seu trabalho foi ignorado até 1941, quando passou a ser citado pelos geneticistas
americanos George W. Beadle (1903-1989) e Edward L. Tatum (1909-1975) em seus ensaios com esporos do fungo
ascomiceto Neurospora crassa (o bolor laranja do pdo). Beadle e Tatum realizaram varios experimentos para
estudar a conex@o entre genes e enzimas, ¢ publicaram um trabalho no qual descreveram o conceito “um gene, uma
enzima”. Esses resultados foram reconhecidos pela comunidade cientifica e, em 1958, os dois autores ganharam o
Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina.

O trabalho de Beadle e Tatum foi desenvolvido com o fungo N. crassa, o qual apresenta um genoma haploide.
Assim, mutagdes em um gene que participa de uma via biossintética essencial tornam a célula inviavel, a menos que
o produto (ou intermedidrio metabolico) dessa via seja fornecido ao organismo no meio de cultura. Pensando nisso,
Beadle ¢ Tatum avaliaram a relagdo 1:1 entre genes ¢ enzimas por meio da geragdo de mutantes genéticos. Eles
irradiaram os esporos do fungo com raios X para aumentar a frequéncia de mutagdo de genes, e colocaram esses
esporos em diferentes meios de cultura. Por exemplo, para selecionar um mutante incapaz de produzir o aminoacido
arginina (arg’) bastaria suplementar o meio minimo (meio de cultura contendo apenas sais, uma fonte de carbono e
uma fonte de nitrogénio) com arginina; dessa maneira, os mutantes usariam essa substincia do meio e
sobreviveriam a sua deficiéncia genética. Mas surgiu um problema: como separar os fungos selvagens (arg’) que
ndo sofreram a mutacdo? A solugdo proposta por Beadle ¢ Tatum foi a retirada de uma pequena amostra de cada
fungo cultivado no meio suplementado, transferindo-a para o meio minimo. Desse modo, os fungos que se



desenvolvessem nesse meio minimo seriam certamente selvagens, e os que nio se desenvolvessem seriam mutantes
(Figura 7.1).

Com esses experimentos de Beadle e Tatum, consolidou-se a teoria “um gene, uma enzima”, que posteriormente
foi ampliada para “um gene, uma proteina”, pois ficou claro que genes controlavam a sintese de qualquer proteina, e
ndo apenas aquelas que apresentavam fungdo enzimatica. A medida que foi descoberto que uma proteina poderia ser
formada por mais de uma cadeia polipeptidica, como no caso da hemoglobina humana, sendo cada uma delas
codificada por um gene diferente, a teoria tornou-se ainda mais abrangente, passando a ser denominada teoria “um
gene, um polipeptideo™.

Desvendando o coédigo genético

Os genes sdo unidades bioldgicas responsaveis por determinar as caracteristicas de um organismo, funcionando
provavelmente como um cddigo capaz de direcionar a sintese de proteinas. Segundo o “dogma central”, proposto
por Francis H. Crick (1916-2004), essa informagdo genética flui do DNA para proteina por meio de uma molécula
carreadora, 0 RNA mensageiro (mRNA). Esse processo de transferéncia da informacao, conhecido como traducao, ¢
um dos mais conservados em todos os organismos ¢ um dos eventos de maior custo energético; por exemplo, nas
bactérias que tém o seu crescimento rapido, 80% da energia celular e 50% do seu peso seco destinam-se a sintese de
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Figura 7.1 Ensaios desenvolvidos por Beadle e Tatum com esporos mutantes de Neurospora crassa semeados em
diferentes meios de cultura.

Além desses atributos, a traducdo é um processo desafiador no que se refere a transferéncia da informagio, se
comparado a transcricdo do DNA em RNA. Diferentemente da complementaridade que existe entre o molde de
DNA para os ribonucleotideos do RNA, as cadeias laterais dos aminoacidos t€ém pouca ou nenhuma afinidade
quimica pelas bases puricas e pirimidinicas da cadeia ribonucleotidica. Mais improvavel ainda seria se diferentes
combinagdes de 3 bases de RNA pudessem formar superficies com afinidades especificas por cada um dos
aminodacidos.



Diante dessa caracteristica intrigante a respeito do processo de tradugdo do mRNA para sequéncias de
aminoacidos, em 1955, Francis Crick prop0s que, antes da incorporagdo dos aminoacidos em polipeptideos, os
aminoacidos precisam associar-se a uma molécula adaptadora especial. Essa molécula adaptadora deveria
possibilitar a interagdo entre essas duas moléculas quimicamente incompativeis. Dessa maneira, Crick imaginou que
muito provavelmente esse adaptador seria uma espécie de RNA, pois s6 assim ela reconheceria as regras de
pareamento de bases do codigo de Watson e Crick.

Apenas dois anos mais tarde, Mahlon B. Hoagland (1921-2009) e Paul C. Zamecnik (1912-2009) demonstraram
que, antes de sua incorporagdo as proteinas, os aminoacidos se ligam a uma classe de moléculas de RNA, no inicio
chamada de RNA “soluvel”. Eles também identificaram as enzimas aminoacil-tRNA sintetases, que eram
responsaveis por ligar um aminoacido especifico a um RNA “soltivel” e transporta-lo para o ribossomo para a
sintese proteica. Esse RNA “solavel”, assim denominado por ser uma molécula de baixo peso molecular e soltvel,
foi posteriormente renomeado de RNA transportador (tRNA ou RNA de transferéncia).

Outro detalhe curioso que precisava ser decifrado no cddigo genético era a maneira como a sequéncia de quatro
tipos de nucleotideos do mRNA poderia ser traduzida nos 20 tipos diferentes de aminoacidos das proteinas. A
proposta inicial foi de que a unidade de leitura (denominada cddon) teria trés nucleotideos, de modo que sua
combinagdo promoveria a existéncia de 64 cddons, que seriam, portanto, redundantes; ou seja, haveria mais de um
codon para cada um dos 20 aminoacidos. Se os codons fossem formados por um ou dois nucleotideos, o nimero
maximo de combinagdes entre eles seria de 16, insuficiente para os 20 aminoacidos. Da mesma maneira, pelo
principio da parcimonia, segundo o qual a solugdo mais simples geralmente ¢ a certa, foi descartada a hipdtese de
um codon com quatro nucleotideos.

Para demonstrar se realmente 0 mRNA que codifica uma proteina consistia de uma sequéncia ordenada de
unidades trinucleotidicas, ou seja, cada codon formado por uma trinca de bases nucleotidicas determinaria um
aminoacido, Marshall W. Nirenberg (1927-2010) e J. Heinrich Matthaei (1929-) iniciaram, em 1961, experimentos
para testar a hipotese dos codons de trios. Eles usaram um extrato acelular de Escherichia coli, pois acreditavam que
esse extrato teria todos os componentes necessarios para traduzir o mRNA em proteinas. O extrato foi tratado com
DNAse para destruir todo 0 DNA que pudesse servir de molde para sintese de novos mRNA. Posteriormente, a esse
extrato tratado foram adicionados mRNA sintéticos completamente compostos de uracila (poli-U RNA) e
aminoacidos marcados radioativamente. Foi observado que nesse sistema acelular foram obtidos polipeptideos
inteiramente compostos do aminoacido fenilalanina (FEN). O resultado sugeriu fortemente que uma trinca UUU
codificava uma fenilalanina, que seria, entdo, o primeiro codon para sintese de um aminoacido decifrado. Os
proximos coédons a serem testados foram as poli-C, resultando em uma cadeia de prolina (PRO); as poli-A,
resultando em uma cadeia de lisinas (LIS); e poli-G, que ndo resultou em nenhuma cadeia. Esse resultado negativo
para a sequéncia de poli-G foi explicado posteriormente por Nirenberg, Maxine F. Singer (1931-) e Bill Jones como
decorrente do fato de que uma sequéncia de RNA rica em guanosina (G) forma tetrdmeros estaveis que impedem a
ligacdo do ribossomo. Em seguida, foram produzidos mRNA sintéticos contendo dois tipos de nucleotideos em
grupos repetidos, por exemplo, tendo sequéncias (ACACAC), nas quais foram observadas a sintese de uma cadeia
polipeptidica de histidina e treonina (Figura 7.2) — de onde se concluiu que realmente a sintese de aminoacidos era
determinada a partir de uma trinca de bases do mRNA. Pela descoberta do codigo genético e a descri¢do de como
ocorre a sintese proteica, Nirenberg, junto com Har G. Khorana (1922-2011) e Robert W. Holley (1922-1993),
ganhou o Prémio Nobel de Medicina/Fisiologia de 1968, sendo Matthaei excluido do prémio.

Ainda restava uma duvida, pois a combinagdo dos quatro tipos de nucleotideos de RNA em uma trinca (4°)
resultaria em 64 combinagdes, o que extrapolaria a quantidade de 20 diferentes aminoacidos disponiveis. Desse
modo, apostou-se na hipétese de um cédigo degenerado, ou seja, muitos codons diferentes especificariam para o
mesmo aminoacido, e essa nogdo ¢ valida ainda hoje. A teoria de que varios cddons poderiam codificar para um
mesmo aminodcido foi confirmada pela técnica de sintese de mRNA sintéticos, que testou todas as combinagdes de
codons e seus aminoacidos correspondentes, embora alguns deles fossem dificeis de decifrar porque ndo se podia
determinar a ordem bioquimica. Foi entdo que Phillip Leder (1934-) e Nirenberg determinaram o restante do codigo
genético por meio da ativagdo do tRNA (Figura 7.3). Eles desenvolveram uma técnica usando um mRNA curto de
sequéncia conhecida e adicionaram uma mistura de ribossomos ¢ um aminoacido marcado radioativamente. Se
determinado tRNA pareava com o pequeno mRNA sintético complexado ao ribossomo, ao ser passado pelo filtro,
este era retido e identificado. Isolado cada tRNA ativado e avaliado o anticodon desse tRNA, ndo apenas todo o



codigo genético foi confirmado, como também se descobriu que existia um coédon especifico para o inicio da
tradugdo (AUG) e codons de terminagdo responsaveis pelo fim da tradu¢do (UAA, UAG e UGA). Assim, no final
da década de 1960, todo o codigo genético ja havia sido decifrado (Tabela 7.1).

Tradutor de c6digos | RNA transportador

O processo central da sintese proteica se da na traducdo da informag¢ao contida na sequéncia de ribonucleotideos do
mRNA para aminoacidos. Papel fundamental para essa sintese ¢ atribuido as moléculas de tRNA, que atuam como
adaptadores entre os cddons do mRNA com os aminoacidos correspondentes. Para tanto, existem varios tipos de
tRNA, do qual se fosse necessario um pareamento perfeito de bases Watson-Crick entre codon e anticodons, as
células deveriam conter exatamente 61 diferentes tipos de tRNA. No entanto, o que ocorre de modo geral, é um
tRNA para cada aminoacido, com a maioria dos tRNA reconhecendo mais de uma combinagdo de trinca de bases do
mRNA. Isso varia entre os organismos e ocorre em fun¢do de pareamentos ndo convencionais entre as bases na
posicao pendular, ou seja, a 32 base (3°) no cddon do mRNA e sua correspondente, a 12 base (5°) no anticodon do
tRNA. As 12 ¢ 22 bases de um c6don geralmente formam pareamento classico com suas respectivas 32 e 22 bases do
anticodon. Ja as bases da regido pendular (32 base do cddon e 12 base do anticodon) podem fazer 4 interagdes ndo
convencionais. Essas observagdes levaram Crick a concluir que a 3? base da maioria dos codons pareia mais
fracamente com a base correspondente de seu anticodon, a partir da qual ele propés um conjunto de quatro relagdes
chamadas de hipotese de oscilagao:

Caodon 1 Codon 2 Caodon 3 Codon 4
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Figura 7.2 Experimentos de Nirenberg e Matthaei com mini-mRNA trinucleotideos sintéticos que ajudaram a decifrar
0 codigo genético.

1.  As primeiras bases de um codon do mRNA sempre formam pareamento de bases fortes Watson-Crick com as
bases correspondentes do anticddon do tRNA, e conferem a maior parte da especificidade do cédigo.

2. A 1% base do anticodon (correspondente a 3% base do c6don) determina o nimero de codons reconhecidos pelo
tRNA. Quando a 12 base do anticodon for C ou A, o pareamento de bases ¢ especifico e apenas um cddon é
reconhecido por aquele tRNA. Quando a 12 base do anticodon for U ou G, a ligagdo é menos especifica e 2
codons diferentes podem ser lidos. Quando a inosina for o 1° nucleotideo de um anticodon, 3 anticodons
diferentes podem ser reconhecidos.
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Figura 7.3 Técnica de ativagao do tRNA desenvolvida por Nirenberg e Leder para decifrar todo o cédigo genético.

3.  Quando um aminoacido for especificado por varios cédons diferentes, os codons que diferem em quaisquer
uma das duas primeiras bases requerem tRNA diferentes.

4.  Sao requeridos um minimo de 32 tRNA para traduzir 61 cddons (31 para codificar os aminoacidos e 1 para o
codon de iniciagdo).

A base oscilante contribui em parte para a especificidade, mas o fato de ela se parear apenas fracamente com a
sua base correspondente no anticodon possibilita uma rapida dissociagdo do tRNA do seu cddon durante a sintese de
proteinas. Isso reflete no balanceamento da velocidade de traducgdo, o qual seria limitado se os trés nucleotideos
fizessem um pareamento forte do tipo Watson-Crick.

Em termos estruturais, os tRNA s3o moléculas com 75 a 95 ribonucleotideos, em sequéncias variadas e algumas
caracteristicas em comum entre eles. A primeira delas é que todos os tRNA terminam com uma sequéncia 5’-CCA-
3’ na extremidade 3’, que serve de sitio de ligacdo ao aminoacido correspondente pela enzima aminoacil-tRNA
sintetase. Outra caracteristica marcante ¢ a presen¢a de diversas bases incomuns em sua estrutura primaria, que sdo
geradas apds a transcricdo, por modificagdo nas bases usuais da cadeia polinucleotidica. Exemplos de modificagao
sdo as que ocorrem com a uridina. Essa base pode sofrer uma isomerizacdo na uracila, com alteragdo no sitio de
ligacdo da ribose, mudando do nitrogénio na posi¢do 1 do anel para o carbono na posicdo 5, formando a
pseudouridina (ywU); ou pela redug@o enzimética da ligacdo dupla entre os carbonos na posicdo 5 e 6, formando a di-
hidrouridina. Outras bases incomuns incluem hipoxantina, timina e metilguanina. Embora essas bases modificadas
ndo sejam essenciais para o funcionamento do tRNA, elas provavelmente melhoram o seu funcionamento.

Tabela 7.1 O coédigo genético composto por sequéncia de 3 bases (cédon).

Segunda letra

U C A G
LAOETEN U UUU Fenilalanina UCU  Serina UAU Tirosina uGu Cisteina U REAEE
letra letra
uuc ucc UAC UGC C
UUA  Leucina UCA UAA Parada UGA Parada A

uuG uca UAG UGG Triptofano G




C QU Leucina (U Prolina (AU Histidina (GU Arginina u

uc (cc CAC ((ce C
CUA (CA CAA Glutamina (GA A
UG (((§ CAG (GG G
A AUU Isoleucina ACU  Treonina AAU Asparagina AGU Serina u
AUC ACC AAC AGC C
AUA ACA AAA Lisina AGA Arginina A
AUG  Metionina ACG AAG AGG G
G GUU Valina GCU  Alanina GAU Acido Gau Glicina u
GUC 6CC Ga e 6GC C
GUA GCA GAA Acido GGA A
GUG 6C6 og MmO e G

Da mesma maneira, o tRNA também conserva uma estrutura secundaria comum, apresentando regides de fita
simples e regides de fita dupla, com aspecto semelhante ao uma folha de trevo (Figura 7.4), demonstrando haver
regides de complementaridade nos tRNA. Os principais aspectos desse tRNA em folha de trevo sao:

¢ Uma haste aceptora, que € o sitio de ligagdo do aminoacido, formada pelo pareamento entre as extremidades 5’
e 3’ da molécula de tRNA, contendo uma sequéncia 5’-CCA-3’ conservada na por¢ao 3’

*  Trés hastes em forma de alcas, chamadas de alga yU (7-loop — pela presenga caracteristica de uma base
incomum pseudouridina); alga D (pela presenga caracteristica de di-hidrouridina); e uma al¢a anticédon (pela
presenca do anticédon, formado por 3 nucleotideos, delimitada por uma purina na extremidade 3’ e uma
uridina na extremidade 5°, responsavel pelo seu pareamento ao coédon do mRNA)

*  Uma alga variavel, que se situa entre a al¢a do anticodon e a al¢a yU. O tamanho dessa al¢a pode variar de 3 a
21 bases.

J& a estrutura terciaria do tRNA foi determinada por cristalografia de raios X. Foi observada uma estrutura em
forma de L invertido, com a haste aceptora do aminoacido em uma extremidade, e a al¢a do anticodon em outra
extremidade (Figura 7.4). Trés tipos de interacdes estabilizam essa estrutura tridimensional. A primeira sdo as
pontes de hidrogénio entre bases de regides helicoidais diferentes, que se aproximam pela estrutura terciaria. A
segunda constitui-se por interagdes entre as bases e o esqueleto de agticar-fosfato. E a terceira interagdo ocorre pelo
empilhamento das bases, causado pela formagdo de duas extensas regides de pareamento entre bases, que também
atuam estabilizando a molécula.

Aminoacil-tRNA sintetases

Durante a primeira etapa da sintese proteica, que ocorre no citosol, os 20 aminoacidos sdo esterificados aos seus
tRNA correspondentes. Quando uma molécula de tRNA apresenta um aminoacido covalentemente ligado a regido
5’-CCA-3’ conservada na por¢ao 3’°, é dito que esse tRNA esta carregado, e, consequentemente, aquelas que nao
apresentam um aminoacido ligado estdo descarregadas. A molécula enzimatica responsavel por fazer esse
carregamento ¢ a aminoacil-tRNA sintetase, que pode ser especifica para cada aminoacido e/ou mais tRNA
correspondentes. No entanto, sabe-se que podem existir menos de 20 aminoacil-tRNA sintetases, de modo que uma
mesma enzima ¢ responsavel pelo acoplamento de mais de um aminoacido aos seus tRNA apropriados, como ocorre
em algumas bactérias. Nesses casos, uma Unica sintetase posiciona o aminoacido idéntico em dois tipos diferentes
de tRNA, mas apenas um deles tem o anticodon que combina com o aminoacido. Assim, uma segunda enzima



modifica quimicamente cada aminoacido ligado incorretamente, de tal maneira que, ao final, o aminoacido
definitivo seja o correspondente ao anticddon exibido pelo tRNA ao qual se encontra covalentemente ligado.

As aminoacil-tRNA sintetases sdo enzimas de acoplamento que ligam um aminoacido & hidroxila 2’ ou 3’ livre
da adenosina na extremidade 3’ terminal da molécula de tRNA, em uma reagdo dependente de ATP. Esse
acoplamento ¢ realizado em duas etapas enzimaticas no sitio ativo dessa enzima. Em uma primeira etapa, chamada
adenililagdo, o grupo carbonila do aminoacido reage com o grupo fosforil do ATP para formar uma ligagao
anidridica, com a liberagdo do pirofosfato. Na adenililacdo, o aminoécido ¢ ligado ao 4cido adenilico por uma
ligacdo éster de alta energia. A segunda etapa envolve o carregamento, no qual o grupo aminoacila do aminoacido
adenilado, que continua fortemente ligado & sintetase, ¢ transferido do aminoacil-AMP para a extremidade 3’ do
tRNA (extremidade 5’-CCA- 3”) correspodente, por meio da hidroxila 2’- ou 3’- e com liberacdo concomitante da
AMP (Figura 7.5).

Além de ativarem o aminoacido para a formagao da ligagdo peptidica e também liga-lo a um tRNA adaptador, as
aminoacil-tRNA sintetases também desempenham uma atividade de revisdo, verificando a adaptagdo do aminoacido
a sua fenda de ligacdo; e, caso esse aminodcido esteja errado, ela catalisa sua remog¢ao do tRNA, garantindo que o
aminoacido correto seja entregue para a maquinaria de sintese proteica. A identidade do aminoacido ligado a um
tRNA ndo ¢ conferida pelo ribossomo, de modo que a ligagdo do aminoécido correto ao tRNA ¢ essencial para a
fidelidade de proteinas.

Sitio de ligag&o do aminoacido

F Alca wU

Alca D

Ek>CCoOnNOE-@

Anticodon

A Anticadon B

Figura 7.4 A. Estrutura semelhante a uma folha de trevo. B. Estrutura terciaria do tRNA em forma de L invertido.
Adaptada de University of Tokyo, 2011.
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A taxa geral de erro de tradugdo ¢é baixa, geralmente menor que 1 em 1.000, de maneira que em uma E. coli, por
exemplo, ¢ de aproximadamente em 1 cdédon a cada 50.000, porém sua frequéncia é maior se comparada a
replicagdo do DNA. Falhas em uma proteina sdo eliminadas quando ela ¢ degradada, como se vera posteriormente, €
ndo sdo passadas para futuras geragdes, tendo um significado biolégico menor. No entanto, o grau de fidelidade na
sintese de proteinas ¢ suficiente para garantir que muitas proteinas ndo contenham erro e que a grande quantidade de
energia requerida para sintetizar uma proteina raramente seja desperdicada.

O ribossomo é uma maquinaria de leitura

Se os diversos componentes do sistema de tradugdo do mRNA tivessem de interagir livremente no citoplasma da
célula, em solugdo, provavelmente esse mecanismo seria relativamente lento ou energeticamente desfavoravel, uma
vez que a ocorréncia de colisdes simultaneas seria tdo limitada que a taxa de polimerizagdo dos aminoécidos seria
extremamente baixa.

O ribossomo ¢ uma molécula composta de RNA ribossomico (rRNA) e um conjunto de proteinas ribossomais,
organizadas em duas subunidades: a subunidade maior (50S para procariotos, ¢ 60S para eucariotos) e a menor (30S
para procariotos, ¢ 40S para eucariotos), responsavel por orientar a extensdo de um polipeptideo. O ribossomo
aumenta a eficiéncia de tradugdo pela ligagdo do mRNA ¢ de um tRNA de iniciagdo em sua subunidade menor, e,
apos o acoplamento da subunidade maior, se desloca da extremidade 5’ sentido 3’ do mRNA, carregando os tRNA
seguintes, atuando como uma maquinaria de leitura cédon a codon, a uma taxa de adigdo de 3 a 5 aminoacidos por
segundo. Quando o ribossomo se depara com um coédon de terminacdo, o peptideo ¢ liberado e o ribossomo se
dissocia do mRNA, com as subunidades maior e menor agora separadas, ficando livres para a sintese de outro
mRNA.

Embora um ribossomo s6 possa sintetizar um polipeptideo por vez, cada mRNA pode ser traduzido por varios
ribossomos ao mesmo tempo, processo pelo qual cada ribossomo interage com 30 nucleotideos por vez, embora seu
tamanho ocupe um espago equivalente a 80 nucleotideos. Esse mRNA portando varios ribossomos ¢ chamado de



polirribossono ou polissomo. Essa atividade simultdnea de véarios ribossomos foi observada por microscopia
eletronica usando técnicas desenvolvidas por Oscar L. Miller. A maioria das proteinas dobra-se na superficie do
ribossomo durante sua sintese, entretanto, a fibroina permanece distendida nas condigdes usadas por esses
pesquisadores, nas quais as cadeias polipeptidicas crescentes podem ser vistas ligadas aos ribossomos a medida que
sdo examinadas da ponta 5° do mRNA para a ponta 3’. A fibroina ¢ uma proteina de 200.000 daltons presente na
glandula posterior do bicho-da-seda Bombyx mori, e é sintetizada em grandes polissomos, contendo de 50 a 80
ribossomos. Além disso, seja em procariotos ou eucariotos, o nimero de ribossomos esta relacionado diretamente
com a atividade de sintese de proteinas na célula, existindo cerca de 20.000 ribossomos em uma bactéria em
crescimento.

Composicao e estrutura dos ribossomos

Um ribossomo ¢ composto por 3 (nas bactérias) ou 4 (em eucariotos) moléculas diferentes de rRNA e um conjunto
de até 83 proteinas, distribuidas em duas subunidades, maior ¢ menor. A subunidade maior contém o centro da
peptidil-transferase, responsavel pela formagdo da ligacdo peptidica. J& a subunidade menor contém o centro de
decodificagdo, que se liga ao mRNA fazendo a decodificacdo dos tRNA carregados. Embora o nimero de moléculas
proteicas exceda bastante o nimero de rRNA, os rRNA constituem aproximadamente 60% da massa do ribossomo.

As subunidades ribossdmicas e as moléculas de rRNA normalmente sdo designadas em unidade de Svedberg (S
— quanto maior o valor de S, maior a velocidade de sedimentagdo), uma medida de taxa de sedimentagdo de
particulas em suspensdo centrifugadas sob condi¢des padrio, nome designado em homenagem ao quimico sueco
Theodor Svedberg (1884-1971), o inventor da centrifuga.

Em procariotos (bactérias e arqueias), a menor subunidade do ribossomo apresenta velocidade de sedimentacao
de 30 unidades de Svedberg, sendo, portanto, uma subunidade 30S, enquanto a subunidade maior é uma 50S. A
subunidade menor é formada por uma tnica molécula de rRNA, referida como RNA pequeno (16S), e 21 proteinas
ribossOmicas, enquanto a subunidade maior contém uma molécula de rRNA grande (23S) mais uma molécula de
rRNA 58, além de 31 proteinas ribossdmicas. O ribossomo procaridtico como um todo é 70S, pois a velocidade de
sedimentacdo ¢ determinada pelo volume do material, e ndo por sua medida de massa. Ja nas células eucaridticas, a
subunidade menor do ribossomo € a 40S, e a maior 60S, sendo o ribossomo total 80S, com uma unidade menor
formada pelo 18S e 33 proteinas ribossomicas, e a subunidade maior formada pelos rRNA 288, 5S e 5,8S, além de
49 proteinas ribossdmicas (Figura 7.6).
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Figura 7.6 Composicao dos ribossomos procariéticos e eucarioticos.

Apesar dessas diferengas, ha uma enorme semelhanga estrutural e funcional entre os ribossomos de todas as
espécies, o que reflete a origem evolutiva comum dos constituintes basicos das células vivas. Justamente por esse
motivo, a sequéncia dos genes que codificam o rRNA ¢é usada em estudos filogenéticos, para se verificar a distancia
genética entre diferentes individuos.

Fungées do RNA ribossémico

O rRNA nido se trata apenas de um componente estrutural dos ribossomos, sendo também um determinante
catalitico para a sintese proteica. Embora o ribossomo e suas fungdes basicas tenham sido descobertos ha mais de 50
anos, apenas recentemente foi determinada sua estrutura tridimensional em alta definicdo, que ajudou na
confirmacdo de uma hipotese levantada ha décadas: o ribossomo € uma ribozima (molécula de RNA com atividade
catalitica). Foi demonstrado que o rRNA participa diretamente das fungdes do ribossomo, de modo que as proteinas
ribossOmicas sdo elementos secundarios e que ndo ha proteinas dentro do centro ativo da formagdo da ligagdo
peptidica.

As duas subunidades ribossdmicas de formato irregular ajustam-se para formar uma fenda pela qual o mRNA
passa a medida que o ribossomo se movimenta ao longo dele. Na subunidade maior dos ribossomos procarioticos, o
centro da peptidil-transferase, j& mencionado como responsavel pela formacdo da ligagdo peptidica, ¢ composto
inteiramente por RNA. Na subunidade menor, o RNA também desempenha importante papel, na qual as algas dos



anticédons dos tRNA, assim como os cédons do mRNA, interagem diretamente com o 16S rRNA, ¢ ndo com as
proteinas ribossomicas. As proteinas ribossomicas estdo localizadas geralmente na periferia e ndo no interior do
ribossomo, e as que alcangaram o nucleo da subunidade parecem estabilizar os rRNA compactados firmemente,
protegendo-as das cargas negativas de seus esqueletos de agucar-fosfato. As 55 proteinas ribossdmicas nas bactérias
apresentam tamanho e formato variados, e, embora a fun¢do de algumas delas ndo tenha sido completamente
esclarecida, o papel estrutural na estabilizacdo da molécula tem sido o mais evidente.

RNA ribossomicos sao altamente conservados

Como ja descrito, os ribossomos sdo particulas de riboproteinas complexas responsaveis pela sintese de proteinas
em todas as células, seja de um eucarioto ou de um procarioto. Existe um volume de evidéncias que apontam que a
esséncia da fungdo ribossomica reside em seus componentes de rRNA. Uma vez que a fung¢do dessas moléculas é
essencial para vida da célula e ocorre em todos os organismos, ¢ esperado que sua sequéncia seja altamente
conservada para garantir a estabilidade da estrutura do rRNA, basicamente composta por varias ramificacdes
contendo hairpin loops e loops internos.

Os hairpin loops (em grampo), também conhecidos como stem loop ou loops externos, t€m comprimento
variavel de 2 a 14 nucleotideos que pareiam entre si dentro da alga e apresentam uma porgdo terminal da dupla-
hélice ndo pareada. Ja os loops internos sdo formados por dois segmentos de RNA dupla-hélice que ndo pareiam
entre si, ¢ podem ser simétricos se contiverem o mesmo numero de nucleotideos entre as fitas opostas, ou
assimétricos. Ainda podem se apresentar na forma de bolhas ou protuberancias laterais (Figura 7.7).

Regides com residuos conservados nos rRNA tém sido estudadas ha muito tempo e, tanto para o gene 16S
(procariotos) como para o 18S (eucariotos) rRNA existem multiplos segmentos de 15 a 20 nucleotideos que sdo
exatamente os mesmos em todos os organismos. Esses segmentos sdo essenciais para a atividade catalitica do
ribossomo e permaneceram inalterados por bilhdes de anos durante a evolugao dos seres vivos.

Um alinhamento preciso do sitio A-(aminoacil) com o P-(peptidil) no centro da peptidil-transferase é essencial
para a func¢do do ribossomo. A estrutura em cristal da subunidade 50S isolada revela que essa peptidiltransferase é
um complexo tercidrio de elementos de RNA, principalmente do dominio V do 23S rRNA. No rRNA 16S foram
identificados diversos nucleotideos que também interagem com os sitios ribossomicos A e P. Esses residuos sdo
conservados em praticamente todos os organismos e aparecem como um elemento estrutural constante
filogeneticamente.

Pareamento de RNA mensageiros e ribossomos

Como ja descrito anteriormente, a informacao para a sintese proteica estd na forma de codons de 3 nucleotideos, e
cada cddon especifica 1 aminoacido. As regides que codificam 1 proteina de 1 mRNA sdo compostas por uma
sucessdo continua de cddons ndo sobrepostos, chamadas de fase aberta de leitura ou ORF (open reading frame),
pois a leitura codon a cddon segue continuamente do cédon de iniciagdo até o de terminagdo, definindo uma tnica
proteina. Assim, a tradugdo inicia-se na extremidade 5° do mRNA no codon de iniciacdo, que nas bactérias
geralmente ¢ um 5’-AUG-3’, mas também pode ser 5’-GUG-3’ e, mais raramente, 5’-UGG-3’; enquanto nas
células eucaridticas o codon de iniciagdo ¢ sempre 5’-AUG-3’. Esse cddon de iniciacdo determina o primeiro
aminoacido a ser incorporado a cadeia polipeptidica em crescimento, assim como também define a fase de leitura
para todos os cddons subsequentes — uma vez que a leitura pode ser feita em trés fases de leitura diferentes. A
tradugdo segue codon a codon sem sobrepd-los, até alcangar o cddon de terminagdo, que pode ser uma das trés
opgdes (5’-UAG-3’, 5’-UGA-3’ e 5’-UAA-3’), no qual, entdo, termina a sintese do polipeptideo.

A traducdo ocorre pela leitura do mRNA na regido entre o codon de iniciacdo e o de terminagdo (ORF), de 3 em
3 bases, sem sobreposicdo de bases. Para que isso ocorra, o primeiro evento necessario € a aproximagdo do
ribossomo a0 mRNA. O que facilita essa ligagdo sdo os procariotos de uma sequéncia que ocorre em varias fases de
leitura a montante do codon de iniciagdo, chamada de sitio de liga¢do ao ribossomo ou RBS (ribosome binding site).
Este sitio de ligacdo ao ribossomo, em bactérias, também ¢é conhecido como sequéncia de Shine-Dalgarno, em
homenagem aos cientistas australianos John Shine (1946-) e Lynn Dalgarno (1935-), que identificaram essa
sequéncia por meio da comparagdo de varios mRNA. O sitio de ligacdo do ribossomo ¢ localizado geralmente de 3 a
9 pares de bases em relagdo a 5° do codon de iniciag@o, sendo complementar a uma sequéncia localizada proxima a
extremidade 3’ de um dos componentes do rRNA 16S, de modo que o ribossomo faz, por meio desse rRNA



(sequéncia 5’-CCUCCU-3’), pontes de hidrogénio ao mRNA (sequéncia 5’-AGGAGG-3’), posicionando o
ribossomo no inicio da fase aberta de leitura. Isso favorece o pareamento inicial da subunidade menor do ribossomo
ao mRNA.

O grau de complementaridade e a distancia entre o sitio de ligagdo ao ribossomo e o cédon de iniciagdo exerce
forte influéncia sobre a atividade de tradugdo de determinada fase de leitura, que pode ser ativa, se tiver uma alta
complementaridade e o espagamento apropriado; ou menos ativa, se a complementaridade for baixa ou o
espacamento limitado. Em procariotos, algumas ORF localizadas em mRNA policistronicos (varios genes) nao
apresentam forte ligag@o ao ribossomo, no entanto, sdo traduzidas ativamente, pois o codon de inicia¢do se sobrepoe
a extremidade 3’ da fase de leitura adjacente. Nesse caso, o ribossomo que recém-completou a traducdo de uma fase
de leitura a montante ja estd adequadamente posicionado para iniciar a tradug@o a partir do c6don de iniciagdo da
fase de leitura a jusante, dispensando a necessidade de uma sequéncia Shine-Dalgarno para recrutar um ribossomo.
Esse fendomeno de traducgdo continua entre duas fases de leitura é conhecido como tradugdo acoplada. Apesar de o
aspecto geral do processo de iniciagdo da traducdo se assemelhar a procariotos, o método de reconhecimento do
mRNA e do codon de iniciagdo nos eucariotos difere significativamente daquele observado em células procarioticas.
Em eucariotos, a ligagdo do tRNA iniciador a subunidade menor do ribossomo sempre precede sua associacdo com
0 mRNA na extremidade 5’-cap em um sistema denominado cap-dependente, o qual envolve o acoplamento de uma
série de fatores de iniciagdo que reconhecem essa regido.
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Figura 7.7 Estrutura secundaria da subunidade menor do RNA ribossémico de bactéria (16S rRNA). Adaptada de
Center for Molecular Biology of RNA.

Inicio de tradu¢do do RNA mensageiro

O primeiro aminoécido ¢ a formilmetionina em bactérias e a metionina em eucariontes.



Assim que a menor subunidade do ribossomo procaridtico pareia sobre 0 mRNA, fixando-o na posigao ideal, de
modo que o codon de iniciagdo esteja em um sitio chamado P, a subunidade maior do ribossomo podera se associar
ao complexo. De fato, a associagdo da maior subunidade do ribossomo sé ocorre imediatamente antes da formagéo
da 12 ligagdo peptidica. O caminho normal dos tRNA carregados é ingressar pelo sitio A € encaminhar para o sitio P
apos a sintese de uma ligagdo peptidica, porém, durante a iniciagdo da traducdo, um tRNA carregado entra
diretamente no sitio P do ribossomo, sendo este tRNA especial. Esse tRNA especial, conhecido como tRNA
iniciador, pareia com o cédon de iniciacdo (AUG ou GUG), e que, em vez de resultarem na leitura dos aminoacidos
metionina e valina, respectivamente, sdo carregados por uma forma modificada de metionina, a N-formilmetionina
(fMet-tRNA,™<). Esse grupo formila nio permanece no peptideo final, pois ¢ removido da extremidade da cadeia
polipeptidica pela enzima desformilase, assim como muitas vezes a propria metionina N-terminal é removida por
peptidases juntamente com 1 ou 2 aminoacidos, tanto durante como apos a sintese final da cadeia polipeptidica.
Diferentemente dos procariotos, o tRNA iniciador esta carregado de metionina convencional, sendo, portanto,
denominado de Met-tRNA M,

Os dois sitios de ligacao de RNA transportador no ribossomo

Os ribossomos bacterianos dispdem de dois sitios para ligarem pelo menos 2 tRNA simultanecamente. 4 ¢ o sitio de
ligacdo para o aminoacil-tRNA (ligado em sua extremidade 3° & carboxila do aminodcido carregado), ¢ P ¢ o sitio
de ligacdo para o peptidil-tRNA (ligado em sua extremidade 3’ na posi¢do C-terminal da cadeia polipeptidica
crescente). Existe um 3° sitio, chamado E (de exit, saida), que é o sitio de ligagdo do tRNA liberado apos a
transferéncia da cadeia polipeptidica crescente para o aminoacil-tRNA. Esses sitios de ligacdo ao tRNA sdo
formados na interface entre as subunidades maior € menor do ribossomo, podendo os tRNA permanecerem ligados a
uma distancia que abrange entre o centro da peptidil-transferase na subunidade maior e o centro de decodificacio,
na subunidade menor.

Apds a formagdo do ribossomo com o tRNA iniciador carregado no sitio P, o primeiro aminoacil-tRNA
carregado correto € trazido ao sitio A do ribossomo, de acordo com o codon do mRNA que esta nesse sitio. A partir
disso, uma ligacao peptidica ¢ formada entre o aminoacil-tRNA no sitio A e a cadeia peptidica ligada ao peptideo-
tRNA no P, ligagdo chamada de reacdo de peptidil-transferase, uma vez que a cadeia peptidica é transferida do P
para o aminoacido do tRNA no A. Esse peptidio-tRNA resultante no sitio A e o seu cddon associado sdo
translocados para P, de modo que A fica livre para o proximo ciclo de reconhecimento.

Fatores de iniciacao, elongacao e terminacao

Os fatores de iniciagdo tém por fungdo orientar o processo inicial da traducdo, a fim de facilita-lo. Nas células
procarioticas, o processo de traducdo iniciado na subunidade menor é catalisado por trés fatores de iniciagao,
chamados de IF1, IF2 e IF3. Esses fatores de iniciagdao ligam-se a um dos trés sitios de ligagdo de tRNA da
subunidade menor, ou em seus proximidades. A IF1 liga-se diretamente & por¢do da subunidade menor que
originara o sitio A, bloqueando a ligagdo de tRNA carregados no A; o IF2, que é uma GTPase, interage com trés
componentes-chave: a subunidade menor do ribossomo, a IF-1 sobre o sitio A, € o ﬂ\/Iet-tRNAiMet do tRNA
iniciador no sitio P, tendo como funcdo impedir que outros tRNA carregados se associem a subunidade menor; e,
por fim, a IF3, que se liga a subunidade menor em parte do sitio que dara origem ao sitio E, impedindo a sua
reassociacdo com a subunidade maior ou a ligacdo de tRNA carregados, auxiliando na dissociagdo do ribossomo
708, deixando-o livre para um novo ciclo de tradugao.

Nas células eucaridticas, a dissociacdo das subunidades maior e menor do ribossomo 80S ¢é realizada pelos
fatores de iniciagdo elF3 e eIF1A, analogos aos 1F3 ¢ 1F1 procaridticos, ¢ o recrutamento do tRNA iniciador
carregado por duas proteinas de ligacdo ao GTP, a elF2 e a elF5B (analogo ao IF2-GTP procariotico) para formar o
complexo de iniciagdo 43S (Figura 7.8). O elF5B associa-se a subunidade menor de modo independente de elF1A, e
ajuda a recrutar um complexo de IF2-GTP e Met-tRNA;M* para a subunidade menor. Juntas, essas duas proteinas de
ligagdo ao GTP posicionam a Met-tRNAM' no futuro sitio P da subunidade menor. O complexo de pré-iniciagio
43S faz o reconhecimento do 5’-cap na extremidade do mRNA eucaridtico, sendo mediado por uma proteina de 3
subunidades, a elF4F. Uma das trés subunidades liga-se diretamente a 5’-cap ¢ as outras duas ligam-se de modo
inespecifico ao RNA associado. Quando esse complexo se une ao elF4F, uma RNA-helicase ¢ ativada, removendo
estruturas secundarias que possam ter se formado na extremidade do mRNA, deixando-a livre para interagdes com a



subunidade menor, formando o complexo 48S (Figura 7.8). Uma vez associada a extremidade 5° do mRNA, a
subunidade menor e seus fatores acessorios deslocam-se pelo mRNA, no sentido 5> — 3’, até que o tRNA iniciador
encontre o codon de iniciagdo. Esse pareamento do anticodon do tRNA com c6don do mRNA resulta na dissociagao
do elF2 e elF3. Além da regido 5’-cap, os fatores de transcricdo também interagem com a extremidade 3° do mRNA
por meio da cauda poli-A. O elF4F, além de interagir com a extremidade 5’-cap, liga-se a uma proteina de liga¢do a
poli-A, fazendo uma ponte entre as extremidades 3’ ¢ 5°, de modo que o mRNA permanece circularizado durante a
traducdo (Figura 7.8).

_h
+
—> Complexo de
Bl pré-iniciacao

elF3

— 435

elF2

GTP — cIF5B

tRNA GTP

tRNA

¥

elF2 | 43S AUG
mG

PAB
60S

{RNA
elFs ||| cTP EIFQ/L'\\Q;IFEB v

485 AUG

elF5 me =

¢ elF3 elF4F

——» GDP PAB
elF2

elF3 60S ) Busca pelo cadon AUG
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Assim como no processo de inicio da traducdo, a elongacao também necessita de fatores para levar a termo o
processo de extensdo da cadeia. Os fatores de elongamento sdo um conjunto de proteinas especiais que recrutam os
aminoacil-tRNA e auxiliam na exatiddo do posicionamento do mRNA em relagdo a maquinaria de sintese
polipeptidica, garantindo sua correta fase de leitura. Os aminoacil-tRNA ndo se ligam diretamente aos ribossomos,
sendo direcionados pelo fator de elongamento eEF1A. Esse fator liga a extremidade 3’ do aminoacil-tRNA,
encobrindo o aminodcido ligado, impedido sua interacdo para formagdo de uma cadeia polipeptidica. Essa ligagao
do eEF1A ao aminoacil-tRNA depende da associagdo com uma molécula de GTP. Para que o eEF1A seja liberado
do tRNA, deixando-o livre para polimerizar na cadeia polipeptidica, é necessaria a hidrolise do GTP pela fungao



GTPase (Figura 7.9). A atividade da GTPase é muito importante para o mecanismo de selecdo contra a adigdo de
aminoacil-tRNA incorretos na cadeia, pois, uma vez ocorrido o pareamento incorreto de pelo menos uma base entre
codon e anticodon, acontece uma reducdo drastica na atividade desta enzima.

Ap6s essa reagdo da peptidil-transferase, o tRNA do sitio P ¢ desacetilado (ndo mais ligado a um aminoacido), e
a cadeia polipeptidica crescente ¢ ligada ao tRNA no sitio A. Para que se dé um novo ciclo de alongamento, um
conjunto de movimentos chamado de transloca¢do deve ocorrer, o que envolve a transferéncia do tRNA
desacetilado de P para E, do aminoacil-tRNA de A para P, e o deslocamento em 3 nucleotideos do mRNA, para
exposicdo do cddon seguinte. O término desse processo de translocagdo requer a acdo de um 22 fator de elongacao,
0 EF-G, também dependente da ligacdo de GTP. Esse fator de elongamento EF-G liga-se a uma por¢ao do sitio A
apos o deslocamento do tRNA desacetilado, ocorrendo a hidrolise do GTP ligado a ele, o que resulta na alteragdo da
sua conformagdo para uma forma EF-G GDP. Isso desencadeia o conjunto de movimentos da translocagdo, que,
apos o término da translocagdo completa do ribossomo, perde sua afinidade e libere o fator de elongagdo (Figura
7.9).

A traducdo ¢ concluida quando ocorre a translocacdo do ribossomo, e o cddon de terminacdo encontra-se em A.
Para o término da tradugdo, fatores de liberagdo (RF) fazem a coordenagdao. O fator eRF1 (RF1 ou RF2 em
procariotos) reconhece o cddon de terminagdo e se liga ao ribossomo (sitio A). O eRF3 (RF3) liga-se a um GTP, e o
complexo eRF3-GTP atua coordenado com o eRF1 para clivar a ligacdo peptidil-tRNA, fazendo a liberacdo do
peptideo e do tRNA (Figura 7.10).

Direcao de leitura do RNA 5’-3’

A leitura do mRNA para a sintese proteica comeca do cédon de iniciacdo da extremidade 5°, seguindo adiante até a
extremidade 3. Como descrito anteriormente, durante o inicio da tradugao, a extremidade 5° do mRNA ¢ ligada a
fatores de iniciagdo, formando o chamado complexo de iniciagdo. Esse complexo provavelmente desliza e escaneia
o mRNA a procura do cddon de iniciagdo, que € o primeiro AUG a jusante na extremidade 5’ na maioria dos RNA
eucarioticos, ¢ AUG ou GUG nos RNA procaridticos. Nos eucariotos, essa selegdo do AUG de iniciacdo ¢ auxiliada
por nucleotideos especificos que o flanqueiam, denominados sequéncia de Kozak, em homenagem a pesquisadora
Marilyn Kozak, que identificou os nucleotideos mais importantes que afetam a eficiéncia do inicio da tradugao,
tanto a jusante como a montante do codon de iniciagdo. Assim, com o correto posicionamento da maquinaria de
sintese, a tarefa de adi¢do de aminoacidos pode ser iniciada por meio da tradu¢do do mRNA sentido 5° — 3°.
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Figura 7.9 Fatores de alongamento para ligagdo do segundo aminoacil-tRNA.
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Figura 7.10 Término da tradugéo. A liberagao do peptideo inicia com o reconhecimento dos cédons de término pelo
fator de liberacao.

Antibidticos sao compostos que interagem com microrganismos, matando-os ou inibindo o seu metabolismo e/ou sua reproducdo, sendo, portanto,
uma eficaz ferramenta no combate de doencas infecciosas. Como apresentam reduzido efeito sobre células eucaridticas, muitos antibidticos sao
utilizados no controle de intimeras infeccdes que no século 20 nao podiam ser tratadas, como a tuberculose, a pneumonia bacteriana, a sifilis e a
gonorreia. Os antibidticos podem atuar em diferentes alvos na célula, como impedir a sintese de parede celular, alterar a permeabilidade da
membrana, inibir enzimas que atuam na transcricao do DNA, bloquear a sintese de dcidos graxos, entre inimeros outros mecanismos. Apesar
desses diversos alvos, 40% dos antibidticos conhecidos sdo inibidores da maquinaria de tradugdo e inibem seu funcionamento. Além disso, dentro
dos antibidticos que tem como alvo a inibicdo da sintese proteica, diferentes etapas da sintese podem ser alvo. Varios exemplos sao encontrados
para antibidticos que inibem algum processo da tradugdo, como a bem conhecida tetraciclina, utilizada no combate de infeccdes por Chlamydia,
Mycoplasma e Rickettsia, além de acne e sifilis. A tetraciclina é um antibiético bacteriostatico de amplo espectro que tem como alvo molecular o
sitio A da subunidade 305, inibindo a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A. Os efeitos de outros antibiéticos constam na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 Efeitos dos antibiéticos.

Antibidtico Células-alvo Alvo molecular

Acido fusidico Procaridticas Impede a liberagdo do EF-G-GDP do ribossomo
Aminoglicosideos Procaridticas Subunidade 30S do Paralisa o complexo de iniciacao 30S (30S-mRNA-tRNA),
ribossomo inibindo a iniciacdo posterior. Também ocorre inibicdo

da sintese proteica jd iniciada e inducdo de erro de

leitura do mRNA
Ciclohexamida Eucaridticas (entro da peptidil- Inibe a atividade da peptidil-transferase
transferase da subunidade
605
Cloranfenicol Procariéticas (entro da peptidil- Bloqueia o posicionamento correto da aminoacil-tRNA

transferase da subunidade no sitio A para a reacao de transpeptidase

505

Eritromicina Procariéticas (anal de saida do peptideo  Bloqueia a saida da cadeia polipeptidica crescente no
na subunidade 505 ribossomo, suspendendo a tradugao

Espectinomicina Procariéticas Subunidade 30S do Interfere reversivelmente na interacdo entre a

ribossomo subunidade 30S do ribossomo e 0 mRNA.




Estruturalmente similar aos aminoglicoideos, mas nao

induz erros na leitura do mRNA

Higromicina B Procaridticas e eucariéticas  Pr6ximo ao sitio A da Impede a translocagao do tRNA do sitio para o sitio P
subunidade 305
Paromicina Procaridticas e eucariéticas  No sitio A da subunidade ~ Aumenta a taxa de erros durante a tradugdo, pela

30S, adjacente ao sitioda  diminuicao da seletividade entre cddon e anticddons

interagdo cddon-anticédon

Quirromicina - EF-Tu Impede as alteragdes conformacionais associadas a
hidrdlise de GTP

Tioestreptona Procaridticas Centro de ligagdo do fator  Interfere na associacao do IF-2 e do EF-G com o centro
da subunidade 505 de ligagdo do fator

Toxina diftérica Eucaridticas Modificacdo quimicado  Inibe a fun¢ao do EF-Tu
EF-Tu

Um RNA mensageiro, varias proteinas

Conforme visto anteriormente, o0 RNA atua como um intermedidrio entre a informac¢do codificada no DNA para
especificar uma sequéncia de aminoacidos de uma proteina. Esse intermedidrio ¢ o mRNA. Em procariotos, uma
unica molécula de mRNA pode codificar tanto para uma como para varias cadeias polipeptidicas. Quando uma
molécula de mRNA transporta o cddigo para apenas um polipeptideo, 0 mRNA ¢é chamado de monocistronico
(“cistron” refere-se a um gene); se codifica para dois ou mais polipeptideos, 0 mRNA ¢ entdo denominado
policistrénico. Os mRNA policistronicos contém dois ou mais ORF e codificam para mais de uma cadeia
polipeptidica. Cada gene desse mRNA tem seu codon de iniciagdo, mas geralmente é regulado por um tnico
promotor. Ao contrario dos eucariotos, em que a maioria dos mRNA s3o monocistronicos, nos procariotos a maioria
dos mRNA sédo policistronicos, normalmente incluindo proteinas com fung¢des correlatas, por exemplo, proteinas
que participam de uma mesma via de sintese. E importante ressaltar que tanto caracteristicas morfoldgicas como
fisiologicas (fendtipo) de uma célula estdo diretamente relacionadas ao seu conteido de mRNA. Células que se
multiplicam muito rapidamente necessitam de diferentes proteinas em um curto intervalo de tempo. Uma maneira
de atender a essa exigéncia seria a expressdo de varios genes em um unico mRNA, sendo muito mais econdmico em
termos de energia e mais eficaz em termos de rapidez, principalmente porque a expressdo génica em bactérias é
regulada com maior importancia ao nivel do mRNA.

A sintese proteica em bactérias ocorre simultaneamente a transcricao do RNA mensageiro

Nas bactérias, a traducdo e a degradacdo de uma molécula de mRNA em geral comecam antes de a sintese
(transcricdto DNA — mRNA) estar completa. Como universalmente as moléculas de mRNA sdo sintetizadas,
traduzidas e degradadas no sentido 5> — 3°, os trés processos podem ocorrer simultaneamente na mesma molécula
de RNA. Nos eucariotos, o sentido universal também ¢ esse, porém a transcrigdo e a tradugdo ocorrem em locais
diferentes dentro da célula, no nucleo e no citoplasma, respectivamente. Nos procariotos, a maquinaria de sintese de
polipeptideos ndo ¢ separada por uma membrana nuclear do sitio de sintese do mRNA, de modo que, uma vez
sintetizada a ponta 5° de um mRNA, ele pode imediatamente ser usado como molde para a sintese de polipeptideo,
sendo os dois processos acoplados. Para confirmar se a transcri¢do e a traducdo poderiam ocorrer simultaneamente,
Miller et al. desenvolveram técnicas de microscopia eletrdnica, que tornaram possivel o acoplamento entre esses
dois processos diretamente em E. coli.

Modificacoes pos-traducionais de proteinas em eucariontes



A elongacdo da cadeia peptidica continua até que o ribossomo adicione o ultimo aminoacido codificado pelo
mRNA, que pode ser um cédon UAA, UAG ou UGA, no processo chamado de terminagdo. Esse término ¢
auxiliado por trés fatores de terminagdo, ou de liberagdo, sendo as proteinas RF-1, RF-2 e RF-3 nos procariotos, ¢
dois fatores, RF-1 e RF-3, nos eucariotos. Esses fatores de terminagdo ou liberagdo reconhecem os codons de
terminagdo e contribuem para a hidrolise da liga¢do terminal do peptidil-tRNA, a liberagdo do polipeptideo livre e o
ultimo tRNA agora descarregado, a partir de P, ¢ a dissociagdo do ribossomo em sua subunidade maior € menor. Ao
término da sintese proteica, a proteina ainda ndo esta pronta para exercer sua fungdo, sendo necessario que ela seja
enovelada e processada até sua forma bioldgica ativa. Durante ou depois da sua sintese, o polipeptideo assume
progressivamente sua conformacao tridimensional natural, com a formagao de pontes de hidrogénio e as interacdes
van der Waals e hidrofobicas apropriadas. Outras proteinas, porém, mesmo depois de adquirir sua conformagao
tridimensional precisam passar por reagdes de processamento, chamadas modificacdes pos-traducdo, para atingirem
sua conformacdo biologicamente ativa. Por fim, as proteinas devem ser enderecadas para o seu sitio de agdo por
meio de sequéncias sinalizadoras.

Degradacao de proteinas pelo sistema proteossoma

A degradagdo de proteinas € necessaria para impedir a constru¢do de proteinas anormais ou indesejadas, e
possibilita a reciclagem de aminoacidos. A vida de proteinas eucariéticas é de trinta segundos a varios dias, porém,
a maioria ¢ degradada rapidamente se comparada a vida média de uma célula. As proteinas rapidamente degradadas
incluem aquelas defeituosas, seja pela adi¢do incorreta de aminoacidos ou por lesdo acumulada durante o seu
funcionamento normal, ¢ também as proteinas enzimadticas que agem em pontos-chave da regulagcdo nas vias
metabolicas e geralmente degradam rapidamente. Para que essas proteinas sejam degradadas seletivamente, um
conjunto de sinalizadores moleculares ¢ embutido na estrutura de cada proteina, de modo analogo ao que ocorre
com a sinalizacdo para endere¢camento das proteinas para o seu sitio de acdo.

Essas proteinas defeituosas geralmente sdo degradadas em sistemas citosélicos dependentes de ATP, tanto em
células procaridticas como eucarioticas. Nos procariotos, muitas proteinas sdo degradadas por uma protease
dependente de ATP, a Lon (referindo-se a forma longa), a qual é ativada por essas proteinas defeituosas, nas quais a
protease hidrolisa a ligagao peptidica, clivando essas proteinas, a fim de reduzilas em pequenos peptideos inativos.
Nas células eucaridticas, esse processo de degradacdo de proteinas dependente de ATP é bem diferente, e envolve
uma proteina chamada de ubiquitina. A ubiquitina é encontrada em todos os eucariotos, sendo altamente
conservada, e se liga covalentemente as proteinas destinadas a degradag@o por um sistema de trés enzimas separadas
(E1 — ativador da ubiquitina; E2 — conjugadores de ubiquitina; e E3 — ligases de ubiquitina-proteina), processo
chamado de ubiquitinagdo. As proteinas multiubiquitinadas sdo degradadas pelo proteossoma 26S, uma protease
multimérica dependente de ATP, com aproximadamente 2000 kDa, constituida por dois complexos regulatorios 19S
e por um complexo catalitico de aproximadamente 700 kDa, designado proteossoma 20S. Os complexos
regulatorios 19S, quando posicionados em ambas as extremidades do proteossoma 20S, composto por vérias
ATPases e outras subunidades, reconhecem as proteinas ubiquitinadas, conduzindo ao seu desenrolamento e
translocamento para a camera catalitica, geralmente degradando as proteinas a pequenos peptideos (Figura 7.11).

A sintese da proteina ocorre no citoplasma

Apesar do DNA, que guarda a informag¢@o genética contida no nucleo, a sintese de proteinas ocorre nos ribossomos,
dentro do citoplasma. Esse processo compartimentado ocorre nas células eucaridticas, pois elas apresentam o nucleo
delimitado por uma membrana. Isso é possivel gragas ao mRNA, que é capaz de transportar a mensagem genética
do nticleo ao citoplasma. Desse modo, é possivel dizer que o processo de sintese de proteinas tem inicio no nicleo
da célula, com a transcri¢do dos genes do DNA em mRNA, terminando no citoplasma, com a tradu¢do do mRNA
em proteinas nos ribossomos. O RNA foi evidenciado como candidato natural a ser responsavel por esse transporte
desde o inicio da década de 1950, por ser encontrado tanto no ntcleo quando no citoplasma, ¢ também por ter sido
observado que o aumento da sintese de proteinas era acompanhado pelo aumento na quantidade de RNA
citoplasmatico e na sua velocidade de renovagdo. Ja nos procariotos, embora a localizagdo do DNA gendmico nao
seja ao acaso no citoplasma, este ndo se encontra delimitado por uma membrana nuclear como nos eucariotos. Dessa
maneira, a transcricdo também ocorre no citoplasma bacteriano, assim como a sintese de proteinas nos ribossomos.



Trafego intracelular de proteinas

A maioria das proteinas, exceto aquelas sintetizadas em mitocondrias e plastideos, € sintetizada nos ribossomos no
citosol. No entanto, deve-se pensar como eles sdo direcionados do citoplasma para o sitio de acdo final, haja vista
que a célula eucariotica é constituida de muitas estruturas, compartimentos e organelas. Proteinas que serdo
secretadas, integradas na membrana ou incluidas nos lisossomos geralmente compartilham as primeiras etapas de
uma via que se inicia no reticulo endoplasmatico (RE). Ja proteinas que se destinam para as mitocondrias, os
cloroplastos ou nticleo usam trés mecanismos separados. E, por fim, as proteinas destinadas ao citoplasma
simplesmente permanecem onde elas sdo sintetizadas.
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Figura 7.11 Ubiquitinagdo de proteinas como sinalizagdo de proteinas a serem degradadas pelo proteossoma 26S.
Adaptada de Huang.

De modo geral, o elemento mais importante para o enderecamento é a adi¢do de uma sequéncia curta de
aminoacidos chamada de sequéncia sinalizadora, cuja fungdo foi primeiramente postulada por Blobel et al., em
1979. Essa sequéncia sinalizadora direciona uma proteina para sua localizagdo apropriada na célula e, para muitas
proteinas, ¢ removida durante o transporte ou depois que ela tenha alcangado seu destino final.

A maior parte das proteinas secretadas do lisossomo ou das membranas apresenta uma sequéncia sinalizadora no
terminal amino que as marca para a translocacao para dentro do limen do RE. Essa sequéncia sinalizadora dispde de
um terminal carboxila e ¢ definido por um sitio de clivagem, de modo que uma protease remove a sequéncia de
sinalizag¢do depois que a proteina foi importada para o interior do RE. Como demonstrado por George Palade (1912-
2008), as proteinas com essas sequéncias sinalizadoras sdo sintetizadas nos ribossomos ligados ao RE (esse trabalho
rendeu o Prémio Nobel de Fisiologia ¢ Medicina de 1999 a Palade). Essas sequéncias sinalizadoras sintetizadas nos
ribossomos do RE sdo ligadas pela particula de reconhecimento da sinalizacdo (SRP), juntamente ao ribossomo
livre que esta sintetizando o polipeptideo. Essa SRP, entdo, se liga ao GTP e para a elongagdao do polipeptideo
quando ele apresenta cerca de 70 aminoacidos, passando a direcionar o ribossomo (ainda ligado ao mRNA) e o
polipeptideo incompleto para os receptores de SRP ligada ao GTP na fase citoso6lica do RE. Assim, o polipeptideo
crescente ¢ entregue ao complexo de translocagdo do peptideo no RE, a SRP dissocia-se do ribossomo,
acompanhada pela hidrélise do GTP, e o alongamento do polipeptideo prossegue com o complexo de translocagéo
direcionado por ATP, introduzindo o polipeptideo crescente dentro do limen do RE até que a proteina completa
tenha sido sintetizada (Figura 7.12). Assim, ao término da sintese, a sequéncia sinalizadora ¢ removida por uma
peptidase de sinalizacdo dentro do lumen do RE, e o ribossomo dissociado ¢ reciclado.

Uma vez no limen do RE, as proteinas recém-sintetizadas sdo ainda modificadas de varias maneiras. Apos a
remogdo da sequéncia sinalizadora, os polipeptideos sdo enovelados, as ligagdes dissulfetos formadas e muitas
proteinas glicosiladas para formar glicoproteinas, que, ap6s adequadamente modificadas, podem ser movimentadas
a uma variedade de destinos intracelulares. As proteinas viajam do RE para o complexo de Golgi em vesiculas



transportadoras, e, no complexo de Golgi, esses oligossacarideos sdo ligados a proteinas e posteriormente
modificados. Da mesma maneira, por mecanismos desconhecidos, o complexo de Golgi também distribui as
proteinas e as envia para o seu destino final, que se distingue por caracteristicas estruturais entre essas proteinas.

Tendo como exemplo as hidrolases destinadas ao lisossomo, ao chegar ao complexo de Golgi, essa hidrolase é
reconhecida por uma fosfotransferase que adiciona fosfato em certos residuos de manose no oligossacarideo. Um ou
mais residuos de manose 6-fosfato no oligossacarideo N-ligado constitui a sinalizagdo estrutural que direciona a
proteina ao lisossomo.

Vias que enderecam proteinas a mitocondria e aos cloroplastos também dependem de sequéncias sinalizadoras
no terminal amino. Embora essas organelas tenham DNA proprio, a maior parte de suas proteinas ¢ sintetizada pelo
DNA nuclear e precisam ser enderecadas para a organela apropriada. Ao contrario das outras proteinas, a inser¢ao
da sequéncia sinalizadora nessas proteinas so6 ocorre depois que elas estdo completamente sintetizadas e liberadas do
ribossomo. Essas proteinas precursoras destinadas a mitocondria e/ou cloroplastos s3o ligadas a proteinas
chaperonas citosdlicas e entregues aos receptores na superficie externa da organela-alvo. Mecanismos de
translocagdo especializados transportam a proteina ao seu destino final na organela, e, ao final, a sequéncia
sinalizadora também ¢ removida.

As bactérias também podem enderecar proteinas para as suas membranas internas, para o espago periplasmatico
entre essas membranas ou para o meio extracelular. Para isso, também usam sequéncias sinalizadoras no terminal
amino, muito parecidas com a dos eucariotos. Ao iniciar seu lento enovelamento pos-sintese, a proteina chaperona
soluvel SecB liga-se a sequéncia sinalizadora da proteina ou a outros sitios ndo enovelados de sua estrutura, de
modo que, ao se associar, entrega essa proteina a SecA, uma proteina associada a superficie interna da membrana
plasmatica, na qual a SecB dissocia-se dessa ligacdo. A SecA atua como a ATPase de translocag@o dos eucariotos,
sendo esse complexo de translocacdo constituido ainda de SecY, E e G. Assim, uma proteina é exportada pela
membrana pela SecA localizada na superficie citoplasmatica. Embora essa seja a via principal de translocamento de
proteinas, elas podem usar uma via alternativa, que utiliza um reconhecimento de sinalizag@o e proteinas receptoras
homodlogas aos componentes do SRP eucariético e do receptor SRP.
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Figura 7.12 Direcionamento das proteinas eucariéticas com a sinalizagado apropriada para o reticulo endoplasmatico.



Modificacoes proteicas

Conforme ja mencionado, apenas a tradu¢do do mRNA para proteina pela maquinaria de sintese polipeptidica ndo é
suficiente para que as proteinas sejam funcionais, sendo necessario um processo de modificagdo pds-traducional a
fim de que as proteinas cheguem a sua conformagao biologicamente ativa. Essas proteinas podem ser alteradas por
uma ou mais reagdes de processamento, discutidas a seguir.

e Perda da sequéncia de sinalizagdo: como visto anteriormente, embora as sequéncias de sinalizagdo sejam
importantes para o enderecamento das proteinas, elas ndo participam de sua estrutura ativa final, sendo
removidas por peptidases especificas

e Modificagdes no terminal amino e no terminal carboxila: de acordo com o que ja foi explicado, o 1° residuo
inserido em todos os polipeptideos bacterianos ¢ a N-formilmetionina ou metionina dos eucarioticos.
Entretanto, o grupo formila geralmente é removido enzimaticamente na formagao da proteina funcional final, e,
em 50% das proteinas eucarioticas, o grupo amino do residuo terminal amino ¢ N-acetilado depois da tradugao.
A porgdo terminal carboxila as vezes é também modificada

*  Processamento proteolitico: muitas proteinas sdo sintetizadas na forma de polipeptideos e posteriormente sao
clivadas proteoliticamente em peptideos menores e ativos, como 0 que ocorre com a pro-insulina, algumas
proteinas virais e proteases, como 0 quimiotripsinogénio e o tripsinogénio

*  Modificagdo de aminoécidos individuais: os grupos hidroxila de alguns residuos podem ser enzimaticamente
fosforilados por ATP, adicionando cargas negativas a esses polipeptideos, o que pode ter um significado
funcional varidvel de uma proteina para outra. Outras modificagdes podem incluir a adigdo de grupos carboxil
extras, assim como a metilagao de residuos, removendo sua carga negativa

* Fixa¢do das cadeias laterais de carboidratos: nessa modificacdo, cadeias laterais de carboidratos das
glicoproteinas podem ser fixadas de maneira covalente durante ou depois da sintese de polipeptideos, em
residuos de Asn, Ser ¢ Thr. Exemplos de proteinas que contém cadeias laterais de oligossacarideos sdo as
proteoglicanas que lubrificam as camadas mucosas das membranas e de muitas outras proteinas que funcionam
extracelularmente

*  Formacdo de pontes de dissulfeto: apos o enovelamento das proteinas em sua estrutura tridimensional nativa,
as proteinas podem formar pontes dissulfeto intra ou intercadeias entre residuos de Cys, o que ajuda a proteger
a conformagdo da molécula da desnaturacdo no ambiente extracelular quando exportada

*  Adicdo de grupos prostéticos: muitas proteinas procaridticas e eucaridticas necessitam da adicdo de grupos
prostéticos para se tornarem funcionais. Nesse grupo encontram-se a molécula de biotina da acetil-CoA
carboxilase e o grupo heme da hemoglobina, ou do citocromo C

*  Adigdo de grupos isoprenil: ocorre em proteinas eucarioticas pela adicdo de grupos derivados do isopreno
(grupos isoprenil). Uma ligacao tioéter ¢ formada entre grupos isoprenil e um residuo de Cys da proteina. Sao
ocorrentes em proteinas Ras, produtos de oncogenes Ras e protoncogenes, ¢ proteina G.

Perspectivas futuras

Um dos mais importantes achados do projeto Genoma ocorreu com a determinacdo da diversidade de DNA
existente em diferentes individuos, que deu inicio a uma revolugdo no campo da genética, uma nova época
denominada Era Gendmica. Ultrapassada essa nova fronteira da ciéncia, o conhecimento da genomica foi
complementado por meio da abordagem proteémica, auxiliando o estudo de proteinas expressas em determinados
tipos de tecido ou células. Esses estudos demonstraram que a diversidade/quantidade de proteinas em um organismo
¢ muito maior que a quantidade de genes, mostrando que existem mecanismos ainda pouco conhecidos de
amplificacdo da informagao contida nos genes, o que resulta como fun¢éo diferente em proteinas.

Todo esse enfoque esta sendo cada vez mais aplicado na descoberta de novos alvos para terapia génica e/ou de
farmacos para tratamento de doengas, na farmacogenomica, em estudos de envelhecimento, planejamento de vetores
virais, administragdo de doencas, compreensdo de mecanismos fisiologicos, biologia regenerativa, melhoramento
genético, clonagem, diagndstico, prognostico, pesquisa clinica, reproducdo, entre outros.

Dessa maneira, entender os mecanismos que regulam a sintese de proteinas ¢ imperativo na busca de solugdes
nos campos ambiental, industrial, da medicina e da agronomia, visando ao aumento de produtividade de animais,
plantas e microrganismos, além do tratamento de seres vivos e do meio ambiente.
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