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Regulacao da expressao
génica em eucariotos |

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Entender as diferencas na regulacao da
expressao génica entre procariotos e
eucariotos.

e Estudar as diferencas etapas nas quais a
expressao génica de eucariotos pode ser
regulada.

Pré-requisitos

Para acompanhar mais facilmente esta aula, é importante que vocé tenha assimilado
as informagdes sobre Regulagdo da expressdo génica em procariotos, Aula 23.

Adicionalmente, reveja os conceitos sobre Fluxo da informagao génica — transcri¢do e
processamento do RNA, apresentados nas Aulas 20, 21 e 22.
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Na Aula 23, vocé teve a oportunidade de estudar os mecanismos que regulam
a expressdo génica em procariotos. Nela, vocé viu que é muito Util a célula
procariética a capacidade de responder ao ambiente, através da ativacao da
transcricdo de determinados genes e/ou a inativacdo da transcricdo de outros.
Tais mecanismos permitem a célula adaptar-se aos diferentes ambientes e,
simultaneamente, otimizar seu gasto de energia e nutrientes, mantendo
desligados aqueles genes cujos produtos sejam desnecessarios.

Os mecanismos que vocé estudou na Aula 23 estdo envolvidos na resposta
de organismos unicelulares (procariotos) ao ambiente. Nesta aula, vocé terd a
oportunidade de estudar os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao
génica em eucariotos. Muitos eucariotos sao organismos multicelulares,
cujos diversos tipos celulares estdo organizados em tecidos e érgaos. Fica
evidente, portanto, que se trata de um sistema mais sofisticado de regulacdo

da expressao génica.

REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA EM ORGANISMOS
MULTICELULARES

Um organismo eucarioto multicelular apresenta diferentes tipos de
células. Assim, se compararmos células do figado, pele, neur6nios, musculos
e outros tecidos de um mesmo animal, perceberemos que elas s3o muito
distintas, tanto nos aspectos morfolégicos quanto funcionais. Adicionalmente,

a constitui¢do de cada tipo celular é especifica (Figura 24.1).

Svulo a ser
fertilizado

A , espermatozoide
mitocondria

Figura 24.1: Esquema ilustra-
tivo do “dramatico” efeito da
expressdo génica diferencial

1/ \.\ neurdnio durante o desenvolvimento
célula do 4 sequencia ™~ em animais superiores. Uma
mUsculo fEAde expressdo

célula, zigoto, dé origem a
uma vasta gama de fenéti-
pos celulares diferentes no
organismo adulto. As células
de musculo e de neurénio
sdo apenas exemplos dentre
os muitos tipos celulares que
exibem fenoétipos altamente
divergentes em animais.

{| diferencial



Sabemos que as células somaticas de um individuo possuem o
mesmo conjunto de genes, pois todas se originaram a partir do mesmo
zigoto, através de uma sucessio de divisdes mititicas equacionais. Assim,
se 0 genotipo é o mesmo em todas essas células, como podemos explicar
a grande diversidade de fendtipos observada?

A resposta geral que podemos apresentar para tal questio é
que nem todos os genes presentes no nucleo se expressam ao mesmo
tempo. De fato, estima-se que, em organismos eucariotos superiores,
apenas 10% dos genes se expressam em todas as células durante todo
o tempo. Os demais genes sdo ativados em determinados tecidos ou em
momentos especificos. Existe, portanto, uma regulacdo da expressio
génica, que define os genes que serdo ativados em um determinado tecido.
Adicionalmente, muitos genes sdo ativados apenas em certos momentos
ou periodos do desenvolvimento.

Um 6timo exemplo para compreendermos a complexidade da
regulagio da expressdo génica em eucariotos superiores é o processo de
diferenciacdo celular. Além de os diferentes tipos celulares apresentarem
morfologias altamente divergentes, alguns sdo altamente especializados,
com fung¢bes metabdlicas especificas. Como exemplos, podemos
citar as hemadcias, altamente especializadas em sintetizar e estocar
hemoglobina, e os neurdnios, capazes de produzir neurotransmissores.
Que mecanismos definem os genes que estardo ativos em um dado tipo

celular e inativos em outros?

CASCATAS DE REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A partir da fecundac¢ido, o processo de desenvolvimento
embriondrio segue passos claramente definidos de multiplicagiao e
diferenciacdo celular. De tal modo, apds poucas divisdes mitdticas,
os conjuntos celulares comecam a se diferenciar para formar tecidos e
orgdos distintos que, ao final, resultardo em um organismo completo
e funcional. Tal processo é denominado morfogénese, e envolve um
intrincado sistema de regulagio génica, cujos componentes permanecem
pouco esclarecidos.

Diversos estudos tém revelado que os processos de diferenciaciao
celular envolvem a participacio de “genes reguladores chave”, que

controlam a expressio de genes especificos para a formacdo de cada
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orgao ou tecido. Dentre os genes ativados, por sua vez, existem alguns que
também possuem a fun¢do de regular novos genes, e assim sucessivamente.
Vocé pode concluir, com isso, que existe uma “cascata” de regulacdo da
expressdo génica, na qual um determinado gene pode ativar a expressio
de varios outros, dentre os quais novos genes que passardo a regular os
futuros passos do processo. A morfogénese, portanto, trata-se de um
processo coordenado de regulagao seqiiencial da expressio génica.

As informacgdes anteriores demonstram que os varios caminhos
de diferenciagio celular, desenvolvidos a partir do zigoto, seguem um
“circuito pré-programado de expressao génica”, no qual um evento inicial
(fecundacdo) ativou um conjunto de genes. Dentre os genes ativados,
alguns tém fungio reguladora, atuando tanto na ativa¢iao de um segundo
conjunto de genes quanto na inativacdo de genes do primeiro conjunto.
Desse segundo conjunto de genes, alguns sio também reguladores,
ativando a expressdo de um terceiro conjunto de genes, e assim por
diante. A ordem seqiiencial da expressdo desses genes é, portanto,
geneticamente pré-programada.

Outros exemplos de processos que utilizam “cascatas de expressao
génica” sdo os mecanismos regulados por horménios. Nesses casos, a
presenca de um dado hormoénio ativa a expressao seqiiencial de genes

especificos (cascatas especificas de resposta).

Observe que os mecanismos de expressdo sequencial de genes nado
ocorrem somente durante o desenvolvimento embriondrio. Cascatas de
expressao génica continuam ativas em cada individuo durante toda a
sua vida. Por exemplo, determinados conjuntos de genes permanecem
inativos em nés durante toda a nossa infancia, mas sao ativados a partir
da puberdade. Tal evento estava geneticamente pré-programado, e é
uma interessante demonstracdo de que as cascatas de expressao génica
sa0 mecanismos essenciais em eucariotos.

CLASSIFICACAO DOS GENES QUANTO A SUA REGULACAO

Determinados genes sdo continuamente expressos na maioria
das células. Tais genes sdo responsaveis pela manutengio das fungdes
essenciais de qualquer célula, tais como transcri¢do, tradugao, replicacdo
etc. A expressdo destes genes é denominada expressdo constitutiva e os

genes sao denominados genes constitutivos.



Os demais genes sdo, portanto, regulados. Apesar de muitos genes
comporem “circuitos de expressio geneticamente pré-programados”
(cascatas de regulacdo), diversos outros sao ativados ou reprimidos em
resposta a estimulos ambientais, tais como frio, calor, estresse, ferimentos
etc. Por terem sua expressdo passivel de inducdo pelo ambiente, sio
denominados genes induziveis.

Os genes que se expressam apenas em determinados tecidos sio
chamados genes tecido-especificos e estdo sob regulacdo tecido-especifica.
Aqueles genes que se expressam apenas durante determinados periodos

sdo controlados através de regulagdao temporal.

ETAPAS NAS QUAIS A EXPRESSAO GENICA PODE SER
REGULADA

Agora que vocé ja teve a oportunidade de ver que a expressiao
génica em eucariotos é regulada de diferentes maneiras para atender
a objetivos especificos, é importante saber como a célula define quais

genes devem ser ativados em um dado tecido, enquanto outros devem

permanecer desligados.

Antes, porém, é importante
relembrar um conceito sobre expressio
génica que foi visto na Aula 23. A
expressio de um gene s6 se verifica se
o polipeptidio por ele codificado for
produzido e estiver funcional. Portanto,
para que um gene presente no nicleo
se expresse, devem ocorrer as seguintes
etapas: transcri¢do, processamento do
transcrito, transporte para o citoplasma,
tradugio, enderecamento e ativacio do

polipeptidio formado (Figura 24.2).

Figura 24.2: Esquema ilustrando as vérias etapas
envolvidas na expressao génica em eucariotos.
A cromatina deve ser descompactada para que
os genes sejam transcritos. Em seguida, o pré-
RNAmM deve ser processado para a producao
do RNAmM que, apés ser transportado para o
citoplasma, serd interpretado para a traducao.
O polipeptidio formado durante a traducdo é,
entdo, submetido a modifica¢des (clivagens e
modifica¢des quimicas) e endere¢ado ao com-
partimento celular, onde compora a proteina
com atividade bioldgica.
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descompactacdo do DNA
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Esses diversos passos, essenciais para a expressao de cada gene, podem
ser individualmente regulados. Em outras palavras, se algum destes passos
sofrer interferéncia, a quantidade ou a funcionalidade do produto final do
gene em questdo serdo também afetadas.

Para desenvolver a regulacdo génica, a célula pode interferir em
qualquer um dos passos ja descritos (Figura 24.3). Cada gene pode ser
regulado de maneira diferente quanto a etapa do processo a ser ativada
ou reprimida. Determinados genes sofrem regulagio em vdrias etapas
de sua expressdo. A seguir, estudaremos os mecanismos que podem ser

utilizados pela célula para regular cada uma destas etapas.

FOSDIBIDTDIDIDLDIDIN

regulacédo da
transcricao

BOSVI Yy DODD

Nucleo
transcrito | regulac¢do do
rimario processamento
(pre-RNAm)

Citoplasma regulacdo do
transporte
RNAmM

/re ulacdo da\ RNAmM
esta Rlll\llAarge do inativo

regulacdo da traducdo

regulacdo da funcéo e
do enderecamento da
proteina
regulacdo da estabi-
lidade da proteina

>

proteina ativa inativa proteina degradada

Figura 24.3: Esquema ilustrativo das diversas etapas nas quais a expressao de um
gene de eucarioto pode ser regulada.
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REGULACAO DA TRANSCRICAO

Este é o principal nivel em que a expressdo dos genes pode ser
regulada. Para a célula, regular a expressio génica através do controle
da transcri¢io é mais econdmico, pois, se o0 gene ndo for transcrito,
nenhum dos passos posteriores ocorrerd. Devido a sua importincia, a
regulagio transcricional da expressdo génica sera abordada em maior
profundidade na préxima aula (Aula 25). A seguir, veremos apenas 0s
aspectos gerais dos principais mecanismos.

A regulagio da transcricao pode ocorrer através de dois processos
distintos: Remodelamento da cromatina e Ligacdo de proteinas

reguladoras, descritos a seguir.

Regulacao da transcricao por Remodelamento da Cromatina

Na Aula 8 (Mddulo 1), vocé teve a oportunidade de aprender
que o DNA de eucariotos esta associado a proteinas chamadas histonas,
formando estruturas denominadas nucleossomos. A interagdo entre
proteinas histonas e outras proteinas (ndo-histonicas), permite que
varios nucleossomos se associem, formando estruturas maiores. Assim,
regides do DNA de eucariotos que contenham grande quantidade de
nucleossomos associados serdo mais condensadas que as demais regides.
Em determinadas fases do desenvolvimento celular, é interessante que
o DNA se encontre altamente condensado, por exemplo, durante a
divisdo celular.

Regides condensadas do genoma sdao, normalmente, trans-
cricionalmente inativas. Portanto, para que ocorra a transcri¢io dos
genes presentes, € necessario que o DNA esteja descompactado (Figura
24.4). O nivel de condensacdo das diferentes regides dos cromossomos
pode ser controlado e, dessa forma, podem ser definidas as regides
que estardo disponiveis para a transcricio em determinado tecido, ou
estagio de desenvolvimento do organismo. Portanto, a célula controla a
disponibilidade de tais regides através de mecanismos de remodelamento

da cromatina.

CEDERJ
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DNA
~ condensado

DNA
descondensado

Pré-RNAm

gene transcrito

Figura 24.4: Esquema ilustrando a correla¢do entre o nivel de compactag¢do da cro-
matina e a ocorréncia de transcri¢do. A regido do genoma esquematizada contém
segmentos em diferentes niveis de condensacdo. Em regides altamente compactadas
ndo se verifica transcricdo. A transcri¢do é observada em regides onde o DNA nao
estd compactado (DNA descondensado).

Embora os mecanismos através dos quais a célula controla os niveis
de condensacio do cromossomo ainda permaneg¢am pouco elucidados,
diversos trabalhos tém demonstrado a ocorréncia de modificacbes na
estrutura do DNA e das proteinas histonas capazes de provocar tal
controle. Tais modificacdes correspondem a adig¢do, ou remogio, de
radicais a molécula de DNA ou as proteinas histonas a ele associadas.
Dentre essas modificagdes, destacam-se os processos de metilacio do
DNA e metilacdo, acetilagio e fosforilagdo das proteinas histonas.

Vocé tera a oportunidade de estudar mais detalhadamente os

mecanismos de remodelamento da cromatina na proxima aula (Aula 25).

Regulacao da Transcricao por proteinas reguladoras

Como vocé viu nas Aulas 20 e 21, o processo de transcri¢io em
eucariotos € realizado por trés RNA polimerases distintas (I, IT e III).
Dentre elas, a RNA polimerase II é a responsavel pela producao dos

RNA mensageiros que, por sua vez, serdo traduzidos para a producdo



de proteinas. Na Aula 21, foi abordado que a RNA polimerase II se
acopla as regides promotoras dos genes (caixa TATA e caixa CAAT,
Figura 21.1) com o auxilio de vérios fatores de transcrigdo. A partir de
entdo, tem inicio a fase de elongagio da transcrigio.

Nesta aula, ja vimos que em cada tecido ou condi¢io do organismo
eucarioto um conjunto especifico de genes serd transcrito, enquanto
os demais genes permanecerio inativos. Se as seqliéncias conservadas,
“Caixa TATA” e “Caixa CAAT?”, estdo presentes nos promotores de,
praticamente, todos os genes, como o complexo da transcricio define
os genes que devem ser transcritos num dado tecido?

A resposta para tal questio se baseia no fato de que o complexo
da RNA polimerase II (incluindo os fatores de transcri¢io) nio é capaz de
reconhecer e se acoplar ao promotor de um dado gene sem a ajuda
de outros componentes acessorios. Tais componentes acessOrios sao as
proteinas reguladoras.

Elas sio moléculas capazes de reconhecer seqiiéncias especificas
de um dado promotor e se ligar a ele. A partir de entdo, tais proteinas
realizam interacdes com o complexo da RNA polimerase, viabilizando
o acoplamento dos “fatores de transcricdo” as seqiiéncias conservadas
previamente discutidas (“caixa TATA” e “caixa CAAT”). Assim, apenas
0s genes cujos promotores estdo associados a proteinas reguladoras sio
reconhecidos e transcritos.

As seqiiéncias reconhecidas por esse tipo de proteina sdo especificas
para cada promotor, e sio chamadas “sitios de ligagio”. Cada promotor
contém sitios especificos para a ligagdo de proteinas reguladoras
diferentes. Conseqiientemente, podemos concluir que existem muitas
proteinas reguladoras diferentes em um organismo.

O processo de regulacio se verifica pelo fato de que um dado gene
s6 serd transcrito nas células em que a proteina reguladora, capaz de
reconhecer seu promotor, estiver presente. Nos demais tecidos, o gene
permanecera desligado.

O mecanismo de controle da transcri¢ao via proteinas reguladoras
€ o principal sistema de regulagio da expressdo génica em eucariotos. Na
Aula 25, esse assunto sera discutido mais detalhadamente, e abordaremos
as diferentes proteinas reguladoras, seus mecanismos de interacio com

os promotores e com o complexo da transcri¢do.

CEDERJ
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REGULACAO POS-TRANSCRICIONAL

Conforme vocé estudou na Aula 21, o processo da transcri¢io
resulta na producdo de um transcrito primario denominado pré-RNAm.
Em seguida, tal molécula sofre varias modifica¢des para formar o RNAm
que, apods ser exportado para o citoplasma, serd interpretado para a
traducdo. Estes passos sdo essenciais para que o gene se expresse e,
portanto, qualquer mecanismo que interfira nesse processo, inibindo ou
induzindo, estard regulando a expressdo do gene. Quando a expressdo
de um dado gene é regulada através de mecanismos que interfiram em
etapas posteriores a transcricao, o processo é denominado regulacio
pOs-transcricional.

Os mecanismos de regulacdo pos-transcricional ainda s3o pouco
esclarecidos. Porém, o grande nimero de pesquisas desenvolvidas sobre
este assunto, nos ultimos anos, tem revelado a existéncia de diferentes
mecanismos de regulacio pods-transcricional. Dentre eles, podemos
destacar trés mecanismos principais: regulagio do processo de edi¢dao
do RNAm, regulacdo do sistema de “retirada dos introns e emenda
dos éxons” (emenda alternativa dos éxons) e regulacdo da estabilidade
do RNAm. Cada um desses mecanismos de regulacdo pds-transcricional

sera discutido individualmente a seguir.

Regulacao do processo de “emenda alternativa de éxons”

A retirada de introns e emenda dos éxons compéem um passo
crucial do processamento do RNA em eucariotos, conforme vocé
aprendeu na Aula 22. Tal processo permite a eliminacdo das seqiiéncias
correspondentes aos introns do transcrito primario (pré-RNAm) e
a subseqiiente reuniio (emenda) dos éxons.

Muitos genes de eucariotos apresentam um elevado nimero
de introns. Teoricamente, todos eles devem ser retirados durante o
processamento do pré-RNAm. Assim, no decorrer do processo, os
diversos éxons deverdao ser emendados. Imagine o que aconteceria se,
em uma dada condi¢io, um dos éxons fosse eliminado juntamente com os
introns. Certamente, o RNAm formado seria menor que o convencional
e, por conseqiiéncia, a proteina formada nio conteria a regido codificada
por tal éxon. Na realidade, as células utilizam tal processo como uma

importante forma de regulacio da expressdo génica. Tal mecanismo



¢ denominado emenda alternativa de éxons e consiste em selecionar os
éxons que serao emendados para compor 0 RNAm final. Dessa forma, um
mesmo pré-RNAm pode dar origem a duas ou mais formas alternativas
de RNAm, em fun¢io dos éxons utilizados na montagem de cada uma.
Conseqiientemente, cada um desses RNAm variantes dard origem a uma
diferente forma da proteina, na qual dominios estardo presentes, ou ausentes,
em fung¢io dos éxons que compdem os respectivos RNAms (Figura 24.5).

transcrito éxon 1 éxon 2 éxon 3

primario

Pré-RNAm

( emendas alternativa de éxons

1 2 3 4
[ I —

ltradugéo

RNAmMs

proteinas dominios da

proteina

Isoforma 1

TECIDO 1 TECIDO 2

Figura 24.5: Esquema ilustrando o mecanismo de emenda alternativa de éxons.
A partir de um mesmo transcrito primario (pré-RNAm) dois diferentes RNAms podem
ser formados. Como resultado, o processo de tradu¢do desses RNAms gerara iso-
formas distintas da proteinas codificada, onde a isoforma 2 ndo contém a regido
codificada pelo éxon 3.

Alguns mecanismos de emenda alternativa parecem ser
constitutivos, com os RNAms variantes coexistindo em proporg¢des
constantes na mesma célula. Outros mecanismos sio regulados em
resposta a estimulos ambientais ou de desenvolvimento. O controle
dos éxons que serdo utilizados na montagem do RNAm em um dado
tecido, ou condigdo, é realizado através de proteinas que interagem com
os complexos EMENDOSSOMAS (lembra-se da Aula 22?). Portanto, se em um
determinado tecido ou condig¢do tais proteinas estiverem presentes,
um dado conjunto de éxons pode ser selecionado. Porém, se em
outro tecido ou condic¢do tais proteinas estiverem ausentes, ou forem
substituidas por outras, um novo conjunto de éxons pode ser emendado,

dando origem a forma alternativa do mRNA (Figura 24.5).

Podemos notar que, através dos mecanismos de “emenda
alternativa de éxons”, um mesmo gene pode dar origem a diferentes
proteinas. Por exemplo, consideremos uma proteina na qual uma

determinada regido seja responsavel por sua atividade enzimitica.

1124

[

traducao

Isoforma 2

EMENDOSSOMAS

Sio os complexos
compostos por diversas
proteinas e pequenos
RNAs nucleares
responsaveis pelo
processo de retirada
de introns e emenda
dos éxons. Em alguns
livros, tais estruturas
sdo denominadas
spliceossomos.
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Se 0 éxon que codifica para tal regiao for eliminado durante os processos
de emenda, a proteina final ndo contera tal regido e, conseqiientemente, a
atividade enzimatica serd abolida. Similarmente, determinadas proteinas
sdo enderecadas para organelas especificas ap6s a sua tradugdo. Se o
éxon que codifica para o dominio de enderecamento celular da proteina
estiver ausente, a proteina passard a ocupar outro compartimento celular
ou ficar no citosol.

Portanto, a emenda alternativa de pré-RNAms é um poderoso e versatil
mecanismo regulatério, que pode efetuar o controle da expressio génica e
a diversificacio funcional de proteinas. Dessa forma, a expressio de um
gene pode resultar em diferentes isoformas da proteina, com distintas

estruturas e fungoes.

Regulacao do processo de edicao do RNAm

No ultimo topico da Aula 21, vocé viu que, durante o proces-
samento, determinados transcritos podem receber a inser¢io, delecdo
ou modificacio de nucleotideos em sua seqiiéncia. Tal processo é
denominado edi¢io do RNA. Também naquele capitulo, vocé estudou
o exemplo do RNAm para apolipoproteina-B que, no figado, codifica
uma proteina que contém 4.563 aminoacidos. Em contrapartida, no
intestino, a mesma proteina contém somente 2.153 aminodcidos, como
resultado de um processo de edi¢gio do RNAm que resulta na traducdo
de uma proteina mais curta. Este é um excelente exemplo de regulacdo
pés-transcricional realizada via edicdo de RNAm, pois permite que um
mesmo gene codifique para proteinas diferentes, em fun¢io do tecido
onde se expressa. A regulacio do processo, portanto, dependera da
presenca ou auséncia das enzimas responsdveis pela edicio daquele
transcrito, em cada tecido.

Embora o exemplo do RNAm para apolipoproteina-B seja
bastante ilustrativo, é importante observar que a edicio do RNA tem
sido verificada para muitos outros RNAms, além de RNAts e RNATrs,

de diversas espécies.

Regulacao da estabilidade do RNAm

O processo de transcri¢do de um dado gene resulta no acamulo do
RNAm correspondente no citoplasma da célula. Assim, essas moléculas

estardo disponiveis para a tradugio. Entretanto, RNAms possuem “vida



util”, ou seja, apds certo tempo, tais moléculas precisam ser eliminadas.
Isto é bastante aceitdvel, pois se os RNAms ficassem disponiveis no
citoplasma por tempo indefinido, sua tradu¢io continuaria ocorrendo
também indefinidamente, mesmo que a transcri¢dio do gene ja ndo
mais ocorresse. Isso seria um problema para a célula que necessita de
determinadas proteinas apenas em momentos especificos. Adicionalmente,
se os RNAms nio fossem degradados, tais moléculas se acumulariam no
citoplasma e, com a continuagio do processo de transcri¢io dos milhares
de genes durante a vida da célula, a quantidade de RNAm no citoplasma
atingiria niveis altissimos, inviabilizando o funcionamento celular.

Cada molécula de RNAm permanece no citoplasma celular
durante um determinado periodo. Em seguida, é degradada por enzimas.
Inicialmente, acreditava-se que todos os RNAms possuiam tempos
similares de permanéncia no citoplasma. Entretanto, diversas pesquisas
tém demonstrado que os transcritos produzidos por determinados
genes tém um periodo de dura¢io no citoplasma muito maior que os
demais. Este periodo de duragio no citoplasma é também denominado
estabilidade do RNAm. Diante de tal informac¢io, podemos concluir
que, entre dois genes diferentes, que possuam taxas de transcri¢io
semelhantes, aquele cujos RNAms apresentem maior estabilidade, gerara
maior acumulo dos transcritos no citoplasma celular. A tradugio de
tais transcritos resultard em maior producdo da proteina codificada.
Portanto, o controle da estabilidade do RNAm de um dado gene pode
ser um importante mecanismo de regulagio de sua expressao.

De fato, genes distintos apresentam diferentes estabilidades para
seus RNAms. Adicionalmente, os transcritos produzidos por um mesmo
gene podem apresentar diferentes estabilidades, em fun¢do do tecido
onde sio produzidos. Como a célula faz para que RNAms diferentes
apresentem estabilidades distintas?

Conforme vocé viu na Aula 22, praticamente todos os RNAms
recebem uma estrutura denominada capacete, em sua extremidade 57,
e uma cauda poli-A, na extremidade 3’. Acredita-se que ambas estejam
envolvidas na estabilidade do RNAm. Atualmente, varias pesquisas tém
confirmado tal hipétese. Ao chegarem no citoplasma, as moléculas de
RNAm passam a estar expostas a acio das enzimas de degradacio. O
principal processo de degrada¢io do RNAm, descrito em leveduras

e eucariotos superiores, é iniciado pela remocdo da cauda poli-A e é
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denominado desadenilagdo. As enzimas responsdveis pelos processos
de desadenilag¢do sao chamadas desadenilases. Em seguida ao processo
de desadenilagdo, ocorre a remog¢do do “capacete”, presente na
extremidade 5> do RNAm, realizada por um conjunto de proteinas e
fatores. Apos a retirada das estruturas de protecdo (capacete e cauda
poli-A), o transcrito é rapidamente degradado por enzimas denominadas

exonucleases (Figura 24.6).

7"MeGpppG AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
H,_/ |\ J
Capacete 5’ e e Cauda poliA
Desadenilacao .

\
|

-meGoppG AAAAAAAAAAAAA -
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. »
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Figura 24.6: Esquema ilustrando o mecanismo de degradacdo de RNAm dependente
de desadenilacdo. Quando o processamento do RNAm é concluido, ele contém uma
estrutura capacete (5') e uma cauda Poli-A (3') que o protegem de degradacao
exonucleolitica. O primeiro passo no processo de degradacao é a reducao da cauda
Poli-A realizada por enzimas denominadas desadenilases. Apds a degradacdo da
cauda Poli-A, a estrutura capacete 5’ é rapidamente removida e o resto do RNAm
é rapidamente atacado por exonuclease.

A regulacdo dos processos de degradacio do RNAm tem sido
amplamente estudada e, embora ndo esteja completamente esclarecida,
ja permite a elaboracdao de modelos que expliquem os processos. De
maneira geral, os modelos sugerem a existéncia de proteinas capazes de
se associar as extremidades “capacete” e “cauda Poli-A” dos RNAms,
inibindo ou promovendo a acio das enzimas de degradacio. Existem
diversas classes de tais proteinas, capazes de se associar preferencialmente
a determinados RNAms. Assim, se as proteinas associadas aos transcritos
de um dado gene forem estabilizadoras, o processo de degradagio sera
inibido, resultando em maior estabilidade do mRNA. Entretanto, se
as proteinas associadas forem desestabilizadoras, a degradacao serd
induzida, resultando em menor “vida-média” daqueles transcritos.

Tal modelo explica como os transcritos de um dado gene apresentam

estabilidade “média” maior, ou menor, que os demais.



REGULACAO DO PROCESSO DE TRADUCAO

A partir do momento em que um RNAm se encontra no
citoplasma, seu processo de tradu¢ao também pode ser regulado. Os
varios mecanismos de regula¢io traducional ndo sdo completamente
elucidados, mas existem muitos exemplos documentados (particular-
mente durante o desenvolvimento embrionario) de moléculas de RNAm
que sdo rotineiramente encontradas no citoplasma, mas sdo traduzidas
apenas sob determinadas circunstancias. Um bom exemplo de tal
processo, pode ser verificado em espécies animais nas quais grande
quantidade de RNAm é estocada em 6vulos. Porém, o processo de
traducdo s6 € desencadeado a partir da fertilizagao.

Dentre os mecanismos de controle de tradugdo, a regulagdo
pela presenca de regides codificadoras adicionais tem sido bem
caracterizada. O processo de tradu¢io de um polipeptideo, a partir de
um RNAm, tem inicio no “c6don de iniciacao da traducdo”, localizado
na regido proxima a extremidade 5’ (capacete). Isso ocorre porque a
“maquinaria” responsdvel pela traducdo percorre a fita de RNAm
a partir da extremidade “capacete” (5’) em dire¢do a extremidade 3’°, em
busca do “cédon de iniciacdo da tradug¢do”. Entretanto, certas classes
de RNAm contém regides codificadoras de pequenos peptideos, antes da
regido que codifica para o polipeptideo principal. Em vérios casos, tem
sido estabelecido que tais regides afetam a expressdo génica no ambito

traducional, prejudicando a traducdo do polipeptideo principal.

REGULACAO DOS PROCESSOS DE MODIFICACAO POS-
TRADUCIONAL

Apo6s a tradugdo, muitos polipeptideos precisam passar por um
processamento que lhes confira a estrutura necessaria ao desempenho
de sua funcdo bioldgica. Tal processamento consiste em alteragdes pro-
movidas nas propriedades da proteina, através da clivagem proteolitica
ou da adic¢do de grupos modificadores (radicais fosfato, agucares etc.) a
um ou mais aminodcidos. Tal conjunto de alteracdes recebe o nome de
modificagdes pos-traducionais.

Em muitas proteinas de eucariotos, a presenca ou auséncia de tais
modificacdes pode definir o estado de atividade da proteina, sua loca-

lizagao celular, taxa de degradacdo e a interacdo com outras proteinas.
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Assim, os mecanismos de modificagdo p6s-traducional desempenham
um importante papel bioldgico. A regulagio desses processos é realizada
através da atividade de enzimas modificadoras que atuam sobre
substratos especificos. Como resultado, o controle da ocorréncia de tais
modificacdes na proteina codificada por um dado gene pode modular
sua atividade e, conseqlientemente, representar uma forma de regulacdo

da expressdo génica.

CONTROLE DA ESTABILIDADE DA PROTEINA

O tempo decorrido entre o final do processo de traducdo e o
momento da degradacdo de um polipeptidio define a “longevidade”
desta molécula no citoplasma. Portanto, a inducdo ou a repressio do
processo de degradacao dos polipeptidios codificados por um dado gene
representam uma forma de controle da expressio génica, afetando a
estabilidade de tais moléculas. Cabe ressaltar que o processo € seletivo,
pois é observada grande heterogeneidade entre as taxas de degradacio
das diferentes proteinas de uma célula.

Muitos aspectos do desenvolvimento de eucariotos dependem
de mecanismos regulados de degradacdo de proteinas. Dentre eles, um
importante papel é desempenhado pelas “vias de degradagiao ubiquitina-
proteassomo”. Nesse mecanismo, as proteinas a serem degradadas sdo
marcadas através da ligacdo covalente da ubiquitina, realizada por
enzimas especificas. Em seguida, os complexos ubiquitina/proteina sio
submetidos a degradag¢io pelo proteassomo 26S, uma estrutura composta
por diversas enzimas que possuem fung¢io proteolitica (capacidade de

degradar proteinas).

REGULACAO DOS MECANISMOS DE ENDERECAMENTO
DAS PROTEINAS

A célula eucaridtica é dividida em varios compartimentos. Cada
organela, por exemplo, contém proteinas especificas, cuja fungio é
caracteristica daquele compartimento celular. Assim, fica claro que muitas
proteinas, ap6s sua traducdo, precisam ser corretamente enderegadas
para o compartimento celular onde desempenhario seu papel bioldgico.
Vocé estudard, em aulas futuras, os mecanismos responsaveis pelo
enderecamento de proteinas. Entretanto, com as informacdes que vocé
ja detém, é possivel perceber que o controle dos mecanismos responsaveis
pelo enderecamento de uma proteina representa uma forma de regulacao

da expressiao génica.



Nesta aula, vocé teve a oportunidade de estudar os diversos mecanismos
que podem regular a expressao de um gene. Entretanto, é importante
ressaltar que nem todos os mecanismos sdo utilizados pela célula para
controlar a expressdo de um dado gene. Em outras palavras, cada um
dos milhares de genes de um organismo pode ser regulado de uma
maneira distinta. Embora a grande maioria dos genes sofra regulagao
transcricional, nem todos sdo regulados pés-transcricionalmente ou
pos-traducionalmente. Similarmente, a opcdo de qual dos mecanismos
de regulacdo sera ativado também é especifica para cada gene. Por
exemplo, apenas alguns genes sofrem regulacdo por emenda alternativa
de éxons, enquanto outros podem ser regulados quanto a estabilidade
do RNAm, ou quanto ao enderecamento do proteina etc.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender que a regulacdo da expressao
génica em eucariotos apresenta mecanismos mais sofisticados que o observado
para células procariotas. Vimos que o fato de diferentes células de um organismo
multicelular apresentarem diferentes fenotipos, apesar de conterem os mesmos
genes, pode ser explicado pela expressao diferencial de genes. Vimos também
gue determinados genes sdo expressos constitutivamente enquanto outros sofrem
regulacdo temporal e/ou tecido-especifica. Em seguida, foram apresentados os
diferentes mecanismos que podem regular a expressdo de um gene: regulacao
transcricional (por metilacdo e por proteinas reguladoras), regulacao poés-
transcricional (processamento do transcrito, transporte do RNAm para o citoplasma
e a estabilidade do RNAm), regulacédo traducional e regulacdo pos-traducional

(controle do enderecamento da proteina e do seu enderecamento).

EXERCICIOS

1. Se todas as células somaticas de um individuo eucarioto multicelular possuem
0os mesmos genes, como podemos explicar as diferencas fenotipicas observadas

entre os diversos tipos celulares?
2. O que sdo “cascatas de regulacdo da expressdo génica”?
3. Como os genes podem ser classificados quanto a sua regulacéo?

4. Quais as etapas em que a expressdo de um gene de eucarioto pode ser

requlada?
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5. Qual o mais importante mecanismo de regulacdo da expressdo génica em

eucariotos?
6. Quais os mecanismos de regulagdo pés-transcricional?

7. Quais os mecanismos de regulagdo poés-traducional?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo desta aula ndo deve ter encontrado dificuldades
para fazer os exercicios. Lembre-se de que a visdo geral acerca da importanciada
regulacdo génica e os niveis em que a regula¢do pode ocorrer é mais importante que
os detalhes de funcionamento de cada mecanismo especifico. Portanto, certifique-
se de que vocé assimilou os conceitos gerais de regulacdo em eucariotos e os niveis
nos quais a regulacdo pode ocorrer, pois tais informacgdes serdo importantes para
a compreensao da préxima aula.
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Regulacao da transcricao
em eucariotos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Entender os mecanismos envolvidos na
regulacdo transcricional da expressao génica.

e Estudar mecanismos envolvidos no controle
dos processos de remodelamento da
cromatina.

e Estudar os mecanismos envolvidos na acao
das proteinas reguladoras para o controle da
expressao génica.

Pré-requisitos
Regulacdo da expressdo génica em eucariotos, Aula 24.

"Fluxo da informagéo génica — transcricdo" e "Processamento do RNA",
apresentados nas Aulas 20, 21 e 22.

Controle da expressao génica em procariotos, Aula 23.

Estrutura dos cromossomos de eucariotos, Aula 8.
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INTRODUCAO

Figura 25.1: Esquema ilustrativo
de uma regido da cromatina,
apresentado os nucleossomos
dispostos sequencialmente ao
longo da molécula de DNA, composto por 8 protei-
gerando uma estrutura em nas histonas

forma de “colar de contas”.
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Na Aula 24, vocé teve a oportunidade de estudar os mecanismos que regulam a
expressao génica em eucariotos. Naguela aula, foram abordadas as diversas etapas
da expressao génica de eucariotos passives de regulacdo. Dentre tais etapas, a
principal forma de regulacéo é o controle da transcricdo, que pode ser realizado
através de dois mecanismos distintos: remodelamento da cromatina e ligacao
de proteinas reguladoras.

Nesta aula, teremos a oportunidade de abordar, com maior detalhamento, os
processos que regulam a transcricdo em eucariotos, estudando os mecanismos
que controlam a disponibilizacdo de regides gendmicas para a transcricao
(remodelamento da cromatina) e as proteinas que regulam a ativacdo de cada

gene (proteinas reguladoras).

CONTROLE DA TRANSCRICAO POR REMODELAMENTO DA
CROMATINA

Vocé ja aprendeu na Aula 8 (Mddulo 1) que os cromossomos metafa-
sicos encontram-se muito mais condensados que os cromossomos
encontrados na fase da intérfase. Viu também que a cromatina pode ser
encontrada em diferentes niveis de condensag¢io, segundo um mecanismo
geral de empacotamento. As unidades bdsicas desse mecanismo siao os
nucleossomos, compostos por proteinas histonas. Estes nucleossomos
sdo dispostos a cada 160 nucleotideos ao longo da molécula de DNA,
envolvendo 145-147 pares de bases em torno de sua estrutura. Como
resultado, a cromatina assume uma disposicio em forma de colar de
contas (Figura 25.1). Cada nucleossomo é composto por oito moléculas de

proteinas histonas (Figura 25.2).

30nm

Centro do nucleossomo

Nucleossomo



2 moléculas de cada proteina
Histona: H2A, H2B, H3 e H4

DNA

Figura 25.2: Esquema ilustrativo de
um nucleossomo. O centro do nucles-
somo é composto por oito moléculas
de proteinas histonas. Externamente,
encontra-se a histona H1.

| M"Mnm —

As proteinas histonas dos nucleossomos, juntamente com proteinas
cromossomais nao histonas, sao capazes de realizar intera¢oes que resultam
em niveis mais intensos de empacotamento, conforme resumido na Figura
25.3. Dessa forma, a célula utiliza as histonas para comprimir o DNA

em uma estrutura compacta denominada

I 2nm

cromatina, cuja fung¢io é organizar e empacotar
o genoma dentro do nucleo celular.

Na Aula 24, discuti-mos que as

diversas regides do genoma apresentam niveis Tinm
de compactagio distintos. Adicionalmente,
determinadas regidGes se apresentam
compactadas em determinados tecidos, ou
fase do desenvolvimento, e descompactadas 30nm
em outros. Paralelamente, determinadas
regides permanecem sempre compactadas
em qualquer tecido ou condigdo.
300nm
Figura 25.3: Esquema ilustrativo dos
diferentes niveis de compactacdo da cro-
matina. Na auséncia de compactagao, a T
espessura da molécula linear de DNA ¢é
de aproximadamente 2 MM. No cromos- 700nm
somo metafasico, entretanto, a espessura
da cromatina pode chegar a 1400 NM, o 4
que representa uma condensacdo de 700
vezes em relacdo ao DNA linear.
1400nm
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Durante a divisio celular, entretanto, todos os cromossomos se apresentam
altamente condensados. O nivel de condensac¢do de uma regido cromossomica
estd inversamente relacionado com o nivel de transcri¢io de seus genes.
Em outras palavras, regides compactadas do genoma sio, normalmente,
transcricionalmente inativas.

Com base nas informagdes apresentadas, vocé pode concluir que o
controle do nivel de condensagio da cromatina representa uma forma de
regulagio da transcrigao, pois define as regides disponiveis para serem transcritas.
Sendo assim, como a célula regula os niveis de compactagao de tais regides?

A resposta para a questdo anterior foi parcialmente abordada
na Aula 24. Vimos que os mecanismos associados a tal controle estdo
relacionados a presenca ou auséncia de radicais na estrutura do DNA
ou das proteinas histonas. A ocorréncia destas modificacdes permite que
regides gendmicas idénticas apresentem diferentes estados de atividade,
em fun¢do dos tecidos ou fase de desenvolvimento em que a célula se
encontre. Portanto, a atividade transcricional de um gene pode ser
determinada pela presenca ou auséncia de tais marcas, ou radicais, na

regido do genoma que o contém.

Um interessante exemplo do papel do remodelamento da cromatina
na regulacdo da expressdo génica é observado nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario. Imediatamente ap6s a fecundacao,
os cromossomos do zigoto recém-formado encontram-se altamente
condensados. Nessa condi¢do, portanto, os niveis de expressdo
génica sdo muito baixos. A partir dai, tem inicio um processo de
descompactacdo sequencial do genoma, realizado por enzimas que
promovem a adi¢do ou remocao de radicais (metil, acetil e fosfato).
Consequientemente, passa a ocorrer a ativacdo transcricional de tais
regides. Varias pesquisas sugerem que o processo de descompactagdo
do DNA segue padrées tecido-especificos, através de enzimas especificas
para cada tecido. Como resultado, algumas regides do genoma estarao
disponiveis para a transcricdo apenas em determinados tecidos, nos
guais se encontram descompactadas.

Metilacdo do DNA

No caso do DNA, o principal mecanismo de adi¢io de radicais
¢ denominado metila¢io. Este processo consiste na adi¢io de
radicais metil a determinadas bases nitrogenadas citosinas, ao longo da
molécula de DNA. A metilacio do DNA, conforme discutido na Aula
24, tem sido intensamente estudada nas tltimas décadas e, atualmente,
sabe-se que regides altamente metiladas (regides hipermetiladas) ndo sdo

passiveis de transcri¢io. A regulacdo dos niveis de metilagio do DNA



ao longo do genoma é controlada pela acdo coordenada de metilases
(DNA metiltransferases) (responsaveis pela adicdo dos radicais metil)
e as desmetilases (responsdveis pela remogio dos mesmos). O processo
de metilacao ocorre imediatamente apds a sintese do DNA e atinge
consideravel parcela das citosinas do genoma. Estima-se que entre 5 e
7% de todas as citosinas de eucariotos sejam metiladas.

Vocé ja estudou, na Aula 24, que determinadas regides do genoma
apresentam diferentes niveis de metilagio do DNA, em funcdo do tecido
ou fase do desenvolvimento em que se encontram. Tais diferencas
decorrem da acdo de desmetilases tecido-especificas sobre o genoma
que, no inicio do desenvolvimento embriondrio, encontra-se altamente
metilado. A acdo diferencial de desmetilases tecido-especificas ao longo
do desenvolvimento do organismo, portanto, determina os niveis de

metilagdo presentes nas células do organismo adulto.

METILACAO, ACETILACAO E FOSFORILACAO DAS
HISTONAS

Diferentemente dos conhecimentos acerca da metilacio do DNA,
os processos de MODIFICAGOES EPIGENETICAS que atuam sobre as proteinas
histonas e os mecanismos por eles regulados sio pouco esclarecidos
atualmente. Porém, pesquisas recentes tém revelado que a presenca
de tais modificacoes nas histonas sdo cruciais a determinagio do nivel
de compactagio da cromatina. Os trés principais mecanismos de modificagdes
epigenéticas em histonas sio metilagdo, acetilagao e fosforilagdo.

As proteinas histonas centrais do nucleossomo (duas copias de
cada uma das proteinas H2A, H2B, H3 e H4) possuem longas caudas
amino-terminais que se estendem para fora da estrutura, conforme
esquematizado na Figura 25.4. Tais caudas sdo o principal alvo para
a gama de modificacdes quimicas ja citadas, que resultam na alteragio
das cadeias laterais de aminoacidos especificos. Essas modificacbes nas
proteinas histonas afetam o acesso de proteinas reguladoras e complexos
protéicos a cromatina e, dessa forma, influenciam a expressio génica.
O papel de tais modificagdes nos niveis de compacta¢ao da cromatina
estd associado ao fato de que a presenga dos radicais modificadores
afeta a capacidade de interacdo entre nucleossomos adjacentes, conforme
ilustrado na Figura 25.5. Quanto mais intensa for tal associa¢do entre
os nucleossomos, maior a tendéncia a compacta¢ao da cromatina.
Na Figura 25.6 sio apresentadas as principais modificagdes caracterizadas

em proteinas histonas: acetilagio, fosforilacdo e metilagio.

MobDIFICACOES
EPIGENETICAS

Sao modificacoes
ocorridas apds o
processo de criagio
de qualquer material
(génese). No caso de
DNA e proteinas,
este termo € utilizado
para definir as
alteracgdes sofridas
pelas moléculas apos
a sua producio que,
no caso do DNA,
ocorre durante a
replicacio, e no caso
das proteinas, ocorre
através da traducdo.
Assim, mecanismos
que adicionem, ou
retirem, radicais a estas
moléculas, resultam
em modificagdes
epigenéticas.
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cauda H4

cauda
cauda H2B
H2A cauda
H3
cauda
H2A
cauda cauda
H2B H4
cauda H3

Figura 25.4: Esquema ilustrando a presenca de caudas amino-terminais das pro-
teinas histonas que se projetam para fora dos nuclessomos.

caudas de proteinas histonas

Interacdo entre
nucleossomos

djacentes

Figura 25.5: Esquema ilustrando a associacdo entre nucleossomos adjacentes, pro-
movida pela interacdo entre as caudas das proteinas histonas.
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Dentre os processos de modificagio de histonas, os mecanismos
de acetilagao e desacetilacao sao os mais bem caracterizados. A adicao
ou retirada de radicais acetil em aminodacidos lisina conservados na
cauda de proteinas histonas tem sido amplamente correlacionada com a
atividade transcricional. Histonas acetiladas sio comumente associadas a
cromatina transcricionalmente ativa, e histonas desacetiladas 4 cromatina
inativa para a transcricao. Os processos de acetilacdo e desacetilaciao
sao desempenhados por enzimas denominadas acetiltransferases e
desacetilases, respectivamente.

Acredita-se que a neutraliza¢io da carga basica da cauda das histonas,
promovida pela acetilacdo, resulte em trés altera¢bes funcionais: a) redugao
da afinidade da histona pelo DNA; b) alteracio nas interacoes entre histonas
de nucleossomos adjacentes c¢) alteracdo nas interagoes entre as histonas e
proteinas reguladoras. Segundo tal hipotese, acredita-se que tais alteragdes
confiram a cromatina um ambiente permissivo para a transcri¢ao.

E importante ressaltar que, além de seu papel na regulacio
transcricional, a acetilagio de histonas também estd envolvida nos
processos de replicagdo, montagem dos nucleossomos, empacotamento
dos cromossomos e a interagdo entre os nucleossomos e proteinas
ndo histonicas.

Em contraste ao considerdvel volume de informagdes disponiveis
acerca dos processos de acetilacio e desacetilacdo, os conhecimentos
sobre 0os mecanismos e enzimas envolvidos com as demais modificacoes
nas histonas sdo relativamente escassos. Importantes progressos,
entretanto, tém sido obtidos na tentativa de entender o papel dos
mecanismos de fosforilagdo de histonas em processos como a
transcri¢do, reparo do DNA e condensa¢iao dos cromossomos. Por
exemplo, a fosforilagdo do aminodcido serina 10 da histona H3
tem demonstrado correlagdo com a ativagdo génica em células de
mamiferos. Embora os mecanismos através dos quais a fosforilagio
das histonas contribui com a ativac¢io transcricional ndo estejam bem
elucidados, a adicio de grupos fosfatos, negativamente carregados
as caudas das histonas neutralizam sua carga bdsica e, portanto,
acredita-se que reduzam sua afinidade pelo DNA. Adicionalmente,
tem sido demonstrado que a fosforilagao de aminoacidos promove o

incremento da atividade de processos de acetilacdo subseqiientes.
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A metilacao de histonas foi descrita pela primeira vez em 1964.
Porém, apenas 35 anos depois a sua correlagio com a regulacdo da
transcricao foi demonstrada. Embora os mecanismos sejam pouco
elucidados, algumas pesquisas tém demonstrado que as histonas H3 e
H4 sio preferencialmente metiladas em aminoacidos lisinas, presentes em
locais especificos de cada proteina. O processo € realizado por enzimas
metiltransferases especificas.

E importante destacar que os processos de modificagio das pro-
teinas histonas e do DNA atuam de maneira coordenada para o controle
da transcricio, bem como dos niveis de condensa¢io da cromatina. Os
conhecimentos acerca do assunto sdo bastante superficiais, mas a sua
relevancia para tais controles tem sido refor¢ada gradualmente por novas
descobertas cientificas. A presenga, ou auséncia, de tais modificacoes (no
DNA e nas proteinas histonas) pode afetar a expressao de um dado gene
por duas maneiras distintas; a) alteram a compactagio do DNA e a sua
disponibilidade para transcri¢io; b) alteram os niveis de interagio entre

a regido do genoma e proteinas reguladoras especificas.

Regulacao da transcricao por proteinas reguladoras

Na Aula 24, vocé teve a oportunidade de aprender que cada gene
possui uma regido reguladora, também chamada regido promotora.
Trata-se de uma sequéncia localizada na porcdo 5° adjacente ao gene.
Nela, estdo presentes as seqiiéncias conservadas “caixa TATA” e
“caixa CAAT”, que estdo envolvidas no acoplamento do complexo da
transcri¢io. Além dessas sequiéncias, conservadas nos promotores de
praticamente todos os genes, existem outras regides que influenciam na
regulacio de cada gene. Tais regides contém sequiéncias especificas para
cada promotor, que influenciam o nivel de transcricio dos genes. Tais
regides sio denominadas “intensificadores”.

Os intensificadores correspondem a sitios de ligacio de proteinas
reguladoras. Conforme discutido na Aula 24, proteinas reguladoras
sdo moléculas capazes de reconhecer seqiiéncias especificas de um
dado promotor e se ligar a ele. Em seguida, realizam interacées com o
complexo da RNA polimerase, viabilizando o acoplamento dos “fatores
de transcricdao” as seqiiéncias conservadas previamente discutidas (“caixa

TATA” e “caixa CAAT?”).



Uma dada regiao promotora pode conter varios intensificadores
distintos. Portanto, vdrias proteinas reguladoras diferentes podem
controlar a expressdo de um gene. A Figura 25.7 ilustra um exemplo da
regido reguladora de um gene X. Nela, podemos destacar as regides do
DNA que afetam a expressdo do gene (seqiiéncias consenso TATA e as
sequiéncias intensificadoras) e as proteinas que se associam a tais regioes:
complexo da transcri¢ao (Fatores de transcricio+ RNA polimerase IT) e

as proteinas reguladoras que se ligam aos intensificadores.

Fatores de RNA polimerase II
transicao

Proteinas reguladoras

gene X

Intensificadores

Transcrito

Figura 25.7: Esquema ilustrativo da regido reguladora da transcricdo de um gene X.
Estdo representadas as regides do DNA que afetam a expressdo do gene (seqiiéncias
consenso TATA e sequéncias intensificadoras) e as proteinas que se associam a tais
regides: complexo da transcri¢do (fatores de transcricdo+ RNA polimerase Il) e as
proteinas reguladoras que se ligam aos intensificadores.

A molécula de DNA é uma estrutura muito delgada. Diversas
pesquisas tém demonstrado que a ligacdo de vdrias proteinas a uma regiao
reguladora e a interagdo entre tais proteinas promovem o dobramento
da molécula de DNA, viabilizando a associacdo entre proteinas que se
ligam a sitios separados. Na Figura 25.8 vocé pode ver um esquema

ilustrando tal dobramento.

—~—TN

Intensificadores

Proteinas A
reguladoras / !

especificas

Figura 25.8: llustracdo do dobramento da molécula de DNA decorrente da interacdo
entre proteinas reguladoras, ligadas aos intensificadores, com os elementos compo-
nentes do complexo de iniciacdo, acoplados a regido “Caixa TATA".
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DomiNIO FUNCIONAL

de uma proteina
corresponde a
regidao da molécula
responsavel pela
atividade bioldgica
a ela associada. Por
exemplo, o dominio
funcional de uma
enzima é a por¢do da
proteina responsavel
pelo reconhecimento
e modificagio

do substrato.
Determinadas
proteinas possuem
mais de um dominio
funcional localizado,
portanto, em regioes
diferentes da cadeia
polipeptidica.
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ATUACAO DAS PROTEINAS REGULADORAS

A ligacdo de proteinas reguladoras pode exercer dois papéis
contrastantes sobre a transcricdo de um gene. Muitas dessas proteinas
ativam o processo de transcri¢do, pois facilitam o acesso do complexo da
transcri¢ao ao promotor. Nesses casos, tais proteinas sio denominadas
ativadores (ou proteinas ativadoras) da transcri¢do. Entretanto,
determinadas proteinas reguladoras atuam prejudicando a transcri¢io
de gene, atenuando ou inviabilizando o acesso do complexo da RNA
polimerase. Tais proteinas sio denominadas repressores (ou proteinas
repressoras) da transcri¢io.

Proteinas ativadoras da transcri¢do sio proteinas modulares
compostas por dois DoMiNIOSs FUNCIONAIS distintos. O primeiro dominio
corresponde a regido capaz de reconhecer e se ligar a uma seqiiéncia
especifica de DNA (sitio de ligacdo), sendo denominado “dominio de
ligacdo ao DNA”. O outro dominio corresponde a regido que estabelece
interacdo proteina-proteina com o complexo da transcri¢io, denominado

“dominio de ativagao”. A Figura 25.9 ilustra a acdo de tais dominios.

Dominio de Complexo da
ativacao x
‘

Domini
de ligacdo
ao DNA

Figura 25.9: llustracdo da acdo dos dominios componentes de uma proteina
reguladora da transcricido. O dominio de ligacdo ao DNA ¢é responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo a sequiéncias especificas presentes no DNA (intensificadores).
O dominio de ativacdo é responsavel pela interacdo com o complexo da transcrigao.

Proteinas repressoras podem desempenhar seu papel através de
dois processos diferentes. Alguns repressores atuam de maneira ativa
para reprimir a transcri¢io. A Figura 25.10.a apresenta um exemplo
de repressdo ativa, onde a proteina repressora possui, além do dominio
de ligacio ao DNA, um “dominio de repressao”. Nesses casos, a proteina

interage com fatores do complexo da transcricao para realizar a repressao



transcricional. Em outros casos, a repressio da transcricio pode ser
realizada de forma passiva, quando a ligagdo do repressor ao seu sitio no
DNA prejudica, ou bloqueia, o acesso de proteinas ativadoras, conforme

ilustrado na Figura 25.10.b.

Complexo de
transcricao

Dominio de
repressao

Dominio de
ligacdo ao
DNA

Proteina ativadora

Proteina repressora bloqueia o
acesso da proteina ativadora

Proteina repressora

TATA

Figura 25.10: Esquema ilustrativo dos mecanismos de atuacdo de proteinas repres-
soras da transcri¢do. (a) Repressdo ativa da transcri¢do. Nesse caso, a proteina
possui um dominio de repressdo que interage com o complexo da transcricdo
prejudicando o inicio da transcricdo; (b) repressdo passiva da transcricdo. Nesse
caso, a ligacdo da proteina repressora ao seu sitio no DNA dificulta, ou bloqueia,
o acesso da proteina ativadora.

DOMINIOS DE LIGACAO AO DNA PODEM SER
CLASSIFICADOS EM DIVERSOS TIPOS ESTRUTURAIS

Asregides reguladoras dos numerosos genes de um organismo eucarioto
possuem diferentes intensificadores. Conforme discutimos anteriormente,
cada intensificador possui seqiiéncia especifica sendo, portanto, reconhecido
por uma proteina reguladora também especifica. Assim, podemos concluir
que existe um grande numero de proteinas reguladoras diferentes, capazes
de reconhecer cada um dos intensificadores.

O reconhecimento e ligagio de uma proteina ao seu sitio de
ligacio no DNA dependem de compatibilidade conformacional entre

as estruturas, além da interagdo entre cargas dos dtomos presentes nas
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moléculas. O estudo e a comparagao das seqiiéncias e das estruturas de
milhares de proteinas reguladoras, identificadas em diversas espécies, tém
revelado a existéncia de classes de proteinas reguladoras que apresentam
estruturas similares em seu dominio de ligacio ao DNA. A seqiiéncia de
aminodcidos do dominio de ligagio varia entre proteinas de uma mesma
classe estrutural, resultando no reconhecimento de sitios de ligacdo
diferentes. A maioria das proteinas reguladoras reconhece sequiéncias
de DNA que variam entre 10 e 18 pares de bases.

Os dominios de ligagio ao DNA possuem balango geral de
cargas positivo, o que facilita sua interagio com a molécula de DNA,
cujo balango de cargas é negativo. A disposi¢io do dominio de ligacdo
na estrutura da proteina varia entre as diferentes classes estruturais.
A seguir, abordaremos alguns exemplos de classes estruturais de proteinas

reguladoras da transcrigio.

Proteinas tipo “dedos de zinco”

Esta classe de proteinas recebe tal nome em fung¢do da estrutura
apresentada na Figura 25.11, na qual um pequeno grupo de aminodacidos
conservados liga-se a um ion zinco, formado um dominio relativamente
independente dentro da proteina, denominado “dedo de zinco”. A regido
carboxi-terminal de cada dedo forma uma a-hélice que se liga ao DNA.
A regido amino-terminal forma duas estruturas B-pregueadas. Proteinas
desta classe sdo tipicamente compostas por vdrias estruturas do tipo
“dedo de zinco” dispostas em série. O niumero de dedos de zinco varia
entre as diversas proteinas desta classe, podendo ocorrer apenas dois em

determinadas proteinas ou até nove em outras.

HOOC—N

estrutura denominada dedo de

zinco. (a) Um pequeno grupo R/
de aminoacidos conservados N
liga-se a um atomo de zinco, Q
formando um dominio den-

tro da proteina em formato

de dedo; (b) os aminoacidos

que compdem este dominio

formam uma estrutura em

o-hélice e duas estruturas f-

pregueadas. N

K

N

Figura 25.11: llustracdo da |/'|
V

wV-p—-n—x0-IT
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Dados de crisTALOGRAFIA DE RAIOS X, obtidos da intera¢do entre uma
proteina contendo trés dedos de zinco e o seu sitio no DNA, sugeriram

a estrutura ilustrada esquematicamente na Figura 25.12.

COOH

Figura 25.12: Esquema ilustrativo da intera¢do entre uma proteina reguladora do
tipo “dedo de zinco” e o seu sitio de ligagdo ao DNA.

Proteinas tipo “ziper de leucina”

Proteinas reguladoras do tipo “ziper de leucina” participam de
um sistema sofisticado de regulacdo da expressiao génica. O “ziper
de leucina” corresponde a uma regiao da proteina composta rica em
aminodcidos leucina, dispostos a cada sete aminodacidos e voltados para
o mesmo lado da proteina. O numero e a disposi¢io dos aminoacidos
leucina confere a proteina a capacidade de formar dimeros com outras
proteinas que apresentem regides com caracteristicas similares. A Figura
25.13.a apresenta um esquema da interagao entre duas proteinas distintas
que, através de ziperes de leucina, formam dimeros. Entretanto, cabe
ressaltar que, freqlientemente, proteinas idénticas se unem para formar
dimeros (homodimeros) enquanto a formagio de dimeros entre proteinas
diferentes (heterodimeros) é menos freqiiente.

Proteinas ziper de leucina s6 reconhecem o seu sitio de ligagdo no
DNA quando se encontram na forma de dimeros. A interacio com o DNA
ocorre através do dominio positivamente carregado da proteina (dominio
bésico), conforme ilustrado na Figura 25.13.b. Diferengas presentes na
seqiiéncia de aminoacidos do dominio bésico definem os sitios de ligagio

das diferentes proteinas desta classe.

CRISTALOGRAFIA

de raios X é uma

das abordagens
utilizadas para o
estudo estruturais

em moléculas. Para
tanto, o material

em estudo necessita
ser previamente
cristalizado para, em
seguida, ter o arranjo
tridimensional de seus
atomos determinado
via difragio de raios X,
emitidos através

do cristal.

CEDERJ

37

AULA ﬁ MODULO 3



Biologia Molecular | Regulacdo da transcricdo em eucariotos

38 CEDERJ

Ziper de leucinas

Dominio
Basico

Dominio
Basico

Dominio ziper
de Leucinas

Leucinas

]

Dominio de
ligacdo ao DNA

Figura 25.13: llustra¢do da estrutura de proteinas reguladoras do tipo “ziper de
leucina” e de sua ligagdo ao DNA. (a) Esquema da interacdo entre duas moléculas
de proteina para formag¢do de um dimero (heterodimero). A interacdo ocorre
através do pareamento propiciado pelos dominios de leucinas; (b) interacdo entre
um dimero de proteinas reguladoras do tipo “ziper de leucina” e o seu sitio de
ligacdo ao DNA.

Proteinas tipo “hélice-volta-hélice”

Proteinas desta classe se caracterizam por possuirem duas o-hélices
separadas por uma curta seqiiéncia de aminoacidos que promove uma
“volta”, ou dobra, na molécula. Na Figura 25.14.a, vocé pode ver um
esquema ilustrativo de tal estrutura. Dentre as duas hélices, a que se
localiza mais préoximo a extremidade carboxi-terminal é a responsavel

pela ligacdo ao DNA, conforme ilustrado pela Figura 25.14.b.

@) volta (b)

Hélice de
reconhecimento

COOH

Figura 25.14: llustracdo da estrutura de proteinas reguladoras do tipo “hélice-volta-
hélice” e de sua ligacdo ao DNA. (a) A estrutura é composta por duas a-hélices
separadas por uma curta seqiéncia de aminoacidos que promove uma “volta”, ou
dobra, na molécula; (b) interacdo entre uma proteina reguladora do tipo “hélice-
volta-hélice” e o seu sitio de ligagdo ao DNA.



Proteinas reguladoras e conformacao da cromatina

Embora tenhamos abordado separadamente os processos de
regulacdo da transcrigdo por remodelamento da cromatina e o realizado
através de proteinas reguladoras, é importante destacar que ambos os
processos ocorrem simultaneamente. Muitas vezes a ativacao de um
dado gene necessita da atuag¢do acoplada de proteinas reguladoras e dos
processos que promovem o remodelamento da cromatina.

Determinadas proteinas reguladoras promovem a desorganizacdo
dos nucleossomos ou afetam seu posicionamento no DNA. Em outros
casos, proteinas reguladoras promovem o acesso de enzimas modificadoras
como transacetilases, desmetilases etc., que alteram covalentemente a
estrutura das histonas e, conseqlientemente, as estrutura da cromatina.
Portanto, a regulagio da expressdo génica ocorre de maneira coordenada,
utilizando diferentes componentes de mecanismos especificos e de

mecanismos gerais de controle da expressio génica.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de estudar mais detalhadamente os
mecanismos de regulacdo da transcricdo em eucariotos. Tal regulacdo ocorre
através de dois mecanismos principais: remodelamento da cromatina e atuacdo de
proteinas reguladoras. Os mecanismos de remodelamento da cromatina se baseiam
em processos de modificacdo (adicdo de radicais) a molécula do DNA ou as proteinas
histonas. Dentre as modificacdes na molécula do DNA, a metilacdo é o processo mais
comum. A enzima responsavel pela adicdo do radical metil as citosinas do DNA é

denominada DNA metil transferase.

No caso das histonas, as principais modificacdes observadas sdao acetilacdo,
fosforilacdo e metilacdo. A regulacdo da transcricdio promovida por proteinas
reguladoras é o principal processo de controle da expressdao de genes especificos

de um organismo. Tais proteinas possuem estrutura modular e apresentam dois
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dominios principais: dominio de ligacdo ao DNA e dominio de interagdo com o
complexo da RNA polimerase. Proteinas reguladoras possuem a capacidade de
reconhecer sitios especificos, em determinadas regides reguladoras, e influenciar a
transcricdo dos genes. Os diversos dominios de ligacdo ao DNA podem ser agrupados
em classes estruturais distintas, dentre as quais as mais amplamente estudadas sao
“ziper de leucina”, “dedos de zinco” e “hélice-volta-hélice"”.

As proteinas reguladoras atuam coordenadamente com os processos responsaveis pelo
remodelamento da cromatina. Dessa forma, as regides reguladoras de muitos genes
devem ser simultaneamente reconhecidas por proteinas reguladoras especificas e por

enzimas capazes de promover modificacdes no DNA e nas proteinas histonas.

EXERCIiCIOS

1. Como o remodelamento da cromatina pode influenciar a transcricdo de um

gene presente em uma dada regido do genoma?

2. Qual o principal mecanismo de modifica¢do da estrutura do DNA que influencia
o nivel de compactacdo da cromatina, e qual a sua correlacdo com a atividade

transcricional?

3. Quais os principais mecanismos de modifica¢do das proteinas histonas e como

eles podem influenciar a atividade transcricional?

4. Quais os papéis que proteinas reguladoras podem exercer sobre a transcricdo

de um gene?

5. Quais sdo os principais dominios das proteinas reguladoras e qual o papel de

cada um deles?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo desta aula, ndo deve ter encontrado
dificuldades para responder aos exercicios. Esta aula enfocou detalhadamente o
principal mecanismo de regulagao da expressdo génica, o controle da transcricao.
Entretanto, lembre-se de que tais informacbes fazem parte de um conjunto mais

amplo de mecanismos, apresentado na Aula 24.
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Fluxo da informacao
genética — traducao |

Nesta aula, vocé tera oportunidade de:

e Acompanhar o experimento que indicou a
relacao entre um gene e uma enzima.

e Compreender o conceito de gene e saber aplica-lo.

e Acompanhar alguns dos experimentos que
resultaram na descoberta do cddigo genético.

e Conhecer o cddigo genético e suas
peculiaridades, além de saber utiliza-lo.

Pré-requisitos

Vocé acompanhara esta aula mais facilmente se ndo
tiver davidas em relacdo as aulas sobre RNA (Aula
5) e aos conceitos de proteina vistos nas aulas de
Bioquimica. Também serdo necessarios os conceitos
basicos de mutacdo (Aula 16).
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Chegamos, enfim, ao ultimo modulo da nossa disciplina. Até agora vocé
estudou a importancia do DNA como molécula de hereditariedade e sua
capacidade de se acomodar em uma célula ou em um compartimento celular,
apesar de seu enorme tamanho. Vocé também teve a oportunidade de estudar
0 complexo processo que envolve a replicagdo do DNA, permitindo, assim, que
a informacdo genética seja transmitida da célula-mae para as células-filhas.
Embora existam inimeros sistemas encarregados pelo reparo dos possiveis
danos sofridos pela molécula de DNA, vocé viu como mutacao, recombinacao e
transposicdo podem contribuir para a variabilidade existente entre os individuos
de uma populacao.

Toda a informacao contida no genoma dos mais diferentes organismos é
utilizada para produzir moléculas que desempenham as mais diversas funcoes
celulares. Sao essas moléculas que determinam o fendtipo de uma célula ou
individuo. Vocé ja comecou a estudar o fluxo da informacédo genética nas aulas
do Mddulo 3, nas quais foram abordadas as particularidades da transcricao.
Nessa primeira aula do Médulo 4, comecaremos pela descricao do experimento
que confirmou a relagdo entre o gene e uma enzima, para que vocé possa,
entdo, comecar a estudar as particularidades da traducdo, um processo que
se caracteriza pelo seu alto grau de complexidade. Tenha certeza de que ao
final das préximas quatro aulas esse processo complexo passara a ser visto com

outros olhos por vocé.

EXPERIMENTO DE BEADLE E TATUM (1940) — DEFINICAO
MOLECULAR DE GENE

Até a década de 1940, ndo se sabia exatamente o que eram
os genes e tampouco o que eles “faziam”. A pergunta era: “Qual o
significado da heranga bioldgica?” Sabia-se que a heranga bioldgica
era uma potencialidade, ou seja, a capacidade de se desenvolver de
maneira especifica. Outra pergunta entdo surgia: “Como essas regioes
dos cromossomos eram capazes de armazenar tantas e tdo complexas
informag¢des?” Mais ainda: “Quais os mecanismos envolvidos na
manifesta¢ao dessas informacoes?”

Pois saiba que o conceito de gene mudou muito ao longo dos
ultimos anos. Tradicionalmente, o gene era definido como uma regidao
do cromossomo que determinava ou afetava uma tnica caracteristica
ou fenétipo. Ja em 1908, um médico inglés, Archibald Garrod, propds

um novo conceito para as doencas humanas, que sdo os erros inatos



do metabolismo. Essas doencas se caracterizam por bloqueio de uma
via metabdlica em um ponto especifico. Repare a Figura 26.1, na qual
estd representada a via metabdlica de sintese do composto ficticio F
O composto precursor A sofre a agdo da enzima 1, sendo convertido
em B, que pela a¢do da enzima 2 é convertido em C, e assim por diante,
até formar F. Neste exemplo, a enzima 5, que catalisa a conversdo de E em
E, estd ausente ou inativa, de forma que F nio é formado e E se acumula
no organismo. Sem saber de sua importancia para o desenvolvimento da
Genética Molecular, Garrod foi o primeiro a postular a existéncia
da relagdo entre o gene e a quimica do corpo ao reconhecer que essas

doengas, caracterizadas por um erro metabdlico, eram herdadas.
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Figura 26.1: Bloqueio de uma via metabodlica ficticia. Neste exemplo, o composto A
é precursor do composto F sintetizado em uma via metabolica da qual participam
cinco enzimas. A auséncia ou a inativa¢do da enzima 5 impede a formagdo do
composto F e determina o acimulo do composto E.

Enzima 4

@)-0-0-@-
E 1 E 3

nzima nzima 2 Enzima

A primeira definicio molecular de gene, entretanto, s6 foi proposta,
em 1940, por George Beadle e Edward Tatum. Esses dois pesquisadores
observaram que mutantes selecionados do fungo Neurospora crassa
(fungo laranja-rosado que se desenvolve normalmente em pdo) eram
afetados em pontos diferentes da via biossintética de arginina, ou seja,
eram deficientes em enzimas especificas dessa via metabdlica. Vamos
entender o que eles fizeram acompanhando uma série de experimentos
apresentados, de forma resumida, nas Figuras 26.2, 26.3 e 26.4.

Inicialmente, ap6s experimentos cldssicos de Genética envolvendo
exposi¢io de esporos de Neurospora crassa a raios X e diversos
cruzamentos, foi feita a sele¢io de mutantes AUXOTROFICOS para a arginina,
ou seja, mutantes com capacidade de crescimento apenas em MEIO MiNIMO
acrescido de arginina. Acompanhe como isso foi feito na Figura 26.2.

O tratamento com raios X foi feito no sentido de induzir mutacoes
(Figura 26.2.a). Nesta etapa, € de se esperar que diferentes mutacoes, que
podem bloquear uma ou varias vias metabdlicas, ocorram nas diferentes
células. Os esporos irradiados foram, entio, cultivados em meio completo

(Figura 26.2.b), permitindo, assim, o crescimento de todas as células, mutantes

Esporos

Células reprodutivas
encontradas
especialmente em
fungos. Nestes, os
€SpOros assexuais sao
células somdticas que
se comportam como
gametas ou como
células iniciais de novos
individuos hapl6ides
(individuos com
metade do conjunto de
cromossomos). Nao
s6 em fungos como
também em plantas,
existem 0S esporos
sexuais, que sao
células diploides.

AUXOTROFICOS

Denomina-se
auxotréfico uma
linhagem ou um

mutante incapaz de
sintetizar uma ou mais
substancias especificas.
Para seu crescimento

€ necessario meio
completo (fonte de
carbono e todos os
fatores nutricionais) ou
meio minimo simples
(fonte de carbono e sais
inorganicos) acrescido
de requerimento
nutricional especifico.

Os auxotroficos diferem
dos prototroficos, que
sdo linhagens capazes

de crescer em meio
minimo simples por
sintetizarem substancias
especificas, a partir

dos componentes deste
meio.

MEio miNivo

Meio de cultura
contendo compostos
simples, fonte de
carbono e sais
inorganicos (incluindo
fonte de nitrogénio),

a partir dos quais os
COmMPOStOs Necessarios
a0 crescimento sao
sintetizados.
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Figura 26.2: Isolamento
de mutantes auxotré-
ficos para arginina.
(a) Exposicao de esporos
de Neurospora crassa
a raios X. (b) Cultivo
dos esporos irradiados
em meio completo. (c)
Transferéncia das célu-
las crescidas para meio
minimo. (d) Cultivo das
células correspondentes
aos tubos sem cresci-
mento em meio minimo,
acrescido de aminoaci-
dos. (e) Cultivo das célu-
las correspondentes aos
tubos sem crescimento
na etapa (c¢) em meio
minimo, acrescido de
arginina. No esquema,
as células dos tubos 2,
4, 5 e 8 sao auxotroficas
para aminoacidos em
geral. Apenas as células
dos tubos 4, 5 e 8 sdo
auxotroficas para argini-
na, uma vez que cresce-
ram em meio completo,
ndo cresceram em meio
minimo, mas cresceram
em meio minimo acres-
cido de todos os aminoa-
cidos, e em meio minimo
adicionado de arginina.
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(a)

(b)

(@]

(d)

(e)

ou nao, no sentido de se certificar da viabilidade celular. As células viaveis
foram transferidas para meio minimo (Figura 26.2.c), de forma que aquelas
que apresentavam bloqueio na via biossintética de qualquer composto
essencial ao crescimento foram impedidas de crescer. Em um experimento
dessa natureza, o nimero de células com essa caracteristica corresponde,
em média, a 1-2% das células irradiadas, e sdo ditas mutantes auxotroficos.

E importante ressaltar que apenas com esse experimento nio
seria possivel saber qual o nutriente requerido para crescimento desses
mutantes. Portanto, na etapa seguinte, as células vidveis correspondentes
aos tubos sem crescimento (tubos 2, 4, 5 e 8) foram, entao, transferidas
para meio minimo, acrescido de aminoacidos (Figura 26.2.d).
O crescimento celular foi observado nos quatro tubos, comprovando que
estes mutantes eram auxotroficos para aminodcidos em geral. A selecdao
dos mutantes auxotroéficos para arginina foi feita com o cultivo das células
vidveis correspondentes aos tubos 2,4 5 e 8 em um novo meio de cultura
constituido de meio minimo, acrescido de arginina (Figura 26.2.¢). As
células selecionadas foram aquelas que apresentaram crescimento neste
meio de cultura, ou seja, as correspondentes aos tubos 4, 5 e 8.

Esporos do fungo

Neurospora crassa Raios X

Meio minimo

Meio completo
{contém aminoacidos)

7

Meio minimo

712
770
7170

Meio minimo acrescido
de aminoacidos

= S

1) )7 )+
7)) 71«

7z ( )« CZ D«

Meio minimo acrescido
de arginina

Tubo com crescimento
celular

Tubo sem crescimento
celular



O experimento de Beadle e Tatum é um exemplo de aplicagdo de
agentes mutagénicos na area da ciéncia basica. Nesse caso especifico,
a possibilidade de se utilizar raios X para a geracdo de mutantes
foi fundamental, acelerando o processo de obtencdo de mutantes
auxotréficos que contribuiram para a proposicdao da hipdtese um
gene-uma enzima.

Com base em uma via hipotética da biossintese de arginina (Figura
26.3), na qual um precursor simples é convertido em ornitina, que, por
sua vez, converte-se em citrulina, que, entdo, é convertida em arginina; na
etapa seguinte, foi avaliada a capacidade desses mutantes de crescerem em
meio minimo e em varios meios adicionados de diferentes suplementos,

no sentido de se determinar o local de bloqueio metabdlico especifico.

—‘- — E—- E— Arglnlna
Enzima 1 Enzima 2 Outras enzimas

Figura 26.3: Via hipotética de biossintese de arginina. A sintese de arginina se
iniciaria com a conversao de uma molécula precursora em ornitina, que seria con-
vertida em citrulina, que, entdo, pela acdo de uma ou mais enzimas se converteria
em arginina.

Para vocé entender como o experimento foi realizado, leia o texto
e acompanhe a Figura 26.4, na qual esta representada a selecio de trés
mutantes de Neurospora dependentes de arginina, cada qual com perda

de uma enzima particular necessaria para a sintese deste aminodacido.

Meio Meio Meio
Meio minimo + minimo + minimo +
minimo  Ornitina  Citrulina Arginina RESULTADO
] ] Crescimento do mutante
Mutante q q arg1 em presenca de
"arg1" qualquer um dos pre-
L U cursores
= — .
Mutante Crescimento do mutante
W N ~ arg2 em presenca de
arg2 citrulina ou arginina,
— — mas ndo em presenca
de ornitina
— —
Mutante Crescimento do mutante
" B N arg3 em presenca ape-
arg3 nas de arginina
- -

Figura 26.4: Localizacido do bloqueio metabdlico associado a cada um dos mutantes.
Trés mutantes previamente selecionados foram cultivados em quatro meios de cultura
distintos: meio minimo e meio minimo acrescido de ornitina, citrulina ou arginina.
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CONCLUSAO

A mutacao deve ina-
tivar uma enzima que
atua no inicio da via
metabolica

A mutacao deve inativar
uma enzima que atua
entre ornitina e citrulina
na via metabélica

A mutacao deve ina-
tivar uma enzima que
atua na formacao de
arginina ao final da via
metabdlica
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Cada mutante selecionado na etapa anterior como auxotrofico
para arginina foi cultivado em tubos contendo meio minimo, acrescido
de um composto que participa da biossintese de arginina. Assim, em um
dos tubos contendo meio minimo foi adicionada ornitina, no segundo
foi adicionada citrulina e no terceiro foi feita a adi¢cdo de arginina.
Confira os resultados observados nos cultivos de cada mutante e as
conclusoes que podem ser tiradas dessa série de experimentos.

Os trés mutantes selecionados ndo deveriam apresentar crescimento
em meio minimo e todos deveriam crescer em meio adicionado de
arginina. Concorda? De fato isso ocorreu! Vamos, agora, acompanhar
o comportamento do mutante “argl”, cujo crescimento foi observado em
presenca dos trés suplementos analisados, ornitina, citrulina e arginina.
Arginina é o aminodcido necessario para o crescimento deste mutante
e ndo é relevante para a nossa andlise. Entretanto, o crescimento em
presencga de citrulina indicou que “argl” contém a enzima capaz de
converter este composto em arginina. Certo? Com o crescimento em
ornitina podemos também descartar a possibilidade de um bloqueio
na etapa de conversdo de ornitina em citrulina. Podemos concluir que
a incapacidade deste mutante de crescer em meio minimo se deve a
um bloqueio na via biossintética anterior a ornitina. Podemos inferir,
portanto, que a via metabdlica estd bloqueada em relagdo a conversdo
do precursor em ornitina. Ficou mais claro?

Vamos pensar juntos sobre o que ocorreu com os outros dois
mutantes. Com relagio ao mutante “arg2”, observou-se crescimento
apenas nos tubos contendo citrulina e arginina. A auséncia de crescimento no
tubo contendo ornitina indica que este mutante tem a via biossintética
de arginina bloqueada na etapa de conversido de ornitina em citrulina. Ja
para o mutante “arg3” s6 se observou crescimento quando a arginina foi
adicionada, indicando que pelo menos a etapa de conversdo de citrulina
em arginina estd comprometida.

Dessa forma, Beadle e Tatum conseguiram, entdo, provar que a
perda de uma fung¢io enzimadtica era o resultado de mutagao em um unico
gene. Foi proposta, entdo, a hipotese um gene—uma enzima, ou seja, que
um gene determina a sintese de uma enzima especifica.

Esta hipotese foi imediatamente aceita e eventualmente modificada,
pois, em seguida, observou-se que muitos genes especificam a sintese

de proteinas, sendo que apenas algumas tém atividade catalitica.



Nos anos que se seguiram, este conceito foi ainda mais ampliado, ja que
algumas proteinas sdo formadas por duas ou mais subunidades que, por
sua vez, podem ser codificadas por diversos genes. Passou-se, entio, a
aceitar a relacdo entre gene e polipeptideo. Hoje em dia, sabe-se que dois
grupos de genes especificam os tRNAs e os rRNAs, o que levou & maior
ampliacdo do conceito de gene. O conceito atualmente aceito é o de que
um gene especifica a sintese de uma molécula funcional.

A grande maioria dos genes contém informag¢do para a sintese
de proteinas e vocé estudou, nas aulas do Médulo 3, que a transcri¢ao
€ uma etapa fundamental para a expressdo génica. Essa primeira etapa
pode ser entendida como um mecanismo de prote¢io da molécula da
hereditariedade, uma vez que poderia ser desastroso expd-la inteiramente
cada vez que um polipeptideo precisasse ser sintetizado. Como na célula,
continuamente, ocorre degradac¢do de proteinas e os aminoacidos
resultantes sdo utilizados na sintese de novas moléculas protéicas, vocé pode
reconhecer a importancia da transcricio como uma etapa intermedidria
para a sintese de proteinas. Assim, com parte do mistério envolvendo a
sintese de proteinas esclarecida, o processo, tal qual como ele é, parece

bastante dbvio. Nio € A toa que dizemos que a natureza é sabia!

Lembre-se de que a transcri¢do € a Unica etapa para a sintese de rRNAs e
tRNAs, por processos catalisados por RNA polimerases distintas daquela
responsavel pela sintese de mRNA.

Hoje em dia, sabemos que apenas o gene a ser expresso € utilizado
como molde, no processo conhecido por transcricio, para a sintese de
uma molécula de RNA, que, entio, carrega a informacio para a sintese
de polipeptideos, o que ocorre em uma etapa denominada traducao. Ja
comentamos sobre o fluxo da informagao genética no inicio da Aula 5.
Releia essa aula e reveja principalmente a Figura 5.1, na qual estio
representados os principais processos celulares envolvendo perpetuacio

do material genético e fluxo da informagdo genética.

POR QUE ESTE PROCESSO SE CHAMA TRADUCAO?

Apds a elucidacdo da estrutura do DNA, a proposicio do
mecanismo de replicagio e descoberta da relacdo direta entre um gene
e uma proteina, uma pergunta ainda pairava no ar: “Como o DNA

codifica a informacdo genética para a sintese de proteinas?”

CEDERJ
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Primeiramente é importante lembrar que a molécula de DNA é
constituida de quatro nucleotideos diferentes. Além disso, na etapa de
transcri¢do, a informagio contida no DNA é transcrita em um formato
diferente, ou seja, em RNA, constituido também pela combinac¢io de
quatro nucleotideos. Lembre-se de que para a sintese de RNA, o fator
determinante é justamente a complementaridade das bases, ou seja, para
cada A, C, G e T no molde de DNA, s3o incorporados U, G, C e A na
molécula de RNA que esta sendo sintetizada.

O processo celular envolvido na sintese de proteinas é chamado
traducio porque o “alfabeto” de quatro letras dos 4cidos nucléicos é
literalmente traduzido em um “alfabeto” inteiramente diferente. Lembre-se
de que os polipeptideos sdo sintetizados a partir da combinag¢do dos vinte
aminodcidos-padrao. Em outras palavras, o que ocorre é a conversao da
informagio “escrita” na linguagem de um acido nucléico em linguagem
de uma proteina, tal qual a conversio de um texto escrito, por exemplo,
do portugués para o chinés, idiomas que utilizam, inclusive, caracteres
diferentes. Esta conversio s é possivel devido a existéncia de um
cédigo genético que, como vocé vera em detalhes nesta aula, relaciona
a seqiiéncia de bases constituintes da molécula de DNA (ou mRNA) com
a sequéncia dos aminodcidos que formam a proteina. Repare na Figura
26.5 as caracteristicas estruturais das principais moléculas envolvidas

no fluxo da informacgio genética.

DNA RNA Proteina

=
Polimero de Polimero de
desoanbonudeotl’deos ribonucleotideos Polimero de
(dupla-fita) (fita Gnica) aminoacidos

Figura 26.5: DNA, RNA e proteinas. Representacdo das estruturas das trés principais
moléculas envolvidas no fluxo da informacao genética.
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A DESCOBERTA DO CODIGO GENETICO

Todos os esforgos feitos no sentido de se descobrir o cdigo genético
tiveram inicio com a busca de resposta para uma primeira pergunta: “Que
tipo de combinag¢io dos nucleotideos poderia codificar um aminoacido?”

As moléculas de DNA sio constituidas de quatro nucleotideos,
representados pelas bases A, C, T e G, que codificam os vinte aminoacidos
que participam da sintese protéica. Deve haver, entio, uma combinagio
desses quatro nucleotideos, de forma a especificar a seqiiéncia de
aminodcidos no polipeptideo formado. Certo?

Vamos entender o que se pensava antes de se ter conhecimento
da relacdo entre os nucleotideos presentes nos acidos nucléicos e os
aminodcidos que compoem as proteinas. Leia o texto acompanhando a
Figura 26.6. A existéncia de quatro bases permite quatro combinagdes,
que podem ser expressas como 4", onde

n = numero de bases combinadas (1, 2, 3 ou 4).

A primeira combinagio, 4! (quatro bases combinadas, uma
a uma), indica que cada base codifica um aminodcido, havendo a
possibilidade de se codificar apenas quatro aminoacidos (4' = 4).
Ja a segunda combinagio, 4% (quatro bases combinadas, duas a duas),
explica a codificacdo de 16 aminoacidos (4* = 16), ainda um ntimero
inferior a 20. A terceira combinag¢io, 4° (quatro bases combinadas, trés
a trés), permitiria a codificacdo de 64 aminodacidos (4° = 64), nimero
superior ao nimero real de aminoacidos incorporados durante a sintese de
proteinas. Parecia, portanto, razodvel que, pelo menos, trés nucleotideos

fossem necessdrios para codificar cada um dos vinte aminoacidos.

Quantas bases

aminoacido?
1 Base ?

2Ba?s?

AULA ﬁ MODULO 3

W
especificam um  ACGCUGAUAACCC GUCAGUUCCAAS SUGCGGUAAYcceeccAGAGCU

Um cédon de uma
letra poderia codi-
ficar no maximo 4
aminoacidos
uc] Al G
1 2 3 4

4 < 20: Insuficiente

Um cédon de duas
letras poderia espe-
cificar um maximo de
16 aminoacidos

Uul uUcCc UAl UG
1 2 3 4
CuU/ (CCc/ CAl CG
5 6 7 8
AU/ A[C|] (A[A| AG
9 10 11 12
GU) GCH |(GA GG

13 14 15 16
16 < 20: Insuficiente

mRNA
3 Bases2 4 Bases ? ...
Um codon de trés letras
poderia codificar um maxi-
mo de 64 aminoacidos
vuul vulcl UUAl UuG
1 2 3 4
cdclu] cclc] ccA| ccle
5 6 7 8
A/AlU] AAC, (AAAl AAG
9 10 11 12
GGU| (GGC|] (GGA| etc..
13 14 15

64 < 20: mais que suficiente

Figura 26.6: Possibilidades de combinacao das bases para formacgao do cédon. Cédons formados por combinacédo
de uma ou duas bases resultam em nimero insuficiente para codificar os vinte aminoacidos-padrdo. A combinacdo
das quatro bases, trés a trés, parece razoavel, uma vez que permite a formacdo de 64 cédons, nimero mais do

que suficiente para codificar os vinte aminoacidos-padrao.
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Estudos genéticos indicaram que o co6digo genético era de fato
composto por trincas de nucleotideos, conhecidas como cddons, que
correspondiam aos aminodacidos. Por exemplo, observou-se que adi¢io ou
delecio de um ou dois nucleotideos causavam mutagio frameshift,
ou seja, mudanga no quadro de leitura. Lembra da Aula 16? Volte a ela
se tiver duvidas neste assunto. No entanto, adi¢cao ou delecio de trés ou
multiplos de trés nucleotideos mantinham o quadro de leitura.

Foi, entdo, a partir de uma série de experimentos, usando moldes
sintéticos de mRNA, que o cédigo genético foi desvendado.

A primeira descoberta foi descrita, no inicio da década de 1960,
por Marshall Nirenberg e Heinrich Matthaei. O experimento desses dois
pesquisadores consistiu na incuba¢io de um polinucleotideo de uracila
(poli-U) com extrato celular da bactéria E. coli, GTP, ATP e uma mistura dos
vinte aminodcidos em 20 tubos diferentes, sendo que, em cada um
dos tubos, havia um amino4cido diferente marcado radioativamente. O
que eles estavam buscando com esse experimento?

Vamos pensar juntos! A molécula de RNA formada apenas por
nucleotideo de uracila (poli-U) contém apenas um tipo de c6don — UUU.
Portanto, se havia uma correspondéncia tnica entre uma trinca de
nucleotideos e um aminodcido, era de se esperar que a molécula poli-U
servisse de molde para a sintese de um polipeptideo formado por apenas
um tipo de aminodacido. Certo? Mas qual aminodcido?

A presenca de apenas um aminodacido, marcado radioativamente,
em cada um dos tubos foi fundamental para a interpretacao dos resultados
desse experimento. Se tudo o que se supunha era verdade, em apenas
um tubo poderia se observar a formag¢io de um polipeptideo marcado
radioativamente, ou seja, o tubo contendo o aminodcido radioativo
codificado pela trinca UUU. E foi exatamente isso que eles observaram.
O polipeptideo marcado radioativamente foi observado em apenas um
tubo, aquele que continha fenilalanina radioativa. Os pesquisadores,
entdo, concluiram que o c6don UUU codifica fenilalanina.

O uso de estratégia semelhante revelou que um polinucleotideo
de citosina (poli-C) codificava um polipeptideo de prolina, ou seja, que
o c6don CCC codifica prolina, e que um polinucleotideo de adenina
(poli-A) codificava um polipeptideo de lisina, indicando que o cédon
AAA codifica lisina.



Inimeros mRNAs sintéticos foram utilizados em diversos
experimentos, permitindo, assim, a identificacio das composicdes de
bases nas trincas que codificam quase todos os aminoacidos.

Uma limita¢do dessa estratégia era o tipo de mRNA utilizado como
molde para a sintese dos polipeptideos. Nesta série de experimentos,
os mRNAs foram sintetizados em reacdes utilizando a enzima
polinucleotideo fosforilase, que catalisa a formacao de polimeros de
RNA a partir de ADP, CDP, GDP e UDP. Esta enzima ndo requer molde
e os polimeros formados apresentam uma composi¢io de bases de acordo
com as concentracoes relativas dos nucleosideos 5’-difosfatos que servem
como substratos, o que dificulta a definicdo da seqiiéncia da molécula
de RNA sintetizada.

Outras estratégias foram empregadas para se desvendar todos os
mistérios do cddigo genético. Por exemplo, os experimentos realizados
por Nirenberg e Philip Leder, em 1964, envolvendo a associagio
de ribossomos, mRNAs e aminoacil-tRNAs foram de fundamental
importancia. Neste caso, foi possivel determinar que tipo de aminoacil-
tRNA se liga a cada uma das quase 50 das 64 possiveis trincas. Observou-
se, também, que alguns c6dons ndo sio reconhecidos por nenhum dos
aminoacil-tRNAs, enquanto alguns aminoacil-tRNAs podem reconhecer
mais de um coédon.

O desenvolvimento de métodos quimicos para a sintese de
polirribonucleotideos, por H. Gobind Khorana, foi decisivo para a
elucida¢do do codigo genético, uma vez que permitiu a sintese de
moléculas com seqiiéncias repetidas e definidas de duas a quatro bases.
Os polipeptideos, formados a partir destes mRNAs, apresentavam
padroes definidos de um ou poucos aminodcidos. Estes padroes foram
analisados juntamente com todos os dados obtidos até entdo e, em 1966,

foi estabelecido o significado de todos os 64 possiveis cddons.

O CODIGO GENETICO

O codigo genético pode ser visto como a correspondéncia
entre a informag¢io armazenada nas linguagens de dcido nucléico e de
proteina. Mais especificamente a correspondéncia entre cédons, trincas
de nucleotideos no mRNA (“lidas” na dire¢do 5* para 3’) e aminodcidos

na proteina (“lidos” na dire¢do N-terminal para C-terminal).
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Na Figura 26.7, vocé pode observar as 64 trincas de nucleotideos e
o que elas especificam. A esquerda estio representadas as quatro bases que
podem estar presentes na primeira posi¢io do cédon. No topo da figura
estdo representadas as bases que ocupam a segunda posi¢do. Finalmente,
a direita estdo representadas as bases da terceira posi¢do. Confuso? Nem

tanto. Vamos entender como a gente “1é” esse codigo!

Segunda base

* AUG também serve como cédon de iniciagdo na sintese de proteina.
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Figura 26.7: O codigo genético. Os cédons sdo escritos na direcdo 5—m-3'. Em destaque,
estdo representados os cédons de terminacdo da sintese protéica (stop codons) e os
aminodacidos codificados por apenas um cédon, metionina (AUG) e triptofano (UGG).
AUG também serve como cédon de iniciacdo na sintese de proteina.

Vamos procurar na Figura 26.7 o aminodcido codificado pela
trinca ACA. A primeira letra do cédon é A; portanto, procure esta letra
a esquerda da figura. Achou? Todas as trincas que se iniciam com a
letra A estio posicionadas na terceira linha. Concorda? O c6don que
estamos procurando tem C como segunda letra. Logo, devemos procurar
na parte superior da figura qual a coluna que corresponde a esta letra na
segunda posi¢io. Confirme que, na segunda coluna, encontram-se todas
as trincas que tém C como segunda letra. Certo? Entdo o cédon que
procuramos se encontra na terceira linha e na segunda coluna. Agora resta
localizar nesta célula o codon ACA, que é o terceiro de cima para baixo. O
que vocé encontrou? Espero que vocé tenha achado o c6don certo. Apenas
para confirmar, o cédon ACA codifica 0 aminoécido treonina. Nao é tao
dificil assim, é? Talvez vocé precise treinar um pouco. Nos exercicios, vocé

terd a oportunidade de checar se entendeu tudo bem direitinho.



Na Figura 26.8, vocé encontra uma outra forma de representacao
do c6digo genético, na qual estdo listados todos os aminodcidos em uma
linha e os cddons que os especificam se encontram acima deles. Esta
forma de representagdo é mais indicada caso vocé queira saber qual(is)
o(s) cédon(s) que codifica(m) um aminodacido especifico. Vocé ird usa-la
também nos exercicios.

Vocé deve ter percebido que o c6digo genético apresenta algumas

peculiaridades. E hora de vermos o que ele tem de diferente.

Cédon

AGA UUA AGC

AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UucCC ACC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA
Ala  Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Stop
A R D N C E Q G H | L K M F P S T w Y \%

Aminoacido

Figura 26.8: Representacao do cédigo genético com énfase nos aminoacidos. Nas
linhas da parte inferior da figura estdo representados os simbolos — de uma ou de
trés letras — dos aminoacidos, e acima deles encontram-se os cédons que os especifi-
cam. Esta forma é mais indicada quando se quer saber que c6édon(s) determina(m)
um aminoacido especifico.

CARACTERISTICAS DO CODIGO GENETICO

Algumas caracteristicas importantes do cédigo genético

precisam ser destacadas e serdo discutidas aqui.

¢ Os codons sdo constituidos de uma trinca de nucleotideos
e, por convengio, sao sempre escritos na dire¢io 5= 3’. Por
exemplo, quando nos referimos ao c6don CUA estamos, de
fato, mencionando o cédon 5’ CUA 3’, que codifica leucina.
Repare, na Figura 26.7, que, se esse codon tivesse sua direcao
invertida, ou seja, 3> CUA 5, ele estaria representando o cédon

AUC, que codifica um aminoacido diferente (isoleucina).

¢ O cbdigo genético é degenerado. Existem 64 combinag¢des
possiveis de trés nucleotideos, ainda que apenas vinte
aminodcidos participem da sintese de proteinas. Esta
discrepancia pode ser explicada porque existe certa redundancia
na traducdo. Em outras palavras, alguns aminodacidos sdo
especificados por mais de um c6don, com apenas metionina e

triptofano sendo codificados por c6dons tnicos.
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e Um c6don — AUG - codifica, normalmente, o inicio da
traducdo, sendo denominado c6don de iniciacdo. Esse é o
cddon que especifica 0 aminodcido metionina. Outros codons

de iniciagdo também podem ser encontrados, como por exemplo
GUG. Procure o cédon AUG na Figura 26.7.

e Trés codons (UAA, UAG e UGA) nio especificam nenhum
aminodcido, mas atuam como cdédons de parada ou terminagio
da etapa de tradugio. O significado dos cédons de termina¢do
¢ determinado diretamente por fatores protéicos. Localize esses

cddons na Figura 26.7.

¢ O cbédigo genético é usado em todos os organismos.
Entretanto, o c6digo genético “padrio” é comum, mas
ndo é universal. Apesar de os c6dons serem praticamente
idénticos em quase todos os seres vivos, existem diferencas
no codigo genético de mitocdndrias e cloroplastos. Confira
no Quadro 26.1. O c6don UGA, por exemplo, no codigo
padrio, corresponde a um cédon de término de traducio.
Entretanto, no c6digo mitocondrial, UGA codifica triptofano.
Ja AUA, que normalmente codifica isoleucina, na mitocondria

codifica metionina.

® Os codons nio se sobrepdem. Na Figura 26.9, vocé pode
observar o efeito que teria a sobreposi¢io dos codons, o que

ainda nio foi observado.

Quadro 26.1: Cédons que nao fazem parte do cédigo genético padrao.

Cédons Cédigo padrao Cédigo mitocondrial
.......... ¥ GAStopTrp
UGG Trp Trp
AUA lle Met
AUG Met Met
AGA Arg Stop
AGG Arg Stop :



5@@ 3 Codons nao-sobrepostos

Cédons sobrepostos

Figura 26.9: Nao-sobreposicdo versus sobreposicdo de cddons.

¢ Nio existe qualquer tipo de pontuagio entre os cédons, ou
seja, estabelecida a primeira trinca (trés bases), cada trinca
seguinte codifica um aminodcido diferente até que se atinja
o(s) cédon(s) de terminagido da sintese protéica. Em outras
palavras, estabelecido o inicio da traduc¢io, nio existe “base
ociosa” que nio faga parte de um c6don. O cddon iniciador, a
primeira trinca, estabelece o quadro (ou fase) de leitura. Essa
caracteristica, que ficard mais bem entendida no item seguinte,

vocé pode visualizar na Figura 26.10.

¢ Em uma dada seqiiéncia, é possivel estabelecer trés quadros
(ou fases) de leitura. Por tudo que ja estudamos até agora, é
facil vocé entender o porqué, nao? Observe a Figura 26.10.
Uma mesma seqiiéncia de nucleotideos de um RNA pode
ser traduzida em qualquer um dos trés quadros de leitura,
dependendo de onde o processo de descodificagio se inicia.
Esses quadros de leitura se estabelecem de acordo com o
codon iniciador. Por exemplo, o quadro de leitura 1 se inicia
na primeira base da seqiiéncia, tendo como c6don iniciador
o CUC. O quadro de leitura 2 tem inicio na segunda base,
com o codon iniciador UCA. Ja o quadro de leitura 3 comega
com a terceira base, que forma o cdédon iniciador CAG. Cada
quadro de leitura apresenta uma seqiiéncia distinta de cédons
e, obviamente, codificard uma proteina diferente. Em geral,
apenas uma das trés possiveis fases de leitura em um mRNA

codifica uma proteina especifica.
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CUC AGC GUU ;. ACC AU
Quadro de leitura 1 HH HH_

—Leu—-Ser——Val —Thr—

C ;L UCA ;| GCG UUA ; CCA ;U
Quadro de leitura 2 =l ] H Hih
—Ser —Ala——Leu—Pro—

C U, CAG CGU UAC CAC
Quadro de leitura 3 ﬂii HH
—GIn—Arg —Tyr —His—

Figura 26.10: Os trés possiveis quadros (ou fases) de leitura para uma seqiiéncia de
RNA. Cada um dos quadros de leitura codifica uma proteina diferente.

O termo quadro ou a fase de leitura aberta - Open Reading Frame
(ORF) - é muito empregado na area da gendémica. ORF designa uma
regido do genoma que apresenta cinqlienta ou mais cédons desde
um cédon de iniciagdo até um cédon de terminagdo, podendo estar
representando um gene.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de acompanhar o experimento classico
de Beadle e Tatum, no qual foi possivel confirmar a relacdo entre um gene e
uma enzima. Esta foi uma grande conquista na area da Genética, uma vez que
comprovou que a heranga ndo é apenas uma “potencialidade”, mas algo que se
manifesta através das moléculas funcionais codificadas pelos diferentes genes.

A descoberta do cédigo genético também foi um marco na histéria da Ciéncia
Bioldgica, vindo a estabelecer a relacdo direta entre a sequéncia de nucleotideos
em um DNA (ou mRNA) e a seqUiéncia de aminoacidos no polipeptideo por ele
codificado. O codigo genético apresenta diversas caracteristicas, destacando-se
o fato de o cédon ser constituido de uma trinca de nucleotideos, de existir um
codon que determina o inicio da traducéo, e que estabelece o quadro de leitura,
e trés cédons que determinam o término da sintese protéica. Podemos também
dizer que o cédigo genético é degenerado e comum e ndo universal — como se
pensava incialmente. A disposicdo dos cédons em uma molécula de RNA nao
apresenta sobreposicdo e nem pontuacao, ou seja, a partir do cédon de inicio, a
cada trés nucleotideos se tem um novo cédon. Portanto, para um mesmo RNA,
dependendo da posicdo do cddon inicial, é possivel se estabelecer trés quadros

(ou fases) de leitura.
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1. O conceito de gene teve de ser mudado a medida que novos conhecimentos
foram adquiridos. Qual o conceito inicial? Que descobertas determinaram a

mudanca do conceito inicial? Qual o conceito aceito atualmente?

2. Como a utilizacdo de raios X contribuiu para a proposicdo, por Beadle e Tatum,

da hip6tese um gene-uma enzima?

3. Cite os aminoacidos codificados pelos seguintes cédons: CGG, UAC, GGA, ACU,
UCA, GCG, UUA e AAU.

4. Cite o(s) codon(s) que codifica(m) os seguintes aminoacidos: arginina, histidina,

metionina, prolina, triptofano e valina.

5. Quantos pares de bases no DNA devem ser deletados em um processo mutacional
para que sejam eliminados trés aminoacidos da cadeia polipeptidica sem causar

alteracdo do restante da sequiéncia protéica? Explique.

AUTO-AVALIACAO

Vocé ja deve estar percebendo que, apesar de dividirmos as disciplinas em
tépicos, ao final todos os temas sdo necessarios para o entendimento global. No
exercicio 1, por exemplo, vocé teve de resgatar um pouco do que aprendeu nas
Aulas 1 e 2. Ja o exercicio 2 exigiu seus conhecimentos sobre Mutacao (Aula 16).
Os exercicios 3 e 4 fizeram com que vocé brincasse um pouco com o cédigo
genético, permitindo que vocé se familiarizasse com a rela¢do coédon-aminoacido.
Por fim, para responder ao exercicio 5, muito certamente vocé teve de voltar a
parte que discute as caracteristicas do codigo genético. Caso tenha tido dificuldade
para resolver os exercicios, releia a aula e recorra aos tutores, que estardo sempre

nos poélos dispostos a ajudar.

FIQUE ATENTO!

Na préxima aula, discutiremos as caracteristicas do processo de traducao, as
moléculas envolvidas e uma etapa importante conhecida como ativacdo dos

aminodacidos. Até 13!
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Fluxo da informacao
genética — traducao Il

Nesta aula, tera oportunidade de:

e Reconhecer as particularidades do processo
de traducao.

e Listar os principais elementos da maquinaria
envolvida na sintese de proteinas e suas
peculiaridades.

e Saber descrever a etapa de ativacao dos
aminoacidos.

Pré-requisitos
Esta aula sera mais facilmente assimilada se vocé nao
tiver dividas em relacdo as aulas sobre RNA (Aula 5) e
transcricdo (aulas do Médulo 3). E claro que ter
entendido a Aula 26, sobre a parte introdutdria
da traducdo, também é de suma importancia.
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Na Aula 26, foram discutidos alguns experimentos que culminaram na proposicao
da relacdo um gene—-uma enzima e na descoberta do codigo genético. Nesta
aula, vocé estudaré as peculiaridades da sintese protéica e as moléculas que
participam desse processo. Vocé estudara, ainda, uma primeira etapa, anterior
a traducao propriamente dita, que envolve a ativagdo de aminoacidos. Como
discutiremos mais adiante, a participacdo dos aminoacidos na sintese protéica
depende essencialmente desse primeiro ciclo de reacdes.

Vamos comecar!

PECULIARIDADES DA SINTESE DE PROTEINA

Antes de comegarmos, é importante que vocé saiba que a sintese
de proteina nio estd limitada ao citoplasma. Ela ocorre também nas
mitocdndrias e nos cloroplastos, que possuem material genético proprio e
funcionam de forma independente em relacdo a transcri¢do e a traducdo
de seus genes. Para vocé fixar melhor essa informagao, busque a Figura 27.1,
na qual vocé encontrard, como exemplo, um esquema de uma célula
vegetal, que vocé ja deve ter estudado em Biologia Celular, com destaque
para os locais onde ocorre traducdo. Nesta aula, entretanto, focaremos

apenas a sintese de proteina que ocorre no citoplasma.

=S
Nucleo
DNA 0030000
GPré-mRNAL
’\1\/\/\/

Figura 27.1: Locais de sintese de proteinas em uma célula vegetal. Esquema de
uma célula vegetal indicando os locais onde ocorre sintese protéica, citoplasma,
mitocondria e cloroplasto.



A sintese de proteinas engloba a traducdo propriamente dita,
ou seja, a sintese de um polipeptideo, e outras etapas que garantem
a funcionalidade da molécula sintetizada. A traducdo ocorre em trés
estdgios: iniciacdo, alongamento e terminagio, que serdo estudados na
Aula 28. As outras duas etapas, fundamentais para a sintese correta de
uma proteina, sdo a ativacio dos aminodacidos, assunto desta aula, e o
processamento pés-traducional dos polipeptideos recém-sintetizados,
um dos temas da Aula 29. Uma vez terminada a sintese, as proteinas
devem, ainda, ser transportadas para os locais em que desempenhario
suas funcoes. Este processo é conhecido por enderecamento de proteinas
e serd discutido na Aula 29.

Pensamos, primeiramente, em iniciar esta aula apresentando os
principais aspectos que tornam a sintese protéica um processo peculiar, de
forma que eles recebessem o merecido destaque. Entretanto, entendemos
que vocé assimilaria melhor cada uma dessas caracteristicas ao longo
desta aula e da Aula 28. Portanto, fique atento ao texto, em particular
aos “boxes”, com informacoes relacionadas:

- a complexidade do processo;

— ao local onde ocorre a traducao;

— a molécula que serve de molde para a biossintese de proteina;

—a dire¢do da “leitura” do mRNA e da sintese do polipeptideo;

- a importancia dos tRNAs como adaptadores desse processo;

- a velocidade da sintese de proteina;

—ao gasto de energia para sintetizar uma proteina;

— a regulagao da sintese protéica.

MAQUINARIA DA SINTESE PROTEICA

Podemos dizer que a traducdo é um processo muito mais complexo
que a transcrigao e a replicagdo, pois ndo se baseia no pareamento comum de
bases nitrogenadas. A traducio necessita da participacio coordenada
de mais de 300 macromoléculas, e muitas delas estdo organizadas na
estrutura tridimensional complexa do ribossomo. Essas macromoléculas
incluem, além do mRNA, diferentes moléculas de tRNA, rRNA e
inumeras proteinas.

Para vocé ter uma idéia da complexidade desse processo, em células

eucarioticas, a sintese de uma proteina conta com a participacdo de mais
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de setenta proteinas ribossomais diferentes; vinte ou mais enzimas para
ativar os aminodcidos; uma dizia ou mais de enzimas auxiliares e outros
fatores protéicos especificos para inicia¢io, alongamento e terminagio da
tradugdo e cerca de cem ou mais enzimas adicionais para o processamento
final dos mais diferentes tipos de proteinas. Além das proteinas, sdo

necessarios um mRNA e quarenta ou mais tipos de tRNA e rRNA.

Na bactéria E. coli, o total dos diferentes tipos de moléculas de proteinas
e RNAs envolvidos na sintese protéica é similar ao que se observa nas
células eucarioticas. Os organismos procarioticos e eucarioticos contém
milhares de copias de cada proteina e tipo de RNA por célula, o que
equivale a aproximadamente 20.000 ribossomos, 100.000 fatores
protéicos e enzimas e 20.000 tRNAs. Para uma bactéria, as moléculas
envolvidas na sintese de proteina podem representar mais de 35% do
peso seco da célula.

Apesar da grande variedade de moléculas que participam desse
processo, os principais elementos necessdrios a tradugdo, que serdo
estudados nesta aula, sdo: a molécula de mRNA, que contém a informacao
genética, os ribossomos, os tRNAs e os aminoacidos. Confira na Figura
27.2. Muito do que se conhece a respeito dessas moléculas ja foi abordado
em aulas da nossa disciplina (Aula 5) ou de Bioquimica. Nao iremos repetir
o contetdo anteriormente estudado, pois nosso objetivo aqui é destacar

apenas os aspectos importantes para o processo de traducio.

Ribossomo

Mensagem sob a
forma de mRNA

Moléculas de tRNA
3
A

C

5' [

Mistura de aminoacidos

no citoplasma
aal aa3

aa2 )
Figura 27.2: Principais elementos necessarios a tradu¢do. Mensagem sob a forma de
mRNA, ribossomo, moléculas de tRNA e mistura de aminoacidos no citoplasma.




mRNA - MOLECULA CARREADORA DA INFORMACAO
GENETICA

Ja comentamos anteriormente que o mRNA é a molécula que
leva a informagido genética armazenada sob a forma de DNA para o
ribossomo, no qual serd utilizada como molde para a sintese protéica.

Em células procarioticas, que ndo apresentam nucleo, a transcri¢ao
e a traducgdo ocorrem simultaneamente, ou seja, a tradugdo inicia antes
mesmo que o transcrito, a molécula de mRNA, esteja completamente
sintetizado. Ja em células eucaridticas, para a grande maioria das
moléculas, a transcri¢do acontece no nucleo, e o transcrito primdrio
(pré-mRNA) é processado. O mRNA formado é, entdo, exportado para o

citoplasma, onde se encontram os ribossomos. Confira na Figura 27.3.

[Transcricao] l DNA
AV VA VA N RTN
}/{ibossomo
4 NS

‘Polipeptideo

a) Célula procaridtica

Membrana
?udear

| owa

A VA VA VA VA Ve

| Fremena

N\

Traducao

Polipeptideo Figura 27.3: Fluxo da
informacdo genética em

procarioto e eucarioto.

b) Célula eucaridtica

Em caso de duvidas, volte as aulas do Médulo 3, que tratam justamente da
sintese de RNA pelo processo conhecido como transcricdo. Lembra?

A molécula de mRNA ¢é responsavel por levar a mensagem genética
armazenada no DNA para o ribossomo, onde funcionara como molde para a
sintese de proteinas através de suas trincas de nucleotideos que especificam
a ordem dos aminodcidos na cadeia polipeptidica.
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Os mRNAs de procariotos e eucariotos apresentam caracteristicas
marcantes que conferem estabilidade, favorecem o transporte do ntcleo
para o citoplasma, no caso de organismo eucariético, e/ou sdo de suma
importancia para o processo de tradugdo. Veja na Figura 27.4 as regides

em destaque para os mRNAs procaridticos e eucaridticos.

a)
Sitio de reconhecimento de ribossomo — RBS
/ Quadro de leitura
AUG UAA AAAAAAAAA
S Lt g3
cap
b) . . .
Sitio de reconhecimento de ribossomo — RBS
Quadro de leitura Quadro de leitura
AuG UAA AuGg UAA
st L e e e e e e 3

Figura 27.4: mRNAs de eucariotos e procariotos. (a) mRNA eucariético. (b) mRNA
procariético.

Vamos relembrar primeiramente os detalhes do mRNA eucaridtico
(Figura 27.4.a), que contém informagdo para a sintese de uma unica
cadeia polipeptidica! Além da regido codificadora, determinada por um
cddon de iniciagdo de tradugio, em geral AUG, e um ou mais cdédons
de terminacdo, UAA, UAG ou UGA, o mRNA contém duas regides ndo
traduzidas, uma localizada na extremidade 5° — 5’UTR (UnTranslated
Region) e outra localizada na extremidade 3’ — 3°UTR. O mRNA
transportado para o citoplasma apresenta um nucleotideo modificado
(7-metil guanosina) na extremidade 5°, gerando a extremidade 5’cap,
e uma sequéncia de nucleotideos na extremidade 3’, conhecida como
cauda poli-A. Vocé se lembra desses detalhes? E justamente na regiio
envolvendo a extremidade 5’cap no mRNA de eucarioto que se localiza
o sitio de reconhecimento do ribossomo — RBS (Ribosome Recognition
Site) que, como seu proprio nome diz, é o local onde o ribossomo se
liga a0 mRNA para iniciar a tradug¢do. Vocé verd em detalhes como essa

liga¢do ocorre na Aula 28.



O mRNA de procarioto (Figura 27.4.b) contém muitas vezes
informagdo para a sintese de varias proteinas. Esses mRNAs ndo apresentam
nenhuma extremidade especifica para o reconhecimento do ribossomo. Em
contrapartida, exibem uma regido altamente conservada, chamada seqiiéncia
de Shine-Dalgarno em homenagem ao pesquisador que a identificou, que é
reconhecida pelo ribossomo, dando inicio a tradugio.

Na Figura 27.5.a, vocé pode observar as sequéncias de Shine-
Dalgarno, presentes nos mRNAs de diferentes genes, que servem como
sinal de iniciagdo de sintese de proteinas em bactéria. Repare que,
apesar de diferirem entre si, todas apresentam de trés a nove residuos
de nucleotideos, quase todos purinicos, e tém suas partes centrais
posicionadas oito a treze pares de bases acima do c6don de iniciagio,
ou seja, do lado da extremidade 5°. Como vocé verd em detalhes na Aula
28, esta regido é complementar, ou seja, pareia com uma regido rica
em pirimidina, proxima a extremidade 3’ do rRNA 16S, que compde
a subunidade menor do ribossomo e cuja seqiiéncia da extremidade
3 estd representada na Figura 27.5.b. Note também, em destaque na
Figura 27.5.a, que o primeiro AUG apds a seqiiéncia de Shine-Dalgarno

¢ o cddon de inicio de traducao.

Cédon de
(a) iniciagdo
5 +1

3

— araB de E. coli
galE de E. coli
lacl de E. coli
lacZ de E. coli
trpE de E. coli
trpL de E. coli
proteina ribossomal S$12
proteina ribossomal L10
proteina A do fago $X174
cro do fago A
proteina do capsideo do fago R17
L replicase do fago QB

mRNA de diferentes genes

(b)
Extremidade 3' do rRNA 16S

UUUGGAUGGAG UGAAACGAUG GCGAUU
AGCCUAAUGGAG CGAAUUAUG AGAGUU
CAAUUCAGGGUG GUGAUUGUG AAACCA
UUCACACAGGA AACAGCUAUG ACCAUG
CAAAAUUAGAG AAUAACAAUG CAAACA
GUAAAAAGG GUAUCGACAAUG AAAGCA
AAAACCAGGAG CUAUUUAAUG GCAACA
CUACCAGGAG CAAAGCUAAUG GCUUUA
AAUCUUGGAGG CUUUUUUAUG GUUCGU
AUGUACUAAGGAGGU UGUAUG GAACAA
UCAACCGGGGU UUGAAGCAUG GCUUCU
UAACUAAGGA UGAAAUGCAUG UCUAAG

%oH AUUCCUCCACUAG — &

Figura 27.5: Sitios de reconhecimento de ribossomo em organismos procariéticos.
(a) Diferentes regides do mRNA, reconhecidas como sequéncias de Shine-Dalgarno,
que sinalizam a iniciacdo da sintese de proteina em bactéria. Repare que alguns
genes sao de origem viral, mas sdo expressos utilizando a maquinaria da célula hos-
pedeira. (b) Seqiiéncia da extremidade 3’ do rRNA 16S, componente da subunidade
menor do ribossomo, que é complementar a seqiéncia de Shine-Dalgarno.
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tRNA E AMINOACIDOS

Os cddons nio sio reconhecidos diretamente pelos aminodcidos
que eles especificam. Esta etapa depende de moléculas adaptadoras, os
tRNAs, que reconhecem e se ligam tanto ao cddon quanto ao aminodcido.
Vamos entender como isso é possivel!

Vocé ja estudou, na Aula 5, que, por pareamento de bases entre
sequiéncias complementares intracadeias, as moléculas de tRNA formam
estruturas secundarias e se assemelham a folha de trevo. Essa estrutura
sofre dobramento posterior para formar a estrutura tridimensional em
forma de L compacta. Lembra? Reveja essas estruturas na Figura 27.6.
Duas regioes de nucleotideos nio emparelhados localizados em terminais
opostos da molécula em forma de L sio fundamentais para a funcdo
do tRNA na sintese de proteinas. Uma dessas regides é um segmento
curto em fita simples no terminal 3’ da molécula e estd do lado em
que o aminoacido correspondente ao cédon se liga. A outra regido, o
anticédon, é complementar a seqiiéncia especifica do cédon na molécula
de mRNA. Nesse caso, o pareamento entre codon e anticodon ocorre
devido ao alinhamento antiparalelo dos dois RNAs, como pode ser
visto na Figura 27.7. Como a relagdo entre um cédon e um aminodcido
¢ determinada pelo tRNA ligado a ele, podemos, entio, dizer que os
tRNAs sio moléculas adaptadoras que fazem a correspondéncia entre

os aminodacidos e os cédons no mRNA.

Os aminoacidos “livres” ndo participam da traducdo. Em lugar disso, os
aminoacidos sao levados para o ribossomo ligados a tRNAs, que sdo os
adaptadores desse processo. Nesse caso, os precursores ativados sdo os
aminoacil-tRNAs, nos quais o grupo carboxila de um aminoécido é ligado
ao terminal 3'-OH do tRNA, em uma reacédo catalisada por aminoacil-
tRNA sintetases. Esta etapa é chamada ativacdo de aminoacido, e sera
estudada ainda nesta aula.



Figura 27.6: Estrutura do tRNA. (a)
Estrutura secundéria destacando
as regides mais importantes. (b)
Estrutura tridimensional em forma
de L, indicando o posicionamento
do brago do aminoéacido e do braco
do anticédon.

D- nucleotideo de dihidroxi-uracila.

Braco do

Braco T C aminoacido

3
A Brag¢o do
(a) € aminoacido
C
5 |Bu
PG—@
e—o
L
e—o
°o—o
°o—o Braco TWC
Braco D
°o—o
Pul® u %
° re 0000 T T T T & <
2 AR AT
G o000 0G
L0000 T yLS
i o—o
Contém 2 a & Brago extra
3 residuos il
D em B Tamanho variavel e
posicdes e—o nao esta presente
diferentes e—9o em todos os tRNAs
Pi o
u pu Braco do
Posi¢do oscilante anticédon
("wobble) /S®:
Anticédon
(b)
54
Braco D
(residuos
10-25)
Braco
do anti-
codon
3
5
tRNA
Anticdédon
321!
UAG
mRNA 5' AUC
23,
coédon

6a | 1 |

Figura 27.7: Pareamento cédon-anticé-
don. O tRNA foi representado por sua
estrutura secundaria. Note as posi¢oes
das extremidades 5’ e 3’ das duas
moléculas de RNA, tRNA e mRNA, o que
confirma o alinhamento antiparalelo e o
pareamento entre bases que compdem o

codon e o anticodon.
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TRNAS

A notacdo simplificada
de um aminoacil-tRNA
é tRNAsimhn]n de trés letras do
aminodcido Por exemplo,
tRNAS representa o
seril-tRNA, o tRNA%!
representa o valil-
tRNA, e assim por
diante.

Os tRNAs sido especificos para cada aminodacido, existindo
pelo menos um tipo de tRNA correspondente a cada um dos vinte
tipos de aminodacidos, conhecidos como aminoacidos-padrdo, que
sdo incorporados nas proteinas. Para que a tradu¢do ocorra de forma
precisa, os tRNAs tém de apresentar duas caracteristicas importantes.
Primeiramente, devem ser distinguiveis uns dos outros pelas moléculas
que reconhecem tipos especificos de tRNAs. Além disso, devem ser

reconhecidos pelas moléculas que interagem com todos os tRNAs.

Vocé ja estudou alguns aspectos dos tRNAs na Aula 5. Volte a ela se
achar necessario!

Alguns tRNAs correspondem a um unico tipo de aminoacido,
sendo conhecidos como tRNAs cognatos. Por exemplo, o TRNA®* designa
o tRNA que corresponde ao aminodacido serina.

Outros aminoicidos tém diversos tRNAs cognatos, que sao
chamados tRNAs isoaceptores. Os anticodons destes tRNAs contém, na
extremidade 5°, o nucleotideo inosinato, representado por I, constituido
pela base rara hipoxantina (veja sua estrutura na Figura 5.7 da Aula 5).
O inosinato é capaz de formar pontes de hidrogénio com trés nucleotideos
diferentes (U, C e A), embora essas intera¢des sejam mais fracas do que
as pontes de hidrogénio entre os pares de Watson e Crick (Figura 27.8).
Por isso, esta posi¢do, que pode ser confirmada na Figura 27.6.a, é
chamada oscilante (wobble). Assim, as duas primeiras bases dos cédons
CGA, CGU e CGC formam pares de Watson-Crick fortes com as bases
correspondentes no anticbdon do tRNA, enquanto a terceira base, A,
U ou C, interage com o inosinato (wobble), permitindo que um tnico

tRNA reconhe¢a mais do que um tinico cédon.

3 2 1 3 2 1 3 2 1
Anticédon (tRNA) (3 9 _ E -} I_ E o S _l 9 T E —l (5
Codon (mRNA) (57 C—G—A C—G—U C—G—C @
1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Figura 27.8: Possiveis pareamentos quando o anticédon do tRNA possui inosinato.
O mesmo tRNA é capaz de parear com trés cédons distintos, devido a presenca do
inosinato na posicdo oscilante.



Apesar de a terceira base contribuir para a especificidade, o fato
de sua interacdo com o anticodon ser fraca permite a rapida dissociagiao
do tRNA de seu c6don durante a tradugio. Provavelmente, se as trés
pontes de hidrogénio formadas entre as bases do cédon e do anticédon
fossem fortes, os tRNAs se dissociariam muito lentamente, o que poderia
comprometer a velocidade do processo. Portanto, podemos concluir que
as interacdes codon/anticddon devem atender nio apenas A acuracia

como também a velocidade da sintese de proteina.

RIBOSSOMO

Como ja foi dito em varios momentos da nossa disciplina, os
ribossomos constituem o local de sintese protéica. Os detalhes estruturais
dos ribossomos foram discutidos na Aula 5, mas vale a pena relembrar
que eles sdo constituidos de diferentes tipos de rRNAs e intimeras
proteinas, chamadas proteinas ribossomais. Todos os ribossomos,
procarioticos e eucarioticos, sio formados por duas subunidades, menor
e maior, lembra?

Também vimos que os rRNAs apresentam estruturas tridi-
mensionais especificas determinadas por pareamento intracadeia das bases
nitrogenadas. Possivelmente, os rRNAs servem como uma armag¢io a qual
as proteinas ribossomais estido ligadas. Cada uma dessas proteinas deve
desempenhar um papel importante na sintese de polipeptideos, ou como
uma enzima, ou como um componente estrutural do processo global.

E importante ressaltar que, apesar do alto grau de complexidade,
as proteinas sdo sintetizadas a uma velocidade surpreendente.
Isso ocorre devido a formacgdo, tanto em células procaridticas quanto
em eucarioticas, de grupos de dez a cem ribossomos ligados a uma dnica
molécula de mRNA, denominados polirribossomos, ou simplesmente
polissomos, que podem ser vistos com auxilio de microscopio eletronico.
Observe na Figura 27.9.a que a fita que conecta os ribossomos é
a molécula de mRNA que esta sendo, simultaneamente, traduzida
pelo conjunto de ribossomos, garantindo o uso eficiente do mRNA.
Os ribossomos individuais nesses polissomos estdo separados de tal
forma que a densidade mdxima no mRNA é de aproximadamente um
ribossomo por cada oitenta nucleotideos. Os polissomos se originam
porque, uma vez que um ribossomo ativo tenha liberado o sitio de
inicia¢do, um segundo ribossomo pode se ligar ao mesmo sitio. Esse

processo sera discutido mais extensivamente na Aula 28.
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9 Direcao da
DNA transcri¢ao

RNA Polimerase

Polissomo

Ribossomo

mRNA Polipeptideo

Figura 27.9: Polissomos. (a) A estrutura do polissomo
é formada por uma molécula de mRNA ligada a
varios ribossomos, que simultaneamente participam
da traducdo. (b) Nas células procariéticas, a traducdo
se inicia antes mesmo de terminada a transcricdo. (c)

Diagrama explicativo da parte b.

Além disso, em organismos
procarioticos, a transcrigdo e a traducdo
ocorrem simultaneamente, o0 que também
pode ser visualizado por microscopia
eletronica, como na Figura 27.9.b. Na
Figura 27.9.c, vocé encontra um diagrama

explicativo da Figura 27.9.b.

Na bactéria E. coli, a sintese completa
de uma cadeia polipeptidica de
100 residuos a 37°C ocorre em,
aproximadamente, 5 segundos. Em
média, os ribossomos eucarioéticos
e procarioticos podem adicionar,
respectivamente, 2 e 20 aminoacidos
por segundo. E uma velocidade muit o
alta se considerarmos a complexidade
do processo, ndo?

Uma caracteristica importante
dos ribossomos é o fato de suas duas
subunidades apresentarem formas
irregulares e se encaixarem, formando
uma fenda através da qual o mRNA passa
quando o ribossomo se move ao longo do
mesmo durante o processo de tradugio,
e a partir do qual a cadeia polipeptidica
crescente emerge. As duas subunidades

ribossomais permanecem separadas,

juntando-se a molécula de mRNA, nas proximidades do terminal 5’,

apenas para dar inicio a sintese de uma proteina. A subunidade menor

combina os tRNAs aos cédons do mRNA, enquanto a subunidade

maior catalisa a formag¢do das ligagbes peptidicas. Durante a etapa

de alongamento da tradugdo, os ribossomos se movem ao longo do

mRNA, um cédon por vez. Ao final do processo, as duas subunidades

do ribossomo se separam e ficam livres para iniciar uma nova sintese

protéica. Vocé estudara detalhadamente todo esse processo na Aula

28. Aguarde!
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Além do sitio de ligagio do mRNA, os ribossomos tém trés outros
sitios importantes: o sitio aminoacil ou A (Aminoacyl), no qual o aminoacil-
tRNA se liga trazendo o aminodcido a ser incorporado a cadeia; o sitio
peptidil ou P (Peptidyl), em que se encontra o peptidil-tRNA, ou seja, o
tRNA ligado a cadeia polipeptidica nascente; e o sitio de saida ou E (Exit),
onde o tRNA nio carregado, ou livre, posiciona-se antes de ser liberado
durante a sintese. Nao mais do que dois desses sitios contém tRNAs em
um dado momento. Na Figura 27.10, vocé encontra um esquema do
ribossomo com destaque para os sitios A, E e P. Na Aula 28, voltaremos

a citar esses sitios quando estudarmos as etapas de traducio.

AULA i MODULO 3

(a) (b)
Sitio E SitioP  Sitio A
Subunidade
ribossomal |
maior

-+- Subunidade
ribossomal [~
menor

Sitio de ligacao
do mRNA

Figura 27.10: Sitios A, P e E no ribossomo. (a) Representacdo esquematica do
ribossomo, com destaque para as subunidades maior e menor, sitio de ligagcdo do
mRNA e os sitios A, P e E. (b) Modelo tridimensional do ribossomo com destaque
para os sitios A, P e E.

ATIVACAO DE AMINOACIDO

A ativagdo dos aminodcidos é uma etapa fundamental, pois, como
citado anteriormente, os aminoacidos livres no citoplasma nao participam
da sintese de proteinas do ribossomo. Os precursores ativados sdo os
aminoacil-tRNAs, nos quais o grupo carboxila de um aminodcido estd
ligado covalentemente ao terminal 3’°0OH do seu tRNA cognato.

Durante esta etapa, que ocorre no citosol e ndo nos ribossomos,
cada um dos vinte aminodcidos-padrio se liga ao tRNA especifico a
custa de energia sob a forma de ATP. Essas reacdes sdo catalisadas
por um grupo de enzimas ativadoras dependentes de Mg?* chamadas,
genericamente, aminoacil-tRNA sintetases. Por exemplo, a fenilalanil-
tRNA sintetase, cuja notagdo simplificada é Phe-tRNA sintetase, é a

enzima que catalisa a reacdo de formagio do tRNAPh,

PHE-TRNA SINTETASE

A notagdo simplificada
de uma aminoacil-
tRNA sintetase é

— Simbolo de trés
letras do aminoacido-
tRNA sintetase. Assim,
Phe-tRNA sintetase

é a fenilalanil-tRNA
sintetase, Leu-tRNA
sintetase € a leucil-
tRNA sintetase, e
assim por diante.
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AmiNoAciL-AMP

Aminoacil-AMP é um
termo genérico. De
uma forma geral, o
sufixo ina, presente
nos nomes da maioria
dos aminoacidos, é
substituido por il para
denominar o composto
formado. Por exemplo,
o composto formado
pela ligacao do
fenilalanina com

o ATP é chamado
fenilalanil-AMP. O
correspondente da
metionina é o metionil-
AMP, o da leucina

é o leucil-AMP, e
assim por diante. A
mesma regra se aplica
a0s termos genéricos
aminoacil-tRNA

e aminoacil tRNA
sintetase.

E importante que vocé saiba que para cada aminodcido e seus
tRNAs correspondentes existe uma enzima aminoacil-tRNA sintetase, ou
seja, quando existem dois ou mais tRNAs para um mesmo aminodcido,
geralmente uma unica enzima catalisa a reacio de todos eles.

A importancia da ativacdo se deve ao fato de que a sintese
correta de uma proteina requer duas etapas igualmente importantes de
reconhecimento de moléculas. Primeiramente, deve ser feita a escolha
do aminodacido correto para a ligacdo covalente a um tRNA. Em
seguida, deve ser feita a selecio do tRNA carregado de um aminoacido
especificado pelo codon presente no mRNA.

Chegou a hora de vocé entender como ocorre a ativagio dos aminodcidos,
0 que serd mais facil se vocé ler o texto acompanhando os esquemas mais
detalhados representados nas Figuras 27.11, 27.12 e um esquema mais
simplificado de todo o processo representado na Figura 27.13.

A ativacdo ocorre em duas reacdes seqiienciais catalisadas por uma
mesma enzima. O processo, que € energeticamente desfavoravel, torna-se
possivel apenas mediante a hidrolise de uma molécula de ATP. Isso ocorre
em uma primeira etapa, na qual a aminoacil-tRNA sintetase reconhece
seu aminodcido correspondente e seu segundo substrato, um ATP.
Forma-se, entdo, uma ligagio entre o grupo carboxila do aminodacido e
o fosfato do AMP, originando o AMINOAcIL-AMP, com liberagio de fosfato

inorganico (PPi), como vocé pode conferir na Figura 27.11.

mo
H 7 I I
R—-C—C—-0 + 0-P-O—-P-O-P
T | | N
NH, O (o} OATP O

Aminoacido

PPi

Figura 27.11: Ativacdo de ami-
nodcido — 1° etapa. Ligagao entre
um aminoacido e o ATP, com
formagdo de um aminoacil-AMP.
Reacéo catalisada por aminoacil-
tRNA sintetases.
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A segunda etapa produz uma ligagao rica em energia entre 0 aminoacido
e a ribose do nucleotideo posicionado na extremidade 3’ do tRNA, de forma
que, quando este aminodcido € adicionado a cadeia polipeptidica crescente,
esta energia € liberada para a formacao da ligacio peptidica. Confira, também,
na Figura 27.6.a, que a seqiiéncia de nucleotideos proxima a essa extremidade
é altamente conservada, Pu (A ou G), C, Ce A. Portanto, a reagdo serd sempre
com um nucleotideo derivado da . Na Figura 27.12, vocé pode observar
que duas classes de enzimas aminoacil-tRNA sintetases podem catalisar a
reagdo a partir do aminoacil-AMP. As enzimas pertencentes as classes I e
II catalisam a ligagao do aminodcido, respectivamente, ao carbono 2’ e ao
carbono 3’ da ribose. O produto da reagio catalisada por enzimas da classe
I sofre ainda transesterificacdo, sendo convertido ao composto resultante da

acao de enzimas da classe II.

5'-aminoacil adenilato
(aminoacil-AMP)
Aminoacil-tRNA sin- Aminoacil-tRNA sin-
tetases da classe | tetases da classe Il

Extremidade 3' do tRNA
—1

H
'or_,_,\‘ T ~ OH v ?
R—C——C—0—P—0—| Adenosina (o} R—C—C—0O— P—0—| Adenosina
| Il \a | o I\IH | & |
3

C
|
‘NH, O O OH N4, 0~ o

Aminoacil-AMP Aminoacil-AMP

tRNA tRNA

H
; O_(Ii_ ?— R Aminoécido
“NH,

Transestetifica¢do Aminoacil t-RNA
_ransesteriticacao,

Figura 27.12: Ativacdo de aminoacido - 2° etapa. Transferéncia do grupo aminoacil, presente em um amino-
acil-AMP, para o tRNA especifico. Reagao catalisada por aminoacil-tRNA sintetases, com formacdo de produtos
diferentes de acordo com a classe da enzima.
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Nos dois esquemas detalhados, vocé pode visualizar as férmulas
estruturais dos compostos que participam do processo de ativagdo de
um aminodcido. Na Figura 27.11, por exemplo, vocé encontrou os
detalhes do ATP e do aminodacido, que reagem entre si para formar o
aminoacil-AMP na primeira etapa de ativagao. Ja na Figura 27.12 vocé
pode observar os detalhes do que ocorre pela agdo das classes I e II da
enzima aminoacil-tRNA sintetases sobre 0 aminoacil-AMP.

A reagio global catalisada por estas enzimas é:

Mg**
Aminoécido + tRNA + ATP <& Aminoacil-tRNA + AMP

O esquema simplificado apresentado na Figura 27.13 tem por
objetivo facilitar o aprendizado do processo geral. Note que as duas etapas
sdo catalisadas por uma mesma enzima. Portanto, a a¢do das duas classes
de aminoacil-tRNA sintetases, na primeira etapa, resulta em formagio de
aminoacil-AMP. A partir desse composto, dois grupos de aminoacil-tRNA
sintetases, classes I e II, catalisam a reacdo de ligag¢io do aminodcido,

respectivamente, ao C,, e ao C,, do nucleotideo A da extermidade 3’ do

tRINA. o
¢
Adenosina [— M + C —CH-— NH3
/
-G I|?
ATP Aminoécido
Etapa 1
(0]
N\
Nt —CH—NH,

Figura 27.13: Ativacdo de ami-
noécido — processo global.

~ N 2 .Q’”
Na representacdo do tRNA, C, & & &
- . R VAR
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Na Figura 27.14, vocé encontra um outro esquema, com destaque
para a participagdo direta da enzima, sua ligagdo com os substratos e
a formacdo do aminoacil-tRNA. Repare que, ao final do processo, a

enzima esta livre para reiniciar um novo ciclo de reacoes.

Aminoacido

especifico o
ATP o (AA) B Pirofosfato
(PPi)
INICIo \\Sitio do aminoacido e

Sitio do ATP O Aminoéacido

Sitio do tRNA ativado

Aminoacil-tRNA sintetase

Enzima livre para T
um novo inicio b
«

= tRNA-AA RNA
(e _» especifico
o oy

e,
v

tRNA carregado
{tRNA-AA)

Figura 27.14: Ativacdo de aminoacido — participacdo da aminoacil-tRNA sintetase.
Destaque para a enzima aminoacil-tRNA sintetase, seus sitios de ligacdo com o ATP,
o aminoacido e o tRNA.

ATIVIDADE DE REVISAO DAS AMINOACIL-tRNA
SINTETASES

A taxa de erro durante a sintese protéica é de aproximadamente
1 erro/10* aminodcidos incorporados, um valor ndo tdo baixo quanto o
observado na replicagio do DNA. Nio parece mesmo necessario uma taxa
tao baixa, uma vez que um erro na proteina pode ser “apagado” pela sua
destrui¢do, nio sendo transmitido para as geracdes futuras. Concorda?
O que se sabe é que este grau de fidelidade € suficiente para assegurar que
a maioria das proteinas nio contenha erro e que a grande quantidade de
energia despendida na sintese protéica raramente seja desperdicada.

O que se sabe também é que a capacidade desse grupo de enzimas
de se ligar a um aminodacido errado é mais baixa do que seria na verdade
o limitado pela energia de ligacdo disponivel derivada de interagdes
entre a enzima e o substrato. Isso se deve ao fato de algumas aminoacil-
tRNA sintetases apresentarem uma fung¢ao revisora. Por exemplo, todo
aminoacil-AMP produzido pela Ile-tRNA sintetase (isoleucil-tRNA
sintetase) é checado em um segundo sitio ativo da mesma enzima, de
forma que os compostos formados incorretamente na primeira etapa do
processo sejam hidrolisados. Além disso, grande parte das aminoacil-
tRNA sintetases pode hidrolisar a ligacao entre aminoacido e tRNA, o

que € acelerado em presenca de um aminoacil-tRNA incorreto.
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RESUMO

A atividade revisora é fundamental para o reconhecimento
correto de um aminodcido que apresenta similaridade estrutural com
outro(s). Volte as aulas de Bioquimica para rever as estruturas dos
aminodcidos. Vocé verd que, geralmente, varios deles sdo estruturalmente
relacionados. Portanto, parece 6bvio que as aminoacil-tRNA sintetases
que ativam aminodcidos estruturalmente distintos de qualquer outro
ndo exibam atividade de revisdo. Nesses casos, acredita-se que o sitio
ativo de aminoacilagio possa discriminar entre o seu substrato e um
aminoacido incorreto.

Como cada enzima desse grupo tem o potencial para discriminar
entre dois substratos diferentes, muitas vezes a interacao entre aminoacil-
tRNA sintetases e tRNAs é chamada segundo c6digo genético, para ressaltar

seu papel critico na manutencdo da acuricia da sintese protéica.

A sintese protéica é um processo bastante complexo que envolve a ativacao dos
aminoacidos, a traducado propriamente dita, que ocorre em trés estagios, e o
processamento pos-traducional dos polipeptideos recém-sintetizados. A sintese
de proteinas, representa um alto custo energético, mas entretanto, a velocidade
de sintese de proteina é surpreendentemente alta.

Os ribossomos encontrados no citoplasma representam o principal local de sintese
de cadeias polipeptidicas em uma célula. Nesse processo, o mRNA desempenha o
papel de molde, uma vez que carrega a informacdo armazenada no DNA. Em sua
estrutura, encontram-se os codons, que especificam os aminoacidos na proteina,
e regides importantes para que o processo se inicie. Ja os tRNAs tém a fun¢do de
transportar os aminoacidos para o local de sintese. Suas duas principais caracteristicas
sdo: a extremidade 3’, na qual um aminoacido especifico se liga, e o anticoédon,
complementar ao codon, no mRNA, que codifica o aminoacido ligado.

A ligacao dos aminoacidos aos seus tRNAs cognatos ocorre no citoplasma, sendo
catalisada por enzimas denominadas aminoacil-tRNA sintetases. Esse processo ocorre
em duas etapas: formacédo de aminoacil-AMP e ligagdo do aminoacido ao tRNA.
Algumas enzimas desse grupo exibem atividade de revisao, ou seja, o aminoacil-
AMP é checado, o que contribui para que a taxa de incorporacdo de aminoacidos
errados seja baixa o suficiente para garantir que grande parte das proteinas nao

apresente erro e que o elevado gasto de energia nao seja desperdicado.
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EXERCIiCIOS

1. Quais as etapas envolvidas no processo de sintese de proteinas?

AULA i MODULO 3

2. Leia com bastante atencdo as sentencas a seguir e assinale as verdadeiras (V) e
as falsas (F). No caso de considera-las falsas, reescreva-as corretamente ou explique

O porqué.

a) () A seqiiéncia de aminoacidos em uma cadeia polipeptidica é determinada

pela seqiéncia de cédons no mRNA em um processo chamado transcricao.

b) () Uma parte da molécula de tRNA contém um anticédon de duas bases que é

complementar ao c6don apropriado no mRNA.

¢) () Cada ribossomo é constituido de duas subunidades, sendo que cada uma

delas contém mRNA e muitas proteinas diferentes.

d) () Os ribossomos contém um sitio de ligacdo do mRNA e trés sitios de ligacao
para tRNA.

3. Cite duas diferencas entre os mRNA procariéticos e eucariéticos importantes

para a sintese de proteinas.
4. Qual a importancia dos tRNAs para a sintese de proteinas?

5. Descreva resumidamente a etapa de ativacdo dos aminoacidos.

AUTO-AVALIACAO

Os exercicios desta aula tém por objetivo ajudar na sedimentacdo dos principais
pontos abordados. Se vocé ndo estiver acumulando davidas em nossa disciplina,
certamente nao tera encontrado dificuldades para responder as questdes. Lembre-

se de que havera sempre um tutor disponivel no pélo para ajuda-lo!

FIQUE ATENTO!

Esperamos que, ao final desta aula, vocé se sinta bastante familiarizado com
todas as moléculas que serdo mencionadas na Aula 28, na qual abordaremos os

mecanismos pelos quais a cadeia polipeptidica é sintetizada.
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Nesta aula, vocé tera a oportunidade de:

e Descrever cada uma das etapas da traducao:
iniciacao, alongamento e terminacao.

e Relatar alguns mecanismos envolvidos
no controle da expressao génica ao nivel
traducional e alguns antibiéticos que
interferem na traducao.

Pré-requisito

Para 0 bom acompanhamento desta aula
é fundamental que vocé tenha entendido
muito bem as Aulas 26 e 27.
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Na Aula 26, vocé estudou o cédigo genético que correlaciona os cddons no
MRNA e os aminoacidos na proteina. Ja na Aula 27 vocé teve a oportunidade
de conhecer os principais aspectos gerais da sintese protéica e o processo de
ativacdo dos aminoacidos precursores. Nesta aula, vocé vera em detalhes como
ocorre a tradugdo propriamente dita, um processo que ocorre nos ribossomos
e conta com a participacdo de inUmeras moléculas, sendo que as principais ja
foram apresentadas a vocé nas aulas anteriores. Como a sintese de biomoléculas
poliméricas, em geral, a traducdo consiste em trés estagios: iniciacdo, alongamento
e terminacdo. Estudaremos detalhadamente cada um deles.

Apos o aprendizado da sintese de cadeias polipeptidicas, discutiremos também
0s principais processos envolvidos no controle da expressao génica ao nivel
de traducéo.

As trés etapas que constituem a traducdo propriamente dita sdo iniciacao,

alongamento e terminacao. Vamos, entao, entender cada uma delas!

INICIACAO

Primeiramente, é importante que vocé saiba que a traducdo de
toda proteina se inicia com a incorpora¢ao de metionina, modificada ou
ndo. Para isso, é necessdria a formag¢dao de um complexo, denominado
complexo de iniciagio de tradugio. Esta etapa ocorre de maneira distinta
entre 0s organismos procarioticos e eucarioticos. Entretanto, em linhas
gerais, o mRNA, contendo informagdo para o polipeptideo a ser
sintetizado, se liga a subunidade menor do ribossomo. Em seguida, ocorre
a ligacdo entre o aminoacil-tRNA iniciador e a subunidade ribossomal
maior para formar o complexo de iniciagio. Este tRNA iniciador ocupa
o sitio P no ribossomo (ja falamos dele na Aula 27, vocé se lembra?) e seu
pareamento, através do anticédon, com o cddon AUG do mRNA sinaliza
o comeco da sintese da cadeia polipeptidica. Esta etapa inicial requer
a hidrélise do GTP e é promovida por proteinas citosélicas especificas
chamadas fatores de iniciacao — IF (Initiation Factor).

Vocé deve estar se perguntando quem é este tRNA iniciador, ndo?

Pois saiba que, embora exista apenas um c6don para metionina
(AUG), existem dois tRNAs para metionina em todos 0s organismos.
Um deles é exclusivamente usado quando AUG representa o codon de
iniciagdo da sintese protéica. O outro é usado quando a metionina é
adicionada em uma posi¢io interna de um polipeptideo. Vamos conhecer

um pouco mais sobre esses tRNAs!



Aminoacil-tRNA iniciador

Em bactéria, as duas classes distintas de tRNA especifico para
metionina sdo designadas tRNAM e tRNAM, O aminodcido iniciador
no terminal amino é N-formil-metionina (fMet). Observe sua formula

estrutural na Figura 28.1.

a) H COOH b)
|

H—N—C—H H—CH

CH» o

CH»

I
S

|
CH3

Figura 28.1: Metionina e N-formil-metionina. Férmulas estruturais da metionina
(a), incorporada internamente na cadeia polipeptidica, e da N-formil-metionina
(b), que da inicio a cadeia polipeptidica.

A entrada do aminodcido iniciador no ribossomo se dd como
N-formil-metionil-tRNAMe (fMet-tRNAM) | que é formado em duas
reacgoes sucessivas. A primeira envolve a ligacio da metionina com
o tRNAMe pela agdo da metionil-tRNA sintetase, tal qual ocorre na
ativacio de todos os aminodcidos. Interessante € que a mesma Met-tRNA
sintetase que aminoacila tRNAM¢ catalisa a reacio com o tRNAM, Essa
etapa estd representada na Figura 28.2.a.

Em seguida, como pode ser observado na Figura 28.2.b, um grupo
formil é transferido para o grupo amino da metionina em uma rea¢do
catalisada pela enzima transformilase, ou formil-transferase, tendo como

doador de formil o '°N-formil-tetraidrofolato.

H

COOH

-N—C—H

CH»

CH»

CH3
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(a)
Met + tRNAMet Met-tRNA sintetase B Met-tRNA™™
ATP AMP + PPi
(b)
Met-tRNAMet Formil-transferase fMet-tRNAMe
*N-formil-THF THF

Figura 28.2: Formacdo de N-formil-metionil-tRNAY (fMet-tRNA™<). Ligacdo da
metionina ao tRNA™ (a) e, entdo, adicdo do grupamento formil ao grupo amino
da metionina (b). THF - tetraidrofolato.

Essa reacdo assegura que o aminoacil-tRNA iniciador nao
participara das rea¢des de alongamento. A transformilase é mais seletiva
que a Met-tRNA sintetase, ndo sendo capaz de formilar nem metionina
livre, nem metionina ligada ao tRNAM*, Esta enzima é especifica
para residuos de metionina ligados ao tRNAM provavelmente por
reconhecimento de alguma caracteristica estrutural unica desse RNA.

Também é importante ressaltar que o bloqueio do grupo amino
(NH,) da metionina pelo N-formil serve para impedir sua entrada em
posic¢des internas da cadeia, além de permitir que fMet-tRNAM< ge ligue
ao sitio de iniciagao especifico no ribossomo, que, alids, nio aceita Met-
tRNAMe ou qualquer outro aminoacil-tRNA.

Ao contririo do que ocorre em bactérias, em eucariotos todos os
polipeptideos sintetizados pelos ribossomos citosélicos come¢am com
um residuo de metionina em lugar de N-formil-metionina. Entretanto,
também um tRNA iniciador, tRNAM, que se difere do tRNA usado
para carregar metionina nas posi¢des internas da cadeia polipeptidica,
participa dessa etapa. A mesma Met-tRNA sintetase catalisa a reagao de
ligagdo de metionina aos dois tRNAs, tRNAM* e tRNA M-,

A discriminagao funcional entre os dois tRNAs isoaceptores é
realizada pelos fatores de iniciagdo e de alongamento. Os fatores de
iniciagdo reconhecem tRNAM enquanto os fatores de alongamento

reconhecem tRNAMe,



De forma distinta dos polipeptideos sintetizados pelos ribos-
somos, os sintetizados nas mitocdndrias e nos cloropolastos comegam

com N-formil-metionina.

Identificacao do cédon iniciador

Uma exigéncia da sintese protéica é selecionar o cédon de
iniciacdo apropriado, geralmente AUG, para a traducdo. Isto é
realizado ao nivel do ribossomo pela ligacao da unidade ribossomal
menor ao mRNA. O reconhecimento do c6don de iniciac¢do é realizado
de maneiras diferentes em procariotos e eucariotos. Esta diferenca no
mecanismo de inicia¢do é responsavel pelo fato de que cada mRNA
eucaridtico, geralmente, codifica s6 uma proteina, enquanto os mRNAs
procariéticos codificam mais de uma.

Em procariotos, o cédon AUG iniciador pode ocorrer em qualquer
ponto dentro do mRNA e pode existir mais de um sitio de iniciagdo
dentro do mesmo mRINA. Nesses organismos, o cédon iniciador AUG
¢ direcionado para a posi¢io correta na subunidade 30S por um sinal de
iniciacdo chamado seqiiéncia Shine-Dalgarno, no mRNA. Lembre que
esta seqliéncia pareia com uma regiao complementar, rica em pirimidina,
proxima ao terminal 3> do RNA 16S da subunidade 30S (volte a Aula 27
se julgar necessario). O pareamento de bases entre o mRNA e o rRNA fixa
o mRNA, de forma que o AUG é corretamente posicionado para iniciar
a traducdo. O AUG especifico, no qual se liga o fMet-tRNAMe_ ¢ portanto,
distinguido dos c6dons de metionina internos por sua proximidade
a sequéncia Shine-Dalgarno no mRNA. Observe a Figura 28.3, na qual

estd representada a identificagdo do c6don iniciador em procariotos.

~
Terminal 3' do UAG
\A rRNA 16S AC

Jyccyce

3
HO

fMet Thr Met lle

o
MUUCACACAGGAAACAGCUACCAUGAUL%I

Sequéncia de R
Shine-Dalgarno SMUACw,
Anticédon do
fMet-tRNAMet

Figura 28.3: Identificacdo do cédon iniciador em procariotos. A sequiéncia de Shine-
Dalgarno direciona o c6don iniciador AUG para sua posi¢do na subunidade menor
do ribossomo.

1 1T 1 I T.oumRNA
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A importancia da sequéncia Shine-Dalgarno é corroborada pelo
fato de que mutagdes nesta regido que prejudicam o pareamento de base
entre mRNA e rRNA diminuem também a eficiéncia de traducio. Em
contrapartida, aquelas que favorecem o pareamento de base fazem com
que o0 mRNA seja mais eficientemente traduzido.

Diferentemente do que ocorre nos organismos procarioticos, em
eucariotos, a seqiiéncia AUG mais proxima do terminal 5°do mRNA
geralmente serve como c6don de inicio para a tinica proteina codificada
por cada mRNA. Nesses organismos, a subunidade ribossomal menor se
liga ao terminal 5> do mRNA e se move ao longo da fita até encontrar
uma seqiiéncia AUG, que é reconhecida pelo pareamento de bases
com o anticodon do Met-tRNAM*, Em organismos superiores, mas
nio em levedura, o reconhecimento do AUG iniciador é facilitado por
uma seqiiéncia de bases flanqueadoras, conhecida como contexto de
inicia¢do. A sequiéncia consenso, ou seja, que normalmente é encontrada,
¢ PurNNAUGG, onde Pur é qualquer purina (A ou G), N é qualquer
base e AUG, em negrito, é o c6don de iniciacdo. Sabe-se que a seqiiéncia
preferida é GCCGCCPurCCAUGG, mas ainda nio se sabe como ela é
reconhecida. No entanto, sabemos que, quando o contexto de iniciacdo
do primeiro AUG (cddon de inicia¢do) é muito diferente dessa seqiiéncia,
a subunidade menor, 40S, pode passar por ele e iniciar a tradugido no
proximo AUG, localizado abaixo do c6don de iniciagdo. Vocé ja pode

imaginar o prejuizo para a célula se isso ocorre, nio?

Formacao do complexo de iniciacao em organismos
procariéticos

A formac¢do do complexo de iniciagdo ocorre em trés etapas.
Vamos comegar discutindo os detalhes do que ocorre em procariotos,
nos quais a subunidade ribossomal 30S forma um complexo com os trés
fatores de iniciacdo, IF-1, IF-2 e IF-3. Comece observando a fun¢io de
cada um deles no Quadro 28.1. Em seguida, leia os pardgrafos seguintes

acompanhando o esquema representado na Figura 28.4.

Quadro 28.1: Fatores de iniciacdo em bactéria.

Fator Funcao

IF-1 Aumenta a taxa de dissociacdo das duas subunidades ribossomais,
provavelmente contribuindo com a ligacdo do IF-3.

IF-2 Facilita a ligagdo do fMet-tRNA™* a subunidade ribossomal 30S.

Liga-se a subunidade ribossomal 30S.
IF-3 Impede a associacdo prematura das subunidades 30S e 50S.
Aumenta a especificidade do sitio P ao fMet-tRNA™*,




+ 5 /\N\M/\M/\/‘ 3

Subunidade
ribossomal menor @ Mantém as subunidades
(30S) ribossomais dissociadas

@ Contribui para dissociagao das
subunidades

X

fMet- ACC

Complexo
ternario

5 3' UAC5'

fMet- ACC ! fMet - tRNAM

Subunidade
ribossomal maior
(508)

fMet- AC

+ GDP + Pi @
® &

Complexo de iniciagdo 70S, contendo o
mRNA e o iniciador fMet-tRNA Met

Figura 28.4: Formac¢do do complexo de iniciacdo da tradu¢do em procariotos.
A explicacdo do esquema encontra-se no texto.

Inicialmente, ocorre a ligacao da subunidade 30S com o fator de
inicia¢do IF-3, o que impede a combinagio prematura das subunidades
30S e 50S. A dissociacao das subunidades ribossomais é também
favorecida pela ligacdo de IF-1 a por¢do da subunidade ribossomal

menor correspondente ao sitio A. Por fim ocorre a ligacio do mRNA
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a subunidade 30S, com o posicionamento do cédon de iniciagio em
um local especifico da subunidade menor. Lembra da importancia da
seqiiéncia de Shine-Dalgarno?

As duas subunidades ribossomais, 30S e 50S, contribuem para a
caracteristica dos sitios de ligacdo do aminoacil-tRNA. Entretanto, no
estagio inicial de formac¢io do complexo de iniciagido da tradugio, o
AUG iniciador se posiciona na subunidade 30S na parte correspondente
ao sitio P, que é o tnico sitio ao qual fMet-tRNAM« pode se ligar. E
importante lembrar que fMet-tRNAM ¢ uma excec¢io, pois, como
vocé verd mais adiante nesta aula, durante o estidgio de alongamento
subseqiiente, todos os outros aminoacil-tRNAs que chegam, incluindo
Met-tRNAM que se liga aos AUGs internos da fase de leitura do mRNA,
ligam-se ao sitio A.

Em seguida, o complexo constituido pela subunidade 30S, por IF-3 e
pelo mRNA forma um complexo ainda maior com IF-2 ligado ao GTP
e fMet-tRNA™«, Finalmente, antes da liberac¢io de IF-3, esse complexo
grande se combina com a subunidade ribossomal 50S, o que estimula a
hidrolise de GTP a GDP e Pi pelo IF-2. Essa reagio irreversivel fornece
energia para o rearranjo conformacional das duas subunidades e libera
IF-1 e IF-3 para participagdo em outras reagoes de iniciacao.

Em bactéria, o resultado dessa etapa é um ribossomo 70S funcional
chamado complexo de iniciagdo, contendo o mRNA e o iniciador fMet-
tRNAMe, A correta ligagdo do fMet-tRNA™« a0 sitio P no complexo de
iniciacao 70S completo é assegurada por dois pontos de reconhecimento
e ligagdo: interacdo entre cdédon do mRNA e anticédon do tRNA,
envolvendo o AUG iniciador fixado no sitio P, e interacoes entre o sitio
P e o fMet-tRNAM:,

Resumindo, a iniciacdo resulta na formagio de um complexo
fMet-tRNAMemRNAeribossomo em que fMet-tRNA™ ocupa o sitio
P do ribossomo, enquanto o sitio A estd posicionado para receber o

aminoacil-tRNA carregando o aminoacido seguinte da cadeia.

Formacao do complexo de iniciacao em organismos
eucarioticos

Como em organismos procaridticos, o inicio da tradu¢do em
eucariotos se da com as duas subunidades ribossomais separadas, o que é

mantido por um fator antiassocia¢do, e termina com a hidrélise de GTP e



associacao da subunidade maior. Entretanto, a etapa inicial de formagao
do complexo de iniciagio é diferente em eucariotos provavelmente devido
as caracteristicas do mRNA. Estudaremos essa etapa em detalhes mais
adiante. Uma outra diferenga entre procariotos e eucariotos é a existéncia

de um niimero maior de fatores de iniciacdo eucaridticos. Alguns desses

fatores e suas fungdes estdo listados no Quadro 28.2.

Quadro 28.2: Fatores de iniciacdo em eucariotos.

Fator*

Funcao

elF-2

elF-2B, elF-3

elF-4A

elF-4B

elF-4E

elF-4G

elF-5

elF-6

Facilita a ligacdo do Met-tRNA"" & subunidade ribossomal 40S.

Primeiros fatores que se ligam a subunidade 40S, facilitando as
etapas subsequientes.

A atividade RNA helicase remove a estrutura secundaria no mRNA,
permitindo a ligagdo da subunidade 40S. Faz parte do complexo
elF-4F.

Liga-se ao mRNA facilitando o movimento da subunidade 40S ao
longo do mRNA para localizar o primeiro AUG.

Liga-se ao 5' cap do mRNA. E parte integrante do complexo elF-4F.
Liga-se ao elF-4E e a proteina de ligacdo a cauda poli-A. Faz parte
do complexo elF-4F.

Promove a dissociacdo de outros fatores de iniciacdo e da sub-
unidade 40S como um inicio para a associa¢do da subunidade

60S para formar o complexo de iniciacdo 80S.

Facilita a dissociacdo do ribossomo 80S inativo nas subunidades
40S e 60S.

* O prefixo "e" identifica esses fatores como eucarioticos.

Para um melhor entendimento do processo de formagio do

complexo de iniciacdo em eucarioto, leia o texto a seguir acompanhando

a Figura 28.5.
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Met- ACC

mRNA M

Met-tRNAL®"
5'cap M elF-2 GTP
Liga-se ao 5' cap ~ Y
Met
GTP » * Met-tRNA;  complexo

ternario
>'cap @ Subunidade
= menor (40S)

l elF4A (compde e IFAF) e

ATP elF-4B desenovelam estru-
turas secundarias proximas

hidrélise a extremidade 5' Grp,
5'cap @@ . Met-tRN;A\v.Iet
\ / Complexo formado entre
subunidade 408, e IF3

Grp ot e o complexo ternério e
. MettRNA"

Mantém a subunidade
40S dissociada

5'cap IF2¢GTP. Met-tRNA, Vet

A subunidade ribossomal 40S ribossomal se
move ao longo do mRNA até o primeiro AUG
no contexto de iniciagdo (PUrNNAUGG)

GTp
% « Met- tRNA

5'cap

elF-5 uma GTPase necessaria a ligagdo com a
subunidade ribossomal maior (605) e libera-
¢do de elF-2 e elF-3

J

Met-

@ []

5'cap
GDP + Pi

Complexo de inicia¢do de traducdo constituido
pelo ribossomo 80S, com Met-tRNAMet posicio-
nado no sitio P pareando com AUG no mRNA.

Figura 28.5: Formacao do complexo de iniciacdo da traducdo em eucariotos. A explicacdo do esquema encon-
tra-se no texto.
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O processo se inicia com o complexo elF-4F, formado pelas
proteinas elF-4E, eIlF-4G e elF-4A, ligando-se a extremidade 5’ cap do
mRNA e promovendo o desenovelamento de estruturas secundarias, uma
vez que elF-4A exibe atividade de RNA helicase. A ligagdo de elF-4B
contribui ainda mais para o desenovelamento.

Paralelamente, o fator elF-3, necessario para manter a subunidade
40S dissociada, promove sua ligagio, através da regiao correspondente ao
sitio P, com o complexo ternario constituido do primeiro Met-tRNA M«
e elF-2 ligado ao GTP. O complexo maior formado pela associagio da
subunidade 40S e eIF-26GTPeMet-tRNAM* se liga, entdo, ao terminal
5’ do mRNA com o auxilio de vérios fatores. Um deles, eIlF-4E, também
chamado proteina de liga¢ao ou CBP (Cap Binding Protein) e que faz parte
do complexo e IF-4F, liga-se especificamente ao terminal 5’ cap do mRNA,
mas nio estd representado na figura. O mRNA é, entdo, explorado para
localizagdo do primeiro AUG que sinaliza o inicio da fase de leitura. Lembre
que, em eucarioto, o mRNA nio tem as seqiiéncias complementares para
se ligar ao rRNA 168, tal qual a seqiiéncia de Shine-Dalgarno, mas sim
o contexto de iniciagio.

Em resumo, nessas duas primeiras etapas, a ligagio do mRNA
a subunidade menor e a exploragio do primeiro c6don posiciona a
subunidade 40S do ribossomo no AUG iniciador na seqiiéncia apropriada
de nucleotideos flanqueadores.

Na tltima etapa, com a hidrélise de GTP a GDP e Pi pela agdo de
GTPase (eIF-5), ocorre a montagem do complexo de iniciagao completo,
constituido do ribossomo 80S ligado ao Met-tRNA M ¢ ao mRNA, que
se encontra pronto para dar inicio a etapa de alongamento de cadeia.

Os virios fatores de inicia¢ao adicionais nao mencionados no texto
e nem representados na figura sio necessarios para a etapa de exploracio

do mRNA e para a montagem do ribossomo 80S.

ALONGAMENTO

Ao final do processo de inicia¢do, o ribossomo comega a traducao
da fase de leitura associada ao c6don de iniciacdo. A tradugio dos
cddons seqiienciais no mRNA € realizada pela repeticdo sequencial de
trés reacOes para cada aminodcido. Dos trés estagios do alongamento,
que sdo similares tanto em procariotos como em eucariotos, apenas

dois requerem proteinas nio ribossomais conhecidas como fatores de
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alongamento — Elongation Factor (EF). A formacgio da ligagdo peptidica
nio requer nenhum fator e € a Unica reagio da sintese protéica catalisada

pelo préprio ribossomo.

Direcao da “leitura” do mRNA e da sintese do polipeptideo

Tracando um paralelo com a replicacdo e a transcricdo — que ocorrem
em uma direcdo determinada, ou seja, de 5’ (terminal fosfato livre) para
3’ (terminal hidroxila livre) — um polipeptideo é sempre sintetizado na
direcdo do amino terminal (-NH,) para o carboxi terminal (-COOH). Isto
ocorre pela adi¢do sequencial de aminoacidos ao terminal carboxila da
cadeia polipeptidica crescente. A sequéncia de aminooacidos, por sua
vez, é especificada pela sequiéncia de codons no mRNA, que sempre é
"lido” na dire¢do 53’

Em linhas gerais, a extensdo da cadeia polipeptidica é devida a
sucessivas ligagoes covalentes de unidades de aminoacidos, cada uma
levada ao ribossomo e corretamente posicionada por seu tRNA, que
pareia com seu cdédon correspondente no mRNA. O alongamento
da cadeia se inicia com a ligacido de um aminoacil-tRNA ao sitio A
do ribossomo. Uma liga¢ao peptidica, entdo, se forma entre o grupo
amino do aminoacil-tRNA a ser incorporado e o grupo carboxil da
formil-metionina carregada pelo tRNA iniciador. Ocorre translocacio
do ribossomo ao longo do mRNA, de forma a mover o dipeptidil-tRNA
resultante do sitio A para o sitio P e promover a libera¢do do tRNA ini-
ciador. Um novo aminoacil-tRNA se liga ao sitio A vazio para comegar
um outro ciclo de extensio de cadeia, que prossegue como ja descrito. A
ligacdao de cada aminoacil-tRNA que chega ao ribossomo, 0 movimento
do peptidil-tRNA do sitio A para o sitio P e o movimento associado do
mRNA, em relagio ao ribossomo, para o codon seguinte sao promovidos
pela hidrélise de duas moléculas de GTP para cada residuo adicionado a
cadeia polipeptidica crescente. Vocé pode imaginar o alto custo energético

que esse processo representa para a célula, ndo?

Sintetizar uma sequiéncia definida de aminoacidos requer um alto gasto
energético para a célula. Para vocé ter uma idéia, a sintese de um
polipeptideo que apresenta um total de n residuos requer a hidrélise
de, no minimo, 4n fosfatos ricos em energia, tais como ATP ou GTP, o
que corresponde a utilizagdo de até 90% da energia quimica gasta por
uma célula para todas as reagdes biossintéticas.
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Chegou a hora de discutirmos o processo com a participacao
dos fatores de alongamento. Discutiremos o processo que ocorre

em procarioto e comentaremos as devidas diferengas em relacio

AULA ﬁ MODULO 3

aos eucariotos. Para isso, leia o texto acompanhando as Figuras

28.6, 28.7 e 28.8, que correspondem, respectivamente, a ligacio

do préximo aminoacil-tRNA ao sitio A, a formag¢do da ligacao

peptidica e a translocacio.

No primeiro estdgio do ciclo de alongamento, representado

na Figura 28.6, o pr6ximo aminoacil-tRNA especificado pelo c6don

imediatamente adjacente ao cddon iniciador liga-se primeiramente ao

complexo formado por EF-Tu (EF-1a, em
eucarioto) e GTP. Esse complexo ternirio
se liga ao ribossomo e, com a hidroélise
de GTP a GDP e Pi, o aminoacil-tRNA
se liga ao sitio A, através da interagdo
entre c6don (mRNA) e antic6don
(tRNA), e EF-TueGDP ¢é liberado do
ribossomo 70S. O complexo EF-TueGTP
é regenerado com a participagdo do fator
de alongamento EF-Ts. Primeiramente, o
fator EF-Ts desloca o GDP do complexo
EF-TueGDP, formando EF-TueEF-Ts.
Em seguida, uma nova molécula de
GTP desloca o fator EF-Ts, havendo a
formacao de EF-TueGTP, pronto para se
ligar a um novo aminoacil-tRNA.
Aminoacil-tRNAs podem se ligar ao
sitio A sem a mediacio de EF-Tu, mas a uma
taxa muito baixa para suportar o crescimento
celular. Devido ao grande nimero de copias
da proteina EF-Tu em E. coli, as moléculas
de aminoacil-tRNAs da célula sio quase que
inteiramente seqiiestradas por EF-Tu. Além
disso, fator EF-Tu nio se liga nem ao fMet-
tRNAM formilado nem ao nao-formilado,
por isso o tRNA iniciador nunca “Ié” c6dons

AUG ou GUG internos.

50S 5
NG
Ty
Q
UJA|C
5' efAUIG] [ | 3
Complexo Codon'de P A
deiniciagdo iniciagdo
(705)
30S
Préximo ami-
noacil-iRNA
GTP
A,
Ligacdo do @
proximo aminoacil-
RNA GTP
GDP
Pi @ @
GDP
50S 5 5
NG aa
Ty
Q
UJAICT T T
5' efAUIG] [ | 3
P A
30S

Figura 28.6: Alongamento da cadeia polipeptidica
- ligag¢do do segundo aminoacil-tRNA. A explicacdo
do esquema se encontra no texto.
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Sitio E

Coragin

Formacao da ligacao
peptidica

Figura 28.7: Alongamento

Por tudo que ja foi mencionado, é importante enfatizar que o
tRNA posicionado no sitio A deve ter o anticodon correto para parear
com o c6don do mRNA também posicionado no sitio A. A liga¢do do
tRNA causa uma mudanga conformacional da subunidade ribossomal
menor, que favorece a interacao entre o rRNA 16S com as duas primeiras
bases do complexo formado pelo codon e o anticodon, assegurando que
somente o tRNA possa se ligar. Caso a conformagio do ribossomo nio
seja estabilizada pela interacio do tRNA no sitio A, ocorre liberacio do
aminoacil-tRNA antes da formacio da ligagdo peptidica, o que é mediado
pelo fator EF-Tu.

Os dois complexos EF-TueGTP e EF-TueGDP levam alguns segundos
para se dissociar. Esse tempo é fundamental para que seja feita a revisdo nas

interagoes entre cdon e anticodon, de tal maneira

Sitio A que um aminoacil-tRNA incorreto normalmente

fMet-tRNA™ se dissocia do sitio A durante este periodo. Esse
Aminoacil-tRNA mecanismo de revisio apenas confirma se o
pareamento entre codon e anticodon estd correto,
nio sendo capaz de identificar aminoacidos
incorretos ligados aos tRNAs posicionados no
sitio A. Podemos dizer, entdo, que o fator EF-Tu
3 contribui para a taxa e a fidelidade do processo
global de sintese.

No segundo estagio, representado na
Figura 28.7, forma-se uma ligacdo peptidica
entre os aminodcidos ligados por seus tRNAs
aos sitios A e P do ribossomo. O que ocorre, de
fato, € a transferéncia do grupo N-formil-metionil
do seu tRNA, localizado no sitio P, para o grupo
amino do segundo aminodcido da cadeia, que
se apresenta ligado ao tRNA posicionado no
sitio A. Essa reacao tem como produto um
dipeptidil-tRNA, no sitio A, e o tRNAM [ivre
ou ndo carregado, no sitio P. Uma das fungoes
da liga¢ao do aminodcido correto ao seu tRNA
€ ativar o aminodcido, tornando a formagio da

da cadeia polipeptidica  ligacio peptidica, durante a sintese de proteinas,

- formacdo da ligacdo peptidica. A explicacdo do ) ) )
esquema se encontra no texto. no ribossomo, energeticamente favoravel.
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Até pouco tempo atrds, acreditava-se que esta reagao fosse catalisada
por uma enzima componente do ribossomo, ao qual se denominou peptidil
transferase. Entretanto, existem fortes evidéncias de que, de fato, a reacio seja
catalisada pelo rRNA 23S, que compde a subunidade ribossomal maior. Este
seria mais um dos casos de moléculas de RNA exibindo atividade catalitica.

O estdgio final do alongamento, representado na Figura 28.8,
consiste na translocacdo, que é simplesmente 0 movimento do ribossomo
de um cédon em direcao a extremidade 3° do mRNA. Isso resulta em
mudanca de posicdo do anticodon do dipeptidil-tRNA, ainda ligado ao
segundo cédon do mRNA, do sitio A para o sitio P e do tRNAM™< livre do
sitio P para o sitio E, ocorrendo, entdo, liberagio do tRNA™ liyre para
o citosol. Nesse momento, o terceiro cddon do mRNA est4 posicionado

no sitio A e o segundo cddon esta localizado no sitio P.

Sitio E Sitio A

tRNA™livre ou
nédo carregado

Dipeptidil-tRNA

Sitio E Sitio A

Proximo aminoacil-tRNA

Figura 28.8: Alongamento da cadeia poli-
peptidica —transloca¢do. A explicacdo do
esquema se encontra no texto.

Direcdo do
movimento do
ribossomo
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O movimento do ribossomo ao longo do mRNA requer o fator
de alongamento EF-G, denominado translocase, e a energia proveniente
da hidrélise de GTP a GDP e Pi, sendo favorecido pela mudanga de
conformagdo do ribossomo inteiro. Repare, ainda, na Figura 28.9, a
similaridade entre o complexo EF-TuetRNA e o fator EF-G, sugerindo
uma possivel liga¢io do EF-G ao sitio A deslocando o peptidil-tRNA.

Complexo aminoacil- EF-G
tRNACEF-TueGTP

Figura 28.9: Estruturas tridimensionais do complexo EF-T*tRNAGTP e do fator EF-G.

Apds esse primeiro ciclo de eventos associados a extensdo de cadeia,
o ribossomo estd pronto para iniciar um novo ciclo para incorporagio do
terceiro aminodcido. Essa etapa, como as subseqiientes que envolverdo
a ligacdo do quarto, quinto, sexto até o ultimo aminoacido da cadeia
polipeptidica, ocorre tal qual descrito anteriormente e representado nas
Figuras 28.6,28.7 ¢ 28.8. A diferenga € que, a partir do segundo ciclo, o sitio
P sera sempre ocupado por um peptidil-tRNA e o sitio A recebera sempre o
aminoacil-tRNA trazendo o aminoacido a ser incorporado na cadeia.

O ciclo de eventos de alongamento em eucariotos difere muito
pouco do que se observa em procariotos e que vocé acabou de estudar.
Uma dessas diferencas sao os fatores eucarioticos, EF-1a, EF-1By e
EF-2, que tém fungdes andlogas as dos fatores procaridticos EF-Tu,
EF-Ts e Ef-G, respectivamente. Além disso, pelo fato de os ribossomos
eucarioticos ndo apresentarem sitio E, os tRNAs nio carregados sio

liberados diretamente do sitio P.

TERMINACAO

A etapa de alongamento é um processo ciclico que se repete até
que o ribossomo adiciona o tltimo aminoacido codificado pelo mRNA.
A terminac¢do da cadeia polipeptidica é sinalizada por um cédon de
terminagdo, UAA, UAG ou UGA, localizado imediatamente apds o cddon
que codifica o dltimo aminodacido. A cadeia polipeptidica é, entdo, liberada
do ribossomo, com o auxilio de proteinas chamadas fatores de liberacao
— Release Factor (RF). Vamos conhecer como isso acontece nas bactérias,

lendo o texto e buscando o esquema representado na Figura 28.10.



Quando um c6don de
terminagdo ocupa o sitio A, trés fatores
de terminag¢do procaridticos, RF1,
RF2 e RF3, promovem trés eventos
distintos: a hidrélise da ligagdao do
polipeptidil-tRNA; liberac¢do, do sitio
P, do polipeptideo livre e do dltimo
tRNA ndo carregado; dissociacdo do
ribossomo 70S em suas subunidades
30S e 50S, que podem, entdo, dar inicio
a uma nova sintese.

Apesar de ndo se conhecer a
verdadeira fun¢io de RF3, possivelmente
esse fator estd associado a dissocia¢io
do ribossomo. Ja os fatores RF1 e RF2
reconhecem cédons de terminagdo
distintos, UAG/UAA e UGA/UAA,
respectivamente. Quando um desses
fatores protéicos se liga ao cdédon de
terminagdo, a atividade de peptidil
transferase induz a transferéncia do
polipeptideo recém-sintetizado para
uma molécula de dgua, em lugar
de um novo aminoacido. Curiosamente,
em eucariotos, um unico fator de
terminagio, denominado eRE, reconhece

os trés codons de terminagio.

REGULACAO DA TRADUCAO E
ACAO DE ANTIBIOTICOS

A sintese de milhares de proteinas
diferentes em cada célula é regulada
de tal forma que somente o numero
necessario de moléculas de cada
uma delas é produzido em qualquer
circunstancia metabdlica. Vale ressaltar
que, para manter a mistura apropriada

e a concentracdo de proteinas em
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Fator de liberagao
se liga ao sitio A

Hidrélise da ligagédo
do polipeptidil-tRNA

RF
s LT [ ] | UAlGr— 3

—»QP A

Dissociagdo dos
componentes

| £ &

[ [T TTTTTTAl6)~— 3

Figura 28.10: Terminacdo da cadeia poli-
peptidica. A explicagdo do esquema se
encontra no texto.
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RNA ANTI-SENSO

O RNA anti-senso
apresenta sequiéncias
complementares a
regidao de um mRNA
que contém um c6don
de iniciagio, podendo
parear com essa regiao
e impedir o inicio

da traducao. Esse
mecanismo de controle
ao nivel da traducao é
comum em bactérias

e envolve o bloqueio
do reconhecimento do
cédon de iniciagao e da
ligagdo da subunidade
ribossomal 30S a
seqiiéncia de Shine-
Dalgarno.

CEDERJ

uma célula, os processos de enderecamento e degradagio, que serdo
estudados na Aula 29, devem ocorrer de forma coordenada com a sintese.
Qualquer descontrole em um desses trés processos pode resultar em
comprometimento das fun¢des vitais da célula.

Com relagio a regulagio da sintese protéica, vocé ja estudou, nas
aulas do Médulo 3, que o principal mecanismo de controle de expressio
génica € ao nivel transcricional, ou seja, ocorre na transcri¢ao. Entretanto,
esse controle também pode ocorrer ao nivel pds-transcricional.

A estabilidade dos mRNAs, por exemplo, é bastante variavel,
com a regido 3’ ndo traduzida exercendo um papel importante
na estabilidade dessas moléculas. Ocorre que o equilibrio entre a
degradagdo e a sintese de mRNA é o fator determinante para a
quantidade de mRNAs individuais nas células, que, por sua vez,
determina a taxa de sintese das proteinas.

A regulagio da tradugdo geralmente é feita no estdgio inicial. Uma
das formas de controle estd associada a estrutura tercidria do mRNA,
que pode prevenir sua ligacdo a subunidade ribossomal. A presenca de
proteinas que podem se ligar ao mRNA, bloqueando a inicia¢do, também
¢ importante para o controle da tradu¢do. Como exemplo podemos
citar proteinas que se ligam a sequéncia de Shine-Dalgarno, em mRNAs
procarioticos, e a presenca de um RNA ANTI-sENsO capaz de impedir a
formacdo do complexo de iniciacdo.

Alguns fatores podem interferir diretamente no processo de
tradugdo, destacando-se varios antibidticos e toxinas comumente
encontrados na natureza. Os antibidticos, na sua grande maioria, sio
inibidores de sintese protéica em bactérias. As pequenas diferencas
observadas entre a sintese de proteinas em eucarioto e procarioto sio
suficientes para que a maioria dos antibidticos nao exerca qualquer efeito
em células eucaridticas.

O bloqueio da tradugio por alguns antibiéticos é observado
em diferentes estdgios desse processo. A estreptomicina, por exemplo,
liga-se a subunidade menor do ribossomo bacteriano, impedindo a
formag¢io do complexo de iniciagdo. As tetraciclinas inibem a sintese
protéica por se ligarem reversivelmente a subunidade 30S do ribossomo
de bactérias sensiveis, impedindo, assim, a liga¢io do aminoacil-tRNA.
Ja o cloranfenicol, pertencente a um grupo de antibidticos que se

ligam a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, impede a acdo da



peptidil-transferase, enquanto a eritromicina bloqueia a translocagio. A
puromicina, por sua vez, apresenta estrutura similar ao tirosinil-tRNA
(Figura 28.11) e, por isso, incorpora-se na cadeia polipeptidica crescente

causando uma terminagdo prematura.

(@) N(CH,),
N X
N
I )
HOCH,o N
N HA
NH OH
O=C—C|H—CH©OCH3
NH,
(b) NH
2
. N \
0 <V | )N
tRNA -O—p—O—CH =
ﬁo 20 N
HH HA
O OH

|
NH,

Figura 28.11: Estruturas comparativas do antibiético puromicina (a) e a porcao da
extremidade 3’ do tirosinil-tRNA (b).
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RESUMO

A primeira etapa da traducdo consiste em formacdo do complexo de iniciagdo.
Esse processo ocorre de forma diferente nos organismos procariéticos e
eucarioticos, provavelmente devido as diferencas entre os mRNAs. Entretanto,
tanto em procarioto quanto em eucarioto, o mRNA se liga a subunidade
ribossomal menor e ao aminoacil-tRNA iniciador e, em seguida, ocorre a ligagdao
da subunidade ribossomal maior. IniUmeros fatores protéicos, conhecidos como
fatores de iniciacao, participam dessa etapa.

A etapa de alongamento se caracteriza por trés eventos: liga¢do de um aminoacil-
tRNA ao sitio A, formacédo da ligacado peptidica entre o aminoacido ligado a este
aminoacil-tRNA e o peptideo presente no peptidil-tRNA localizado no sitio P e
translocacdo, que posiciona o sitio A no préximo cédon para dar inicio a um novo
ciclo de eventos.

A etapa de terminacdo conta com a participacdo de fatores protéicos que, ao
reconhecerem um cédon de terminagdo no sitio A, promovem a hidrélise da ligacdo
do peptidil-tRNA, a liberacdo do polipeptideo recém-sintetizado e a dissociacdo
das duas subunidades ribossomais.

O estagio inicial da traducado é o principal alvo de controle desse processo.
Diferentes estruturas tridimensionais que podem ser assumidas pelo mRNA e
a presenca de proteinas ou de RNAs anti-senso que se ligam ao mRNA podem
impedir a formacdo do complexo de iniciacdo de tradugao.

O principio de agao de diversos antibidticos é justamente impedir a traducao
nas bactérias resistentes, o que pode ser feito através do bloqueio de varias

etapas do processo.

EXERCIiCIOS

1. Descreva resumidamente a diferenca entre o processo de formag¢ao do complexo

de iniciagdo em procariotos e eucariotos.
2. Marque V (verdadeiro) ou F (falso). Durante a etapa de inicia¢do da traducao:
a) () metionil-tRNA aparece no sitio A do complexo de iniciagdo 80S.

b) ( ) elF-3 e a subunidade ribossomal 40S participam da formacdo do complexo

de iniciacdo.
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¢) () o mesmo metionil-tRNA é usado nas etapas de iniciacdo e de alongamento

de cadeia.

d) () um complexo constituido de mRNA, subunidade ribossomal 60S e certos

fatores de iniciacdo é formado.

3. Qual dos itens a seguir ndo é necessario para a sintese de proteinas em

eucariotos?

a) mRNA

b) Ribossomos

c) GTP

d) 20 aminoacidos diferentes sob a forma de aminoacil-tRNAs

e) fMet-tRNA Vet

4. Marque V (verdadeiro) ou F (falso). Durante a etapa de alongamento de cadeia

em eucarioto:
a) () o aminoacil-tRNA que chega ao ribossomo se liga ao sitio P.

b) ( ) uma nova ligagdo peptidica é formada pelo sitio de peptidil transferase na

subunidade ribossomal maior em uma reacdo GTP-dependente.

¢) () o peptideo, ainda ligado a molécula de tRNA, é translocado para um sitio

diferente no ribossomo.

d) ( ) estreptomicina pode causar liberacdo prematura do peptideo incompleto.

5. Por que o antibiotico puromicina interfere na sintese de proteina?

AUTO-AVALIACAO

Faca as questdes de multipla escolha lendo e relendo cuidadosamente as
alternativas. Dessa forma, vocé podera usufruir muito mais desse tipo de exercicio.
Em relagdo as outras questdes, vocé deve retornar a aula para rever os pontos que
porventura ainda ndo foram bem entendidos. E ndo se esqueca — sempre havera

um tutor disponivel no pélo para ajuda-lo!
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FIQUE ATENTO!

Na Aula 29, vocé estudara como os polipeptideos recém-sintetizados sao
processados para gerar uma molécula funcional e como ocorre seu enderecamento

para o local onde devera desempenhar sua funcdo na célula.
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Processamento
e enderecamento
de proteinas

Nesta aula, vocé a oportunidade de:

¢ Reconhecer a importancia do processamento
de proteinas.

e Descrever algumas das modificacdes
pos-traducionais.

e Reconhecer a importancia dos processos
envolvidos no enderecamento de proteinas.

e Descrever o enderecamento de proteinas
para o reticulo endoplasmatico.

Pré-requisitos
Esta aula sera mais facilmente assimilada
se vocé nao tiver dividas em relagdo as Aulas 26,
27 e 28. Provavelmente vocé também tera
de rever alguns conceitos de Biologia Celular.
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INTRODUCAO
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Para obter sua forma biologicamente ativa, o polipeptideo deve se dobrar em sua
conformacao tridimensional propria, o que é chamado enovelamento. O novo
polipeptideo pode sofrer ainda processamento enziméatico. Um fato interessante
é gue muitas vezes esta etapa se inicia durante a sintese do polipeptideo e s6
termina durante o transporte da proteina para o seu local de acdo. Além disso,
esse processamento ocorre de acordo com o destino final dessas proteinas,
que pode ser o interior ou o exterior da célula, no qual elas desempenharao
suas funcoes. Por isso, muitas vezes, ao falarmos do processamento de uma
proteina, ja estaremos abordando o seu enderecamento. Se estivermos tratando
de enderecamento, por vezes teremos de comentar as modificacdes que um
polipeptideo sofre durante o caminho para o seu destino final na célula.

Vamos entender como tudo isso ocorre!

QUAL A IMPORTANCIA DO PROCESSAMENTO
DE PROTEINAS?

Vocé ja estudou que apenas os vinte aminodcidos sao especificados
pelo codigo genético, certo? Entretanto, a andlise quimica de indmeras
proteinas funcionais revela centenas de aminoacidos diferentes, sendo todos
variantes estruturais dos vinte aminoacidos-padrao. Como isso é possivel?

Essa diversidade estrutural é resultado de modificagdes pos-
traducionais das cadeias polipeptidicas sintetizadas durante o processo
de traducdo, que, como vocé sabe, ocorre nos ribossomos. Nio s6 as
cadeias laterais dos aminodcidos se apresentam modificadas, como
também, indmeras vezes, partes das cadeias polipeptidicas sao removidas
durante o processamento das proteinas. Em linhas gerais, essa etapa
se destina a remog¢do de um ou mais aminoacidos do terminal amino,
a adi¢do de grupamentos, tais como acetil, fosfato, metil e carboxil, a
certos residuos de aminoécidos, a sua clivagem proteolitica ou a ligacio
de oligossacarideos ou grupos prostéticos. Vocé deve se lembrar desses
termos, pois eles ja foram estudados nas aulas de Bioquimica!

Serd que o tipo de processamento é o mesmo para todas as
proteinas? Parece légico que ndo seja, concorda? E importante que
vocé saiba que as modifica¢bes pds-traducionais sao determinadas por
informacdes presentes na propria estrutura da proteina. Nesse caso,
a seqliéncia de aminodcidos e a conformagio do polipeptideo determinam

se a proteina serd modificada enzimaticamente e/ou o local intra ou



extracelular para onde ela serd enderecada. Essas altera¢oes podem
resultar, portanto, nio apenas em conversio na forma funcional da
proteina, mas como também em seu direcionamento ao compartimento
celular, no qual a proteina desempenhara sua funcdo, em sua secreciao

da célula, ou em mudangas na atividade ou na estabilidade protéica.

Algumas proteinas assumem sua conformacdo funcional espontaneamente.
No entanto, muitas vezes o enovelamento de proteinas conta com a
participacdo de proteinas especificas, conhecidas como chaperonas
moleculares. As chaperonas constituintes da familia Hsp70 tém como
funcdo impedir a formagédo de estruturas indesejadas de um polipeptideo
recém-sintetizado. Esse grupo de proteinas também esta envolvido na
insercdo dos polipeptideos em membranas e no seu transporte através
delas. Em contrapartida, outro grupo de proteinas, as chaperoninas,
participa mais diretamente do dobramento dos polipeptideos.

QUANDO O PROCESSAMENTO SE INICIA?

Vocé pode estar pensando que as modificacdes s6 ocorrem nos
polipeptideos ja sintetizados. O que se sabe, de fato, é que o processamento
freqiientemente se inicia durante a tradugio, terminando algum tempo
apods o polipeptideo ter sido liberado dos ribossomos.

Em eucariotos, as proteinas sintetizadas nos polissomos livres
podem ter dois destinos: permanecer no citosol ou ser enderecadas ao
nucleo, ao cloroplasto ou a mitocondria. Aquelas que permanecem no
citosol estao prontas para funcionar tao logo sejam liberadas do ribossomo.
Ja aquelas que devem ser transportadas para um outro local, geralmente,
sofrem modificagdes substanciais durante o processo de transporte.

Muitas proteinas, no entanto, sdo sintetizadas em polissomos
ligados a membrana em lugar de polissomos livres. Em bactéria, os
polissomos estdo associados 3 membrana plasmdtica interna. Ja em
eucariotos os polissomos sdao encontrados em associa¢ao com o reticulo
endoplasmatico, e as proteinas sintetizadas permanecem neste local ou
se destinam ao complexo de Golgi, aos granulos secretores, 3 membrana
plasmadtica ou aos lisossomos. Se tiver diivida em alguns desses termos,
volte as aulas de Biologia Celular! Em geral, as proteinas sintetizadas em
ribossomos ligados a membrana sofrem modificacbes mais extensas antes
de atingirem seu destino final e se tornarem totalmente funcionais.

Voltaremos a esse tema quando discutirmos um mecanismo

envolvido no enderecamento de proteinas.
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EXEMPLOS DE MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

Vocé ja viu que as modificacdes pOs-traducionais, que podem
ser de varios tipos, envolvem diferentes por¢des do polipeptideo a ser
processado. Tanto os terminais amino e carboxi quanto os grupamentos
laterais de inimeros aminodcidos podem sofrer reagdes de adi¢do de
grupamentos especificos. Além disso, a remogdo proteolitica de alguns
residuos de aminodcidos se faz necessiria para que a proteina adquira
sua conformagio funcional. No processamento, pode ocorrer ainda a
adi¢do de grupamentos prostéticos e formagio de pontes dissulfeto intra
ou intercadeia entre os residuos de cisteina. Apenas para ilustrarmos essas
modifica¢des, discutiremos as clivagens proteoliticas e algumas reagoes

para adi¢do de grupamentos especificos.

Clivagem proteolitica

Provavelmente todas as proteinas maduras sofreram clivagem
proteolitica. Vamos conferir um exemplo bem simples, que esta
representado na Figura 29.1! Vocé j4 viu na Aula 28 que, em procariotos,
a sintese de polipeptideos sempre se inicia com a N-formil-metionina.
Entretanto, ao término da tradugdo, o grupamento formil é sempre
retirado por uma desformilase. Serd que todas as proteinas de procariotos
apresentam um residuo de metionina no terminal amino? Sabemos que
isso ndo é verdade, pois, para alguns polipeptideos, nio apenas o
grupamento formil, mas também o residuo inicial de N-formil-metionina,
sofre remogao proteolitica, pela a¢io de uma amino peptidase, ao término
da traducdo. Algumas vezes dois ou mais residuos de aminodcidos sdo

retirados pela amino peptidase.
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Figura 29.1: Retirada do grupamento formil (a) e da N-formil metionina (b) dos
polipeptideos recém-sintetizados em bactérias. Apenas a porcao inicial do polipep-
tideo esta representada. R2 e R3 representam, respectivamente, as cadeias laterais
do segundo e do terceiro aminoacidos incorporados na cadeia polipeptidica. Ja aa1,
aa2 e aa3 representam os aminoacidos 1, 2 e 3, respectivamente.

Muitas proteinas envolvidas em uma infinidade de processos
bioldgicos sdo sintetizadas como precursores inativos que sdo ativados
em condi¢bes proprias por protedlise. Como exemplos podemos citar as
enzimas digestivas tripsinogénio e quimiotripsinogénio, produzidas pelo
pancreas, que sofrem clivagens de ligacGes peptidicas especificas para

gerar as formas ativas, tripsina e quimiotripsina, respectivamente.

Todas as proteinas inativas que sdo ativadas por remocao de polipeptideos sdo
chamadas pro-proteinas. Ja as enzimas sintetizadas sob sua forma inativa sao
mais comumente chamadas zimogénios; como, por exemplo, o tripsinogénio,
citado no texto, que é a forma inativa da tripsina.
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Algumas proteinas sdo sintetizadas como segmentos de polipro-
teinas, que contém seqiiéncias de duas ou mais proteinas. Nesse caso,
a clivagem da poliproteina é necessdria para a geragio das proteinas
funcionais, como é o caso dos horménios polipeptideos e das proteinas
sintetizadas por muitos virus.

Alguns polipeptideos recém-sintetizados, tais como a pré-pro-
insulina e o pré-pré-coldgeno, estdo sujeitos a trés séries de clivagens
proteoliticas: delecio do residuo de metionina iniciadora; remogio de
seus peptideos sinais e excisio de seus pro-peptideos. Vamos entender
o processamento da pré-pro-insulina lendo o texto e acompanhando o
esquema representado na Figura 29.2.

Muitos hormdnios protéicos sio sintetizados sob a forma de
pré-proteina. Por exemplo, o mRNA de insulina é traduzido em uma
unica cadeia polipeptidica, reconhecida como pré-pré-insulina (110

aminodcidos), com 86 residuos

Cadeia C P.epécideo sinal . o .
ajuda no trans- correspondentes a pré-insulina e 24
porte da cadeia
Hs Cadeia B polipeptidica residuos correspondendo ao peptideo
HS N através da mem-
o brana. sinal. Como vocé deve saber, a
Cadieia A insulina é produzida no pancreas e
SH é neste local que a seqiiéncia amino
Pré-proé-insulina . . . .
P terminal é removida ainda durante
] a tradug¢do, direcionando a proé-
Apds o transporte pela . . .
membrana, a sequéncia insulina ao complexo de Golgi. As
sinal & clivada e a pro- . .
insulina adguire uma duas pontes dissulfeto ligando os
conformacéo estavel, o .
com formag&o de pontes terminais da molécula se formam
dissulfeto. .
v durante esse processo. Em seguida, a
cadeia C da pro6-insulina é removida
Sc. para produzir a forma circulante de
A
insulin resen 1 resi
Cadeia A /§ ¥ Codeia C sulina, que apresenta 51 residuos
N 2 Cadeia B em dois peptideos ligados por duas
Pré-insulina pontes dissulfeto.
A cadeia C é clivada
para formar a molécula
de insulina.
Figura 29.2: Processamento da pré-pré-insulina
_ Cadeia A para forrpagéo da molécula de |nsu||na._A pré-
N Ve R/ c pré-insulina é composta pelo peptideo sinal (24
¢ aminoacidos) e as cadeias B, Ce A, que apresen-
N é g ) tam 30, 35 e 21 aminoacidos, respectivamente.
Cadeia B Os grupamentos SH representados no esquema
. estdo presentes nas cadeias laterais dos residuos
Insulina de cisteina existentes no polipeptideo.

106 CEDERJ



Modificacao covalente

As proteinas estio sujeitas a modificacdes quimicas dos
grupamentos funcionais das cadeias laterais e dos grupamentos amino
e carboxi-terminais. Mais de 150 tipos de modificacdes de cadeia lateral
envolvendo todos os residuos de aminodacidos, exceto alanina (Ala),
glicina (Gly), isoleucina (Ile), leucina (Leu), metionina (Met) e valina
(Val), sao conhecidos, incluindo reagbes de ACETILAGAO, GLICOSILAGAO,
HIDROXILAGAO, METILAGAO, NUCLEOTIDILAGAO € FOSFORILAGAO.

Algumas dessas modificagdes estio associadas a mecanismos de
controle da atividade. Como, por exemplo, a fosforilagio de indmeras
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular. Outras modificagdes nas
cadeias laterais favorecem a ligagido covalente de co-fatores a enzimas,
possivelmente para aumentar sua eficiéncia catalitica.

A glicosilagio é uma modificagao visivel de proteinas que passam
através do complexo de Golgi. Muitas das proteinas de superficie
celular e de excre¢iao produzidas nesse local sio glicosiladas. Devido
a diversidade de reacoes de glicosilacio que ocorrem no complexo de
Golgi e ao fato de essa organela ser o local principal do transporte
de proteina, parece provavel que os teores de carboidratos ligados a
proteinas sejam responsaveis por direciond-las aos seus destinos finais.
A ligacdo de carboidratos complexos, que ocorrem em uma variedade
quase infinita, altera as propriedades estruturais das proteinas e forma
marcadores de reconhecimento em varios tipos de interacoes célula-
célula e de direcionamento. Saiba ainda que as proteinas glicosiladas ou
glicoproteinas, como sio comumente chamadas, freqiientemente estao
ligadas aos seus oligossacarideos através de residuos de asparagina.
Além disso, a glicosila¢do é de grande importancia para a formagio da
proteina funcional, o que é corroborado pelo fato de vérios antibioticos

interferirem em uma ou mais etapas deste processo.

ENDERECAMENTO DE PROTEINAS

As vias envolvidas na classificacdo e transporte das proteinas
para o seu local celular préprio sio freqiientemente chamadas vias de
enderecamento de proteinas. No entanto, como a célula “sabe” para onde
a proteina serd enderecada? J4 parou para pensar nisso? Pois saiba que em

todos os sistemas de enderecamento em eucariotos, com excecao daqueles

ACETILACAO,
GLICOSILAGAO,
HIDROXILAGAO,
METILAGAO,
NUCLEOTIDILAGAO
E FOSFORILACAO

Reagoes que
envolvem a adi¢io de
grupamentos acetil,
glicosil (derivado

de glicidios),
hidroxila, metil,
nucleotidil (derivado
de nucleotideos)

e fosfato,
respectivamente.
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Pré-proé-insulina
humana

Horménio de
crescimento

que envolvem proteinas citosélicas e nucleares, o elemento de sinalizacao
mais importante é uma seqiiéncia pequena de aminodcidos no terminal
amino de um polipeptideo recém-sintetizado chamada sequiéncia sinal
(ou lider) ou peptideo sinal. Essa seqiiéncia, que direciona o polipeptideo
ao seu sistema de transporte apropriado e, portanto, ao seu local especifico
na célula, é geralmente removida durante o processo de transporte ou
quando o polipeptideo atinge seu destino final.

Vamos conhecer um pouco mais sobre essas seqiiéncias sinais!

SEQUENCIAS SINALIZADORAS

As seqliéncias sinalizadoras, em eucariotos, localizadas perto do ou
mesmo no terminal amino, variam em tamanho, apresentando entre 13 e 36
residuos de aminodcidos, e sdo geralmente caracterizadas pela ocorréncia
de 10 a 15 residuos hidrofdbicos. A presenca desse tipo de residuo reflete
o fato de o transporte de proteinas constituir um problema com relagao
ao movimento das proteinas através de membranas lipidicas. Portanto,
os residuos hidrof6bicos tanto direcionam a proteina a0 compartimento
apropriado como iniciam sua penetra¢do nas membranas. Uma outra
caracteristica interessante é que, geralmente, um ou mais aminoacidos
carregados positivamente precedem a seqiiéncia hidrofobica. Uma série
de aminodcidos com cadeias laterais pequenas, tais como a alanina,

normalmente antecede o sitio de clivagem. Observe a Figura 29.3.

Sitio de
clivagem

Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala Phe Val --

bovino Met Met Ala Ala Gly Pro Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ala Leu Leu Cys Leu Pro Trp Thr GIn Val Val Gly Ala Phe --
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Figura 29.3: Sequéncias sinais de proteina eucaridticas. Repare nos residuos
hidrofébicos precedidos por um ou mais residuos de aminoacidos carregados posi-
tivamente. Precedendo o sitio de clivagem encontram-se aminoacidos com cadeia
lateral pequena.



Asregras deidentificagdo de sequiéncias sinais pelos compartimentos
celulares individuais ndo sao conhecidas. O que se sabe é que a natureza
do reconhecimento é altamente conservada entre as espécies, uma vez que
as seqiiéncias sinais geralmente direcionam proteinas ao compartimento
apropriado, mesmo em espécies diferentes. A especificidade do sinal
também € independente da proteina a ser transportada, ja que proteinas
citoplasmaticas, por exemplo, podem ser direcionadas a locais na

membrana pela adi¢do de seqliéncias sinais especificas.

Em bactérias, o enderecamento de proteinas as membranas interna
e externa, ao espago periplasmico entre essas membranas e ao meio
extracelular também usa sequéncias sinais no terminal amino, de
forma anéloga ao que se observa em eucariotos no enderecamento
de proteinas ao reticulo endoplasmatico, mitocondria e cloroplastos.
A maioria das proteinas ndo-citoplasmaticas de bactéria é direcionada
através ou para dentro da membrana plasmatica enquanto esta sendo
sintetizada no ribossomo, por um processo conhecido como transporte
co-traducional, ou seja, que ocorre durante a tradugao.

ENDERECAMENTO DE PROTEINAS PARA O RETICULO
ENDOPLASMATICO

Em uma célula eucariética tipica, o reticulo endoplasmatico é a
maior organela ligada 2 membrana, sendo que sua maior parte contém
ribossomos, constituindo o reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Vocé
se lembra das aulas de Biologia Celular? Os ribossomos do RER s3o o
sitio de sintese de dois tipos de proteinas: as de membrana e as excretadas,
sendo que para estas ultimas representam o ponto de partida para as
vias de secrecdo de proteinas. Na membrana e no limen do reticulo
endoplasmatico, encontra-se um conjunto caracteristico de proteinas
que atua no processamento de proteinas secretadas e de membrana.
Apébs um periodo curto no RER, proteinas a serem secretadas sio
transportadas por um processo de brotamento de vesicula e fusio para
o complexo de Golgi, e de 14 para a superficie celular, granulos excretores
ou lisossomas. Esse processo pode ser mais bem entendido se vocé ler o

texto acompanhando a Figura 29.4.
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Figura 29.4: Enderecamento de proteinas eucarioticas para o reticulo endoplasmatico.
A explicacdo do esquema se encontra no texto.

Complexo de Receptor
translocacdo de SRP
de peptideo

Lamen do RE

Na figura, a etapa 1 representa o inicio da tradugio, e a etapa 2
representa um estdgio mais avang¢ado no qual j4 se encontra formado
o peptideo sinal. O direcionamento inicial de polipeptideos nascentes a
membrana do reticulo endoplasmatico € resultado do reconhecimento
co-traducional, ou seja, que ocorre simultaneamente ao processo de
traducdo, da seqiiéncia sinal por um complexo ribonucleoprotéico.
Esse complexo, chamado particula de reconhecimento sinal — Signal
Recognition Particle (SRP) —, é constituido de seis proteinas diferentes
e uma molécula de RNA, de 300 residuos, designada RNA 7S. Essa
estrutura reconhece e se liga a seqiiéncia sinal quando a cadeia nascente
total atinge aproximadamente 90 residuos de aminodacidos, o que s6 é
possivel porque a seqiiéncia sinal estd no amino-terminal (etapa 3). Ao se
ligar, a SRP promove a interrup¢io da traducdo da cadeia nascente, ao
mesmo tempo que direciona o ribossomo com o polipeptideo incompleto
a um receptor especifico de SRP, que é uma proteina de membrana do
reticulo endoplasmatico (etapa 4). Apds a ligacio do polipeptideo
nascente, juntamente com o ribossomo, ao receptor de SRP no reticulo
endoplasmatico, o SRP se dissocia do ribossomo (etapa 5), a sintese de

proteina é reiniciada e a transloca¢io do polipeptideo nascente através da

110 CEDERJ



membrana se inicia (etapa 6). A etapa de ancoramento envolve o consumo
de GTP, sendo que a hidrolise dessa molécula é provavelmente essencial a
liberagdo subseqiiente do SRP. Esse processo de translocacio promove a
formagio do peptideo no limen do reticulo endoplasmético. Logo apds a
passagem do peptideo sinal pela membrana ou apds o término da sintese
da proteina, a seqiiéncia sinal é clivada do polipeptideo recém-sintetizado
pela agdo de uma peptidase sinal ligada a membrana (etapa 7), o ribossomo
se dissocia do reticulo endoplasmatico (etapa 8) e, no limen, as proteinas

recém-sintetizadas sio modificadas de diferentes maneiras.

O peptideo sinal é reconhecido pelo SRP, que liga o polipeptideo nascente,
juntamente com o ribossomo, a um receptor na membrana do RER, em
eucarioto, e a membrana plasmatica, em bactéria, conduzindo o peptideo
sinal e seu polipeptideo nascente através dela.

Outros processos poderiam ser estudados, tais como os envolvidos
no enderecamento de proteinas que atuam nas mitocondrias, nos
cloroplastos ou no ntcleo. Entretanto, o importante desta aula é vocé
saber da existéncia e da importancia de tais processos, de forma que vocé
possa buscar essas informagdes quando elas se fizerem necessarias.

Para finalizar, busque a Figura 29.5, na qual esta representado um
esquema do metabolismo de proteinas em eucariotos. A seqiiéncia de
nucleotideos no DNA que codifica a seqiiéncia de aminoacidos de uma
proteina é primeiramente transcrita, havendo formacio de uma molécula
de pré-mRNA. Este é devidamente processado, convertendo-se em uma
molécula de mRNA maduro contendo a informacgio necessaria para
a sintese da proteina. Essa molécula de mRNA é, entdo, transportada
ao citosol, local onde participa do processo de tradug¢dao nos
ribossomos. O polipeptideo recém-sintetizado pode sofrer modificagoes
pés-traducionais antes ou apds seu enovelamento e é enderecado a um
local especifico na célula. Apds desempenhar sua funcdo bioldgica, a
proteina é degradada regenerando aminodcidos para participacdo na

sintese de novas moléculas protéicas.
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Figura 29.5: Metabolismo de proteinas. A explicacdo do esquema se encontra no texto.

RESUMO

Os polipeptideos liberados pelos ribossomos sdo processados e enderecados ao
local onde desempenharado suas fun¢des. O processamento envolve a adicdao
de grupamentos as cadeias laterais de diversos residuos de aminoacidos, a
clivagem proteolitica ou a ligagdo de acglcares ou grupos prostéticos. Essa
etapa é fundamental para a conversdo na forma funcional da proteina e seu
direcionamento ao compartimento celular, no qual desempenhara sua funcéao,
ou ainda para mudancgas associadas a sua atividade e estabilidade.

Seqguiéncias especificas perto do ou mesmo no terminal amino, conhecidas como
sequéncias sinal ou lider, direcionam o polipeptideo a um sistema de transporte
e, portanto, ao seu local especifico na célula. No enderecamento de proteinas
para o reticulo endoplasmatico, por exemplo, o reconhecimento do peptideo sinal
pela SRP ocorre durante a tradugdo. Isso resulta em uma interrup¢do na sintese
do polipeptideo e a ligacdo do complexo formado a um receptor de membrana.
A SRP €, entdo, liberada, e a sintese do polipeptideo é reiniciada. Com o término
da sintese, uma peptidase sinal cliva a seqiéncia sinal, o polipeptideo recém-
sintetizado é liberado no limen do reticulo endoplasmatico e as subunidades
ribossomais sdo liberadas no citosol, prontas para reiniciar a sintese de uma nova

molécula de proteina.
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EXERCIiCIOS

1. Sabemos que a sintese das proteinas bacterianas se inicia com o residuo de
aminoacido N-formil metionina. Sera que todas as proteinas funcionais apresentam
como residuo amino terminal a metionina? Escreva um pequeno texto comentando

essa afirmativa com suas palavras.

2. Para a formacdo da insulina madura sdo necessarias todas as etapas listadas a

seguir, exceto uma. Diga qual é e justifique.

(a) Remocao de um peptideo sinal.

(b) Remocdo de um peptideo de uma regido interna da cadeia.

(c) Dobramento da estrutura resultando na conformacao funcional.
(d) Formacao de ponte dissulfeto.

(e) Formacéo de y-carboxiglutamato a partir de residuos de glutamato.
3. Como uma célula “sabe” para onde enderecar uma proteina?

4. Como vocé explica a existéncia dos residuos hidrofébicos nas sequiéncias sinais?

AUTO-AVALIACAO

Ao final desta aula, vocé deve se sentir capaz de reconhecer a importancia do
processamento e do enderecamento dos polipeptideos recém-sintetizados na formacao
de uma proteina funcional e o seu direcionamento para o local onde desempenhara
sua funcdo. Os exercicios tém por objetivo avaliar o quanto vocé aprendeu do tema
em questdo. Assim, caso encontre dificuldades para resolvé-los, releia a aula e recorra

aos tutores, que estardo sempre nos polos dispostos a ajuda-lo.

FIQUE ATENTO!

O tema das préximas duas aulas é complexidade genémica. Até 14!
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Complexidade
dos genomas |

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Diferenciar os conceitos relativos
a complexidade e ao tamanho dos genomas.

e Estabelecer comparacdes entre variacdes no
tamanho do genoma hapléide das diversas
espécies e sua correlacdo com a complexidade
morfologica.

e Conceituar e enumerar os diferentes padroes
de repeticdo das seqliéncias que compdem o
genoma de eucariotos.

e Adquirir conhecimentos gerais sobre o genoma
de mitocdndrias e cloroplastos.

Pré-requisitos
DNA — aspectos funcionais e estruturais, Aula 4.

Estrutura dos cromossomos de virus e procariotos, Aula 6.
Estrutura dos cromossomos de eucariotos, Aula 8.

Fluxo da informacdo génica — transcricdo e processamento do RNA, Aulas 20, 21 e 22.
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O conhecimento dos genomas tem ganhado crescente importancia no cenario
cientifico. Através destes estudos, tem sido possivel entender inUmeros processos
bioldgicos, a relacao filogenética entre as espécies, além da identificacao de
genes que controlam caracteristicas de interesse.

Vocé ja teve a oportunidade de estudar, nas aulas anteriores, que cada espécie
se caracteriza por possuir um conjunto especifico de genes. Estes genes se
encontram no DNA que, por sua vez, é componente dos cromossomos. Nesta
aula, discutiremos de maneira mais aprofundada a organizacdo geral dos
genomas das diferentes espécies, as caracteristicas dos diferentes tipos de
seqléncia e a importancia destes aspectos para o tamanho de cada genoma

e sua complexidade.

DEFININDO GENOMA

O genoma de uma espécie é frequentemente definido como o
conjunto de genes que a caracteriza. Porém, em nossos cromossomos,
existem diversas regides que ndo codificam nada, nio sio transcritas e,
portanto, nio correspondem a genes. Assim, uma defini¢io mais
apropriada seria a de que o genoma é o conjunto de todo o material
genético contido nas células de uma espécie.

Na aula sobre estrutura dos cromossomos de virus e procariotos (Aula 6
—Moédulo 1), vocé teve a oportunidade de aprender que o genoma de bactérias
é formado por uma grande molécula de DNA, fita dupla e circular. Muitas
bactérias apresentam moléculas adicionais de DNA circular, denominadas
plasmideos. Considerando nossa defini¢io anterior, o genoma dessas bactérias
€ composto pelo DNA cromossomal e pelo DNA plasmidial.

No caso dos genomas virais, vocé também teve a oportunidade
de aprender, na Aula 6, que o material genético de virus pode ser DNA
ou RNA. Esse material genético, ou genoma, pode ainda se apresentar
na forma de fita simples ou fita dupla. Enquanto permanece dentro do
capsidio viral, o material genético permanece na forma linear.

Em eucariotos, entretanto, diversas diferencas devem ser
consideradas. O material genético se encontra dividido em varios
cromossomos lineares, cujo nimero e tamanho variam de espécie para
espécie. A maioria dos eucariotos possui mais de uma copia de cada
cromossomo. Esse nimero de copias pode variar entre as espécies,
e é definido como ploidia, representada pela letra “n” (conforme vocé
aprendeu na Aula 7 da disciplina Genética Bésica). Quando apenas

uma cépia de cada cromossomo estd presente, a espécie (ou célula)



¢ denominada hapléide (“n”). Quanto duas ou mais cOpias estdo
presentes, pode tratar-se de uma espécie diploide (2n) (duas copias de
cada cromossomo), tripldide (3n) (trés copias de cada cromossomo),
tetrapléide (4n) (quatro copias de cada cromossomo), e assim
sucessivamente. As células somadticas da espécie humana, por exemplo,
sdo diploides, havendo duas cépias de cada cromossomo por célula.
Os gametas de humanos, entretanto, possuem apenas uma copia de cada
cromossomo, representando células hapléides (n).

No decorrer desta aula, o termo genoma sera utilizado para definir
apenas um conjunto de cromossomos. Em outras palavras, estaremos sempre
nos reportando ao genoma hapldide (uma copia de cada cromossomo). Por
exemplo, no caso da espécie humana, o genoma hapléide corresponde ao

conjunto de 24 cromossomos (22 cromossomos autossdmicos + X + Y).

O CONTEUDO DE DNA E A COMPLEXIDADE
DOS ORGANISMOS

A quantidade total de DNA do genoma haploide é caracteristica
de cada espécie e é conhecido como Valor-C. Tal valor varia amplamente
entre as diversas espécies, entre valores inferiores a 600 mil pares de bases,
em micoplasmas, e valores superiores a 670 bilhdes de pares de
bases, em determinadas espécies de amebas.

A andlise do tamanho do genoma de milhares de espécies
tem revelado um dado interessante. Em procariotos, o tamanho dos
genomas (quantidade de DNA) estd diretamente correlacionado com a
complexidade funcional das espécies. Assim, espécies de micoplasma,
que apresentam os menores genomas dentre procariotos, possuem
pouco mais de 500 mil pb em seu genoma, para codificar 480 proteinas.
A bactéria Nostoc punctiforme, entretanto, possui um genoma de
aproximadamente 10 milhdes de pares de bases, capazes de codificar
cerca de 5.000 proteinas. Essa bactéria (cianobactéria) apresenta grande
complexidade funcional dentre os procariotos, possuindo, inclusive,
as capacidades de realizar fotossintese e de fixar nitrogénio.

A correlagdo entre tamanho do genoma e complexidade funcional
é algo bastante l6gico. Se considerarmos que organismos funcionalmente
mais complexos necessitam de um maior niimero de genes que coordenem
tais funcdes, seus genomas teriam de apresentar maior quantidade de

DNA para abrigar tais genes.

MicopLASMAS

Organismos
procariotos muito
simples que
apresentam como uma
de suas principais
caracteristicas

a auséncia de
membrana plasmadtica.
Determinadas doencas
humanas, como a
pneumonia, podem
ser causadas por
micoplasmas.
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Grafico 30.1: O conteu-
do de DNA do genoma
hapléide é relacionado
como a complexidade mor-
folégica em procariotos,
mas varia amplamente
entre eucariotos. A gama
de tamanhos de geno-
mas das espécies que
compdem cada filo é
representada por barras
horizontais.
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Entretanto, a correlagdo entre complexidade dos organismos e
conteddo total de DNA do genoma s6 é valida em procariotos. A andlise
dos genomas de eucariotos tem fornecido grandes surpresas. Embora tais
genomas apresentem, em sua grande maioria, tamanhos bem superiores
aos observados em procariotos, nao é possivel estabelecer correlagao entre
o conteudo de DNA e a complexidade funcional dos organismos.

No Grafico 30.1, sio apresentadas as faixas de tamanhos
estimados para os genomas de espécies dos diversos filos. Os tamanhos
de genomas dos organismos eucariotos variam desde 12 milhoes de
nucleotideos, em fungos, até 670 bilhdes de nucleotideos, em amebas
(filo Protista). Isso representa uma variacao de aproximadamente 55 mil
vezes. Dentre a grande amplitude no tamanho dos genomas, vocé pode
observar, na figura, que os genomas de todas as espécies de mamiferos
tém tamanhos situados entre 2 e 4 bilhoes de nucleotideos. Esse valor
¢ aproximadamente 200 vezes menor que o genoma de uma espécie de
ameba (670 bilhoes), e 50 vezes menor que o genoma de determinadas
espécies de anfibios. Além disso, dentro de um mesmo filo, podemos
verificar grande amplitude de tamanho dos genomas entre as diversas
espécies. Determinadas espécies de anfibios, por exemplo, tém genomas
100 vezes maiores que outros anfibios. Em plantas, tal discrepancia é
ainda maior, com algumas espécies apresentando genomas mil vezes

maiores que o de outras.

Plantas com flores

Aves

Mamiferos

Répteis
Anfibios
Peixes dsseos

Peixes cartilaginosos

Equinodermos

Crustaceos

Insetos

Moluscos

Vermes

Algas

Fungos

Protista

Bactérias Gram-positivas

Bactérias Gram-negativas

Micoplasmas

Tamanho do genoma (pb) 10° 107 10° 10° 10" 101




As observagdes anteriores geram alguns questionamentos:

1- Que motivos justificariam o fato de uma ameba possuir um
genoma 200 vezes maior que o genoma humano?

2- Dentro de um mesmo filo, como uma espécie de anfibio poderia
ter o genoma 100 vezes maior que o de outro anfibio?

Antes de comecarmos a discutir as questdes anteriores, precisamos
estabelecer certos conceitos gerais. Devemos considerar o fato de que
determinados organismos sao mais complexos que outros. Por exemplo,
um organismo mamifero é morfoldgica e funcionalmente mais complexo
que um fungo. Portanto, ele devera possuir um maior nimero de genes em
seu genoma, capazes de coordenar tais caracteristicas. Assim, podemos
estabelecer que um organismo que possua um maior nimero de genes
distintos em seu genoma, terd um genoma mais complexo. Portanto,
a complexidade do genoma estd relacionada com a quantidade de
genes diferentes presentes, enquanto o tamanho do genoma se refere
ao conteudo de DNA, em pares de bases (Valor-C). Vocé pode concluir,
entdo, que uma determinada espécie de passaros possui um genoma mais
complexo (nimero de genes distintos) que o de uma espécie de molusco,

embora os tamanhos de seus genomas possam ser similares.

Lembre-se, a complexidade do genoma esta relacionada com o nimero
de genes diferentes presentes, enquanto o tamanho do genoma se
refere ao contelido de DNA, em pares de bases (Valor-C).

COMPLEXIDADE DE SEQUENCIAS DO GENOMA

A grande varia¢ao no tamanho do genoma de eucariotos permite
observarmos que, embora determinadas espécies apresentem niveis
equivalentes de complexidade (morfolégica e funcional), muitas vezes
seus genomas diferem muito quanto ao tamanho (conteudo de DNA). Tal
observagio permite que formulemos trés perguntas: 1) Genomas maiores
possuem um maior nimero de diferentes genes? 2) Genomas maiores contém
maior nimero de cOpias dos mesmos genes observados nos genomas menores?
3) Existem outros tipos de sequiéncia, que nao sejam genes, responsaveis pelas
diferencas de tamanho entre genomas?

Pare responder as questdes anteriores, devemos considerar que, se
o numero de diferentes genes for maior nos genomas maiores, poderemos

esperar que a quantidade de sequiéncias tinicas de DNA do genoma
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também aumente. Porém, se o aumento do tamanho do genoma resulta
de maior nimero de copias dos mesmos genes, o niimero de sequiéncias

unicas no genoma nao aumentara.

ENSAIOS DE CINETICA DE REASSOCIACAO
E COMPLEXIDADE DE SEQUENCIAS

A complexidade de seqiiéncias de um genoma refere-se a
quantidade de seqiiéncias tnicas (seqiiéncias diferentes) nele presentes.
Assim, quanto maior o niamero de genes distintos de um genoma, maior
a quantidade de seqiiéncias tnicas.

Uma importante ferramenta para o estudo da complexidade
dos genomas € a utilizagido de ensaios de cinética de reassociagio. Para
entendermos tais estudos, vamos relembrar algumas caracteristicas do
DNA, vistas na Aula 4. Cada molécula de DNA é composta por duas fitas
de nucleotideos complementares e antiparalelas. As fitas complementares
sao unidas por pontes de hidrogénio que, embora confiram considerdvel
estabilidade a molécula, podem ser desfeitas.

Dentre os componentes que podem desfazer as pontes de
hidrogénio entre as fitas de DNA, estdo o calor e o pH elevado.
Ao processo de separacdo das fitas dd-se o nome de desnaturagio do
DNA. Tal processo é reversivel, ou seja, caso o agente desnaturante
seja removido, as duas fitas complementares voltam a estabelecer as
pontes de hidrogénio, promovendo a renaturagio da molécula de DNA.
Vocé deve sempre considerar que a renaturagao so é possivel entre fitas
complementares de DNA.

As caracteristicas de desnaturacdo e renaturacao das moléculas
de DNA sdo essenciais aos trabalhos de cinética de reassociacao. O
processo, ilustrado na Figura 30.1, baseia-se na fragmentagio do genoma
em milhares de pequenos fragmentos e, em seguida, na exposi¢io da
solucdo ao calor. Como resultado, as pontes de hidrogénio entre as fitas
serdo desfeitas. Em seguida, o tubo é deixado resfriar & temperatura
ambiente. Com a queda da temperatura, as fitas complementares tendem
a se reassociar, recompondo as pontes de hidrogénio e, conseqiientemente,

renaturando as moléculas de DNA.



A propor¢io de moléculas desnaturadas
(fita simples) e renaturadas (fita dupla) dentro de
uma solugdo pode ser monitorada, pois, quando
expostas a um feixe de luz ultravioleta, moléculas
desnaturadas apresentam niveis de absor¢io da
luz diferentes dos observados para moléculas
renaturadas. Assim, ap6s a desnaturagio térmica
de uma amostra de DNA, é possivel monitorar
a velocidade de reassociacdo (renaturagao) das
moléculas. Tal ensaio é denominado cinética de
reassociacao.

Devemos considerar o fato de que,
depois de dissociadas, duas fitas de DNA
complementares terdo de se reencontrar
para que a reassociagdo ocorra. Se todos os
fragmentos de DNA utilizados forem diferentes,
a probabilidade de reassociacio serd a mesma
para todos eles. Imagine, porém, se dentro da
amostra houvesse varias copias de um mesmo
fragmento. Durante a fase de reassociagio, a
probabilidade de cada fita de DNA encontrar
uma fita complementar seria muito maior, pois
haveria varias copias delas. Conseqlientemente,
a formagio de moléculas renaturadas seria

muito mais rapida.

Dentro de um genoma pode haver regides repetidas, ou seja, vdrias

copias de uma dada sequiéncia podem ser encontradas. Nesses casos,

DNA fita-dupla

Desnaturacao
{calor)

DNA desnaturado (fita-simples)

N
N

~_—

DNA renaturado (fita-dupla)

VNYANYHANYZA\ YA\
VNYANYNY\Y/A\N
VNYANYANYZ\ YA\

Figura 30.1: Processo de
desnaturacdo térmica
de fragmentos de DNA,
seguida de renaturacéo.

ao realizarmos um ensaio de cinética de reassociagio, tais regides

tenderdo a se reassociar muito mais rapidamente que as demais.

Agora que ja discutimos os trabalhos de cinética de reassociacio,

podemos retomar a discussdo acerca da complexidade dos genomas.

Lembre-se de que, anteriormente, uma de nossas dividas acerca

das diferencas entre os tamanhos dos genomas seria a presenga de

repeti¢coes de seqiiéncias.
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Quando o DNA de um genoma de eucarioto é analisado através de
cinética de reassociacdo, observa-se que a velocidade de reassociagio das
moléculas ndo ocorre de maneira homogénea. Uma parcela das moléculas
se reassocia muito rapidamente (componente rapido), uma segunda parcela
apresenta velocidade moderada de reassociagio (componente moderado),
e a terceira parcela apresenta reassociag¢do lenta (componente lento),
conforme apresentado no Grafico 30.2. Quando estas velocidades de
reassocia¢io sdo comparadas com uma amostra de DNA composta
apenas por seqliéncias nio repetidas, observa-se que a velocidade é

compativel apenas com o componente lento da reagio.

Fracdo de moléculas reassociadas

75

50k

25 ¢

/ ;

Compohente
lento

Componente
intermediario

: Componente
:_/ rapido ,

Progresso da reacdo de reassociacdo =i

Grafico 30.2: A cinética de reassociacdo é apresentada sob a forma de um grafico.
Em genomas de eucariotos, sdo identificados trés componentes, com velocidades de
reassociacdo distintas. A fracdo de moléculas correspondentes a cada componente
pode ser estimada.

As observacdes anteriores permitiram estimar que a parcela de
fragmentos do genoma que se reassocia lentamente é composta
por seqiiéncias ndo repetidas. A fracdo de velocidade intermediaria
de reassociagdo é composta por sequéncias moderadamente repetidas.
O componente rapido é composto por sequiéncias altamente repetidas
ao longo do genoma. No decorrer desta aula, vamos nos referir a tais
fragdes como DNA nio-repetitivo, DNA moderadamente repetitivo e
DNA altamente repetitivo, respectivamente.

Os trabalhos de cinética de reassociacio demonstraram que cada
espécie de eucariotos apresenta proporcoes especificas de DNA repetitivo

e nao-repetitivo.



A GRANDE MAIORIA DOS GENES ESTA PRESENTE NO DNA
NAO-REPETITIVO

A anilise detalhada das diferentes fracoes de DNA tem revelado
que a maioria dos genes ocorre na fracio de DNA nio-repetitivo. Em
outras palavras, a maioria dos genes de eucariotos ocorre apenas uma
vez no genoma haploéide. Alguns genes sao repetidos, porém em pequeno
numero de copias. Raros genes possuem dezenas de copias ao longo do
genoma. Enfim, a conclusio geral destas analises é que a maioria dos
genes compde o DNA nio-repetitivo que, portanto, é a fra¢io do genoma

responsavel pela complexidade funcional do organismo.

O DNA REPETITIVO E O TAMANHO DOS GENOMAS

A propor¢iao do genoma ocupada por DNA repetitivo e DNA
nao-repetitivo varia amplamente entre as espécies. O Grafico 30.3
resume as propor¢oes de DNA nio-repetitivo, moderadamente repetitivo
e altamente repetitivo em algumas espécies. Procariotos contém apenas
DNA nio-repetitivo. Para eucariotos inferiores, a maior parte do DNA
¢ nao-repetitivo, restando menos de 20% do DNA dentro da fracio
moderadamente repetitiva. Em eucariotos superiores, entretanto, as
propor¢des se invertem. Em animais, mais de 50% do genoma é composto
por DNA repetitivo e, em plantas, a quantidade de DNA repetitivo pode

ultrapassar 80% de todo o genoma, em determinadas espécies.

Grafico 30.3: A proporcao dos dife- Tamanho do genoma em pb
rentes componentes de seqiéncia
varia nos diferentes genomas de 10
eucariotos. O conteudo de DNA 5 A
repetitivo aumenta com o tamanho ; 53 R4%
dos genomas. "o — —41%
25% 33%
5
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Ao compararmos estas informagoes com a amplitude de tamanho
do genoma nas diferentes espécies, podemos entdo entender o fato de
que a correlagdo entre tamanho do genoma e complexidade s6 é vélida para
organismos procariotos. Nessas espécies, os genomas sao compostos por DNA
ndo-repetitivo, que contém os genes. Em eucariotos, a presenca de
DNA repetitivo, que ndo contém genes, pode resultar no aumento do
tamanho do genoma, sem que ocorra um aumento no numero de genes
(complexidade). Isso explica o fato de existirem espécies com niveis de
complexidade similares e tamanhos de genomas completamente distintos.
A diferenca de contetido de DNA deve-se a presenca de maior quantidade de
DNA repetitivo em uma delas. Ou seja, em eucariotos superiores, 0 tamanho

do genoma é fortemente afetado pelo conteido de DNA repetitivo.

Assim, o fato de uma determinada espécie de anfibio possuir um
genoma 50 vezes maior que o genoma humano pode ser explicado pela
presenca de grande quantidade de DNA repetitivo no genoma daquela
espécie. Um outro exemplo que ilustra esta observa¢io é o fato de que o
genoma de mosca doméstica (Musca domestica) é seis vezes maior que o
genoma de mosca das frutas (Drosophila melanogaster). Considerando
a grande proximidade genética entre estas espécies, fica evidente que
a complexidade de seus genomas é proxima. Assim, o que difere os
tamanhos dos genomas é a presenga de grande quantidade de DNA
repetitivo em mosca doméstica.

Na Tabela 30.1 estio listadas virias espécies de organismos,
com os tamanhos de seus genomas e o nimero de genes presentes.
Por exemplo, observe que o milho possui um genoma 5 vezes maior
que o genoma humano, mas o nimero de genes é semelhante. Tais
informacoes, mais uma vez, evidenciam a falta de correlagio entre o
tamanho do genoma (conteudo de DNA) e o numero de genes. Enfim, a
complexidade funcional serd dependente dos genes presentes e ndo do

tamanho do genoma do organismo.



Tabela 30.1: O numero de genes ndo esta correlacionado com o tamanho
do genoma.

Espécies Tamanho do genoma Numero de
genes

Humano 3,3 bilhoes de pares de bases 35.000

Mosca-das-frutas 120 milhdes de pares de bases | 13.601

(Drosophila melanogaster)

Levedura 12 milhdes de pares de bases 6.275
(Saccharomyces cerevisiae)

Nematoide (verme) 97 milhdes de pares de bases 19.000
(Caenorhabditis elegans)

Milho 15 bilhdes de pares de bases 30.000
(Zea maize)

E. coli 4,1 milhdes de pares de bases 4.800
Arabidopsis 125 milhdes de pares de bases | 55 ogg
(Arabidopsisthaliana) .

O PAPEL DO DNA REPETITIVO NO GENOMA
DE EUCARIOTOS

Ao considerarmos que os genes se encontram principalmente
localizados na fracdo de DNA ndo-repetitivo, qual seria o papel das
fragbes moderadamente repetitiva e altamente repetitiva do genoma?

A resposta para tal questdo ainda permanece obscura. Sabemos
que o DNA moderadamente repetitivo contém alguns genes (genes
que ocorrem em varias copias no genoma). Além disso, vocé teve a
oportunidade de aprender, na Aula 19, que os elementos de transposi¢ao
sdo seqiiéncias capazes de produzir muitas copias de si mesmas, que vao
se inserir aleatoriamente ao longo do genoma. Diversas pesquisas tém
demonstrado que grande parte do DNA repetitivo ao longo dos genomas
resultou da presenca de copias de elementos de transposigdo. Existem
diversas outras seqiiéncias moderadamente repetidas ao longo do genoma
cujas caracteristicas e funcoes sio pobremente elucidadas.

O papel do DNA altamente repetitivo é ainda menos esclarecido.
Sabemos, entretanto, que determinadas regides essenciais de nossos
cromossomos sio compostas por sequiéncias altamente repetidas. Dentre

tais regides, destacamos o centrémero e os teldomeros dos cromossomos.
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Essas regides, embora ndo contenham genes, possuem importante fun¢io
estrutural. Além de tais sequiéncias, muitas outras de fun¢ao desconhecida,
de diferentes tamanhos, também ocorrem em elevado numero de copias
ao longo do genoma.

E importante destacar que, embora haja muitas regides compostas
exclusivamente por DNA repetitivo ou ndo-repetitivo, é freqiiente
encontrarmos porc¢des dos cromossomos nos quais os dois tipos de
sequiéncias se intercalam ao longo da molécula de DNA. A distingio entre
tais seqiiéncias dependeria de sabermos se existem outras copias delas ao

longo do genoma (DNA repetitivo) ou ndo (DNA nao-repetitivo).

NEM TODO O DNA NAO-REPETITIVO E COMPOSTO
POR GENES

O fato de sabermos que a grande maioria dos genes corresponde
a sequéncias tnicas no genoma pode causar a falsa idéia de que todo
o DNA nio-repetitivo é constituido exclusivamente por genes. Porém,
isso ndo é verdade. Existem muitas seqiiéncias Unicas do genoma que
ndo sdo regides codificadoras. Dentre essas regides, podemos destacar
as seqiiéncias intergénicas, ou seja, regioes de DNA nio-repetitivo que
ocupam o espaco compreendido entre dois genes adjacentes, ao longo
de uma molécula de DNA.

O TAMANHO MEDIO DOS GENES VARIA ENTRE
AS ESPECIES

Um dos fatores que contribuem para as diferencas entre os tamanhos
dos genomas das diversas espécies é o tamanho médio dos genes. Por
exemplo, em leveduras, o tamanho dos genes normalmente nao ultrapassa
10 kilobases, enquanto em mamiferos, determinados genes chegam a
possuir mais de 100 kilobases de extensdo. As diferencas no tamanho
médio dos genes resultam, principalmente, da presenca de introns. Conforme
vocé teve a oportunidade de aprender, na Aula 22, a maioria dos genes
de eucariotos superiores possuem a seqiiéncia interrompida por introns.
Aproximadamente 94% dos genes de mamiferos possuem, no minimo,
um intron. Em eucariotos inferiores, como Saccharomyces cerevisiae,

entretanto, aproximadamente 95% dos genes nio possuem introns.



Em procariotos, por sua vez, ndo se verificam introns nos genes. Deter-
minados genes de mamiferos chegam a possuir mais de 60 introns. Como
conseqliéncia, a extensao de tais genes é sempre grande. Vocé ndo deve se
esquecer de que, ap0s a transcri¢do, tais introns sdo retirados do transcrito
durante o processamento e, portanto, nio estardo representados nas
proteinas codificadas.

A partir do exposto anteriormente, vocé pode concluir que uma
por¢ao consideravel do DNA nio-repetitivo do genoma de eucariotos

superiores é composta pelos introns.

A bactéria E. coli possui aproximadamente 4.800 genes em um genoma
de 4.000kb. O genoma humano possui aproximadamente 35.000 genes.
Assim, seria de se esperar que o genoma humano fosse 10 vezes maior.
Entretanto, o genoma humano é 1.200 vezes maior. Com o que vocé aprendeu
nesta aula, podemos explicar tal discrepancia com os seguintes argumentos:
a) O genoma de procariotos ndo apresenta DNA repetitivo, enquanto
eucariotos possuem grande quantidade de DNA repetitivo. b) Os genes
de humanos sdo, em média, 10 vezes maiores que os de bactéria. c)
Os genes humanos apresentam varios introns, enquanto os genes de
procariotos ndo possuem introns.

GENOMAS DE ORGANELAS

Embora a grande maioria dos genes de eucariotos esteja localizada
nos cromossomos nucleares, desde o inicio do século XX, diversas
evidéncias tém sugerido a existéncia de genes no citoplasma. Como
voceé teve a oportunidade de aprender na disciplina Genética Basica, o
fendmeno de heranca materna resulta da presenca de genes no citoplasma
do 6vulo. A heranga materna é, portanto, uma das formas de heranca
nio-mendeliana.

Tal tipo de heranga resulta do fato de existir material genético
dentro de mitocondrias e cloroplastos. Em outras palavras, tais
organelas possuem DNA, contendo genes que, portanto, sio herdados
independentemente do genoma nuclear. Dessa forma, os genes presentes
no genoma de tais organelas encontram-se confinados, sujeitos a formas
de expressio e regulagio especificos.

Os genomas de mitocondrias e cloroplastos sdo pequenos, circulares
e possuem um numero de genes relativamente restrito. Usualmente,
existem vdrias cOpias do genoma em cada organela. Considerando-se
que existem diversas organelas em cada célula, podemos concluir que

existem multiplas copias de genomas de organela por célula.
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Os genes presentes codificam todos os RNAs ribossomicos e
transportadores, porém, apenas algumas das proteinas necessarias pela
organela sdo codificadas. As demais proteinas necessarias sdo codificadas
por genes presentes no nucleo e, apds serem sintetizadas, sio enderegadas
para a organela. A organela, portanto, possui seus proprios ribossomos
e RNAs transportadores, além das enzimas envolvidas na transcrigdo e
tradu¢io. Como conseqiiéncia, cloroplastos e mitocdndrias possuem o
aparato necessario para a expressao de seus proprios genes. A seguir, vamos
discutir separadamente os genomas de cada uma dessas organelas.

Genomas de cloroplastos sdo relativamente extensos, com
aproximadamente 140kb em plantas superiores, e mais de 200kb em
eucariotos inferiores. Em plantas superiores, o numero de copias do genoma
por organela varia entre 20 e 40. Adicionalmente, existem entre 20 e 40
organelas por célula em tais plantas. O genoma de cloroplastos codifica para
4 RNAs ribossémicos, 30 RNAs transportadores € 50 proteinas.

O genoma mitocondrial varia amplamente em tamanho entre as
espécies. Em mamiferos, seu tamanho é de aproximadamente 16,5kb.
Em leveduras, tal genoma possui aproximadamente 84kb, enquanto em
plantas superiores, o tamanho do genoma de mitocondrias pode atingir
570kb. O niimero de mitocondrias por célula varia entre as espécies.
Em S. cerevisiae, existem aproximadamente 22 mitocondrias por célula,
com quatro copias do genoma por organela. O niimero de proteinas
codificadas pelo genoma mitocondrial é pequeno. Em humanos, o
DNA mitocondrial contém 22 genes para RNAs transportadores,
2 genes para RNA ribossomico e 13 genes que codificam proteinas.
As demais proteinas que compdem a organela sdo codificadas por genes
nucleares. Na Figura 30.2.a, é apresentado um esquema ilustrativo de uma
mitocdndria, contendo varias copias de DNA circular. Na Figura 30.2.b, esta
esquematizado o genoma mitocondrial de mamiferos, com os principais

genes indicados.



DNA mitocondrial

Mitocoéndria

(b) Cytb

25 rRNA

ND5

165 rRNA

-Genes para tRNA Figura 30.2: (a) Esquema ilustrativo de

uma mitocondria contendo varias copias
do material genético. (b) Representacao
esquematica do genoma mitocondrial de
mamiferos.

DRegic‘)es codificadoras
—p Indica a direcdo do gene
CO Citocromo Oxidase

ND NADH desidrogenase
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RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender os conceitos e caracteristicas
inerentes a organizacdo geral dos genomas dos organismos. Para tanto, foram
abordadas as diferencas gerais entre os genomas de bactérias, virus e eucariotos.
Através da analise dos tamanhos dos genomas de espécies dos diversos filos, foi
evidenciada a existéncia de correlacdo entre conteudo de DNA e a complexidade
funcional dos organismos. Porém, vimos que tal correlacdo sé6 é mantida em
procariotos. Em eucariotos, tal correlacdo nao foi verificada, havendo organismos
com niveis de complexidade similares e tamanhos de genomas completamente
distintos. Em seguida, foi abordada a ocorréncia de sequiéncias repetidas ao longo
dos genomas. Para isso, vimos os principios inerentes a principal técnica utilizada
para o estudo de complexidade de seqiiéncias, a cinética de reassociacdo. Em
seguida, discutimos que grande parte do genoma de eucariotos superiores é
composta por DNA repetitivo, enquanto em procariotos tais sequéncias inexistem.
Vimos, também, que a grande maioria dos genes sdo seqiiéncias Unicas no genoma
de eucariotos, constituindo, portanto, o DNA nao-repetitivo. Dentre o DNA nao-
repetitivo, existem sequéncias que nao codificam proteinas, sendo representadas,
principalmente, pelas regides intergénicas e pelos introns dos genes.

Ao final, tivemos a oportunidade de discutir a existéncia de material genético em
mitocondrias e cloroplastos. As caracteristicas gerais inerentes aos genomas de

tais organelas foram também abordadas.

EXERCIiCIOS

1. Por que a palavra genoma nao pode ser definida como o conjunto de genes

que caracteriza uma espécie?

2. Quais as diferencas entre os termos “tamanho do genoma” e “complexidade

do genoma”?

3. Qual a correlagao entre conteudo de DNA do genoma hapléide e complexidade

funcional das espécies nos diferentes filos?

4. Como os ensaios de cinética de reassociacdo permitem estimar a presenca de

DNA repetitivo em uma amostra de DNA?
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5. Qual a diferenca entre os genomas de eucariotos superiores, eucariotos inferiores

e procariotos quanto a presenca de DNA repetitivo?
6. Todo o DNA nao-repetitivo é composto por genes?

7. Quais as principais caracteristicas dos genomas de cloroplastos e mitocéndrias?

AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteldo da aula de hoje, ndo deve ter encontrado dificuldades
para responder aos exercicios. Lembre-se de que a visdo geral acerca da organizacdo dos
genomas, os conceitos de tamanho de genoma (conteddo de DNA) e sua correlagdo com a
complexidade dos organismos sdo aspectos essenciais, pois tais informacées serdo importantes

para a compreensao da préxima aula.
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Complexidade
dos genomas Il

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Explicar os fatores envolvidos com a
complexidade dos genomas de eucariotos.

e Descrever as principais caracteristicas
inerentes ao genoma humano.

o Entender importancia da presenca de
elementos de transposicdo para o contetdo de
DNA do genoma de eucariotos.

o Entender a importancia da emenda alternativa
de éxons para a complexidade funcional dos
organismos eucariotos.

o Absorver os conceitos sobre projetos de
seqiienciamento e analise de genomas.

Estrutura dos cromossomos de virus e procariotos (Aula 6 — Médulo 1).
Regulacao da expressao génica (Aula 24).
Elementos de transposi¢cdo em eucariotos (Aula 19).

Complexidade dos genomas (Aula 30).

Pré-requisitos

)
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Na Aula 30, vocé teve a oportunidade de estudar os aspectos gerais que
caracterizam a organizacao geral dos genomas e sua complexidade. Nela, foram
abordados os conceitos relativos ao tamanho dos genomas (contetido de DNA)
e a complexidade dos mesmos. Vimos também que os genomas das diferentes
espécies podem diferir amplamente quanto a presenca de DNA repetitivo.
Ao final, discutimos as caracteristicas dos materiais genéticos presentes em
mitocondrias e cloroplastos.

Apesar do grande volume de pesquisas relativas a caracterizacdo dos
genomas, realizadas previamente, um forte impulso dos conhecimentos foi
gerado a partir do seqiienciamento do genoma humano, anunciado em 2000.
A disponibilidade de informacoes acerca dos 3,3 bilhdes de nucleotideos que
compdem o genoma humano tem permitido a elucidacdo de diversas perguntas
relativas a organizacao do genoma, nimero e tamanho dos genes, proporcdo
de DNA repetitivo, dentre muitas outras.

Nesta Aula, nos dedicaremos ao estudo mais detalhado da complexidade dos
genomas, com énfase em eucariotos, tomando como base as informacoes

geradas pelo seqlenciamento do genoma humano.

A ORIGEM DA COMPLEXIDADE

Na Aula 30, discutimos o fato de que organismos que apresentam
maior complexidade funcional devem possuir um maior nimero de genes,
capazes de coordenar tais funcoes. Tal afirmacio é facilmente reafirmada
ao compararmos os genomas de organismos que apresentem niveis de
complexidade funcional contrastantes, tais como humanos e bactérias.
O genoma da bactéria E. coli, por exemplo, possui aproximadamente
4.000 genes, enquanto o genoma humano apresenta cerca de 35.000
genes, 10 vezes mais.

Quando comparamos o numero de genes dos genomas de
organismos filogeneticamente muito distantes, tais como bactérias e
humanos, torna-se facil entender a correlagdo entre numero de genes
e complexidade funcional. Entretanto, quando a comparacio é realizada
entre organismos evolutivamente proximos, esta analise torna-se dificil.
O numero de genes é muito proximo entre espécies que apresentam
complexidades funcionais consideravelmente distintas. Por exemplo,
podemos analisar os primatas sagui-pigmeu (Cebuella pygmaea)

e chimpanzé (Pan troglodytes). Na Figura 31.1, vocé pode observar que,



embora ambos sejam primatas, o primeiro possui poucos centimetros de
tamanho, enquanto um chimpanzé pode chegar a pesar 90 kg e medir
1,3 metro. A andlise preliminar de seus genomas, entretanto, ndo revela
diferencas considerdveis quanto ao numero de genes. Assim, uma outra

perspectiva deve ser considerada para explicar tal fato.
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Chimpanzé (Pan troglodytes) Sagﬁi-pi%meu (Cebuella

Tamanho: 1,3 metros pygmaea

Peso: 90 kg Tamanho: 15 centimetros

Tamanho do Genoma: 3,8 Peso: 100 kg

bilhdes de pb Tamanho do Genoma: 3,5
bilhdes de pb

Figura 31.1: Exemplos de espécies geneticamente préximas que apresentam grandes
diferencas morfoldgicas.

Nas Aulas 24 e 25 vocé teve a oportunidade de conhecer os
diversos mecanismos de regulagio da expressdo génica em eucariotos.
Em tais aulas, discutimos que, embora todas as células somadticas de
um organismo eucarioto possuam os mesmos genes, estes podem ser
diferencialmente regulados nos diferentes tecidos, condi¢cbes ambientais e
fases do desenvolvimento. A expressdo de conjuntos especificos de genes,
durante o desenvolvimento embriondrio, é responsavel pela morfogénese
de cada individuo. Tal processo é controlado por genes reguladores.
Uma hipdétese para explicar a grande diversidade morfoldgica observada
entre individuos que apresentem nimero de genes parecidos, como no
exemplo citado anteriormente, seria a presenga e a ativacdo diferencial
de genes reguladores. Assim, a presenca de uns poucos genes reguladores
(que controlam a formacdo dos 6rgaos e tecidos) em uma espécie, pode
conferir grandes diferencas morfoldgicas e funcionais em relagio a uma
outra espécie que ndo os possua. Este mesmo raciocinio tem sido utilizado
para explicar as diferengas observadas entre humanos e chimpanzés, que

apresentam numeros de genes praticamente idénticos.
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COMPLEXIDADE FUNCIONAL E EMENDA DIFERENCIAL
DE GENES

Um dos aspectos que tem intrigado os pesquisadores é o baixo
numero de genes, revelado durante o projeto de seqiienciamento
do genoma humano. As previsdes anteriores estimavam que seriam
necessarios entre 60 e 120 mil genes diferentes para atender a
todas as funcdes ja caracterizadas em seres humanos. Entretanto, o
numero encontrado é de aproximadamente 35.000 genes. Assim, que
mecanismos o genoma utilizaria para atender ao grande numero de
fungdes requeridas?

Dentre as hipdteses que visam a responder a questdo anterior,
uma se baseia no sistema de regulacdo da expressiao génica. Conforme
vocé aprendeu nas Aulas 24 e 25, a expressao diferencial de genes pode
resultar em fen6tipos distintos. Em outras palavras, um mesmo conjunto de
genes pode ser diferencialmente ativado para cada tecido ou condigio,
de modo a resultar em caracteristicas funcionais distintas.

Uma outra hip6tese para responder a tal questdo € a existéncia de
mecanismos de emenda diferencial de éxons. Conforme vocé aprendeu
na Aula 30, a grande maioria dos genes humanos possui, no minimo,
um intron. Dessa forma, existem muitos genes compostos por varios
éxons, cujos transcritos necessitam ser emendados durante a fase de
processamento do RNA (lembra-se da Aula 22?). O mecanismo
de emenda alternativa de éxons, que vocé teve a oportunidade de aprender
na Aula 24, corresponde a um sistema de regulagio da expressdo génica
que permite a formagio de diferentes transcritos a partir de um mesmo
gene. Na Figura 31.2, é apresentado um esquema ilustrativo no qual um
mesmo gene pode produzir proteinas enderecadas a locais distintos da
célula, em funcido da emenda alternativa de éxons. Estima-se que 40%
dos genes de humanos estejam sujeitos a regulagio por mecanismos de
emenda alternativa de éxons. Portanto, esta se torna uma interessante
explicagdo para a discrepancia observada entre o baixo nimero de
genes presentes e o elevado niimero de diferentes proteinas codificadas.
A resposta pode ser a existéncia de varios produtos (polipeptideos)

codificados a partir de cada gene.



Exons 5 — codifica para o sinal de
enderecamento para secrecdo
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Emenda alterna- sinal de enderecamento para
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I\’roteina enderecada Proteina enderecada a
a secrecdo membrana plasmatica

Figura 31.2: Esquema ilustrativo da geracdo de proteinas distintas a partir da
emenda alternativa dos éxons codificados por um gene. O gene apresentado é
composto por 7 éxons, dentre os quais o éxon 5 — que codifica para um sinal de
enderecamento da proteina para secrecdo —, enquanto os éxons 6 e 7 codificam
para o sinal que endereca a proteina para a membrana plasmatica. Neste exemplo,
a emenda alternativa de éxons resulta em proteinas enderecadas a locais distintos
(membrana e secre¢do).

ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E CONTEUDO DE DNA
REPETITIVO

DNA gendémico

Conforme abordado na

Aula 30, as espécies de eucariotos Retrotransposon

superiores diferem amplamente

quanto ao conteudo de DNA

repetitivo. A presenca de tal

DNA é a principal responsavel X Transcricio

pelas diferengas observadas no
'\/\"\/\4
RNA "™ o
\Transcrlgao reversa

contetido de DNA do genoma de

espécies de eucariotos superiores.

Uma consideravel parcela do e M
. e <A DNA
DNA repetitivo das espécies é N AN
! Integracdono :
representada pelos elementos { genoma ;

de transposi¢do. Na Figura )
Figura 31.3: Aumento

no tamanho do genoma,
promovido pela ativa-
¢do de um elemento
de transposicdo. Neste
exemplo, trata-se de um
retrotransposon, cujas
copias se inserem alea-
toriamente no genoma,
promovendo aumento
no seu tamanho.

31.3, vocé pode observar uma
ilustracdo de como a ativagio
de um elemento de transposi¢ao
(do tipo retrotransposon) pode
resultar no aumento do tamanho

do genoma.
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ARABIDOPSIS
(ArABIDOPIS
THALIANA)

Espécie de planta
herbécea que cresce
em clima temperado.
Devido ao fato

de estas plantas
apresentarem estrutura
muito simples e

ciclo de vida curto
(aproximadamente
60 dias), elas sio
utilizadas como
modelo de estudos
para cientistas.
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A conclusio do seqiienciamento do genoma humano revelou
um dado interessante: aproximadamente metade de nosso genoma é
composta por sequéncias remanescentes de elementos de transposigio.
De maneira similar, a comparacio entre os genomas das plantas ARABIDOPSIS
e arroz tem revelado que, embora possuam nimeros de genes similares, o
contetido de DNA de seus genomas é bastante discrepante, pois o genoma
de arroz é aproximadamente quatro vezes maior que o outro. A andlise
destes genomas revelou, conforme esperado, uma quantidade muito
maior de DNA repetitivo no genoma de arroz. O estudo da presenga de
elementos de transposi¢io nesses genomas demonstrou a existéncia
de uma grande quantidade de transposons no genoma de arroz, enquanto
em arabidopsis o niimero de tais seqtiéncias foi bastante reduzido. Juntas,
as informacdes anteriores permitiram aos pesquisadores concluir que a
participagao dos elementos de transposi¢io no conteido de DNA do

genoma de eucariotos é bem superior ao que se supunha previamente.

DENSIDADE DOS GENES AO LONGO DOS CROMOSSOMOS
DE EUCARIOTOS

A afirmacdo de que os genes de uma espécie encontram-se
distribuidos ao longo de seus cromossomos pode gerar a falsa idéia de que
tal distribuicio é homogénea. Entretanto, a idéia mais apropriada é que os
genomas de eucariotos superiores consistem em “odsis de genes separados
por desertos vazios”. Em outras palavras, os genes estio concentrados
em determinadas regides dos cromossomos, separadas umas das outras
por vastas regides de seqiiéncias que nio codificam proteinas. Vocé deve
se lembrar sempre de que a grande maioria de nosso genoma é composta
por seqiiéncias que nio contém genes.

A analise do genoma humano revelou que 75% do nosso genoma
¢ composto por regides que nio contém genes, 24% do genoma é
representado por introns e apenas 1,1% é composto por éxons. Portanto,
apenas 1,1 % do genoma de humanos codifica proteinas, enquanto os
demais 98,9% sdo compostos por introns e regides nio-codificadoras.
E importante ressaltar que muitas regides, embora nio codifiquem
proteinas, atuam como componentes funcionais, ao desempenharem
papel nos mecanismos de regula¢do da expressido génica, por exemplo,
as regidoes promotoras dos genes. Outras seqiiéncias, também nio-
codificadoras, desempenham papel estrutural nos cromossomos, tais

como os centromeros e teldmeros.



A densidade de genes nos cromossomos humanos também nao
¢ homogénea. Determinados cromossomos possuem grande nimero de
genes, enquanto outros apresentam poucos genes separados por uma

grande quantidade de DNA repetitivo.

SIMILARIDADE GENOMICA ENTRE INDIVIDUOS DA MESMA
ESPECIE

Um interessante assunto que podemos abordar com rela¢io ao
genoma é a comparagdo da similaridade genética entre individuos de
mesma espécie. Conforme vocé sabe, as diferengas fenotipicas entre as
pessoas €, freqlientemente, resultante das caracteristicas genéticas que
elas possuem. Como consequiéncia, durante a historia da humanidade,
as diferencas étnicas entre os diferentes grupos conduziram ao equivoco
de tentar agrupar tais individuos em ragas. Porém, tal agrupamento foi
normalmente fundamentado em alguns poucos caracteres fenotipicos,
tais como a cor da pele, o tipo de cabelo, o formato dos olhos etc.

O estudo dos genomas revelou um resultado surpreendente.
A comparagdo entre os genomas de individuos das diferentes ragas,
previamente propostas, revelou que as seqiiéncias sio idénticas em
99,9% dos nucleotideos. Quando a comparagio foi realizada entre
individuos da mesma “raca”, o nivel de semelhanca foi 0 mesmo,
99,9%. Estes resultados conduzem as seguintes conclusdes:

1) as diferengas genéticas, que observamos entre individuos da
espécie humana, correspondem a apenas 0,1% de todo o DNA;

2) o conceito de ragas na espécie humana ndo faz qualquer
sentido, pois dois individuos de uma mesma “raga” sdo tdo similares

entre si, 99,9%, quanto dois individuos de “racas” diferentes.

As diferencas entre os individuos da espécie humana sdo da ordem de
0,1% dos nucleotideos. Portanto, podemos perceber que estas poucas
diferengas sdo suficientes para conferir a cada pessoa caracteristicas
fenotipicas exclusivas.
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Figura 31.4: Esquema ilustrando
a sequéncia de nucleotideos de
uma pequena por¢do do genoma.
Embora saiba-mos que o DNA é fita-
dupla, apenas uma das fitas tem sua
seqUéncia apresentada.
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O CONHECIMENTO DAS SEQUENCIAS DOS GENOMAS E DA
FUNCAO DE SEUS GENES

Atualmente, os pesquisadores tém dedicado grande esforco ao
seqiienciamento e a caracterizacdo dos genomas de diversas espécies de
procariotos e eucariotos. Devido ao tamanho reduzido, os genomas
de centenas de espécies de procariotos ji foram seqiienciados até o
momento. No caso de eucariotos superiores, entretanto, esse nimero se
restringe a poucas espécies de animais, incluindo o homem, e de plantas.

Aos trabalhos de seqiienciamento do material genético e
identificacdo das sequiéncias codificadoras presentes em uma espécie
da-se o nome de Projeto Genoma. O Projeto Genoma Humano, por
exemplo, dedicou-se ao seqiienciamento dos nucleotideos presentes
nos 24 cromossomos que caracterizam a espécie (22 cromossomos
autossomicos + X + Y). Na Figura 31.4, é apresentada a seqiiéncia de
nucleotideos de uma pequena por¢ao do genoma (lembre-se de que o
genoma humano possui aproximadamente 3,3 bilhdes de nucleotideos!).
Em seguida, foram desenvolvidos os trabalhos que visaram a localizar
as regioes codificadoras ao longo da seqiiéncia. Na Figura 31.5, é
apresentado um esquema ilustrando as regioes codificadoras encontradas
em uma seqiiéncia de nucleotideos. Porém, em humanos, a distincia
entre genes é muito maior que o apresentado na figura. Além disso,
a maioria das regides codificadoras de humanos é interrompida por
introns. O préximo passo de um projeto genoma € a caracterizagio da
funcdo de cada um dos aproximadamente 35.000 genes identificados.
Esta fase é a mais complexa e, embora muitos genes ja tenham sido
caracterizados, a funcdo da maioria deles ainda permanece pouco
elucidada, ou completamente obscura. A determina¢io da fun¢io de
todos os genes da espécie humana permanece um grande desafio a ser

vencido ao longo dos préximos anos.

(- aagcacaaat gatcctctca caagtctaaa tgcgctagag
4441 gactttgagc ggatcgatct cttgaatggt gtctttggag tggtgtctat
4501 ttgaatgaga agtagtgaat gcttggatgg ttggagtgga agtggttggg
4561 agcccctaac caccaattca accgttgggg caggcetgcta tcgatgggeg
4621 tgtccggtgc gcmagcecacg tcacccaate gttagggtte tgacggtttc
4681 gctttgtctt cacgtcgcac cggatagtcc ggtgccgcac cggacaggta
4741 tttggtgcgc cttctacgtc tgctctgact tctacgcgaa ctgtccgegce
4801 tgcaggcac cgttgctctg gctagecgtt gctccgetgg tgcaccggat
4861 cacacggaca agttcggtga attatagcgg agcaacgctt ctgaaaccca
4921 gtttgaagtc gtacggccect ggtgcaccgg acactgecgg tgcgccagac
4981 tcaatttctt ttactccttt )
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Figura 31.5: Esquema ilustrando a localizacdo de regides codificadoras em uma
sequéncia de nucleotideos. Cada seta representa uma regiao codificadora distinta.

Paralelamente aos trabalhos de seqiienciamento do DNA gendmico,
diversos grupos tém-se dedicado ao estudo dos transcritos produzidos por
seus genes. Como um conjunto diferente de genes se expressa em cada
tecido ou condig¢io, a caracterizacio de tais transcritos € também muito
trabalhosa. Porém, os tais transcritos correspondem apenas a 1,1% de
todo o genoma, pois, conforme discutido anteriormente, apenas 1,1%
do genoma humano corresponde aos éxons dos genes. Ao conjunto de
transcritos produzidos por um organismo da-se o nome transcritoma.

Uma outra importante abordagem atualmente utilizada visa a
estudar as proteinas apresentadas por um organismo. Assim como para os
transcritos, cada tecido ou condi¢do apresenta um conjunto de proteinas
diferente. Os trabalhos consistem em isolar e identificar cada uma dessas
proteinas. Ao conjunto de proteinas produzidas por um organismo da-se
o nome de proteoma.

As trés abordagens citadas anteriormente desempenham papéis
complementares no estudo dos genomas e seu funcionamento, pois
permitem a identificacdo dos genes, a caracterizagio de seus transcritos,
bem como as proteinas codificadas. Atualmente, tais projetos tém sido
desenvolvidos para muitas espécies, mas a maioria delas permanece
inexplorada. No decorrer dos préoximos anos, ou décadas, teremos a
oportunidade de acompanhar o avanco de tais descobertas e os impactos

sociais e econdmicos da aplicagao desses conhecimentos.
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No caso da espécie humana, espera-se que o conhecimento das
fungoes de todos os genes permita a identificacao das regides responsaveis
por todas as doengas genéticas, bem como os genes envolvidos com a
suscetibilidade ou resisténcia a doencas infecciosas. Estes resultados
permitirdo o desenvolvimento de terapias capazes de curar tais doengas.

Adicionalmente, o conhecimento dos genomas de um consideravel
numero de espécies dos diversos filos permitird a analise comparativa
de todas estas sequéncias, visando a identificar os genes presentes, ou
ausentes, em cada uma delas. Assim, espera-se determinar os genes
envolvidos com as caracteristicas morfoldgicas e funcionais que definem

cada espécie.

RESUMO

Nesta aula, vocé teve a oportunidade de aprender alguns aspectos acerca da
organizacao e complexidade dos genomas. Vimos que a maior complexidade funcional
dos genomas de eucariotos, em relagdo aos procariotos, resulta do maior nimero
de genes presentes. Adicionalmente, vimos que, em espécies filogeneticamente
préximas, o numero de genes é freqlientemente muito parecido, apesar de grandes
diferencas morfologicas serem observadas. Nesses casos, as diferencas ndo decorrem
do nimero de genes, mas da expressao diferencial dos mesmos.

As analises do genoma humano revelaram um numero relativamente pequeno
de genes, aproximadamente 35.000. Dentre as hipoteses formuladas para
explicar a discrepancia entre o nimero de genes e o niumero de funcdes
requeridas, vimos que a expressao diferencial de genes pode explicar, em parte,
tal discrepancia. Uma segunda hipoétese é a existéncia de emenda alternativa
de éxons em muitas espécies.

No ambito do contetdo de DNA, vocé teve a oportunidade de aprender que uma
consideravel porcdo do DNA repetitivo observado em eucariotos superiores é
composta por elementos de transposicdo ou seqiiéncias remanescentes destes.
A distribuicdo dos genes ndo é homogénea ao longo do genoma humano,
estando concentrados em determinadas regides dos cromossomos, separadas por
vastas regides ndo-codificadoras. Aproximadamente 75% do genoma humano

é composto por regides que nao contém genes, 24% é composto por 1,1% é
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composto por éxons. A compara¢ao de sequéncias do genoma de individuos
distintos da espécie humana revelou que o nivel de diferencas genéticas é de
aproximadamente 0,1%.

O conhecimento dos genomas se encontra em fase inicial. Apds o conhecimento das
sequéncias e identificacdo das regides codificadoras, tem inicio um grande desafio,
representado pelo estudo da regulacdo e da funcdo de cada gene. Paralelamente,

tém sido desenvolvidos projetos transcritoma e proteoma para muitas espécies.

EXERCICIOS
1. Eucariotos superiores apresentam complexidade morfoldgica e funcional muito
maior que a observada em procariotos. Explique a correlacdo entre tal diferenca

e o numero de genes presentes.

2. Individuos de espécies filogeneticamente muito préoximas possuem nimero de
genes muito similar. Como vocé poderia explicar as grandes diferencas morfolégicas

freqlientemente observadas?

3. O genoma humano possui um numero de genes relativamente pequeno em
relacdo as fun¢des requeridas pelo organismo. Qual o papel da emenda diferencial

de genes na complexidade funcional de humanos?

4. Qual a correlacdo entre a presenca de elementos de transposicao e a quantidade

de DNA repetitivo do genoma de eucariotos?
5. Qual a propor¢do do genoma humano composta por regies codificadoras?

6. Por que a analise dos dados do genoma humano revelou que nao faz sentido

agrupar os individuos da espécie humana em diferentes racas?

7. Além do conhecimento da seqUéncia de nucleotideos de um genoma e da
localizacdo de seus genes, que outras informa¢des devem ser obtidas para o

conhecimento da complexidade funcional de uma espécie?
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AUTO-AVALIACAO

Se vocé compreendeu o conteudo desta aula, ndo deve ter encontrado dificuldades
para responder aos exercicios. Esta aula enfocou detalhadamente os principais
aspectos inerentes ao genoma de eucariotos, com énfase no genoma humano.
Entretanto, lembre-se de que tais informacdes correspondem a uma pequena parte
de um conjunto imenso de descobertas realizadas atualmente. A cada dia, novas

informacgdes tém surgido acerca dos genomas, pois a ciéncia ndo para.
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Aula 24

1. Embora todas as células somaticas de um organismo eucarioto apresentem a mesma
constituicdo genética, nem todos os genes se expressam simultaneamente em todas
elas. Estima-se que apenas 10% dos genes se expressam em todos os tipos celulares
durante todo o tempo. Tais genes sdo denominados genes constitutivos. Os demais
tém sua expressdo regulada e, portanto, expressam-se apenas em determinados
tecidos ou condicbes. Assim, em cada tipo celular, um conjunto especifico de genes
se expressa, enquanto os demais permanecem inativos. A expressdo de genes
especificos em cada tipo celular resulta em caracteristicas morfoldgicas, funcionais

e de constituicao distinta.

Comentario: este exercicio fard com que vocé revise os conceitos relativos a
expressdo diferencial de genes e sua regulacdo em funcdo dos niveis, locais e

periodos de expressao.

2. Cascatas de regulacdo da expresséo génica sao processos coordenados de regulacdo
seqUiencial da expressdao de genes. Tal mecanismo é verificado para conjuntos de
genes que compdem circuitos pré-programados de expressdo, em que um evento
inicial ativa um conjunto de genes, dentre os quais alguns tém func¢do reguladora. Em
seguida, tais genes reguladores atuam tanto na ativacdo de um segundo conjunto de
genes quanto na inativacdo de genes do primeiro conjunto. Desse segundo conjunto
de genes, alguns sdo também reguladores, ativando a expressdo de um terceiro
conjunto de genes, e assim por diante. A ordem sequliencial da expressao destes genes

é, portanto, geneticamente pré-programada.

Comentario: este exercicio farda com que vocé revise as informacdes relativas a
expressao sequencial de genes e, conseqlentemente, estabeleca o conceito de

cascatas de expressdo génica.

3. Quanto a regulacdo da expressdo, os genes podem ser classificados em genes de
expressao constitutiva, genes de expressao tecido-especifica, genes de expressao
temporal e genes de expressdo induzivel. Genes de expressao constitutiva sdo aqueles
cuja expressao pode ser verificada em todos os tipos celulares, o tempo todo. Genes de
expressao tecido-especifica apresentam sua expressao restrita a determinados tecidos ou
tipos celulares. Genes de expressdao temporal expressam-se apenas durante determinado
periodo. Genes de expressao induzivel sdo aqueles cuja expressdo é ativada em resposta

a fatores ambientais, tais como frio, calor, ferimento, infec¢des etc.
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Comentdrio: este exercicio visa a que vocé fixe as informacdes relativas ao agrupamento

dos genes quanto ao seu padrao de regulacdo da expressao.

4. Para que ocorra a expressao de um gene de eucarioto, uma seqUéncia de varias
etapas deve ser concluida: transcricdo, processamento do transcrito, transporte para
o citoplasma, traducdo, modifica¢des do polipeptidio formado e enderecamento da
proteina para o compartimento celular apropriado. Mecanismos celulares que afetem
a eficiéncia de qualquer uma dessas etapas serdo, portanto, formas de regulacdo da

expressao génica.

Comentario: este exercicio fara com que vocé observe que a regulacdo da expressao
génica de eucariotos é composta de varias etapas distintas e que, em diferentes niveis,

todas elas podem ser reguladas.

5. O principal mecanismo de regula¢do da expressao génica em eucariotos é o controle
da transcricdo. Esta representa a forma mais econémica de regulacdo, pois, caso o
gene nao seja transcrito, as demais etapas da expressdo génica nao se verificam.
Existem dois mecanismos principais de regulacdo transcricional: o remodelamento da
cromatina, que define as regides do genoma que estarao disponiveis para a transcri¢do
e aregulacao através de proteinas reguladoras, que permite o controle da expressao

de cada gene, individualmente.

Comentario: com este exercicio vocé terd a oportunidade de revisar os conceitos gerais

de regulacédo, de modo a observar a importancia da regulacdo da transcricao.

6. Apods a transcricdo, o transcrito primario (pré-RNAm) deve ser processado,
transportado para o citoplasma e utilizado para a traducao. Tais etapas envolvem
varios processos que podem ser regulados. O processamento do transcrito envolve
varios eventos distintos, dentre os quais podemos destacar a adi¢do do capacete e
da cauda poliA, aretirada de introns e emenda dos éxons e a edi¢do do transcritos.
A ocorréncia de regulacdo destas etapas tem sido reportada, com énfase aos
mecanismos que permitem a “emenda alternativa de éxons” e os sistemas de
edicdo do transcrito. Tais mecanismos permitem a um mesmo gene a capacidade
de codificar diferentes formas da proteina. O transporte do RNAm formado para o
citoplasma também pode ser regulado. Ao chegar no citoplasma, cada RNAm possui
uma longevidade especifica (estabilidade). Mecanismos que aumentem ou reduzam
a suscetibilidade de um dado transcrito a degradacao representam também uma

forma de regulacao pés-transcricional.
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Comentario: Neste exercicio vocé terd a oportunidade de revisar os diferentes
mecanismos que atuam sobre a molécula de RNA apds a sua sintese e, conse-

guentemente, as formas através das quais os mesmos podem ser regulados.

7. Apés a traducdo (que também pode ser regulada), o polipeptidio formado precisa
ser corretamente processado para que seja enderecado ao compartimento celular
apropriado e constitua uma proteina biologicamente ativa. Esse processo envolve
varios mecanismos distintos: a clivagem de regides da proteina (sob a acdo de proteases
especificas), o enderecamento para os compartimentos e a adicdo de modificacdes
estruturais (adicdo de radicais). Todas essas etapas podem ser reguladas, afetando
a producdo da proteina ativa e, conseqlientemente, a expressdo do gene que a
codifica. As proteinas também possuem longevidade (estabilidade), periodo apés o
qual sdo degradadas. Mecanismos que afetam a estabilidade da proteina sédo formas

de regulacdo pos-traducional da expressao génica.

Comentario: este exercicio permitird a vocé revisar os varios mecanismos de regulacdo

que podem atuar apos a sintese dos polipeptidios.

Aula 25

1. Para que um gene seja transcrito, é necessario que sua regido reguladora esteja
acessivel ao complexo da transcricdo (fatores de transcricao e RNA polimerase ).
Quando uma regido do genoma se encontra altamente condensada, o acesso do
referido complexo protéico é inviabilizado. O remodelamento da cromatina, portanto,
é capaz de definir quais regides do genoma sado passiveis de serem transcritas. O
remodelamento da cromatina ndo esta relacionado apenas com os niveis mais elevados
de compactacdo da cromatina. A alteracao dos niveis de interacdo entre nucleossomos
adjacentes também resulta em remodelamento da cromatina, influenciando a

expressdo do gene.

Comentarios: para responder a tal questao, vocé necessitara dominar as informacoes
fornecidas sobre os niveis de compactacdo da cromatina e sua correlagdo com os

niveis de transcri¢cdo.

2. O principal mecanismo de modificagdo estrutural do DNA é o processo de metilagao.
A metilacdo consiste na adicdo de radicais metil as bases nitrogenadas citosinas
do DNA. O processo é desempenhado por enzimas DNA metiltransferases. Regides do

genoma onde o DNA é altamente metilado normalmente encontram-se condensadas.
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Existe forte correlacdo entre nivel de metilacdo de uma regido do genoma e o nivel
de atividade transcricional. De maneira geral, regides altamente metiladas sdo

transcricionalmente inativas.

Comentarios: o objetivo deste exercicio é que vocé correlacione os niveis de metilacdo

do DNA, o remodelamento da cromatina e a atividade transcricional.

3. Os trés principais mecanismos de modificacdo das proteinas histonas sdo a
acetilacdo, fosforilacdo e metilacdo que consistem na adicdo de radicais acetil,
fosfato ou metil, respectivamente. Tais modificacdes ocorrem em caudas amino-
terminais das histonas que se projetam para fora da estrutura do nucleossomo.
A presenca, ou auséncia, de tais modificacGes altera a capacidade de interacdo
entre nucleossomos adjacentes e, consequentemente, afeta o nivel de compactacao
da cromatina. Paralelamente, a presenca, ou auséncia, de tais modificacdes afeta
o acesso de proteinas reguladoras a uma dada regido do genoma. A atividade
transcricional é, portanto, afetada por duas vias: a primeira esta relacionada com
os niveis de compactacdo da cromatina, que pode facilitar ou dificultar o acesso
do complexo da transcricao em func¢do de seu nivel de condensacao; a segunda via
estd relacionada com a intera¢do com proteinas reguladoras, capazes de ativar ou

reprimir o acoplamento do complexo da transcricdo.

Comentario: este exercicio fara com que vocé relembre os mecanismos de modificacdo
das proteinas histonas e correlacione tais processos com a conformacao da cromatina

e a ativacdo da transcricao.

4. A ligacao de proteinas reguladoras pode exercer dois papéis contrastantes sobre
a transcricdo de um gene. Muitas dessas proteinas ativam o processo de transcricao,
pois facilitam o acesso do complexo da transcricdo ao promotor. Nesses casos, tais
proteinas sdo denominadas ativadores (ou proteinas ativadoras) da transcricdo.
Entretanto, determinadas proteinas reguladoras atuam prejudicando a transcri¢cdo
de gene, atenuando ou inviabilizando o acesso do complexo da RNA polimerase. Tais

proteinas sdo denominadas repressores (ou proteinas repressoras) da transcri¢do.

Comentario: este exercicio fara com que vocé estabeleca o conceito de que proteinas

reguladoras podem ativar ou reprimir a expressao génica.

5. As proteinas reguladoras possuem dois dominios principais denominados “Dominio
de ligacdo ao DNA" e "Dominio de ativa¢do (ou repressdo)”. O dominio de ligacdo ao
DNA desempenha o papel de reconhecer seqiiéncias de DNA especificas das regides
reguladoras de determinados genes. Tais seqUéncias sdo denominadas “sitios de

ligacdo”. O papel do “dominio de ativacdo” é realizar a interacdo com proteinas
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do complexo da transcricao (fatores de transcricdo), facilitando (no caso de proteinas
ativadoras) ou dificultando (no caso de proteinas repressoras) o acoplamento do

complexo da DNA polimerase II.

Comentario: este exercicio farda com que vocé revise o assunto relacionado aos

dominios que caracterizam as proteinas reguladoras.

Aula 26

1. Apds a descoberta de sua natureza fisica, ou seja, de sua localizacdo, o gene foi
definido como uma regiao especifica do cromossomo capaz de determinar ou afetar

uma Unica caracteristica ou fenétipo.

Esse conceito sofreu mudancas com o desenvolvimento da ciéncia. Primeiramente, a
proposicdo de Garrod, em 1908, de que os erros inatos do metabolismo eram herdados,
0 que sugeria a existéncia de uma relacdo entre o gene e a parte quimica do nosso
organismo. Anos mais tarde, em 1940, a partir de uma série de experimentos usando
o fungo Neurospora crassa como modelo, Beadle e Tatum propuseram a relacdo um
gene-uma enzima. Esta hipdtese foi prontamente aceita, mas foi alterada para um
gene-uma proteina e depois para um gene—-um polipeptideo. Hoje em dia o conceito
aceito é o de que gene é uma seqliéncia de nucleotideos que determina a sintese de

moléculas com funcdo celular especifica.

2. Sabemos que os eventos mutacionais ocorrem espontaneamente, mas a uma taxa
muito baixa, o que reduz a probabilidade de isolamento de mutantes de qualquer
organismo com caracteristicas desejadas. O estudo de Beadle e Tatum dificilmente
teria sido realizado sem a exposicdo de esporos do fungo Neurospora a raios X.
De fato, a utilizacdo de agentes mutagénicos contribuiu consideravelmente para
as conquistas na area da Genética, uma vez que, ao aumentar a taxa de mutacéo,
aumenta a probabilidade de se isolar mutantes, que foram e ainda sdo fundamentais

para o entendimento dos processos celulares.

3. A partir da Figura 26.7 é possivel se saber que aminoacidos sdo codificados por
todos os cédons. A Figura 26.8 também poderia ser utilizada, mas é menos indicada

para a resolucdo deste exercicio.
CGG - arginina (Arg ou R)
UAC - tirosina (Tyr ou Y)

GGA - glicina (Gly ou G)
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ACU - treonina (Thr ou T)
UCA - serina (Ser ou S)

GCG - alanina (Ala ou A)
UUA - leucina (Leu ou L)
AAU - asparagina (Asn ou N)

4. AFigura 26.8 é a mais indicada para se saber os codons que codificam um aminoacido

especifico. Entretanto, a Figura 26.7 também pode ser utilizada.
arginina — AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, CGU
histidina — CAC, CAU
metionina — AUG
prolina — CCA, CCC, CCG, CCU
triptofano - UGG
valina - GUA, GUC, GUG, GUU

5. Cada aminoacido é codificado por uma trinca de nucleotideos presente no mRNA,
que é sintetizado a partir de um molde de DNA. Portanto, quando se pretende
introduzir qualquer alteracdo em uma proteina, deve-se introduzir uma alteracdo no
gene (DNA) que a codifica. E importante lembrar que o mRNA é apenas o carreador
da informac¢do genética, armazenada sob a forma de DNA, do nucleo das células

eucaridticas para o citoplasma, onde ocorre a sintese protéica.

Se cada aminoacido é codificado por uma trinca de bases e se o objetivo é eliminar
trés aminoacidos da cadeia polipeptidica, sera necessaria a dele¢cdo de trés trincas
correspondentes aos aminoacidos a serem eliminados, ou seja, de nove pares de bases
do DNA. Este DNA servira de molde para a sintese de uma molécula de mRNA com
trés trincas a menos, que, entdo, determinara a sintese de uma proteina com menos
trés aminoacidos. Qualquer nimero diferente de trés ou multiplo de trés causara
uma mudanca no quadro de leitura, podendo resultar em sintese de uma proteina
menor devido ao surgimento precoce de um cédon de terminagdo. Em geral, nesses

casos, a proteina é inativa, portanto, ndo-funcional.
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Aula 27

1. Consideramos sintese de proteinas o processo que resulta em formacdo de uma
molécula funcional. Isso porque muitas proteinas funcionais sdo compostas por
mais de uma cadeia polipeptidica, além de necessitarem de um arranjo espacial
especifico dessas cadeias. Portanto, a sintese de proteinas engloba a ativacdo dos
aminodacidos, o processo de traducdo — que consiste na sintese da cadeia polipeptidica
propriamente dita e ocorre em trés estagios, iniciacdo, alongamento e terminacao

— e o processamento pés-traducional.

2. a) F. Aseqiiéncia de aminoacidos em uma cadeia polipeptidica é determinada pela

seqiéncia de cédons no mRNA em um processo chamado traducao.

b) F. Uma parte da molécula de tRNA contém um anticédon de trés bases que é

complementar ao c6édon apropriado no mRNA.
o V.
d) v.

3. O mRNA eucariético codifica apenas uma proteina e apresenta a extremidade 5'cap,
caracterizada pela presenca da 7-metil guanosina, que representa o sitio de ligacao
do ribossomo. J4 o mRNA procariético pode codificar varias proteinas e apresenta
seqUéncias de Shine-Dalgarno, uma para cada uma das proteinas codificadas, que

correspondem ao sitio de ligacdo do ribossomo.

4. Os tRNAs sdo conhecidos como os adaptadores do processo de traducdo. Isso
porque sdo as moléculas que levam o aminoacido correto para o local de sintese. Para
desempenhar esse papel, um tRNA deve ser reconhecido por uma enzima especifica,
que adiciona o aminodcido ativado correto, e pelos ribossomos, para se posicionar
corretamente em relacdo ao mRNA, a fim de parear com o cédon que especifica o

aminoacido ligado a ele.

5. A ativacdo dos aminoacidos consiste em duas reacdes catalisadas pelas aminoacil-
tRNA sintetases. A primeira envolve a liga¢do entre um aminoacido, o AMP, com
formacao de aminoacil-AMP. A segunda tem como substratos o aminoacil-AMP e o
tRNA especifico a este aminoacido, resultando em 3’ ou 2’-aminoacil-tRNA. O esquema

resumido encontra-se na Figura 27.13.
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Aula 28

1. Oinicio da traducdo sempre se da com as duas subunidades ribossomais separadas,
0 que é possivel com a participacao de fatores especificos, e termina com a hidrolise

de GTP e associacdo da subunidade maior.

As caracterisiticas marcantes dos mRNAs de procariotos e eucariotos determinam as
diferencas observadas na etapa inicial de formacdo do complexo de iniciacdo nesses
organismos. Além disso, em eucariotos, o processo conta com a participacdo de um

numero maior de fatores de iniciacdo.

Em procariotos, o processo se inicia com a ligacdo da subunidade 30S com o fator
de iniciacdo IF-3, o que impede a ligacdo precoce entre as subunidades 30S e 50S. A
dissociacdo das duas subunidades ribossomais é, ainda, favorecida pela ligacdo de
IF-1 a porcdo da subunidade 30S correspondente ao sitio A. Em seguida, observa-se a
ligacdo do mRNA a subunidade menor do ribossoma, com o posicionamento correto
do cédon de iniciacdo na parte da subunidade 30S correspondente ao sitio P e a
formacao do complexo constituido pela subunidade 30S, por IF-3 e pelo mRNA. Esse
complexo se torna ainda maior com a ligacdo de IF-2 previamente ligado ao GTP e ao
fMet-tRNA™et, Por fim, esse complexo grande se associa a subunidade ribossomal 508,
estimulando a hidrélise de GTP pelo IF2 e liberacdo de IF-1 e IF-3. Dessa forma, em
procarioto, o complexo de inicia¢do é formado pelo ribossomo 70S, contendo o mRNA
e o iniciador fMet-tRNA™et, que ocupa o sitio P. O sitio A esta posicionado para receber

o aminoacil-tRNA carregando o segundo aminodcido da cadeia polipeptidica.

Ja em eucariotos, o processo se inicia com a ligacdo do complexo elF-4F a extremidade
5’ cap do mRNA, o que contribui para o desenovelamento de estruturas secundarias
dessa molécula. Outro fator, o elF-3, mantém a subunidade 40S dissociada e promove
sua ligacdo, através da regido correspondente ao sitio P, com o complexo ternério
formado pelo Met-tRNA V! e elF-2 ligado ao GTP. Esse complexo maior, constituido pela
subunidade 40S, elF-s, GTP e Met-tRNAM*, liga-se a extremidade 5" do mRNA com o
auxilio de iniumeros fatores. O mRNA &, entao, explorado para localizacdo do primeiro
AUG, que sinaliza o inicio da fase de leitura. Assim, a subunidade 40S do ribossomo se
posiciona no AUG iniciador na seqliéncia apropriada de nucleotideos flanqueadores.
Por fim, com a hidrélise do GTP, ocorre a montagem do complexo de iniciacdo completo,

constituido pelo ribossomo 80S ligado ao Met-tRNAMt e a0 mRNA.
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2. a) F. O metionil-tRNA M aparece no sitio P.
b) V.

¢) F. O metionil-tRNAMet ¢ usado na incorporacao de metionina posicionado na parte

interna da cadeia polipeptidica.
d) F. O mRNA se associa primeiramente com a subunidade 40S.

3. E. O fMet-tRNA M é especifico para procariotos. Todos os outros itens sdo necessarios

para a traducdo em procariotos e eucariotos.

4. a) F. O aminoacil-tRNA carregando o aminoacido a ser incorporado na cadeia

polipeptidica se liga ao sitio A.

b) F. A reacdo de formacao da ligacdo peptidica ndo requer energia oriunda da
hidrolise de GTP.

V.
d) F. A estreptomicina bloqueia a formac¢do do complexo de iniciacdo de tradugao.

5. Porque a puromicina apresenta uma estrutura similar a tirosinil-tRNA, podendo
ser incorporada erroneamente durante a tradu¢do, o que causa uma terminac¢do

prematura.

Aula 29

1. Vimos que, ap6s a traducao, as proteinas sofrem iniUmeras modifica¢des, incluindo
clivagens proteoliticas. Todos os polipeptideos recém-sintetizados em procariotos tém
o grupamento formil retirado por uma desformilase. Muitos deles sofrem ainda a
acdo de uma amino peptidase que retira um ou poucos residuos do terminal amino.

Assim, nem todas as proteinas bacterianas apresentam metionina neste terminal.

2. E. Durante o processamento da pré-pré-insulina, as seguintes etapas ocorrem, nesta
sequiéncia: remocao do peptideo sinal, formacao de ponte dissulfeto, remocao de um
peptideo de uma regido interna da cadeia e dobramento da estrutura resultando na
conformacao funcional. A formacao de y-carboxiglutamato é caracteristica da sintese

de alguns fatores de coagulacéo.
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3. O principal elemento de sinalizacdo é a seqtiéncia sinal (ou lider), também chamada
peptideo sinal. Essa seqiiéncia sinalizadora é responsavel pelo direcionamento do
polipeptideo a um local especifico na célula, sendo geralmente removida durante o

processo de transporte ou quando o polipeptideo atinge seu destino final.

4. Relembrando as aulas de Biologia Celular sobre a constituicdo das membranas
celulares, entendemos que a presenca dos residuos hidrofébicos é fundamental para
o transporte das proteinas. Esses residuos podem, portanto, direcionar a proteina ao

compartimento apropriado e iniciar sua penetra¢do nas membranas.

Aula 30

1. O genoma de uma espécie corresponde ao conjunto de todo o material genético
presente em suas células. O genoma, portanto, inclui ndo apenas os genes, mas também
diversas regides ndo-codificadoras, que sdo componentes do material genético. Assim,
a definicdo apropriada para genoma é o conjunto de todo o material genético que

caracteriza uma espécie.

Comentdrio: este exercicio fard com que vocé revise a definicdo do termo genoma,
considerando a existéncia de muitas outras seqiéncias de DNA, além dos genes,

dentre o material genético de cada organismo.

2. O tamanho do genoma de uma espécie refere-se ao conteudo de DNA (Valor-C)
que ele possui. Tal valor pode ser medido em pares de bases. A complexidade de um

genoma refere-se ao niumero de genes diferentes presentes nele.

Comentario: para responder a esta questdo, vocé deve ter assimilado as diferencas

entre os dois termos conforme apresentados no inicio desta aula.

3. A correlacéo entre o conteldo de DNA do genoma hapléide e a complexidade
funcional dos organismos pode ser facilmente verificada em procariotos. Ao
analisarmos o contetdo de DNA do genoma das espécies pertencentes a tais filos,
percebemos uma correla¢do direta entre complexidade funcional dos organismos e

contetido de DNA de seus genomas.

Em eucariotos, entretanto, tal correlacdo nédo é verificada, pois espécies com
niveis similares de complexidade funcional podem apresentar conteidos de DNA
completamente distintos em seus genomas. Paralelamente, espécies com niveis de
complexidade funcional completamente distintos podem apresentar conteudos

de DNA similares em seus genomas.
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Comentario: ao responder a esta questdo, vocé tera a oportunidade de revisar as
correlagdes entre a complexidade funcional dos organismos e o conteido de DNA

em seus genomas, nos diferentes filos.

4. Os ensaios de cinética de reassociacdo baseiam-se no principio de que, em uma
mistura de fragmentos de DNA, previamente desnaturados termicamente, a posterior
reassociacdo das moléculas dependera da probabilidade de cada fragmento fita-
simples encontrar sua fita complementar. Tal evento ocorre ao acaso. Se, entretanto,
houver varias copias de um dado fragmento, as chances de que suas fitas encontrem
uma fita complementar serda aumentada, elevando, com isso, a velocidade de
reassociacdo. Em outras palavras, quanto maior a quantidade de cépias de um dado
fragmento, maior sera sua velocidade de reassociacdo. Portanto, tais ensaios permitem
estimar a presenca de DNA repetitivo em um genoma, pois a fracdo de fragmentos

que possuem varias copias apresentara maior velocidade de reassociacao.

Comentario: este exercicio fara com que vocé revise os principios envolvidos nos
ensaios de cinética de reassociacdo de fragmentos de DNA, de modo a entender o

método de determinacao de fracdes de DNA repetitivo nos diferentes genomas.

5. Uma consideravel parcela do genoma de eucariotos superiores é composta por
DNA repetitivo. Determinadas espécies chegam a apresentar mais de 80% de DNA
repetitivo em seu genoma. Em eucariotos inferiores, a proporcdo de DNA repetitivo
€ bem menor, ndo ultrapassando 20% do genoma. Organismos procariotos nao

possuem DNA repetitivo.

Comentario: para responder a esta questdo, vocé devera revisar as informacoes

referentes a presenca de DNA repetitivo nos genomas dos diferentes organismos.

6. Ndo. Embora a grande maioria dos genes de eucariotos esteja contida na fracdo de
DNA nao-repetitivo, existem diversas seqiéncias de DNA nado-repetitivo que ndo sdao
genes. Tais seqUéncias podem ser regides intergénicas, ou seja, seqiiéncias de DNA
localizadas entre dois genes adjacentes. No genoma de procariotos, por exemplo,
todo o genoma é composto por DNA ndo-repetitivo, mas apenas uma parcela dele

é representada por genes.

Comentario: neste exercicio, vocé devera revisar as informacdes acerca da fracdo de

DNA nao-repetitivo dos genomas.

7. Mitocondrias e cloroplastos possuem genomas circulares, existindo varias cépias
do genoma por organela. Os genes presentes codificam para os RNAs ribossémicos

e transportadores e para apenas algumas das proteinas requeridas pela organela.
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As demais proteinas sdo codificadas pelo nucleo, sendo enderecadas para a organela

apos serem sintetizadas.

Genomas de mitocondrias variam amplamente de tamanho entre 16,5kb, em
mamiferos, e 570kb, em plantas superiores. Genomas de cloroplastos variam entre
120 e 200kb.

Comentario: neste exercicio, vocé devera rever as informacdes relativas as caracteristicas

gerais dos genomas de cloroplastos e mitocondrias.

Aula 31

1. Para que um organismo apresente maior complexidade funcional e morfolégica, ele
devera possuir genes que coordenem tais caracteristicas. De fato, o nimero de genes
presentes em eucariotos superiores € muito maior que o observado em procariotos.
Por exemplo, o genoma humano possui aproximadamente 10 vezes mais genes que

0 genoma da bactéria E. coli.

Comentario: este exercicio fard com que vocé revise as informagdes referentes a
correlacdo entre numero e tamanho médio de genes e a complexidade funcional

dos organismos.

2. As diferencas morfologicas ndo dependem apenas da presenca ou auséncia de
genes. Muitas vezes, a regulacdo diferencial de um mesmo conjunto de genes pode
resultar em fendtipos completamente distintos. Nesses casos, a acdo de proteinas
regulatorias é crucial para a morfogénese. Assim, a presenca, ou auséncia, de uns
poucos genes reguladores pode resultar em grande variacdo fenotipica e, muitas

vezes, funcional entre duas espécies.

Comentario: para responder a esta questao, vocé deve revisar os conceitos relativos

a expressao diferencial de genes e seu papel na morfologia dos individuos.

3. O numero restrito de genes no genoma humano exige a existéncia de mecanismos que
elevem sua complexidade funcional. Assim, a regulacdo diferencial dos genes presentes
passa a ter um papel importantissimo. Dentre estes mecanismos, a emenda alternativa
de éxons desempenha um papel crucial. A analise do genoma humano tem permitido
estimar que aproximadamente 40% dos genes sejam regulados por emenda alternativa
de éxons. Assim, tais genes podem gerar transcritos e, conseqlentemente, proteinas
diferentes em func¢éo do tecido, condicdo ou estagio de desenvolvimento. Este processo
permite que diferentes fun¢des sejam desempenhadas por cada gene, resultando na

amplificacdo do numero de proteinas distintas codificadas pelo genoma.
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Comentario: este exercicio fard com que vocé revise as informacoes referentes aos
mecanismos de emenda alternativa de éxons e o seu papel na geracao de proteinas
distintas a partir de um mesmo gene. Em seguida, vocé deve associar tais informacdes

com a complexidade funcional dos organismos.

4. Dados fornecidos pela anélise do genoma humano, bem como dos genomas de
plantas, tém revelado que grande parte do DNA repetitivo de eucariotos é composta
por elementos de transposicdo ou seqliéncias remanescentes destes. Na espécie

humana, por exemplo, 50% do genoma é composto por tais seqiiéncias.

Comentario: para responder a este exercicio, vocé devera revisar os conceitos relativos
a elementos de transposicdo, bem como a participacdo destes na composi¢do dos

genomas de eucariotos.

5. A analise do genoma humano revelou que 75% do nosso genoma é composto
por regides que ndo contém genes, 24% do genoma é representado por introns e
apenas 1,1% do genoma é composto por éxons. Portanto, apenas 1,1 % do genoma
de humanos codifica proteinas, enquanto os demais 98,9% sdao compostos por introns

e regides ndo-codificadoras.

Comentério: este exercicio fara com que vocé fixe as informagdes relativas as

propor¢des entre regides codificadoras e ndo-codificadoras do genoma humano.

6. A comparacao das sequéncias de DNA dos genomas de individuos da espécie humana
revelou niveis de diferencas inferiores a 0,1% dos nucleotideos. Niveis similares foram
obtidos quando os individuos analisados pertenciam a uma mesma “raca” ou quando
eram de “racas” diferentes. Assim, ficou evidenciado que o conceito de “raca” nao se
aplica a espécie humana, pois individuos da mesma raca sdo tdo parecidos entre si (99,9%

de identidade de sequéncia de nucleotideos) quanto individuos de racas distintas.

Comentério: para desenvolver este exercicio, vocé devera rever as informacoes relativas

a similaridade genémica entre individuos de uma mesma espécie.

7. Apds a obtencdo da seqliéncia de nucleotideos de um genoma e a localizacdo
das regides codificadoras, um importante passo é a caracterizacdo da regulacdo e
da funcdo de cada gene. A determinacdo de tais informacdes sera essencial para o
estudo da expressao coordenada destes genes, bem como a interacdo entre seus

produtos e o ambiente.

Comentario: este exercicio fara vocé revisar a importancia de se conhecer as seqéncias

de nucleotideos dos genomas e a funcdo dos genes neles presentes.
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