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células vivas.
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O DNA é transcrito pela enzima RNA polimerase

As RNA-polimerases catalisam a formacao de ligacoes fosfodiéster que conectam os
nucleotideos entre si, formando uma cadeia linear na dire¢ao 5’ para 3’;

Os substratos sao os trifosfatos de nucleosideos (ATP, CTP, GTP e UTP);
Taxa de um erro a cada 10 nucleotideos copiados;

Possuem um pequeno mecanismo de corre¢ao;
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As células possuem diversos tipos de RNAs

Tabela 6-1 Principais tipos de RNA produzidos nas células

mRNAs RNAs mensageiros, codificam proteinas.

rRNAs RNAs ribossomais, formam a estrutura basica do ribossomo e catalisam

. a sintese proteica.

tRNAs RNAs transportadores, elementos essenciais para a sintese proteica,
funcionando como adaptadores entre o mRNA e os aminoacidos.

snRNAs pequenos RNAs nucleares, atuam em uma série de processos nucleares,
incluindo o splicing do pré-mRNA.

snoRNAs Pequenos RNAs nucleolares, utilizados para processar e modificar
quimicamente os rRNAs.

scaRNAs Pequenos RNAs de Cajal, usados para modificar snoRNAs e snRNAs.

miRNAs microRNAs, regulam a expressao génica tipicamente pelo bloqueio da
tradugao de mRNAs selecionados.

siRNAs Pequenos RNAs de interferéncia, desligam a expressao de genes pela

degradagao direta de mRNAs selecionados e pelo estabelecimento de
estruturas de cromatina compacta.
Outros RNAs Atuam em diversos processos celulares, incluindo a sintese de
nao-codificantes telobmeros, a inativagao do cromossomo X e o transporte de proteinas
para o reticulo endoplasmatico.



Os sinais codificados no DNA indicam a RNA-polimerase
onde iniciar e onde terminar

A RNA-polimerase bacteriana é um complexo de multiplas subunidades;

A subunidade chamada fator sigma (o) indica onde iniciar a transcrigao, pois reconhece o
promotor;

O sinal de terminagao consiste de uma sequéncia de nucleotideos A-T, precedida por uma
sequéncia de DNA duplamente simétrica, a qual, quando transcrita dobra-se em uma
estrutura em “grampo de cabelo”;
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A iniciag¢ao da transcricao em eucariotos necessita de varias
proteinas

* Os eucariotos possuem 3 RNA-polimerases: RNA-polimerase I, RNA-polimerase Il e RNA-
polimerase lli;

Tabela 6-2 As trés RNA-polimerases de células eucaridticas

RNA-polimerase | Genes do rRNA 5,8S, 18S e 28S.

RNA-polimerase || - Todos os genes que codificam proteinas, além de genes que
codificam snoRNA, miRNA, siRNA e a maioria dos genes de
snRNA. |

RNA-polimerase llI Genes de tRNA, rRNA 55, alguns snRNA e genes de outros
pequenos RNAs.

Os rRNAs sao nomeados de acordo com seus valores “S’, que se referem a taxa de sedimentacao em ultrag g
trifuga. Quanto maior o valor S, maior o rRNA.



A iniciacao da transcricao em eucariotos necessita de varias
proteinas

* As RNA-polimerases eucaridticas necessitam de diversas proteinas adicionais,
coletivamente denominadas fatores gerais de transcrigdo;

e Ajudam a posicionar corretamente a RNA-polimerase no promotor e auxiliam na
separacao das duas fitas de DNA;

* Sao necessarios em praticamente todos os promotores que utilizam a RNA-polimerase Il;

 Sao designados TFIl (fator de transcricdo para a polimerase Il) e recebem nomes
arbitrarios de TFIIB, TFIID etc;

Tabela 6-3 Os fatores gerais de transcricao necessarios a iniciagao da transcricao pela RNA-polimerase Il eucariética

Ndmero de
Nome subunidades Fungoes na iniciagao da transcricao
TFID
Subunidade TBP 1 Reconhece o TATA box.
Subunidades TAF ~11 Reconhece outras sequéncias de DNA préximas ao ponto de inicio da transcricao; regula a
ligacao ao DNA pela TBP.
TFIIB 1 Reconhece o elemento BRE nos promotores; posiciona com exatidao a RNA-polimerase no sitio
de inicio da transcri¢ao.
TFIIF 3 Estabiliza a interacao da RNA-polimerase com TBP e TFIIB; auxilia a atrair TFIIE e TFIIH.
TFIE 2 Atrai e regula TFIIH.
TFIIH 9 Desespiraliza o DNA no sitio de inicio da transcrigao, fosforila a Ser5 do CTD da RNA-polimerase;

libera a RNA-polimerase do promotor.



A iniciacao da transcricao em eucariotos necessita de varias
proteinas
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A iniciag¢ao da transcricao em eucariotos necessita de varias
proteinas
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A extensao da transcricao em eucariotos esta fortemente
associada ao processamento de RNA

As modifica¢coes nas extremidades permitem permite que a célula verifique se ambas
as extremidades de uma molécula de mRNA estao presentes;
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A extensao da transcricao em eucariotos esta fortemente
associada ao processamento de RNA
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A extensao da transcricao em eucariotos esta fortemente
associada ao processamento de RNA

* A magquinaria de splicing do RNA é composta por 5 moléculas de RNA e cerca de 200
proteinas;

* Cada evento de splicing remove um intron por meio de duas reagdoes sequenciais de
transferéncia de fosforil, conhecidas como transesterificagdes, as quais unem dois
éxons, enquanto removem um intron sob a forma de um “lago”;
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O splicing do RNA é realizado pelo spliceossomo

As etapas-chave do splicing do RNA sao realizadas por moléculas de RNA e nao proteinas;
Pequenas moléculas especializadas de RNA (snRNAs - pequenos RNAs nucleares)
reconhecem as sequéncias nucleotidicas que especificam onde o splicing deve ocorrer e

também participam da quimica do splicing (U1, U2, U4, U5 e U6);

Cada uma snRNA é complexado com pelo menos 7 subunidades protéicas para formar
uma snRNP;

As snRNPs formam o cerne do spliceossomo;



O splicing do RNA é realizado pelo spliceossomo

Sitio de splicing 5" Sitio de splicing 3'
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Outras propriedades do pré-RNA e sua sintese auxiliam a
explicara escolha dos sitios adequados de splicing
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O splicing no RNA catalisado pelo spliceossomo
provavelmente evoluiu a partir de mecanismos de

auto-splicing
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As enzimas de processamento do RNA geram a
extremidade 3’ dos mRNAs de eucariotos
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Os mMRNA maduros sao seletivamente exportados do
nucleo
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Sintese protéica

As principais estruturas envolvidas na sintese protéica sao: mMRNA, tRNAs
aminoacilados e ribossomos contendo rRNAs;

O processo de traducao pode ser dividido em 3 estagios: iniciacdao, alongamento e
terminacao;

Metionil-tRNAMet reconhece o cédon inicial AUG;

O cédon AUG para metionina funciona como cdédon inicial na grande maioria dos
MRNAS;

Formation of
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Sintese protéica

Procariotos e eucariotos contém 2 diferentes metioninas tRNAs: tRNAMet pode iniciar a
sintese protéica, enquanto tRNAMet somente pode incorporar metionina em uma
cadeia protéica crescente.

A mesma aminoacil-tRNA sintetase (MetRS) adiciona ambos tRNAs com metionina,
mas somente Met-tRNAMet pode ligar-se ao sitio apropriado na subunidade ribossomal
pequena, o sitio P, para iniciar a sintese de uma cadeia polipeptidica;

O aminoacil-tRNAMet e todos os outros tRNAs carregados sdo capazes de ligar-se
somente ao outro sitio ribossomal, sitio A.

O coédigo genético é degenerado, pois mais de uma trinca de bases pode codificar o
mesmo aminoacido: Ex. glicina (GLY) é codificada por GGG, GGC, GGA e GGU;
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Sintese protéica
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Sintese protéica

* O inicio da traducdo ocorre no cédon AUG mais proximo da
regiao 5’ de uma molécula de mRNA;

* No primeiro estagio da traducao ocorre a montagem do
ribossomo complexado com uma molécula de mRNA e um
tRNA iniciador ativado corretamente posicionado no cddon
de inicio.

e As subunidades ribossomais grande e pequena sao mantidas
separadas devido a ligacdo de 2 fatores de iniciacao,
chamados elF3 e elF6, em eucariotos;

p FIGURE 4-25 Initiation of translation in eukaryotes.
{irset] When a ribosome dissociates at the termination of
translation, the 405 and 605 subunits associate with initiation
factors elF3 and elF5, forming complexes that can initiate
another round of translation. Stepslll andB: Sequential addition
of the indicated components to the 405 subunit-elF3 complex
forms the initiation complex. StepBl Scanning of the mRMNA by
the associated initiation complex leads to positioning of the
small subunit and bound Met-tRNAM® at the start codon.

Step B Association of the large subunit (505) forms an 805
ribosome ready to translate the mRNA. Two initiation factors, elF2
(steplll) and elF5 (stepEl) are GTP-binding proteins, whose bownd
GTP is hydrolyzed during translation initiation. The precise time
at which particular initiation factors are released is not yet well
characterized. See the text for details. |Acaptea from R. Menoez
and J. [ Richter, 2001, Msture Rev Mol Cal Biol 2:521)
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Sintese protéica

* O complexo de pré-iniciagdo da traducao é
formado quando o complexo subunidade 40S —
elF3 liga-se por meio de elF1A a um complexo
ternario (aminoacil-tRNAMet elF2 e GTP);

* As células podem regular a sintese de proteinas
por meio da fosforilacao de um residuo de serina
no elF2 ligado ao GDP;

* O complexo fosforilado é incapaz de trocar o
GDP por GTP e nao pode ligar ao aminoacil-
tRNAMet inibindo, assim, a sintese protéica;
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Sintese protéica

* Para a iniciacao da traducao, o complexo mRNA-
elF4 associa-se com o complexo de pré-iniciacao,
formando, entao o complexo de iniciacao;

* O complexo de iniciacao desliza ao longo do
MRNA devido a atividade helicase do elF4A, que
usa a energia da hidrolise do ATP para desenrolar
a estrutura secundaria do RNA;

* O reconhecimento do coédon de inicio conduz a
hidrolise do GTP associado ao elF2;
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Sintese protéica

A selecao do cédon AUG de iniciacao € facilitada por
nucleotideos especificos chamados de sequéncia de kozak
(Marily Kozak): (5)ACCAUGG (3);

Uma vez que a subunidade ribossomal pequena com seu
aminoacil-tRNAMet ligado esteja corretamente posicionada
no codon de iniciacdo, a uniao com a subunidade ribossomal
grande (60S) completa a formacdo do ribossomo 80S;

A formacgao do ribossomo 80S requer a agao de um outro
fator (elF5) e a hidrdlise de um GTP associado a ele. Isso
permite com que as subunidades ribossomais nao se
dissociem até que a molécula de mRNA inteira seja
traduzida e a sintese protéica seja terminada;

Quando ocorre o correto posicionamento do complexo
ribossomo 80S — Met-tRNAMet pode ser dado inicio a
traducao do mRNA;
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Sintese protéica

Durante a etapa de alongamento, a cadeia polipeptidica
permanece ligada ao tRNA no sitio P do ribossomo;

Assim como no caso da iniciacao, fatores de
alongamento (EFs — EFtu e EFg em procariotos e EF1 e
EF2 em eucariotos) sao necessarios para a alongamento
das cadeias polipeptidicas;

Os passos-chave do processo de alongamento sao a
entrada de aminoacil-tRNAs sucessivos, formacao de
pontes peptidicas e o movimento (transloca¢ao) do
ribossomo um codon a frente no mRNA;

O passo de translocacao ao longo do mRNA é promovido
pela hidrdlise do GTP;

%{.w

Entry of next 1] *GTP

aa-tRNA at GTP
A site

GTP hydrolysis,

rnibosome
conformational n @'GDP +B
change

Peptide bond
formation E

Ribosome
translocation




Sintese protéica

e O estagio final da traducao, assim como a
iniciacao e alongamento, requer sinais
moleculares altamente especificos que decidem
o destino do complexo mRNA - ribossomo -
peptidil-tRNA;

 Em eucariotos, sabe-se que fatores de liberacao
atuam no final da traducao;

e O fator eRF1, cujo formato é similar ao de Mﬁgo

tRNAs, aparentemente age por meio da ligacao
ao sitio ribossomal A e reconhecimento do J

, A FIGURE 4.-29 Termination of translation in eukaryotes.
COd O n d e pa ra d a . When a ribosome bearing a nascent protein chain reaches a
) stop codon (UAA, UGA, UAG), release factor eRF1 enters the
ribosomal complex, probably at or near the A site together with
eRF3-GTR Hydrolysis of the bound GTP is accompanied by
cleavage of the peptide chain from the tRNA in the P site and
release of the tRNAs and the two ribosomal subunits
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e O fator de liberacao eRF3, que € uma proteina
que se liga a GTP, age conjuntamente com eRF1
para promover a clivagem do peptidil-tRNA,
liberando, assim, a cadeia polipeptidica;

* A proteina recém-sintetizada enovela-se na sua
conformacao tridimensional nativa por meio da
ajuda de chaperonas.

* Fatores de liberacao adicionais promovem a
dissociacao dos ribossomos, liberacao das
subunidades, do mMRNA e do tRNA terminal;

-
cleavage }‘ eRF1 + eRF3-GDP + P,

A FIGURE 4-29 Termination of translation in eukaryotes.
When a ribosome bearing a nascent protein chain reaches a
stop codon (UAA, UGA, UAG), release factor eRF1 enters the
ribosomal complex, probably at or near the A site together with
eRF3-GTR. Hydrolysis of the bound GTP is accompanied by
cleavage of the peptide chain from the tRNA in the P site and
release of the tRNAs and the two ribosomal subunits
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- FIGURE 4-31 Model of protein synthesis on
circular polysomes and recycling of ribosomal
subunits. Multiple individual nbosomes can
simultansously translate a eukaryotic mEMA, shown
here in circular form stabilized by inberactions between
proteins bound at the 37 and 57 ends. When &
ribosome completes translation and dissociates from
thie 3" end, the separated subwnits can rapidly find the
nmearby &' cap ﬂmIG] and initiate another round of
synithesis.




