Expressao génica humana

8.1 Uma visao geral da expressao génica em

células humanas

Os mecanismos de controle utilizados para regular a expressao
génica humana sdo fundamentalmente semelhantes aqueles en-
contrados em outros mamiferos e geralmente se assemelham
aos dos eucariotos em geral. Embora muito mais complexos do
que mecanismos equivalentes em organismos com genomas pe-
quenos, muitos dos mesmos principios basicos se aplicam e, co-
mo em outros eucariotos, o principal nivel de controle da ex-
pressdo génica é a iniciagdo da transcricdo. Os mamiferos sao
organismos multicelulares especialmente complexos e, por isso,
talvez ndo seja surpreendente que existam alguns mecanismos
de controle genético que ndo sdo utilizados em bactéria ou em
alguns outros eucariotos. Varios mecanismos reguladores sao
necessdrios para manter as muitas faces diferentes da expressdo
génica de mamiferos nos niveis espacial e temporal (Quadro
8.1). Embora simplista, é conveniente considerar-se trés amplos
niveis nos quais a regulagdo génica pode operar.

Regulagio da expressdo génica simultdnea a transcricao
Ha muito tempo temos nos acostumado com a idéia de que um
primeiro controle da regulagio génica em eucariotos ocorre em
nivel da iniciagdo da transcrigdo. A regulagdo da expressao géni-
ca pode ocorrer por meio da regido promotora central de um ge-
ne, em nivel do recrutamento e processabilidade da RNA-poli-
merase relacionada. A expressdo de genes € iniciada pela liga-
cdo de fatores de transcricio ao promotor. Niveis basais de
transcri¢do podem ser modulados pela ligagao de fatores protéi-
cos a outras regides reguladoras que ocorrem em sequéncias
que flanqueiam o gene, ou algumas vezes no interior de introns
do gene.

Regulacdo da expressdo génica posterior a transcrigdo

Essa categoria coincide com a se¢do anterior, uma vez que inclui
mecanismos que operam em nivel do processamento do RNA,
tal como o encadeamento (splicing) do RNA, o qual pode ser
considerado como simultineo a transcricdo em vez de posterior
a transcrico (Steinmetz, 1997). Além do processamento do

RNA, outros niveis nos quais o controle da expressao génica po-
de ser exercido incluem transporte do mRNA, tradugao, estabi-
lidade do mRNA, processamento da proteina, sinalizacdo da
proteina, estabilidade da proteina, etc.

Uma variedade surpreendente de mecanismos ¢ emprega-
da em nivel de processamento do RNA, com alelos tnicos em
um individuo freqiientemente sendo capazes de gerar uma di-
versidade de produtos génicos (isoformas). A ocorréncia desses
e de outros mecanismos necessitou de uma defini¢ao mais flexi-
vel para o termo gene do que a que foi primeiramente utilizada
(ver adiante). Varios mecanismos estao envolvidos na regulagdo
da expressdo génica em nivel de tradugdo, e um numero cres-
cente de seqiiéncias reguladoras vem sendo identificados nas
regides 5' e, especialmente, nas regides 3' ndo-traduzidas do
mRNA. O controle da expressdo génica em nivel do proces-
samento da proteina, sinalizagdo e estabilidade, tem sido de-
monstrado em certos sistemas. Por exemplo, a ativagéo de al-
guns horménios peptidicos, tais como a insulina, necessita de
uma clivagem posterior a tradugdo, a partir de formas precurso-
ras (Figura 1.23).

Mecanismos epigenéticos e controle da expressao génica
de longo alcance
Além dos fatores genéticos, fatores adicionais, que podem ser
transmitidos para a progénie de células apés a divisao celular,
mas que ndo s@o diretamente atribuiveis as seqiiéncias de DNA, sao
descritos como epigenéticos. A metilagdo do DNA é um meca-
nismos epigenético que exerce um papel importante no controle
genético em mamiferos, atuando como um método geral de ma-
nutencdo da repressdo da transcrigao. Além disso, uma varieda-
de de outros mecanismos, 0s quais afetam o ambiente da croma-
tina de um gene e, portanto, sua capacidade para expressao gé-
nica, operam em células de mamiferos. Em alguns casos, os me-
canismos garantem que, em uma célula, somente um dos dois
alelos parentais herdados seja normalmente expresso, mesmo
que a seqiiéncia nucleotidica do alelo que nao esta sendo ex-
presso possa ser idéntica a do que esta sendo expresso.

A Tabela 8.1 fornece uma visio geral dos diferentes tipos de
mecanismos conhecidos, que estio envolvidos na regulagao da
expressdo de genes humanos.
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Quadro 8.1

Restricao espacial e temporal da expressao
génica em células de mamiferos

A regulagao da expressao génica em células humanas e de mamife-
ros é exercida em diferentes niveis, a fim de obter-se expressao res-
trita em uma variedade de niveis espaciais e temporais.

Restrigdo espacial da expressao génica

Alguns genes necessitam ser expressos em, essencialmente, todos
os tipos de células nucleadas, porque eles codificam um produto-
chave que & necessario para realizar uma fungao geral em todas as
células, por exemplo, sintese protéica e producao de energia. Tais
genes sao frequentemente denominados genes de manutengao (do
inglés housekeeping genes). Muitos genes humanos e de mamiferos,
no entanto, apresentam padrdes de expressao génica tecido-especi-
fica muito mais restrita. A restricao espacial da expressa@o génica po-
de ocorrer em diferentes niveis:

®m Padrdo multiplo 6rgédo/tecido. Diferentes tipos de sistemas multi-
plos de expresséo s&o encontrados. Em alguns casos, um gene
pode estar reaiizando um tipo semelhante de fungéao em siste-
mas organicos diferentes. Uma variedade de genes que desem-
penham um papel importante no inicio do desenvolvimento po-
de estar envolvida na regulagio de genes-alvo em varios siste-
mas orgénicos diferentes, por exemplo, o gene da corda vocal
do ourigo, que é expresso em varias partes do sistema nervoso,
em membros em desenvolvimento e em outros locais. Em ou-
tros casos, um gene pode codificar variantes diferentes (isofor-
mas) em diferentes tecidos, pela utilizacao de promotores teci-

_ do-especificos ou de encadeamento tecido-especifico alternati-
vo. Em alguns casos, eles podem possuir fungoes diferentes
(Secao 8.3.2).

m  Especificidade de tecido, linhagem celular ou tipo celular. Al-
guns genes possuem uma funcao que € apropriada para um de-
terminado tipo ou linhagem celular, como no caso do gene da p-
globina, gue € expresso em eritrocitos.

® Células individuais. Alguns genes produzem produtos diferentes
em células individuais gue sao do mesmo tipo celular. Por exem-
plo, linfocitos B individuais expressam moleculas de anticorpos
diferentes, os receptores de células T sao diferentes em linfoci-
tos T individuais, e neurdnios olfativos individuais produzem re-

o

ceptores olfativos diferentes. Outros exemplos envolvem célulag
em que um de dois alelos de um gene é normalmente reprimi-
do. Ele pode consistentemente ser o alelo paterno ou o alelp
materno (pré-programacao gendmica, ver Secao 8.5.4), ou um
alelo pode ser reprimide independentemente da origem paren-
tal (Secao 8.5.3).

B Distribuigdo intracelular. As proteinas de genes diferentes sap
transportadas para diferentes localizagoes intracelulares (ou ex-
tracelulares). Em alguns casos, isoformas diferentes do mesmo
gene podem ser enviadas para localizagdes intracelulares dife-
rentes (Secao 8.3.2). Além disso, mecanismos de controle ge-
nético so necessarios para enviar mRNA de alguns genes pa-
ra localizagbes intracelulares diferentes (Segao 8.2.5).

Restricao temporal da expressao génica

® Estagios do desenvolvimento. Nos estagios bem iniciais do de-
senvolvimento, a transcrigéo nao ocorre; em vez disso, as céju-
las dependem do RNA previamente sintetizado. Mais tarde no
desenvolvimento, alguns genes podem ser expressos transito-
riamente em estagios especificos. Algumas familias génicas
possuem membros que sdo expressos em diferentes estagios
do desenvolvimento, como no caso dos genes da globina (Figu-
ra 8.23).

® Estagios de diferenciagdo. A medida que as células se desen-
volvem e se diferenciam, seus genomas séo modificados, resul-
tando em padroes de expressdo génica alterados. Em algumas
células terminalmente diferenciadas, a transcrigdo nao ocorre.
As modificagbes gendmicas que resultam na progressao para
uma célula somadtica adulta nucleada costumavam ser conside-
radas como irreversiveis, até a clonagem da ovelha Dolly (Se-
¢ao 21.5.2).

®m  Estdgios do ciclo celular. Alguns genes S0 expressos somente
em periodos especificos do cicle celular. Por exemplo, muitos
genes de histonas sao expressos somente na fase S (sintese
de DNA).

m  Expressdo induzivel. Alguns genes sao ativados em resposta a
sinais ambientais ou & sinalizagao extracelular de outras células
{Secao 8.2.4). Tal expressao génica ¢ facimente revertida se 0
fator de inducgéo & removido.

8.2 Controle da expressao génica pela
ligacao de fatores protéicos

trans-atuantes em seqiiéncias
reguladoras cis-atuantes no DNA e RNA

Uma base molecular comum para muito do controle da expres-
sdo0 génica (se ele ocorre em nivel de iniciagdo da transcrigao,
processamento do RNA, tradugio ou transporte do RNA) é a li-
gacao de fatores protéicos a seqiiéncias de dcidos nucléicos re-
guladoras. Estas tltimas podem ser seqiiéncias de DNA encon-
tradas nas proximidades de um gene ou mesmo no seu interior,
ou seqiiéncias transcritas de RNA em nivel de RNA-precursor
ou mRNA. Como os fatores protéicos envolvidos nas regulacao
da expressdo génica sdo, eles proprios, codificados por genes lo-

calizados a distancia, sdo forgados a migrar para o seu local de
acao e, por isso, sao chamados de fatores trans-atuantes. Ao
contrdrio, as seqiiéncias reguladoras, as quais eles se ligam, es-
tao sobre a mesma molécula de DNA ou RNA que o gene ou 0
transcrito de RNA que esta sendo regulado. Tais seqliéncias sao
ditas cis-atuantes. g

Controle através da ligacdo DNA-proteina /-
Um importante controle da expressao génica em células euca-
ridticas é exercido em nivel de iniciacdo da transcrigao, onde trés
tipos de RNA-polimerases sdo conhecidos para transcrever di-
ferentes classes de genes (Tabela 1.3). Todas as trés RNA-poli-
merases sdo enzimas grandes, consistindo de 8 a 14 subunida-
des e, em cada caso, a polimerase € recrutada para transcrever
um gene apds a ligacio de proteinas (fatores de transcrigao) em




Tabela 8.1 Visdo geral da reg

Mecanismos de expressao seletiva

De transcricdo
Ligacao de fatores de transcrigdo tecido-especificos a
elementos cis-atuantes de um unico gene

Ligagao direta de hormdnios, fatores de crescimento ou
intermediarios a elementos de resposta em elementos de
transcrigao induziveis

Utilizagao de promotores alternativos em um unico gene

Posteriores a transcricao
Encadeamento alternativo

Poliadenilagao alternativa
Edicao de RNA tecido-especifica
Mecanismos de controle da tradugao

ulacdo da expressdo génica em células humanas

8.2 Conirole da expressdc génica...

Exemplos

Ver Tabela 8.2

Elementos de resposta a cAMP, elementos de resposta a hormonios
esterdides, etc. (Tabela 8.4 & Figura 8.9)

Ver Figura 8.13 para o gene da distrofina e Figura 8.20 para o gene
Dnmt1. Também aplica-se a muitos outros genes

Secao 8.3.2 e Figura 8.14
Secao 8.3.2 e Figura 8.15
Secao 8.3.3 e Figura 8.16
Secao 8.2.5 e Figura 8.12

Mecanismos epigenéticos e controle da expressdo génica de longo alcance pela estrutura da cromatina

Exclusao alélica

Controle de longo alcance pela estrutura da cromatina

Posicao celular dependente, sinalizagdo de curto alcance

seqiiéncias reguladoras do DNA no interior do gene ou nas suas
proximidades. A cromatina é uma estrutura altamente organi-
zada e densamente empacotada, que nio permite o acesso facil
das RNA-polimerases e, por isso, os fatores de transcrigdo sao
necessdrios para ajudar na sua ativagdo, originando uma estru-
tura aberta que possibilitara a ocorréncia da transcrigao.

Controle pela ligacdo RNA-proteina

Além dos fatores de transcrigo, as proteinas de ligagdo a RNA
sdo utilizadas para regular a expressao génica. Os exemplos me-
lhor estudados envolvem a ligagdo em seqiiéncias reguladoras
nas seqiiéncias ndo-traduzidas do mRNA, permitindo o contro-
le da expressio génica em nivel de traducdo. Além disso, intera-
Goes de ligagdes RNA-proteina também estdo envolvidas no
controle da expressdo génica em nivel de processamento dife-
rencial do RNA, como no caso da ligagao das proteinas SR e Hn-
RNP ao pré-mRNA, a fim de modular a escolha de éxons no en-
cadeamento. Os tiltimos mecanismos sdo considerados separa-
damente na Secao 8.3, para ilustrar a enorme complexidade dos
mecanismos de expressdo que podem ser utilizados para deci-

Rearranjos de DNA am linfdcitos B e T, que produzem imunoglobulinas
célula-especificas e receptores de células T (Secao 8.6.2)

Pré-programagéo de certos genes (Segao 8.5.4)

Inativagao do cromossomo X (inativagdo por meio do produto do gene
XIST de muitos genes no cromossomo X, 0 que & expresso em células
de fémeas (Segédo 8.5.6)

Exclusio alélica aleatdria por mecanismos desconhecidos, p. ex., IL-2, IL
4, PAX5, etc. (Secao 8.5.3 e Quadro 8.6)

Efeitos classicos de posigdo (p. ex., possivelmente no caso da distrofia
fascio-escapulo-umeral (Segao 8.5.1)

Supressdo da expressdo génica por dominios de cromatina (p. ex., do
gene PAX6 na aniridia e do gene SOX9 na displasia campomélica
(Segéo 8.5.1)

Competigao por reforgadores ou silenciadores (p. ex., na expressao da
globina, ver Secéo 8.5.2) e na pré-programacao dos genes H19e IGF2
(Secdo 8.5.4)

Segao 8.4.1

frar genes tnicos e a importancia do grande nimero de isofor-
mas que podem ser produzidas como resultado.

255arios

de transcricao ubiquos sao nec

a transcricao pelas RNA-polimerases | e lll

A3 RNA-polimerases | e Il das células eucaridticas sdo destina-
das a transcrever genes que ddo origem a moléculas de RNA
(rRNA, tRNA, etc.), as quais auxiliam na expressdo dos genes que
codificam polipeptideos. Os genes transcritos sdo genes de ma-
nutengdo (do inglés housekeeping genes), uma vez que rRNA e tR-
NA sio necessarios, essencialmente, em todas as células, para
ajudar na sintese protéica. Como resultado, fatores de transcrigao
ubiquos sdo necessarios para ajudar as RNA-polimerases Ielll

Transcrigdo pela RNA-polimerase |

A RNA-polimerase [ estd confinada ao nucléolo e estd destinada
a transcricio dos genes de RNA de 185, 5,85 e 28S. Estes ultimos
estdo organizados consecutivamente em uma unidade de trans-
crigio comum de 13 kb (Figura 8.1). Uma unidade composta pe-
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la unidade de transcricao de 13 kb e um espagador nao-transcri-
to adjacente de 27 kb é repetida em tandem cerca de 50 a 60 ve-
zes, nos bragos curtos de cada um dos cinco cromossomos acro-
céntricos humanos, nas regides organizadoras nucleolares (Fi-
gura 2.18). Os cinco agrupamentos de genes de rRNA resultan-
tes, cada um com cerca de 2 Mb de extensao, sao referidos como
DNA ribossémico ou rDNA.

A transcricao dos genes de rRNA de 285, 5,85 e 18S é inicia-
da ap6s a ligacao de dois fatores de transcrigdo a um elemento
promotor central no sitio de iniciacdo e a um elemento controla-
dor a montante, localizado a mais de cem nucleotideos a mon-
tante. Um dos fatores de transcricdo, UBF (do inglés upstream
binding factor, fator de ligagdo a montante), ¢ um homodimero, e
suas subunidades idénticas podem ligar-se primeiramente ao
elemento promotor central e ao elemento controlador a montan-
te, fazendo com que os dois fiquem préximos, de maneira que
eles possam ser ligados ao segundo fator, SL1 (do inglés selecti-
vity factor, fator de seletividade; conhecido em camundongo co-
mo TFI-1B; Figura 8.2). A ligagao dos fatores de transcrigao sub-
seqiientemente recruta a RN A-polimerase I para formar o com-
plexo de iniciagao.

O transcrito primadrio expresso a partir de uma tnica unida-
de de transcricao € um rRNA precursor de 455, que sofre uma
variedade de reagdes de clivagem e modificagoes base-especifi-
cas (realizadas por um grande nimero de diferentes tipos de
pequenos RNAs nucleolares [snoRNA]) para gerar as espécies
maduras de rRNA de 28S, 5,85 e 185 (Figura 8.1). Portanto, esses
genes diferem da grande maioria dos genes nucleares, os quais
sao individualmente transcritos. Em vez disso, a transcrigdo do
rDNA assemelha-se a transcri¢ao do mtDNA (Secao 7.1.1 e Fi-
gura 7.2): ambas resultam em transcritos multigénicos, que ori-
ginam produtos funcionalmente relacionados. Essa utilizacao
incomum de transcritos primérios poligénicos nao é diferente,
em principio, da maneira pela qual um unico produto de tradu-

ITS1 ITS2
ETS S 5.85 285
DNA (SR F R
A "l
Transcrito
primario b P RESNTRE

¢ao primario € ocasionalmente clivado para gerar dois ou maig
polipeptideos funcionalmente relacionados (ver o exemplo da
insulina humana na Figura 1.23).

Transcricdo pela RNA-polimerase Il

A RNA-polimerase IIl também esté envolvida na transcricio de
uma variedade de genes de manutengao, que codificam variag
moléculas de pequenos RNAs estdveis, tais como rRNA de 55,
moléculas de tRNA, RNA 7SL e algumas das moléculas de snR-
NA (do inglés small nuclear RNA, pequeno RNA nuclear), neces-
sdrias para o encadeamento do RNA. Esses genes sio caracteri-
zados por promotores que se situam no interior da seqiiéncia co-
dificadora do gene, em vez de a montante dela. Nos genes de
tRNA, o promotor é bipartido, consistindo de duas seqiiéncias
bem-conservadas, o box A e o box B, enquanto que no gene de
rRNA de 55, um tnico elemento promotor estd presente, o box
C. Em cada caso, imagina-se que a transcricao pela RNA-poli-
merase III seja precedida pela ligacio de fatores de transcricio
ubiquos aos elementos promotores, seguida da ligacdo subse-
qiiente de outros fatores e, finalmente, o recrutamento da poli-
merase (Figura 8.3).

8.2.2 A transcrigao de genes que codificam
polipeptideos freqiientemente necessita de
conjuntos complexos de seqliéncias
controladoras da transcricao cis-atuantes e de
fatores de transcricao tecido-especificos

A RNA-polimerase 1l é responsével pela transcricao de todos os
genes que codificam polipeptideos e também de certas espécies
de genes de snRNA. Como as RNA-polimerases I e III, a RNA-
polimerase II depende do auxilio de fatores de transcrigio ge-
rais (a nomenclatura usual tem um prefixo comum TF para esti-
pular fator de transcricao, seguido de um numeral romano para

Espacador intergénico g

~27 kb A

Nk
Y

8
s . ——

Figura 8.1 As principais espécies de rRNA humanas s&o sintetizadas por clivagem, a partir de uma unidade de transcrigao precursora comum de

13 kb, que é parte de uma unidade de 40 kb repetida em tandem.

Setas pequenas indicadas pelas letras A-D significam posigdes de clivagem por endonucleases dos precursores de RNA. A clivagem do precursor
de 41S em B gera dois produtos: 20S + 325. Apds a clivagem do precursor de 328 em D e excisao do pequeno rRNA de 5,85, pontes de
hidrogénio ocorrem entre 0 RNA de 5,8S e um segmento complementar central do rRNA de 28S. A sequéncia de RNA de aproximadamente 6 kb,
originada & partir das unidades espagadoras transcritas externas e internas (ETS, ITS1 e ITS2), é degradada no nucleo. S é o coeficiente de

sedimentag&o, uma medida de tamanho.




Ligagdo do fator de ligagéo
a montante (UBF) e do fator
de seletividade 1 (SL1)

i Recrutamento da RNA-polimerase |

RNA-polimerase |

Figura 8.2 Iniciag&o da transcrigao pela RNA-polimerase I

Um modelo possivel pressupde a ligagdo inicial de duas subunidades
identicas do fator de ligagao a montante ao elemento controlador a
montante e ao elemento promotor central, obrigando essas duas
seqiiéncias a ficarem bem préximas, possibilitando as suas ligagoes
subseqiientes ao fator de seletividade 1 (SL1), que consiste de quatro
subunidades. A estrutura estabilizada permite a ligagéo subseqguente
de outros fatores (ndo-mostrado) e, posteriormente, da RNA-
polimerase |.

estipular a RNA-polimerase associada). No caso da RNA-poli-
merase I, existe uma variedade de fatores de transcrigao auxi-
liares, tais como TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH, etc, os
quais podem ser complexos em estrutura (Nikolov e Burley,
1997). Por exemplo, a proteina de ligagao a TATA-box (TBP, do
inglés TATA box-binding protein) é somente uma das multiplas
subunidades protéicas que fazem parte do TFIID, e as proteinas
associadas sdo conhecidas como fatores associados a TBP ou
proteinas TAF (do inglés TBP associated factors). O complexo da
polimerase e dos fatores de transcrigdo gerais é conhecido como
0 aparato de transcrigdo basal; ele contém tudo que € necessario
para iniciar a transcrigio. Os genes sao constitutivamente ex-
pressos em uma taxa minima, determinada pela regiao promo-
tora central (ver adiante) a menos que a taxa de transcrigdo seja
elevada ou desligada por elementos reguladores positivos ou
negativos adicionais (os quais podem estar localizados a algu-
ma} distancia, em outro local, ou por componentes intrinsecos do
proprio promotor).

8.2 Controle da expressado génica...
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Figura 8.3 Genes de tRNA e rRNA de 58 possuem promotores
localizados no interior da seqiéncia codificadora.

(A) Posigdes dos elementos promotores nos genes de tRNA e rRNA
de 5S. Os elementos promotores A e B nos genes de tRNA estdo
localizados nas seqiéncias que especificam o brago D e os bragos
TwCG, respectivamente (ver estrutura do tRNA na Figura 1.7B).

(B) Iniciacac da transcrigao de um gene de tRNA. A ligagao do fator de
transcricao TFIIIC nos elementos promotores permite a ligacao
subseqtiente do fator trimérico TFIIIB & sequéncia imediatamente a
montante do sitio de iniciagao da transcrigao. Em resposta a ligagao do
fator TFIIIB, a RNA-polimerase 11l liga-se e inicia a transcricdo. No caso
dos genes de rRNA de 5S, um mecanismo semelhante ocorre mas,
nesse caso, & necessaria a ligagdo de um fator de transcricéo
adicional TFIIIA no box C; a ligagao do fator TFIIIA permite a ligacao
subseqiente de TFIIIB, seguida pelo recrutamento de TFIIC e da
RNA-polimerase Ill, como no caso dos genes de tRNA.

Alguns dos genes que codificam polipeptideos sao genes
de manutencdo, mas, ao contrario dos produtos dos genes
transcritos pelas RNA-polimerases I e III, a grande porcenta-
gem dos genes transcritos pela RNA-polimerase II demonstra
possuir modelos de expressdo tecido-restritos ou tecido-especi-
ficos. Uma vez que o DNA de diferentes células nucleadas de
um individuo é essencialmente idéntico, a identidade de uma
célula, por exemplo se ela ird ser uma célula hepatica ou um lin-
fécito T, é definida pelas proteinas produzidas por ela. Além
dos fatores de transcrigdo gerais ubiquos, portanto, 05 fatores de
transcrigio tecido-especificos ou tecido-restritos regulam a ex-
pressdo de muitos genes que codificam polipeptideos, pelo re-
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conhecimento e pela ligacao especifica de elementos de seqiién-
cia cis-atuantes.

Em parte devido ao grande tamanho dos genomas nuclea-
res de mamiferos, e também devido & necessidade geral de sis-
temas de controle mais sofisticados, imposta pelo fato de pos-
suir um nimero muito grande de genes interagindo, os ele-
mentos controladores, em células eucariéticas, sao um tanto
elaborados. Freqlientemente, a regulacéo da expressao de ge-
nes humanos individuais é controlada por varios conjuntos de
elementos reguladores cis-atuantes. Enquanto os elementos re-

guladores individuais podem ser compostos de multiplos e]e.
mentos de seqiiéncias curtas (tipicamente 4 a 8 nucleotideos de
extensdo), distribuidos sobre umas poucas centenas de Ppares
de bases, as diferentes classes de elementos reguladores que
modulam a expressao de um tnico gene podem estar localiza-
das a distancias consideraveis. Uma variedade de tipos de ele.
mentos cis-atuantes pode ser reconhecida, incluindo promotg.
res, reforgadores (do inglés enhancers), silenciadores, elementog
insuladores (ou isoladores) e elementos de resposta (ver Qua-
dro 8.2).

Quadro 8.2

Classes de elementos de seqgliéncia cis-atuantes
envolvidas na regulacao da transcricao de genes
que codificam polipeptideos

Promotores sao combinagbes de curtos elementos de seqiéncia,
normalmente localizados na regido imediatamente a montante do
gene, freqiientemente a 200 pb do sitio de iniciacio da transcrigao, e
servem para iniciar a transcrigéo. Eles podem ser subdivididos em di-
ferentes componentes.

B A regiao promotora central contém componentes que direcio-
nam o complexo de transcrigao basal para iniciar a transcrigao
do gene e que, na auséncia de elementos reguladores adicio-
nais, permite a expressao constitutiva do gene, mas em niveis
muito baixos (basal). Elementos promotores centrais estao tipi-
camente localizados muito proximos do sitio de iniciagéo da
transcricao, ao redor das posigdes —45 a +45. Eles incluem ele-
mentos tais como (i) o TATA-box (consenso TATA(A/T)A(A/T); lo-
calizado na posigao proxime a —25, circundado por seqliéncias
ricas em GC e reconhecido pela proteina de ligagdo ao TATA-
box, subunidade de TFIID); (ii) a seqiéncia BRE (do inglés
TFIIB Recognition Element, elemento de reconhecimento de
TFIIB), que esta localizada imediatamente a montante do ele-
mento TATA e é reconhecida pelo componente TFIIB; (iii) a se-
quéncia INR (iniciadora) localizada no sitio de iniciago da
transcricao (freglientemente uma variante da seqiiéncia con-
senso PyPyCAPuPu onde Py = pirimidina e Pu = purina); e (iv)
o DPE (do inglés Dowstream Promoter Element, elemento pro-
motor & jusante) localizado ao redor da posigao +30, em relagao
a transcricao (ver Figura 8.4 e Burke e Kadonaga, 1997).

B Elementos promotores nao-centrais podem ser encontrados
na regiao promotora central, mas estéo tipicamente localizados
na sequéncia a montante dessa, normalmente de —50 a -200
pb, em relac&o 2 iniciagao da transcrigio. Essa regido € algu-
mas vezes referida como regido promotora proximal (em oposi-
¢80 a regido promotora distal, que é algumas vezes utilizada
para descrever regides ainda mais distantes, a montante). Exis-
tem normalmente multiplos sitios de reconhecimento para al-
guns fatores de transcri¢do ubiquos seqiéncia-especificos.
Eles incluem: (i) GC-box (ou Sp1-box; consenso GGGCGG, fre-
guentemente encontrados a 100 pb do sitio de iniciagéo da
transcricac e ligados pelo fator de transcricao Spi); e (ii)
CCAAT-box (seqiéncia consenso GGCCAATCT; tipicamente lo-
calizados na posicéo ~75 e reconhecidos pelos fatores protéi-
cos, CTF e CBF). CTF corresponde ao fator de transcricao de li-
gacao a CCAAT (do inglés CCAAT-binding Transcription Fator)
€ & tambem conhecido como NF-I, fator nuclear | (do inglés Nu-
clear Factor ). CBF corresponde a fator de ligagdo a CCAAT-

box (do inglés CCAAT box-Binding Factor) e € também conheci-
do como\F-Y para fator nuclear Y (do inglés Nuclear Factor Y.

Note gue os CCAAT-box e os GC-box servem para modular a
transcricao basal da regido promotora central e operam como se-
quéncias reforcadoras (enhancer sequences) (ver préxima Secao),
enquanto que elementos silenciadores (ver adiante) podem também
ser componentes integrais do promotor.

Reforcadores (enhancers) sao elementos reguladores positivos,
Que servem para aumentar o nivel de transcri¢ao basal iniciado por
meio dos elementos promotores centrais. Suas fungdes, ao contrario
daquelas da regido promotora central, s&o independentes de ambas
as orientagdes e, em alguma extensao, de suas distancias dos genes
que regulam (Blackwood e Kadonaga, 1998). Elementos reforgado-
res podem estar localizados muito distantes dos genes que eles re-
gulam (ver o exemplo das regides controladoras de lécus para os ge-
nes da globina - Secao 8.5.2) e freglientemente contém, com um in-
tervalo de somente 200 a 300 pb, elementos reconhecidos por fato-
res de transcric&o ubiguos e também por fatores de transcrigdo teci-
do-especificos, fornecendo, assim, um base para a expressao génica
tecido-especifica (ver o exemplo do reforgador da a-globina HS-40
na Figura 8.6). Alem disso, alguns elementos reforgadores podem
ser componentes integrais de promotores, como no caso dos
CCAAT-box e dos GC-box (ver acima).

Silenciadores servem para reduzir os niveis de transcrigéo. Em-
bora bem menos estudados, duas classes foram distinguidas: silen-
ciadores classicos (também chamados de elementos silenciadores)
sao elementos independentes de posicao, que orientam um mecanis-
mo ativo de repressao da transcricao, e elementos reguladores nega-
livos sao elementos dependentes de posicao, que resultam em um
mecanismo de repressao passivo (Ogbourne e Antalis, 1998). Quan-
do estudados em genes humanos, elementos silenciadores foram re-
latados em varias posi¢ées: proximas ao promotor, a alguma distancia
a montante e tambem no interior de introns. No entanto, a evidéncia
para tais seqléncias baseia-se freglientemente em estudos de liga-
¢ao a DNA in vitro e sua importancia in vivo ainda é incerta.

Elementos de fronteira (insuladores) sao regides de DNA fre-
quentemente estendendo-se de 0,5 a 3 kb, que funcionam para blo-
quear (ou insular) a propagacao da influéncia de agentes que pos-
suem um efeito positivo sobre a transcricao (reforgadores) ou negati-
vo (silenciadores, efeitos repressivos semelhantes aos da heterocro-
matina; ver Geyer, 1997).

Elementos de resposta funcionam para modular a transcrigao
em resposta a um estimulo externo especifico. Eles est@o normal-
mente localizados a uma curta distancia a montante dos elementos
promotores (freqlientemente a 1 kb do sitio de iniciagdo da transcri-
¢ao). Uma variedade de elementos de resposta foi definida; esses ele-

mentos permitem a ativacao da transcrigao de genes especificos, em
resposta a hormdnios especificos (p. ex., hormonios glicocorticdides
ou esteroides, tais como o acido retindico) ou mensageiros secunda-
rios intracelulares como o AMP ciclico (ver Segao 8.2.4 e Tabela 8.4).
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Figura 8.4 LocalizagBes conservadas em sucariotos complexos, de elementos promotores reguladores, ligados por fatores de transcricao
ubiquos.

Note que a regiao promatora central de genes individuais nao necessita conter todos os elementos. Por exemplo, muitos promotores nao possuem
um TATA-box, e utilizam o elemento iniciador (INR) funcionalmente analogo (ver Nikolov & Burley, 1997; Smale, 1997). Os GC-box também sdo
normalmente encontrados em promotores, mas suas localizagdes s&o mais variaveis (ver Figuras 1.13 e 8.5 para alguns exemplos).

Abreviaturas: BRE, elemento de reconhecimento de TFIIB; DPE, elemento promotor a jusante; CTF, fator de transcrigdo de ligagao a CCAAT; CBF,
fator de ligagao a CCAAT-box; TBR, proteina de ligagao a TATA-box; TAF, fatores associados 4 TBP. Ver texto.

A especificidade de tecido e a especificidade do estagio de cificos GATA (ver Figura 8.6 para um exemplo). Alguns outros
desenvolvimento sdo, freqiientemente, conferidas pelas seqtién- exemplos de elementos de seqiiéncia cis-atuantes reconhecidos
cias reforcadoras e silenciadoras, e uma variedade de seqiién- por fatores de transcriao tecido-especificos ou tecido-restritos
cias cis-atuantes foi identificada, as quais a0 especificamente estdo listados na Tabela 8.2.
reconhecidas por fatores de transcricao tecido-especificos. Por Além de promover ativamente a transcricio tecido-especifi-
exemplo, a expressao especifica, em eritrocitos, ¢ seguidamente ca, alguns elementos silenciadores cis-atuantes conferem especi-
sinalizada por uma de duas seqiiéncias: TGACTCAG (ou a sua ficidade de tecido ou de estdgio de desenvolvimento pelo blo-
complementar reversa CTGAGTCA), que sao reconhecidas pelo queio da expressao em todos os tecidos, exceto no tecido deseja-
fator de transcricao eritrocito-especifico NF-E2, ou pela seqtien- do. Por exemplo, o elemento silenciador neuro-restritivo
cia (A/T)GATA(A/G) ou a sua complementar reversa, que sdo (NRSE) reprime a expressdo de varios genes em todos tecidos
reconhecidas pela série de fatores de transcrigado eritrocito-espe- diferentes do tecido neural (Schoenherr ¢f al., 1996). Um fator de
/s
SP1  PDX! OCT1 USF  PDX! CREB PD Es S0x PURI 8P

—SC . a5 — NRE——-EZ—AS—-——CRE—AE———E1———A1—G1—-—TATAA—-

L 1 1 1 ] 1 | I

-350 -300 -250 —200 -150 -100 -50 +1

Figura 8.5 O promotor do gene da insulina humana contém uma variedade de elementos de seqiiéncia reconhecidos por fatores de transcrigao
ubiquos e tecido-especificos.

As setas indicam a ligagao de fatores de transcrigao (linha superior) a elementos de seqiéncia reguladores presentes a montante do gene da
m_suiina humana (linha inferior). Fatores de transcricao ubiquos ou amplamente expressos sao mostrados em preto; aqueles mostrados em azul
sao0 especificos para as células pancreaticas beta. O fator de transcrigao PDX1 (anteriormente chamado de IUF1) liga-se a quatro motivos de
sequiéncia na forma de C(C/T)TAATG, que estao presentes no promotor da insulina (A1, A2, A3 e A5). Abreviaturas: CRE, elemento de resposta a
cAMP: NRE, elemento regulador negativo.
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TCGACCCTCTGGAACCTATCAGGGACCACAGTCAGCCAGGCAAGCACATC
4= GATA-1

TGCCCAAGCCAAGGGTGGAGGCATGCAGCTGTGGGGGTCTGTGAAAACAC
4= CACC box

GATA-1 = NF-E2 =
TTGAGGGAGCAGATAACTGGGCCAACCATGACTCAGTGCTTCTGGAGGCC

AACAGGACTGCTGAGTCATCCTGTGGGGGTGGAGGTGGGACAAGGGAAAC
4= NF-E2 4= CACC box

GATA-1 =p
GGGTGAATGGTACTGC TGATTACAACCTCTGGTGCTGCCTCCCCCTCCTG
4= CACC box

TTTATCTGAGAGGGAAGGCCATGCCCAAAGTGTTCACAGCCAGGCTTCAG
4= GATA-1

Figura 8.6 O sitio regulador da «-globina HS-40 contém muitos
elementos de reconhecimento para fatores de transcrigao especificos
de eritrdcitos.

Note que o sitio HS-40 parece ser uma regido controladora de Iocus
para © agrupamento génico da o-globina (ver Secéo 8.5.2).

transcri¢ao que se liga ao NRSE e que é chamado de modo va-
riado de fator silenciador neuro-restritivo (NRSF) ou de fator
RE-1 de silenciamento da transcricao (REST) € expresso de for-
ma ubiqua em tecidos ndo-neurais e em precursores neurais,
durante o inicio do desenvolvimento, mas subseqiientemente
ndo € expresso nos neurdnios mais maduros (pas-mitdticos).

/

8.2.3 Os fatores de transcricao contém motivos
estruturais conservados que permitem a ligacao
ao DNA

Os fatores de transcrigao reconhecem e ligam-se a seqiiéncias de
nucleotideos curtas, normalmente como resultado de uma com-
plementaridade extensa entre a superficie da proteina e as ca-
racteristicas de superficie da hélice dupla na regiao de ligacao.
Embora as interacoes individuais entre os aminoacidos e os ny-
cleotideos sejam fracas (normalmente pontes de hidrogénio,
pontes idnicas e interagdes hidrofébicas), a regido de ligacao
DNA-proteina é tipicamente caracterizada por cerca de 20 de
tais contatos que coletivamente garantem que a ligagao seja for-
te e especifica. Em fatores de transcri¢io de humanos e de ou-
tros eucariotos, duas fungdes podem ser identificadas com fre-
qliéncia e localizadas em partes diferentes da proteina:

# Um dominio de ativagdo. Como o nome sugere, este tipo
de dominio funciona na ativagao da transcrigao de genes-
alvo, depois que o fator de transcricao ligou-se a ele. Imagi-
na-se que os dominios de ativagao estimulem a transcricao
pela interagao com fatores de transcrigao basais, bem como
auxiliem na formagao do complexo de transcri¢ao no pro-
motor. Embora nao tao bem-estudado como os dominios
de ligagdo a0 DNA, sabe-se que alguns sdo ricos em resi-
duos de aspartato e glutamato (dominios de ativagio dcidos);
outros sao ricos em prolina ou glutamato.

® Um dominio de ligacdo ao DNA. Esse tipo de dominio é
necessdrio para permitir a ligacao especifica do fator de
transcrigao aos seus genes-alvo. Ao contrario dos dominios
de ativagao, os dominios de ligacdo ao DNA dos fatores de
transcricao foram bem-estudados. Um nimero de motivos
estruturais conservados foi identificado; tais motivos sao
comuns a muitos fatores de transcri¢ao diferentes com es-
pecificidades um tanto distintas, incluindo o ziper de leuci-
na, hélice-alga-hélice, hélice-volta-hélice e dedos de zinco,
descritos adiante. Cada um desses motivos utiliza hélices-o
(ou ocasionalmente folhas-f; ver Figura 1.24) para ligar-se a
curvatura maior do DNA. Evidentemente, embora os moti-
vos em geral fornecam a base para a ligacao ao DNA, a co-
lecao exata de elementos de seqiiéncia no dominio de liga-
¢do ao DNA iréd fornecer a base para o reconhecimento se-
quéncia-especifico exigido. A maioria dos fatores de trans-
cricao liga-se ao DNA como homodimeros, sendo a regiao

Tabela 8.2 Exemplos de segiéncias cis-atuantes reconhecidas por fatores de transcricéo tecido-restritos e tecido-especificos

Sequéncia de ligacéo consensual Fator de transcricao

Padroes de expressao

(A/T)GATA(A/G) GATA-1, -2, etc. Eritrocitos
TGACTCAG NF-E2 Eritrocitos
GTTAATNATTAAC (elemento PE) HNF-1 Figado diferenciado, rim, estémago, intestino, bago
T(G/A)TTTG(C/T) HNF-5 Figado
GCCTGCAGGC Ker1 Queratinécitos
(C/T)TAAAAATAA(C/T)3 MBF-1 Miocitos
(C/MTAA/T)AAATA(A/G) MEF-2 Miocitos
CAACTGAC MyoD Mioblastos + miottibulos
ATGCAAAT QTF-2 Células linféides
(C/R)A(C/AAG TCF-1 Células T

B




de ligacao da proteina ao DNA normalmente diferente da
regido responsavel pela formagdo dos dimeros.

O motivo ziper de leucina

O ziper de leucina é uma seqiiéncia helicoidal de aminodcidos,
rica em residuos de leucina (tipicamente ocorrende uma vez a
cada sete residuos de aminodacidos, ou seja, uma vez a cada
duas voltas da hélice; ver Figura 8.7), que rapidamente forma
um dimero. Cada unidade monomérica consiste de uma hélice-
o anfipdtica (os grupamentos laterais hidrofébicos dos aminoa-
cidos constituintes virados para um lado; os grupamentos pola-
res virados para o outro lado; ver Figura 1.24). As duas hélices-
o dos mondmeros individuais combinam-se ao mesmo tempo a
uma distancia curta, para formar um anel enrolado (Segdo
1.5.5), com as interagoes predominantes ocorrendo entre ami-
nodcidos hidrofébicos opostos dos mondmeros individuais.
Mais adiante dessa regido, as duas hélices-o. separam-se, de tal
forma que o dimero resultante é uma estrutura em forma de Y.
Imagina-se que o dimero se prenda na hélice dupla de maneira
semelhante a dos prendedores em uma corda de roupas (Figura
8.8). Além de formar homodimeros, as proteinas com ziper de
leucina podem ocasionalmente formar heterodimeros, depen-
dendo da compatibilidade das superficies hidrofébicas dos dois
mondmeros diferentes. Tal formagao de heterodimeros fornece
um mecanismo de controle combinatério importante na regula-
¢do génica.
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8.2 Controle da expressao génica...

O motivo hélice-alga-hélice

O motivo hélice-alca-hélice (HLH, do inglés helix-loop-helix) é re-
lacionado ao ziper de leucina e deveria ser distinguido do moti-
vo hélice-volta-hélice (HTH, do inglés helix-turn-helix) descrito
na proxima segdo. Ele consiste de duas hélices-o, uma curta e
uma longa, conectadas por uma alga flexivel. Ao contrario da
volta curta no motivo HTH, a al¢a no motivo HLH é flexivel o
bastante para permitir um dobramento para tras, de forma que
as duas hélices possam se empacotar uma contra a outra; isto €,
as duas hélices situam-se em planos que sao paralelos um ao
outro, ao contrario das duas hélices no motivo HTH (Figura
8.7). O motivo HLH medeia tanto a ligagao ao DNA como a for-
magdo do dimero protéico (Figura 8.8) e permite uma ocasional
formacao de heterodimeros. Neste ultimo caso, no entanto, os
heterodimeros se formam entre uma proteina HLH completa e
uma proteina HLH truncada, a qual ndo possui a extensdo total
da hélice-a, necesséria para a ligagao ao DNA. O heterodimero
resultante é incapaz de ligar-se ao DNA firmemente. Como re-
sultado, imagina-se que os dimeros HLH atuem como um me-
canismo de controle, pela permissao da inativagio de proteinas
reguladoras gene-especificas.

O motivo hélice-volta-hélice

O motivo HTH é um motivo comum encontrado em homeobo-
xes e em um numero de outros fatores de transcrigdo. Ele con-
siste de duas hélices-a. curtas, separadas por uma curta seqtién-
cia de aminodcidos, que induz uma volta, de tal forma que as

HLH
Hal
Helice-u
Hélice-o q
do ziper g b
de leucina )
Halinase :-7“/"1 Leu
D’('i
J
C“T Leu
’-:)-'\__
)

Figura 8.7 Motivos estruturais comumente encontrados em fatores de transcrigdo e em proteinas de ligagao a DNA.

Abreviaturas: HTH, hélice-volta-hélice; HLH, hélice-alca-hélice. Note que o monémero do ziper de leucina & anfipatico [i. e., possuli re_asiduos
hidrofébicos (leucinas) consistentemente scbre uma face da hélice]. Duas de tais hélices podem alinhar-se com suas faces hidrofbicas em

oposicao, para formar uma estrutura em forma de um “rolo-enrolado”.
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Hélice de
reconhecimento

Figura 8.8 Ligac&o de motivos estruturais conservados em fatores de transcrigéo & hélice dupla.

Note que os mondmeros individuais do dimero da hélice-alga-hélice (HLH) e o dimero do ziper de leucina estao coloridos diferentemente para
permitir distingao, mas podem ser idénticos (homodimeros). Os heterodimeros HLH e os heterodimeros do ziper de leucina podem fornecer um

nivel elevado de regulagao (ver texto).

duas hélices-o sao orientadas de maneira diferente (isto ¢, as
duas hélices nao se situam no mesmo plano, ac contrario daque-
las no motivo HLH; Figura 8.7). A estrutura é muito semelhante
a do motivo de ligacao ao DNA de varias proteinas reguladoras
de bacteridfagos, tal como a proteina cro de %, cuja ligagio ao
DNA tem sido intensivamente estudada por cristalografia de
raios X. Nos dois casos, da proteina cro de A e dos motivos HTH
eucarioticos, supde-se que, enquanto o motivo HTH em geral
medeia a ligacao'ao DNA, a hélice na regido mais C-terminal at-
ua como uma hélice de reconhecimento especifica, porque ela se
ajusta ao interior da curvatura maior do DNA (Figura 8.8), con-
trolando a seqiiéncia precisa de DNA que € reconhecida.

O motivo dedo de zinco

O motivo dedo de zinco envolve a ligacdo do ion zinco a quatro
aminodcidos conservados, para formar uma alca (dedo), uma
estrutura que € freqiientemente repetida em tandem. Embora
existam varias formas diferentes, formas comuns envolvem a li-
gacao de um fon de Zn"" a dois residuos conservados de cisteina
e dois residuos conservados de histidina, ou a quatro residuos

Tabela 8.3 Maneiras diferentes de sinalizacao celular

conservados de cisteina. A estrutura resultante pode, entao,
consistir de uma hélice-o. e uma folha-p, mantidas juntas pela
coordenagéo do ions de Zn™, ou duas hélices-o.. Em um ou ou-
tro caso, o primeiro contato com o0 DNA € realizado pela ligagio
de uma hélice-o a curvatura maior. O assim chamado dedo
Cys,/His, tipicamente compreende cerca de 23 aminoacidos
com dedos vizinhos separados por uma seqiiéncia de cerca de 7
ou 8 aminoacidos (Figura 8.7).

8.2.4 Uma variedade de mecanismos permite a
regulacao da transcricao da expressao génica em
resposta a um estimulo externo

Nas células eucarioticas, a expressdao génica pode ser alterada
de uma maneira semipermanente, a medida que as células se
diferenciam, ou de uma maneira temporéria, facilmente reversi-
vel, em resposta a sinais extracelulares (expressdo génica indu-
zivel). Sinais ambientais, tais como as concentracdes extracelu-
lares de certos ions e pequenas moléculas nutrientes, tempera-
tura, choque, etc., podem resultar na alteracao dramatica do pa-

Maneira Caracteristicas

Exemplos

Sinalizacao direta
célula a célula
Sinalizagao enddcrina

Sinalizagéo paracrina

Sinalizacéo autécrina

Um sinal sobre a superficie de uma célula é
ligado por um receptor especifico em outra célula

Horménios s&o secretados por células enddcrinas
especializadas e transportados pela circulagao,
para se ligarem a receptores em células-alvo em
localizagbes distantes, no corpo

Uma molécula liberada de uma célula atua
localmente para afetar células-alvo préximas

Uma ceélula produz uma molécula sinalizadora,

a qual ela também responde

Fatores de crescimento ancorados &
membrana e seus receptores

Liberagdo de hormonios glicocorticéides
pelas glandulas adrenais

Neurotransmissores e receptores; éxido
nitrico no sistema imune, sistema nervoso, etc.
Linfocitos T podem responder & estimulagao
antigénica por meio da sintese de fatores
que orientam a sua propria proliferagao
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Tabela 8.4 Exemplos de elementos de resposta na expressao génica induzivel

Elementos de resposta consensuais (RE)

Resposta a:

(T/G)(T/A)CGTCA cAMP

CCAM(ATATHATIAT)(AT)GG

TTNCNNNAAA Gama-interferon

TGCGCCCGCC Metais pesados

TGAGTCAG Esteres de forbol
CTNGAATNTTCTAGA Choque térmico

Fator de crescimento do soro

Fator protéico que reconhece o RE

CREB (também chamado ATF)
Fator de resposta do soro
Stat-1

Mep-1

AP1

HSP70, etc.

Ver também elementos de resposta para receptores de esterdides na Figura 8.9.

drao da expressao génica nas células expostas a mudangas nes-_
ses parametros. Em animais multicelulares complexos também
existem necessidades fundamentais para as células se comuni-
carem umas com as outras, e diferentes formas de sinalizagao
celular sao possiveis (Tabela 8.3). Em alguns casos, a alteragao
da expressao génica é conduzida em nivel de transcrigao, o qual
pode oferecer certas vantagens (Segdo 8.2.5). Em outros casos, a
expressao génica é alterada pela modulacao da transcrigao.

A regulagdo da transcrigdo em resposta a um sinal celular
pode acontecer de diferentes maneiras, mas o ponto final é sem-
pre 0 mesmo: um fator de transcrigdo, previamente inativo, &
ativado especificamente pela rota de sinalizagao e, depois, liga-
se, subseqiientemente, a seqiiéncias reguladoras especificas, lo-
calizadas nos promotores dos genes-alvo, ativando, por meio
disso, a transcrigdo desses genes. No caso da transcri¢io regula-
da por moléculas sinalizadoras ou seus intermedidrios, tais se-
qiiéncias reguladoras sdo freqiientemente referidas como ele-
mentos de resposta (Tabela 8.4).

RECEPTOR DE ESTEROIDE

Fatores de transcricdo induziveis por ligantes
Pequenos horménios hidrofébicos e morfégenos, tais como hor-
monios esterdides, tiroxina e dcido retindico, sao capazes de di-
fundir-se pela membrana plasmatica da célula-alvo e ligar-se a
receptores intracelulares no citoplasma ou no nucleo. Esses re-
ceptores (freqiientemente chamados de receptores nucleares
hormonais) sdo fatores induziveis. Apoés a ligagdo do horménio
ligante, a proteina receptora associa-se a um elemento de res-
posta especifico no DNA, localizado na regido promotora de
possivelmente 50 a 100 genes-alvo, e ativa a transcrigdo desses.
Embora tiroxina e dcido retinéico ndo sejam estrutural e bios-
sinteticamente relacionados aos horménios esterdides, seus re-
ceptores pertencem a uma superfamilia de receptores nucleares
comum. Dois dominios conservados caracterizam a familia: um
dominio de ligacdo ao DNA, localizado centralmente, com cerca
de 68 aminoacidos, e um dominio de ligagdo ao ligante, com ~
240 aminodcidos, localizado proximo a regido C-terminal (Figura
8.9). O dominio de ligagdo ao DNA contém dedos de zinco e liga-
se como um dimero; cada mondmero reconhece um de dois hexa-

ELEMENTO DE RESPOSTA

GR|

AGAACA|nnn |[TGTTCT
TCTTGT|nnn|ACAAGA

ER -

TCCAGT|nnn |ACT .GA

AGC TCA| nnn [TG CT>

RAR |

|

1

Chave:

B8 Dominio de ligagao a DNA
Dominio de ligagao a esteroide

RO T
voR (M T

408

nnn/ AGG1CA
nnn\ TCCAGT

' Figura 8.9 Receptores de esterdides e os respectivos elementos de resposta.

(A) Estrutura dos membros da superfamilia de receptor nuclear. Os numeros referem-se ao tamanho da proteina em aminoacidos. Abreviaturas:
ER, receptor de estrégeno; GR, receptor de glicocorticoide; PR, receptor de progesterona; RAR, receptor de acido retindico; TR, receptor de
tiroxina; VDR, receptor de vitamina D. (B) Elementos de resposta. Note que os elementos de resposta sdo freqlientemente repetigdes de
hexanucleotideos invertidas, perfeitas, mas que os elementos de resposta para o acido retindico e a vitamina D, séo repetigoes de
hexanucleotideos diretas, imperfeitas. Note também que todos os hexanucleotideos possuem a seqléncia geral AGNNCA, com os dois
nuclectideos centrais, mostrados em azul, conferindo especificidade & pertencendo a uma de trés classes: GT, AA ou AC. Abreviatura: n, qualquer

nuclectideo.

%
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nucleotideos no elemento de resposta. Os dois hexanucleotideos
sao repetigdes invertidas ou repeti¢des diretas, as quais estao tipi-
camente separadas por trés ou cinco nucleotideos (Figura 8.9). Na v

auséncia do ligante, o receptor é inativado por repressio direta
da funcdo do dominio de ligacao ao DNA, exercida pelo dominio /—*’—\
de ligacdo ao ligante, ou pela ligacdo de uma proteina inibitoria, %’\

como no caso do receptor de glicocorticéide (Figura 8.10).

v
- = &
Ativagdo de fatores de iranscricdo pela transdugéo de
sinal
Diferente dos horménios lipideo-soliveis ou morfdégenos, as Ob
R [

moléculas sinalizadoras hidrofilicas, tais como horménios poli-
peptidicos, ndo podem difundir-se pela membrana plasmatica. v

Em vez disso, elas se ligam a receptores especificos na superficie ¥

celular. Apds a ligacao da molécula ligante, o receptor sofre uma t:I - Q
mudanga conformacional e se torna ativado de uma forma tal .& “ Q
que transmite o sinal por meio de outras moléculas da célula N

(transducao de sinal). Varias classes de receptores de superficie ;

celular sao conhecidas, mas muitas delas possuem uma ativida- m

de quinase, ou podem ativar quinases intracelulares (Tabela 8.5). ¥ | |

Rotas de transducéo de sinal sdo freqiientemente caracterizadas
por complexos eventos reguladores reciprocos entre quinases e
fosfatases, as quais podem ativar ou reprimir intermediérios por
fosforilagao/ defosforilagdo. Em muitos casos, a fosforilacio ou a . .
defosforilacdo induzem uma modificacio conformacional. No T, e
caso da ativagdo de uma molécula sinalizadora, a conformacio __ —

alterada freqiientemente significa que um fator sinalizador nao 1“’.‘8‘“98@ ot Xg AA 8;}:-
estd mais inibido por alguma segiiéncia repressora presente em \ /\

uma proteina inibitdria a qual ele esta ligado, ou em um dominio L Y

ou motivo de seqiiéncia de sua propria estrutura.

Em termos de ativagdo da transcrigdo, dois mecanismos gerais  Figura 8.10 Regulago da transcrigdo por glicocorticdides.
permitem a transmissao rdpida de sinais para o niicleo a partir
de receptores de superficie celulares, ambos envolvendo a fos-
forilagao de proteinas:

» Transcr

O receptor de glicocorticdide € normalmente inativado por ligacao a
uma proteina inibidora, Hsp90. A ligagao de glicocorticoides ao
receptor de glicocorticéide libera Hsp90, o receptor forma dimeros e,
®  proteino-quinases sdo ativadas e depois translocadas do ci- entao, ativa genes selecionados, os quais possuem um elemento de
toplasma para o nucleo, onde elas fosforilam os fatores de resposta a glicocorticéides em seus promotores (Figura 8.9).
transcricao alvos;
® fatores de transcrigdo inativos mantidos no citoplasma sao
ativados por fosforilagao e translocados para dentro do na-
cleo.

Tabela 8.5 Principais classes de receptores de superficie celular

Classe de receptor Caracteristica Ativagao por
Proteina G-unida Afiva proteinas G heterotriméricas (proteinas reguladoras de ligagdo Varias moléculas, incluindo peptideos,
a GTP). Estas ultimas consistem de trés subunidades, o, € ¥. horménios, p. ex., epinefrina, etc.

Sob ativag&o, a subunidade « transloca para ativar uma
proteina-alvo (ver Figura 8.11A para exemplo)

Serina-treonino quinase Ativa proteinas intracelulares pela fosforilagéo de residuos de Horménios, fatores de
serina ou treonina de proteinas-alvo crescimento
Tirosino-quinase Ativa proteinas intracelulares pela fosforilagac de tirosinas Horménios, fatores de crescimento

das proteinas-alvo, p. ex., receptor de PDGF, receptor
de insulina, etc (Figura 8.11B)
Tirosino-quinase associada Receptores néo fosforilam proteinas-alvo diretamente, Horménios, fatores de
eles, dependem de uma tirosino-quinase associada. Exemplos crescimento
incluem receptores de citocinas com atividade JAK (do inglés
Jjanus protein kinase) envolvida na sinalizagao JAK-STAT

lon ligado a canal Envolvido na sinalizagéo sinaptica rapida Neurotransmissores




As duas secdes seguintes fornecem exemplos para ilustrar esses
dois mecanismos (ver também Karin e Hunter, 1995).

Sinalizagdo hormonal por meio da rota do AMP ciclico

O AMP ciclico (¢(AMP) é um importante mensageiro secundario
(Tabela 8.6), que atua em resposta a uma variedade de hormé-
nios e outras moléculas sinalizadoras. Ele € sintetizado a partir
de ATP, por uma enzima ligada a membrana, adenilato-ciclase.
Os hormoénios que ativam a adenilato-ciclase ligam-se a um re-
ceptor de superficie celular que é da classe dos receptores asso-
ciados a proteina G. A ligagdao do hormonio ao receptor promo-
ve a interacio do receptor com a proteina G, a qual consiste de
trés subunidades, o, B e Y. ApGs essa interagao, a subunidade o.
da proteina G ¢ ativada, causando a sua dissociagao e estimu-
lando a adenilato-ciclase.

O aumento do cAMP intracelular, produzido pela adenila-
to-ciclase ativada, pode entdo ativar a transcricdo de seqiién-
cias-alvo especificas que contém um elemento de resposta a
cAMP ou CRE (do inglés cAMP response element). Essa funcao
do cAMP é mediada pela enzima proteino-quinase A. O AMP
ciclico liga-se a proteino-quinase e ativa-a por permitir a libera-
cdo de duas subunidades cataliticamente ativas, que entram, no
nticleo e fosforilam um fator de transcrigdo especifico, CREB
(do inglés CRE-binding protein, proteina que se liga ao CRE). O
CREB ativado ativa, entdo, a transcri¢do de genes com o ele-
mento de resposta a cAMP (Figura 8.11A).

Ativacido de NF-xB pela sinalizacdo da proteino-quinase C
O NF-xB é um fator de transcrigdo que estd envolvido em uma
variedade de aspectos da resposta imune. Em seu estado inativa-
do, o NF-kB é retido no citoplasma, onde ele estd complexado
com uma subunidade inibitéria, IxB. No entanto, esta tiltima po-
de ser marcada para degradacdo, apos a fosforilagao pela protei-
no-quinase C. A destruicio conseqiiente de IxB permite NF-xB
translocar para o niicleo e ativar seus varios genes-alvo. A protei-
no-quinase C é ativada por diacilglicerol. Esse tiltimo ¢ produzi-
do depois que a ligagdo de vérios fatores de crescimento e hor-
ménios a receptores de superficie celular especificos disparam a
ativacdo da atividade da fosfolipase C ligada ao receptor. A enzi-
ma ativada converte PIP, (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) a IP;
(inositol 1,4,5-trifosfato) e diacilglicerol (Figura 8.11B).

8.2 Controle da expressao génica...

8.2.5 O controle da traducdo da expressao génica
pode envolver o reconhecimento especifico de
seqiiéncias reguladoras por proteinas de ligacao
a RNA, em seqiiéncias nao-traduzidas do mRNA

Diferentes formas de controle da tradugdo da expressdo génica
sdo evidentes, e um niimero crescente de espécies de mRNA de
eucariotos e mamiferos mostrou conter seqiiéncias reguladoras
nas suas seqiiéncias ndo-traduzidas (mais freqiientemente na
extremidade 3'; ver Wickens et al., 1997; Day e Tuite, 1998). Va-
rias proteinas de ligacdo a RNA, eucaridticas e de mamiferos,
foram identificadas e mostraram ligar-se a seqiiéncias regulado-
ras especificas, presentes em seqiiéncias nao-traduzidas, forne-
cendo, dessa forma, as bases para o controle da expressao géni-
ca pelo controle da tradugdo (Siomi e Dreyfuss, 1997). Diferen-
tes dominios de ligacio a0 RNA foram identificados e eles in-
cluem elementos que foram previamente associados com pro-
priedades de ligagio ao DNA de fatores de transcrigao, tais co-
mo os dedos de zinco e os homeodominios (ver Segao 8.2.3 e
Siomi e Dreyfuss, 1997).

Localizagdo intracelular do RNA

A interacdo entre elementos reguladores cis-atuantes no RNA e
proteinas de ligagao a RNA, frans-atuantes, pode ser considera-
da para alterar a estrutura do RNA de vérias maneiras: facilitan-
do ou atrapalhando interagdes com outros fatores frans-atuan-
tes; alterando estruturas de ordem superior do RNA; criando o
encontro de seqiiéncias do RNA inicialmente distantes, ou for-
necendo a localizagdo ou os sinais de marcagdo para o transpor-
te de moléculas de RNA para locais intracelulares especificos.
No dltimo caso, sabe-se que numerosos mRNAs eucari6ticos e
de mamiferos sdo transportados como particulas ribonucleo-
protéicas (RNP) para localizagoes especificas nas células; foi de-
monstrado que o transporte sobre microtibulos e filamentos de
actina em alguns casos necessita de motores moleculares especi-
ficos (Hazelrigg, 1998). Por exemplo, nos neurdnios maduros o
mRNA tau esta localizado nas por¢des proximais dos axonios,
em vez de nos dendritos, onde estdo localizadas muitas molécu-
las de mRNA; 0 mRNA da proteina basica mielina € transporta-
do com o auxilio da quinesina para o processamento dos oligo-
dendrocitos.

Tabela 8.6 Exemplos de mensageiros secundarios na sinalizagdo celular

Mensageiro secundario Caracteristicas
AMP ciclico (cAMP)

por proteino-quinase A
GMP ciclico (cGMP)

Produzido a partir de ATP, pela adenilato-
ciclase. Efeitos sdo normalmente mediados

Exemplos

Ativagao do fator
de transcrigdo CREB
(Figura 8.11A)

Produzido a partir de GTP, pela guanilato-

ciclase. O papel melhor caracterizado &
na recepGao visual nos olhos de vertebrados

Fosfolipideos/Ca®

Ativados a jusante dos receptores de proteina G-

Ver Figura 8.11B

unidas e proteinas tirosino-quinases.
Hidrélise de fosfatidilinositol 4,5-bis-fosfato
(PIP,) origina diacilglicerol e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP,), que ativa a proteino-quinase C
e mobiliza Ca de estoques intracelulares
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8.3 Transcricdo alternativa e processamenio de genes individuais

Uma razdo para tais mecanismos de localiza¢do intracelular
do mRNA é que eles fornecem uma maneira mais eficiente para
localizar produtos protéicos do que a marcagao de proteinas: co-
mo ¢ detalhado abaixo, um tnico mRNA pode originar varias
moléculas protéicas, presumindo-se que ele possa se ligar com
ribossomos. Diferentes etapas seqlienciais foram consideradas:
repressao no inicio da traducao, transporte dentro da célula, lo-
calizagdo (para o destino subcelular especifico) e, depois, a tra-
dugdo dependente da localizagdo. Recentemente, seqiiéncias re-
guladoras-chave, as quais sdo necessdrias para vdrias etapas
nesse processo, foram identificadas nas seqtiéncias nio-traduzi-
das, predominantemente a UTR 3' de muitas espécies de mRNA
(Hazelrigg, 1998). Por exemplo, dois elementos dentro da UTR
3'do mRNA da proteina basica mielina sdo necessdrios para eta-
pas distintas de seu transporte, para o processamento dos oligo-
dendrocitos: uma seqtiéncia transportadora de RNA de 21 nu-
cleotideos e uma regido de localizagao mais longa (Ainger et al.,
1997).

O controle da traducaoc da expressdo génica em resposta
a um estimulo externo

O controle da tradugio da expressao génica pode permitir uma
resposta mais rapida a um estimulo ambiental alterado que a al-
ternativa ativacdo da transcri¢do. O metabolismo do ferro forne-
ce dois exemplos titeis. O aumento nos niveis de ferro estimula a
sintese da proteina de ligagdo a ferro, a ferritina, sem nenhum
aumento correspondente na quantidade de mRNA para ferriti-
na. [nversamente, a diminuic¢do nos niveis de ferro estimula a
produgéo do receptor da transferrina (TfR) sem qualquer efeito
na produgdo do mRNA para o receptor da transferrina. As UTRs
5" dos mRNAs de ambas as cadeias, pesada e leve, da ferritina
contém um unico elemento de resposta ao ferro (IRE, do inglés
iron-response element), uma seqiiéncia reguladora cis-atuante es-
pecifica que forma uma estrutura de grampo. Virias dessas se-
qiiéncias sdo também encontradas na UTR 3' do mRNA do re-
ceptor da transferrina (ver Klausner et al., 1993). A regulacgio é
exercida pela ligacao dos IREs por uma proteina de ligacio ao
IRE, que é ativada por baixos niveis de ferro (Figura 8.12).

Controle da traducao da expressdo génica durante o
desenvolvimento inicial

A expressdo génica, durante a maturagio dos odcitos e nos esta-
gios embrionarios iniciais, é regulada em nivel de tradugdo, ndo

de transcricdo. Apos a fertilizagdo de um odcito humano, ne-
nhum mRNA € inicialmente produzido, até o estagio celular de
4 a 8 células, quando a transcrigdo zigética ¢ ativada, ou seja, a
transcrigao dos genes presentes no zigoto. Antes desse periodo,
as fungoes celulares sao especificadas pelo mRNA materno, que
foi previamente sintetizado durante a oogénese. Enquanto ain-
da nao esta esclarecida qual a extensdo da regulagdo da expres-
sdo de genes humanos durante esse periodo, correspondente a
dos organismos modelos nesse estdgio, extrapolagdes a partir
desses tltimos poderiam sugerir que uma variedade de mR-
NAs é armazenada nos o6citos em uma forma inativa, caracteri-
zada por apresentar caudas de poli(A) curtas. Tais mRNAs fo-
ram previamente submetidos a desadenila¢do, e as caudas de
poli(A) curtas resultantes significam que eles nao podem ser
traduzidos. Subseqiientemente, na fertilizacdo ou, mais tarde,
no desenvolvimento, as espécies de mRNAs inativas armazena-
das podem ser ativadas pela poliadenilagio citoplasmatica, que
restaura o tamanho normal das caudas de poli(A). A poliadeni-
lagdo citoplasmética parece utilizar o mesmo tipo de atividade
de poli(A)-polimerase que a poliadenilagdo-padriao de mRNAs
recentemente formados (que ocorre no nicleo). No entanto,
além do sinal AAUAAA, o mRNA necessita possuir um elemen-
to de poliadenilacdo citoplasmdtico a montante, rico em uracilas
(Wahle e Kuhn, 1997). Outro mecanismo que é utilizado para re-
gular a traducdo de alguns mRNAs durante o desenvolvimento
€ a repressao da tradugao (ocultamento), pela qual proteinas de
ligagdo a RNA podem reconhecer e ligar-se a seqliéncias especi-
ficas nas UTRs 3' dos mRNAs, reprimindo, desse modo, a tradu-
¢ao (ver Wickens et al., 1997; Stebbins-Boaz e Richter, 1997).

2

8.3 ﬁanscfiqéo’ alternativa e processamento
de genes individuais

Além do controle que é exercido na selegao de genes especificos
(ou de seus transcritos) para ativagdo ou repressao, os mecanis-
mos de controle também podem selecionar entre transcritos al-
ternativos especificos de um tinico gene. A utilizagao diferencial
do promotor ou os eventos diferenciais de processamento do
RNA podem resultar em um grande nimero de isoformas dife-
rentes, e esses e outros mecanismos tém desafiado a definicdo
classica de um gene (Quadro 8.3).

Figura 8.11 Genes-alvo selecionados podem ser ativamente expressos em resposta a estimulo extracelular por transducéo de sinal, a partir de

receptores de superficie celular ativados.

(A) Um exemplo de ativagao de uma proteino-quinase e translocagao para o nicleo: a sinalizagdo hormonal pela rota de transdugao de sinal do
AMP ciclico-proteino-quinase A. A ligagao de horménio a um receptor de superficie celular promove a interagdo do receptor com uma proteina G. A
Subunidade o ativada da proteina G dissocia-se do receptor e estimula a adenilato-ciclase ligada 2 membrana a sintetizar cAMP. Esta ultima
fosforila as subunidades reguladoras da proteino-quinase A, permitindo a liberagao das subunidades cataliticas, que migram para o nticleo e ativam
o fator de transcrigao CREB (proteina de ligagao a CRE) por fosforilagdo. O CREB ativado liga-se ao slemento de resposta a cAMP nos promotores
de genes-alvo. (B) Um exemplo de ativacdo de um fator de transcrigdo citoplasmatico (NF-kB) e translocagao para o niclec. Em resposta a um fator
de crescimento externo, uma tirosino-quinase ligada ao receptor do fator de crescimento fosforila a fosfolipase C que, entéo, converte
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) a diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (IP,). O diacilglicerol pode ativar a proteino-quinase C, que fosforila o
fator inibitério 1xB e, assim, marca-o para a sua degradacéo. Como resultado, o fator de transcricio NFxB & liberado & migra para o nucleo para

ativar seus genes-alvo.
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Figura 8.12 A proteina de ligagao a IRE regula a producao da cadeia pesada de ferritina e do receptor da transferrina por meio da sua ligacéo aos

elementos de resposta a ferro (IREs) nas regides 5'- ou 3'-nao-traduzidas.

(A) Estrutura do IRE na UTR-5' da cadeia pesada da ferritina. (B) A ligacao da proteina de ligagdo a IRE (IRE-BP) aos mRNAs da ferritina e da
transferrina (TfR) possui efeitos contrastantes na sintese protéica. Por simplificac@o, somente alguns dos elementos IRE no mRNA da TiR

mostram estar ligados pela proteina de ligagéo a IRE.

8.3.1 A transcricao de um unico gene humano pode
ser iniciada a partir de uma variedade de
promotores alternativos e pode resultar em uma
variedade de isoformas tecido-especificas

Varios genes humanos e de mamiferos possuem dois ou mais
promotores alternativos, que podem resultar em diferentes iso-
formas, com diferentes propriedades (ver Ayoubi e van de Vem,
1996). As isoformas podem proporcionar:

®  especificidade de tecido (uma ocorréncia freqliente; ver o
exemplo do gene da distrofia humana abaixo);

®  especificidade do estagio de desenvolvimento (por exemplo,
0 gene do fator Il de crescimento, semelhante  insulina);

®  localizagao subcelular diferencial (por exemplo, isoformas
soluveis e ligadas & membrana);

®  capacidade funcional diferencial (como no caso do receptor
da progesterona);

®  regulacdo génica sexo-especifica (ver o caso do gene da me-
til-transferase Dnm#1 na Secao 8.4.2 e Figura 8.20).

Um dos exemplos mais celebrados da utilizacio diferencial de
promotores em humanos envolve o gigantesco gene da distrofi-

na (DMD), que compreende um total de mais de 79 éxons, dis-
tribuidos sobre cerca de 2,4 Mb de DNA, na banda cromossomi-
ca Xp21. Ao menos oito promotores alternativos diferentes po-
dem ser utilizados (Cox e Kunkel, 1997). Quatro desses promo-
tores alternativos estao localizados proximo ao sitio de iniciacdo
convencional e compreendem um promotor cortex cerebral-es-
pecifico, um promotor musculo-especifico localizado a 100 kb a
jusante, um promotor que € utilizado nas células de Purkinje do
cerebelo e localizado 100 kb mais distante a jusante, e um pro-
motor linfocito-especifico (Figura 8.13). A utilizagdo desses pro-
motores resulta em isoformas grandes, com um peso molecular
de 427 kDa (referidas como Dp427, onde Dp = proteina Distrofi-
na e freglientemente recebem um sufixo para indicar a especifi-
cidade de tecido, por exemplo, Dp427-M para indicar a isofor-
ma misculo-especifica). As quatro isoformas diferem em suas
seqliéncias N-terminais mais extremas, como resultado de utili-
zarem quatro alternativas diferentes para o éxon 1.

Além dos quatro promotores alternativos, que codificam as
isoformas grandes convencionais, a0 menos quatro outros pro-
motores alternativos internos podem ser utilizados. A transcri-
¢ao a partir desses promotores utiliza somente um subgrupo de
éxons a jusante, resultando em isoformas significativamente
menores: uma isoforma Dp260 produzida nas células da retina;
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!
A visdo classica de um gene nao é mais valida

Classicamente, um gene era visto como uma entidade que codifica
um unico RNA ou produto polipeptidico. Ao contrario, o conceito de
produtos diferentes sendo codificados por uma unica unidade de
transcrigdo (um segmento de DNA que e continuamente transcrito
em RNA) & ha bastante tempo conhecido nos genomas simples, tais
como genomas bacterianos, onde os chamados mRNAs policistroni-
cos sd@o comuns. Eles aparecem por meio da transcrigao continua
por varios genes adjacentes (o termo cistron € uma palavra essen-
cialmente fora de uso para gene). Tais transcritos multigénicos sao,
entdo, processados para gerar dois ou mais polipeptideos diferentes.
Em tais casos, o termo unidade de transcrigdo é claramente nao-
equivalente funcionalmente ao termo gene, porque cada unidade de
transcrigao corresponde a varios genes. Em genomas complexos,
tais como o genoma humano, porém, a grande maioria de genes &
transcrita individualmente e, nesses casos, 0s lermos gene e unida-
de de transcricdo sdo essencialmente equivalentes. Os genes das
imunoglobulinas e receptores de células T, no entanto, fornecem uma
complexidade adicional: os genes individuais sao muito grandes no
DNA da linhagem germinativa (Figura 7.7 e Figura 8.26), mas as uni-
dades de transcricdo correspondentes sdo muito menores e de ta-
manhos varidveis devido aos rearranjos de DNA célula-especificos
em linfacitos B e T individuais (Figura 8.27 e 8.28).

Além disso, devido aos varios outros mecanismos de expressao
listados abaixo, genes humanos e unidades de transcri¢ao frequen-
temente codificam uma variedade de produtos génicos

Mecanismo Fregléncia e exemplos

Unidades de transcrigao Rara. Exemplos incluem genes de
rRNA de 18S, multigénicas 28S e
5,8S (Figura 8.1) e genes mitocon-
driais ver Sec¢do 7.1.1 e Figura 7.2)

Utilizagdo de promotores Bastante comum. Ver adiante e
Figura 8.13 alternativos

Encadeamento alternativo Muito frequente. Ver Se¢do 8.3.2 e
Figura 8.14

Poliadenilagao alternativa Bastante comum. Ver Figura 8.15

Edicao de RNA Extremamente rara. Ver Se¢ao
8.3.3 e Figura 8.16

Clivagem posterior a Rara. Pode gerar polipeptideos

traducgao funcionalmente relacionados, como

no caso de varios horménios
humanes, p. ex., insulina humana.
Ver Figura 1.23.

uma isoforma Dp140 produzida por muitas células do cérebro e
rim; uma isoforma Dp116 produzida nas células de Schwann e
uma isoforma pequena Dp71 produzida em muitos tipos celula-
res (Figura 8.13). Note que a utilizagao alternativa de promoto-
res implica a utilizagdo alternativa de éxons, mas eventos de en-
cadeamento alternativos, que sdo independentes da utilizagao
diferencial de promotores, também sdao muito comuns (Segao
8.3.2). No caso da distrofina, por exemplo, a complexidade adi-
cional das isoformas é introduzida por encadeamento alternati-
vo, especialmente na regiao C-terminal.

'l el mall e | —

8.3.2 Genes humanos frequentemente codificam mais
do que um produto, como resuitado de
encadeamento alternativo e eventos de
poliadenilacao alternativa

Além da utilizagdo diferencial de promotores, que implica na
utilizacdo alternativa de éxons, uma variedade de eventos de
processamento de RNA alternativos pode também resultar em
isoformas alternativas. Os mecanismos primadrios sdo eventos
alternativos de encadeamento (isto é, diferentes daqueles indu-
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Figura 8.13 Ao menos oito promotores podem ser utilizados para gerar expressao especifica do tipo celular no gene da distrofina.

As posigoes dos oito promotores alternativos estao ilustradas na parte superior: L, linfécito; C, cortical; M, musculo; P, Purkinje; R, retinal; CNS,
sistema nervoso central; S, célula de Schwann; G, geral. As posigdes aproximadas dos éxons estdo ilustradas abaixo. Note que cada promotor
ul”iliza seu proprio primeiro éxon {em azul: L1, C1, M1, P1, R1, CNS1, 81 e G1) juntamente com os éxons a jusante (em preto). Todos os 78 éxons
sdo utilizados no caso das distrofinas C-, M- e P- completas para gerar um produto que, em cada caso, tem cerca de 427 kDa (Dp427). Os outros
promotores estéo localizados imediatamente a montante dos éxons, indicados como segue: R, éxon 30; CNS, éxon 45; S, éxon 56; G, éxon 63.
I}Iote. também, que a iniciagao da transcrigéo para a isoforma Dp140 n&@o ocorre até o éxon 51, embora seja conhecido que o promotor estd no
intron 44. Além da diversidade de iscformas geradas pela utilizagao diferencial de promotores, sabe-se que o encadeamento alternativo ocorre,

principalmente na extremidade 3'.
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O encadeamento alternativo pode alterar as
propriedades funcionais de uma proteina

A seguinte lista, longe de estar completa, € somente uma forma de
ilustrar algumas maneiras pelas quais as propriedades bioldgicas
de uma proteina podem ser alteradas como resuitado de encadea-
mento alternativo.

W /soformas tecido-especificas. Exemplos incluem isoformas co-
dificadas pelo gene da tropomiosina. Ver também o exemplo
do gene da calcitonina, que estd listado abaixo (Secéo 8.3.2 ¢
Figura 8.15).

W [soformas solliveis e ligadas a membrana. A localizagao protéi-
ca pode ser regulada pela geragae de formas soltiveis de nu-
merosos receptores de membrana, p. ex., HLA de classe I e Il,
IgM, CD8, receptor de horménio de crescimento, IL-4, IL-5, IL-
7, IL, eritropoietina, G-CSF, G-MCSF, LIF (do inglés leukaemia
inhibitory factor, fator inibidor da leucemia) e o receptor FAS-
sinalizador de apoptose.

B Localizagdo intracelular alternativa. Um exemplo (til é forneci-
do pelo gene do tumor de Wilm's WT1, que especifica uma
proteina com quatro dedos de zinco em seu terminal C e pos-
sui muitas isoformas. O encadeamento diferencial pode levar &
inclusao ou & exclus@o de uma seqléncia de 17 aminoacidos
no dominio transregulador, e também 2 inclusdo ou & exclusio
de uma seqléncia de trés aminoacidos, lisina-treonina-serina,
localizada entre o terceiro e o quarto dedos de zinco (gerando
isoformas que sao denominadas +KTS e —-KTS a partir do c6-
digo de uma letra para aminoacidos — ver Figura 8.14). Essas
isoformas sdo bastante conservadas na evolugéo e diferem
em varios aspectos, incluindo seus padroes de distribuicao
subnuclear: as isoformas +KTS estao especificamente locali-
zadas nos sitios de encadeossomos no nicleo, enquanto as
isoformas —KTS estao geralmente distribuidas no nucleoplas-
ma (Larsson et al., 1995).

B  Fungdo alterada. As isoformas +KTS e —KTS do produto géni-
co WT1 também diferem em sua capacidade de ligar-se a se-
giéncias de DNA especificas nos genes-alvo. Sabe-se que as
primeiras possuem um papel na ligagéo de fatores de enca-
deamento; as Ultimas podem possuir um papel mais geral na
ligacao de dominios que abrigam fatores de transcricao gerais.
Outros exemplos incluem (i) isoformas de fatores de transcri-
¢ao, que sao ativadores ou repressores da transcrigao, depen-
dendo da natureza dos dominios que sao incluidos ou exclui-
dos do produto protéico — ver Lopez, 1998: (i) isoformas pro-
motoras de apoptose ou indutoras de apoptose de varios ge-
nes, tal como o gene Ich-1 (caspase 2) (ver Jiang et al., 1998);
e (iii) isoformas alternativas do gene da calcitonina (Figura
8.15).

zidos pela utilizagao diferencial de promotores) e eventos alter-
nativos de poliadenilagao. Em muitos casos, uma combinacio
desses mecanismos pode ser originada durante o processamen-
to de um dnico gene. Juntamente com a possibilidade adicional
de utilizagao diferencial de promotores, esses mecanismos po-
dem resultar em um ntimero muito grande de isoformas para
um Unico gene.

Encadeamento (splicing) alternativo
Uma grande porcentagem dos genes humanos sofre encadea-
mento alternativo, pelo qual diferentes combinacoes de €Xons
sao incluidas em transcritos a partir do mesmo gene, durante 0
processamento do RNA. Para muitos genes, numerosas isofor.
mas podem ser geradas em nivel de RNA, mas freqiientemen.
te a significancia funcional é pobremente compreendida. Em
alguns genes, o encadeamento alternativo resulta em uma dj.
versidade bastante consideravel nas regides nao-traduzidas,
Por exemplo, o encadeamento alternativo no figado resulta em
ao menos oito diferentes seqiiéncias UTR 5' para 0 mRNA dg
receptor do horménio de crescimento humano (Pekhletsky ef
al., 1992), mas a significdncia funcional, se existe, nao é enten-
dida.

O encadeamento alternativo de éxons codificadores de ge-
qliéncias também é comum e algumas das isoformas resultantes

foram mostradas serem tecido-especificas, de tal forma que -

éxons individuais, presentes em uma isoforma mas nao em oy-
tras, podem ser denominados “musculo-especificos”, “cérebro-
especificos”, etc. As diferentes isoformas podem fornecer uma
variedade de possibilidades de propriedades funcionais altera-
das, mas o conhecimento detalhado da significincia funcional
das diferentes isoformas ainda ¢ comparativamente escasso
(Quadro 8.4).

O sistema modelo melhor entendido para a compreensio
da regulagao do encadeamento é a rota de determinagio sexual
em Drosophila, a qual controla a dosagem génica. O encadea-
mento alternativo é utilizado em cada ramificagio dessa rota,
para controlar a expressao de reguladores da transcricao ou de
proteinas associadas & cromatina que influenciam a transcrigao
e ambos os controles, positivo e negativo, de encadeamento, sao
evidentes (Lopez, 1998). Em células de mamiferos, os candida-
tos a reguladores de encadeamento sdo a familia SR de protei-
nas de ligagdo a RNA (que possuem um dominio C-terminal
distinto rico nos dipeptideos serina[S]-arginina[R]) e algumas
proteinas HnRNP (do inglés heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein particle, particula ribonucleoprotéica heterogénea nuclear).
Essas proteinas sao conhecidas por promoverem vérias etapas
da montagem do encadeossomo (spliceossomo) e por se ligarem a
seqiiéncias reforcadoras de encadeamento, seqiiéncias regula-
doras que podem aumentar o reconhecimento do sitio de enca-
deamento (Lopez, 1998).

Poliadenilacéo alternativa

A utilizagao de sinais de poliadenilacio alternativos também é
bastante comum no mRNA humano; diferentes tipos de polia-
denilagao alternativos foram identificados (ver Edwards-Gil-
bert et al., 1997). Em muitos genes, dois ou mais sinais de polia-
denilagao foram encontrados na UTR 3', e os transcritos alterna-
tivamente poliadenilados podem apresentar especificidade de
tecido; em outros casos, sinais de poliadenilacao alternativos
podem ser produzidos apos 0 encadeamento alternativo. Como
um exemplo deste tltimo, uma combinagio de encadeamento
alternativo e poliadenilacao alternativa do gene da calcitonina
(CALC) resulta na expressdo tecido-especifica de duas isofor-
mas. A calcitonina, um horménio homeostatico Ca®'-circulante,
¢ produzida na tiredide; o peptideo relacionado ao gene da cal-
citonina (CGRP), que pode ter ambas as atividades, neuromo-
dulatéria e trofica, é sintetizado no hipotdlamo (Figura 8.15).
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Figura 8.14 Encadeamento diferencial no gene do tumor de Wilm's WT1.

A proteina WT1 contém um dominio regulador da transcri¢ao e um possivel motivo de reconhecimento de RNA, no seu terminal N. Quatro dedos
de zinco (Zn) sdo encontrados em seu terminal C. cada um codificado por um éxon distinto. O encadeamento alternativo resulta na inclusdo ou na
exclus@o de um éxon, que codifica uma seqliéncia de 17 aminodcidos, localizada centralmente, e também uma seqiiéncia que especifica trés
aminoacidos (K, lisina; T, treonina; S, serina) localizada entre o terceiro e o quarto dedos de zinco. Todas as quatro formas possiveis de mRNA
encadeadas sao expressas em tecidos normais, que expressam WT1 nas razdes aproximadas mostradas.

.ff-,{
_843.3 A edicdo de RNA é uma forma rara de
processamento posterior a traducao, pela qual

mudancas base-especificas sao enzimaticamente
introduzidas em nivel de RNA

A edigao de RNA é uma forma de processamento posterior a
tradugdo que pode envolver a insergao ou a delegdo de nucleo-
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calcitonina =
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mRNA Cap{ZA 1]
Polipeptideo
precursor EET
Polipeptideo P
Calcitonina

Encadeamento
diferencial e

poliadenilagao l

Traducao

Clivagem posterior
a traducao

tideos, mediada por enzimas, ou a substituicao de nucleotideos
individuais em nivel de RNA. A edigdo de RNA por insergéo ou
delecdo parece ser uma propriedade peculiar da expressao géni-
ca nas mitocondrias de cinetoplastos de protozodrios e bolores.
A edigdo de RNA por substitui¢do é freqlientemente empregada
em alguns sistemas, tais como mitocondrias e cloroplastos de
plantas vasculares onde mRNAs individuais sofrem multiplos

PAz
5a 5b}

diferencial

Figura 8.15 Processamento diferencial do RNA resulta em produtos tecido-especificos do gene da calcitonina.

PA e pA, representam sinais de poliadenilagéo alternativos, que sao empregados nos tecidos da tiredide e neurais, respectivamente, apos 0
encadeamento alternativo. O éxon 1 e a porgdo 3' do éxon 5 (5b) codificam segiiéncias ndo-traduzidas 5' e 3, respectivamente. A calcitonina é
codificada pelas seqiiéncias do éxon 4 na tiredide, enquanto que o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que é sintetizado em
tecidos neurais, é codificado pela porgao 5' do éxon 5 (5a) como resultado de encadeamento alternativo.
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eventos de edicdo de C — U ou U — C, e foi observada em uns
poucos genes de mamiferos (Ashkenas, 1997). Pelo menos qua-
tro classes de edicdo de RNA ocorrem nas células humanas:

m Edicio C = U. A edicao no mRNA da lipoproteina APOB
humana foi bem-estudada. No figado o gene APOB codifi-
ca um transcrito de mRNA de 14,1 kb e um produto de
4.536 aminoécidos, apoB100. No entanto, no intestino o
mesmo gene codifica um mRNA de 7 kb, que contém um
cédon de terminagdo prematuro que nao estd presente no
gene, e codifica um produto, apoB48, que é idéntico em se-
qiiéncia aos primeiros 2.152 aminoécidos de apoB100. Uma
desaminase citosina-especifica, Apobecl, converte uma
tnica citosina, no nucleotideo 6.666, no mRNA da APOB
intestinal para uracila, gerando, assim, um cédon de termi-
nacao (Figura 8.16).

m Edigdo A = I. Genes codificadores de alguns canais iénicos
de penetragdo de ligantes, incluindo receptores de gluta-
mato e proteinas relacionadas, estdo sujeitos a esse tipo de
edicdo de mRNA. Uma adenina é desaminada para origi-
nar iosina (I), uma base que nao estd normalmente presente
no mRNA (o grupamento aminico do carbono 6 da adenina
¢ substituido por um grupamento carbonilico C=0). A ino-
sina pareia preferencialmente com citosina e também inte-
rage com ribossomos, durante a tradugao, como se ela fosse
uma G. No caso do gene do receptor B do glutamato, por
exemplo, a edicdo do mRNA substitui um cédon CAG (glu-
tamina) por um CIG, que é traduzido como se fosse o c6-
don CGG (arginina). Esse tipo de edigéo, que causa a modi-
ficagdo de uma Gln = Arg, é freqiientemente referido como
edicdo Q/R, de acordo com o cédigo de uma letra, para os
dois aminoécidos envolvidos.

wm  Outras classes de edigio de RNA. Duas outras formas docu-
mentadas de edicdo de mRNA em humanos sio a edicao U

= C no mRNA do gene do tumor de Wilms, WT1, e a edi.
¢ao U = A no mRNA da o-galactosidase (Ashkenas, 1997),

8.4 Assimetria como uma maneira de
estabelecimento diferencial da expressao

génica e metilacao do DNA como uma
maneira de perpetuacao da expressao
diferencial

O conceito de especificidade de tecido na expressio génica hu-
mana estd estabelecido hd muito tempo. O que estd bem menos
claro é como tais padrdes foram inicialmente estabelecidos.
Uma vez que o contetido de DNA de todas as células nucleadas
em um organismo € virtualmente idéntico, mecanismos genéti-
cos nao podem explicar como a expressdo génica diferencial de-
senvolveu-se primeiramente nas células. Para explicar isso, C.
H. Waddington evocou mecanismos epigenéticos de controle gé-
nico durante o desenvolvimento. Atualmente, uma variedade
de mecanismos epigenéticos foram identificados, incluindo
aqueles que podem perpetuar determinadas etapas da expres-
530 génica em linhagens celulares somdticas.

8.4.1 A expressao génica seletiva em células de
embriées de mamiferos muito provavelmente
desenvolveu-se em resposta a eventos
sinalizadores célula-célula, de curto alcance

A fim de explicar modelos subseqiientes de expressido tecido-,
célula- e estdgio de desenvolvimento-especificos, algum meca-
nismo se faz necessario para estabelecer uma assimetria ou um
eixo no ovulo fertilizado, ou bem no inicio do desenvolvimento.
Na Drosophila, o 6vulo é inerentemente assimétrico, devido a

Gene 5’
ApoB Exon 26
FIGADO INTESTINO
6666 6666
5* ';CAA, UAA AAAA. A, 3’ 5’ —CAA UAA} AAAAL A, 3’
L Edicdo de RNA
| Tradugdo 5 AA—{ A — AAAA..A, 3
£ Tradugao
1 2152 2153 4536 1 2152
NH, N COOH I, COOH
ApoB100 ApoB48

Figura 8.16 A expressao do gene da apolipoproteina B humana no intestino envolve edicao de RNA tecido-especifica.

Note que o cédon 2153, especificado pela trinca CAA, nas posigoes nucleotidicas 6666-6668, especifica glutamina no produto ApoB100
sintetizado no figado. No intestino, porém, o cédon CAA é convertido, pela edi¢do de RNA, no codon de terminagao UAA, resultando em um

produto mais curto, ApoB48.
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transferéncia dos produtos génicos de células “mantenedoras”
(nurse), assimetricamente localizadas. O embrido desenvolve-
se, inicialmente, como um sincicio multinucleado (efetivamente
como uma grande célula) e a regionalizacdo depende da respos-
ta de niicleos individuais a gradientes de longo alcance, de mo-
léculas reguladoras. Em mamiferos, no entanto, a célula-ovo €
relativamente pequena e o periodo inicial do desenvolvimento
embriondrio cria um agregado de células individuais aparente-
mente simétrico. Contudo, o desenvolvimento torna-se assimé-
trico.

A geragdo de assimetria nas células de mamiferos poderia
derivar-se a partir de sinais iniciais de posicdo. Alguns aspectos
do desenvolvimento inicial sdo assimetricamente inerentes, in-
cluindo o local de entrada do espermatozéide durante a fertili-
zacio, a ligacdo do embrido a parede uterina, durante a implan-
tacdo, e a localizagdo de células com relagdo as suas vizinhas.
Como o embrido se desenvolve em uma bola de células - e, mais
tarde, 4 medida que estruturas mais complexas se desenvol-
vem, as células individuais irdo variar em fun¢do do nimero de
células vizinhas disponiveis. Eventos de sinalizacao intercelula-
res de curto alcance (pela sinalizagao direta célula-célula ou
eventos sinalizadores intercelulares de curto alcance) podem
fornecer uma maneira de identificar a posigédo celular e disparar
a expressdo génica diferencial. Por exemplo, se uma molécula
sinalizadora intercelular possui um alcance de, digamos, um
didmetro celular, entdo as células externas da blastula irdo rece-
ber sinais diferentes daquelas que estao rodeadas por células vi-
zinhas por todos os lados, e sinais posicionais diferentes podem
ser traduzidos em expressdo génica diferencial. Como sistemas
celulares especificos desenvolvem-se durante, por exemplo, a
organogénese (realizada principalmente entre a 4" e a 9" sema-
nas embriondrias), um tipo especifico de crescimento celular ou
de fatores de diferenciacdo, podem induzir a expressao de fato-
res de transcrigdo especificos para o estagio de desenvolvimen-
to efou para tecidos.

8_71"/2 A metilacao do DNA de vertebrados esta
- amplamente confinada aos nucleotideos CpG, e
modelos de metilacao do DNA podem ser
herdados quando a celula se divide

Uma vez que modelos diferenciais de expressdo tenham sido es-
tabelecidos, mecanismos epigenéticos podem garantir que eles
sejam estavelmente herdados quando a célula se divide. Imagi-
na-se que a metilagdo do DNA exerca um papel principal a esse
respeito, permitindo a transmissao estavel de estados da croma-
tina que reprimem a expressdo génica de uma célula diploide
para as células-filha. No entanto, a funcdo precisa da metilagdao
do DNA em eucariotos ainda ndo esta perfeitamente entendida
e demonstra claramente diferencas entre as espécies. Alguns or-
ganismos, por exemplo, ndo possuem metilagdo do DNA detec-
tavel, como é o caso da Drosophila, da C. elegans e da levedura
Saccharomyces cerevisae. Em outros organismos em que a metila-
¢do do DNA ocorre, 0os modelos e as fungoes da metilagdo do
DNA podem ser diferentes.

Modelos de metilagdo do DNA em vertebrados

O modelo de metilagio do DNA em vertebrados difere daquele
de células bacterianas. Nestas tiltimas, a adenina e a citosina po-
dem ser metiladas, mas, em vertebrados, a metilagio do DNA
esta restrita aos residuos de citosina. Somente cerca de 3% das
citosinas do DNA humano sdo metiladas, mas a maioria das

que o sdo, é encontrada no dinucleotideo CpG (isto é, as citosi-
nas metiladas sao quase sempre aquelas cujo dtomo do carbono
3' estd ligado, por uma ligacao fosfodiéster, ao dtomo do carbo-
no 5' de uma guanina). Além disso, uma porcentagem muito
menor de citosinas metiladas ocorre nas seqiiéncias CpNpG.

Os residuos de citosina que ocorrem nos dinucleotideos
CpG no DNA de vertebrados sao alvos de metilagdo por uma
metil-transferase citosina-especifica. A metilagdo ocorre no dto-
mo do carbono 5’ da citosina, para originar 5-metilcitosina, a
qual é quimicamente instdvel e pode desaminar espontanea-
mente, originando a timina (Figura 8.17A). Em longos periodos
de tempo evoluciondrio, o nimero de CpGs no DNA de verte-
brados foi gradativamente sendo diminuido, embora sejam co-
nhecidas regides com freqiiéncia normais (esperadas) de CpG,
que, freqiientemente, indicam seqiiéncias ativas em transcrigdo
(ilhas CpG, ver Quadro 8.5).

Manutengdo e metilagdo de nove durante o
desenvolvimento

Ao contrario das metilases bacterianas, as metil-transferases das
citosinas de vertebrados apresentam uma forte preferéncia pelo
reconhecimento de um DN A-alvo hemimetilado (isto €, um que
estd metilado em apenas uma das fitas). A seqiiéncia CpG apre-
senta simetria bilateral e, assim, apds a replicagio do DNA, a
nova fita de DNA sintetizada ira receber o mesmo padrédo de
metilagdo CpG que o DNA parental (Figura 8.17B). Como resul-
tado, o padrio de metilagio CpG pode ser estavelmente trans-
mitido para as células-filhas. A perpetuagdo de um padrdo de
metilagdo pré-existente é, algumas vezes conhecido como ma-
nutencdo de metilagdo e é realizado em células de mamiferos,
pelo produto do gene Dnml.

O padrdo de distribuicdo de 5-metilcitosina no genoma de
células somaticas diferenciadas varia de acordo com o tipo celu-
lar, mas a manutengdo da metilagdo garante que os padrdes de
metilagdo de linhagens somaticas individuais sejam um tanto
estiveis. Durante a gametogénese e o desenvolvimento embrio-
nario, no entanto, existem mudangas dramdticas na metilagdo
(Razin e Kafri, 1994). Os genomas das células germinativas pri-
mordiais do embrido absolutamente ndo sdo metilados. Apos a
diferenciagdo das gonadas e a medida que as células germinati-
vas comecam a se desenvolver, nova metilagdo de novo ocorre,
causando uma metilagdo substancial do DNA de espermatozoi-
des e de 6vulos de mamiferos (Figura 8.19). O genoma do esper-
matozéide é mais fortemente metilado do que o genoma dos
évulos, e diferencas sexo-especificas nos padrées de metilagao
sdo encontradas principalmente nos lécus pré-programados
(ver Mertineit ef al., 1998 para referéncias). A metil-transferase
codificada pelo gene Dnmt1, além de ser a DNA-metil-transfe-
rase de manutengdo predominante nas células de mamiferos,
também pode ser a principal metil-transferase de novo. Esse ge-
ne ¢ altamente expresso em células germinativas masculinas,
em oGcitos maduros e nos estdgios embriondrios iniciais. A ex-
pressio do gene Dnmt1 esta sujeita a regulacao sexo-especifica,
com promotores odcito- e espermatécito-especificos, introdu-
zindo éxons odcito- e espermatdcito-especificos, que originam
diferentes produtos génicos (Figura 8.20; Mertineit et al., 1998).

O genoma do odcito fertilizado é um agregado dos geno-
mas do espermatozéide e do 6vulo, de tal forma que ele e 0 em-
brido no estdgio bem inicial sdo substancialmente metilados,
com diferencas de metilacdo nos alelos paternos e maternos de
muitos genes. Mais tarde, nos estigios de moérula e blastula ini-
cial, na pré-implantagao do embrido, ocorre uma ampla desme-
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Figura 8.17 O dinucleotideo CpG é pouco freqgiiente no DNA de vertebrados, porque é sujeito & metilagao, e a 5-metilcitosina desaminada esta
sujeita a uma reparagao ineficiente de DNA.

(A) A citosina que ocorre na sequéncia 5'-CpG-3' € um alvo para metilagao no atomo de carbono 5'. Os produtos desaminados de citosina e seus
derivados metilados de 5-metilcitosina sao reconhecidos de maneira diferente pelas enzimas que reparam o DNA. (B) O padréo de metilagao de
CpGs € perpetuado pela necessidade de uma metilase especifica em reconhecer uma sequéncia-alvo hemimetilada. A seqiiéncia CpG possui
simetria bilateral. Apos a metilacdo de um alvo hemimetilado (i. e., metilado em apenas uma das fitas), as duas fitas metiladas sao separadas na
duplicac&o do DNA e atuam como moldes para a sintese de duas fitas-filhas nao-metiladas. Os duplices filhos resultantes irao, agora, fornecer
novos alvos hemimetilados para a continuidade do mesmo padréo de metilagéo. (C) A desaminagao de 5-metilcitosina na seqiiéncia CpG resulta na
convers&o do dinucleotideo CpG para os dinucleotideos TpG e CpA.

Quadro 8.5

ilhas CpG As ilhas CpG podem ser distinguidas pelas suas suscetibilida-
des & clivagem com determinadas nucleases de restrigéo. FPor
exemplo, a nuclease de restrigac Hpall reconhece e cliva DNA nas
seqliéncias CCGG, a menos que a citosina central esteja metilada.
Como resultado, Hpall cliva fregiientemente dentro de ilhas CpG,
para dar origem a pequenos fragmentos (por essa razéo o nome
original das ilhas CpG era de ilhas HTF, que significava fragmentos
muito pequenos de Hpall [do inglés Hpall tiny fragments]). Utilizan-
do esse tipo de abordagem, foi estimada a ocorréncia de um total
de 45 mil ilhas CpG no genoma humano, e aproximadamente mais
da metade de todos os genes humanos associados esté associada
com uma ilha CpG (Antequara e Bird, 1993). Genes associados a il-
has CpG incluem todos os genes de manutengao e genes que sio
amplamente expressos e talvez cerca de 40% dos genes que s&o
expressos de uma maneira tecido-especifica (Larsen et al., 1982).
Enguanto a grande maioria de CpGs localizados fora das ilhas CpG
€ metilada, as ilhas CpG néo s&o metiladas ou apresentam quanti-
dades muito baixas de metilagdo CpG. As ilhas CpG associadas
com sitios de iniciagdo da transcrigdo de genes cuja expressao é
restrita a certos tecidos nao sdo metiladas, nesses tecidos, mas
sao metiladas nos tecidos onde os genes nac séo expressos. No
as ilhas CpG associadas sdo, comumente, encontradas a alguma entanto, as ilhas CpG localizadas a jusante do sitio de iniciagéo da

distancia a jusante do sitio de iniciagdo da transcricao (ver Jones, transcricao podem ser metiladas em tecidos onde o gene é expres-
1999 e Figura 8.18). so (ver Jones, 1999 e texto).

No DNA de vertebrados, a seguéncia CpG € um sinal para metila-
¢ao por uma DNA-metil-transferase citosina-especifica, que adicio-
na um grupamento metil no carbono 5' da citosina. A 5'-metilcitosi-
na resultante & quimicamente instavel e esta sujeita & desamina-
¢ao, resultando em timina (Figura 8.17). Durante longos periodos
de tempo evolucionario, o nimero de dinucleotideos CpG no DNA
de vertebrados tem diminuido gradativamente, devido & lenta, po-
réem constante, converséo de Cpg em TpG (e em CpA na fita opos-
ta). Embora a freqiéncia geral de CpG no genoma de vertebrados
seja baixa (cerca de 20% da freqUéncia esperada), existem peque-
nas sequéncias de DNA que sdo caracterizadas por possuirem a
freqliéncia normal de CpG esperada. Tais ilhas de densidade de
CpG normal (ilhas CpG) sé@o comparativamente ricas em GC (tipi-
camente acima de 50% GC) e estendem-se por mais de centenas
de nucleotideos. No caso de genes que apresentam expressao di-
fundida, as ilhas CpG associadas s@o quase sempre encontradas
nas extremidades 5' dos genes, normalmente na regidao promotora,
freqlientemente estendendo-se para o interior do primeiro éxon. No
entanto, para genes que mostram padroes de expressao restritos,
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Figura 8.18 Estrutura das ilhas CpG em trés genes humanos.

Barras verticais representam as posigdes do dinucleotideo CpG nas seqliéncias de DNA representando: (A) o gene de desmina (DES) humano;
(B) a extremidade 5' do gene do retinoblastoma (RB71) humano; (C) o gene da apolipoproteina E (APOE) humano. Os comprimentos totais dos
genes estao indicados entre parénteses apos o nome do gene. Boxes representam éxons com padroes de encadeamento mostrados por linhas
pretas finas conectadas. No caso do gene RB1, somente os primeiros ~10 kb de seqiéncia sdo mostrados. Note que ilhas CpG estédo
freqlientemente localizadas na extremidade 5' de um gene (como em RB7T e DES), mas ocasionalmente podem ser encontradas em outras

posi¢des (como no caso de APOE).

tilagao do genoma (Figura 8.19). Mais tarde ainda, no estagio de
pré-gastrulacdo, ocorre uma ampla metilagao de nove. No entan-
to, a extensao dessa metilacdo varia nas diferentes linhagens ce-
lulares:

® g linhagem celular somdtica é fortemente metilada;

B linhagens derivadas do frofoblasto, as quais dao origem a pla-
centa, saco embrionario, etc., sio submetiladas;

8 células germinativas primordiais iniciais sio poupadas; seus
DNAs genémicos permanecem amplamente nao-metila-
dos, até apos a diferenciagdo das gonadas e quando as célu-
las germinativas se desenvolvem, depois do que ocorre
uma ampla metilagdo de novo.

8.4.3 Imagina-se que a metilacao do DNA em animais
atue como uma maneira de defesa do hospedeiro
contra transposons, bem como uma maneira de
perpetuacao de padroes de repressdo da
transcrigcao

Embora nem todos os eucariotos parecam estar sujeitos a meti-
lagdo do DNA, a sua fun¢ao nas células animais parece ser ex-
tremamente importante, e a mutagénese direcionada ao gene da
metil-transferase da citosina em camundongos resultou na leta-
lidade embriondria. A fungio precisa da metilagio do DNA nas
células animais, no entanto, permanece obscura. Visdes atuais

focalizam, em especial, dois aspectos das células animais: o ta-
manho do genoma (animais possuem genomas comparativa-
mente maiores, com maior numero de genes e também maior
quantidade de familias de DNA altamente repetitivo, perten-
centes a classe dos transposons) e 0 modo de desenvolvimento
(especialmente a variagdo em termos de duragao de vida e fre-
qliéncia de renovacdo celular). Duas visdes um tanto contras-
tantes, em relagdo a fungdo principal da metilagao do DNA nas
células animais, foram o objeto de muita controvérsia: 0 modelo
de defesa do hospedeiro e 0 modelo de regulagdo génica.

Defesa do hospedeiro como uma funcado principal para a
metilagao do DNA

Como a fungio de restricio-modificagdo da metilagao do DNA
em bactérias (ver Quadro 4.1), o modelo de defesa do hospedei-
ro prevé que a fungdo principal da metilagio do DNA, nas célu-
las animais, seja a de conferir uma maneira de protegao ao geno-
ma, mas, nesse caso, controlando a dispersao de transposons
(Yoder et al., 1997). Cerca de um terco das seqiiéncias de DNA
no genoma humano podem ser classificadas como pertencentes
a familias de (retro)transposons e sabe-se que uma pequena fra-
¢do dessas seqiiéncias, no genoma humano e em outros geno-
mas, estd ativamente transpondo-se (Secao 7.4). Sabe-se que as
familias de transposons no genoma humano e outros genomas
sao fortemente metiladas (imagina-se que cerca de 90% das 5-
metilcitosinas estejam localizadas em familias de retrotranspo-
sons) e, dessa forma, a metilagio do DNA tem sido vista como



Capitulo 8 « Expressdo génica humana

Graus de metilagao

Células somaticas ADULTO
Manutencao
da metilagao

Metilagao de
novo em linha-
gens de célu-
las somaticas

Placenta, saco
embrionario

Metilacao de )‘/(

novo em
linhagens “
trofoblasticas ?

/ '
/ n
-

-

Diferenciacao Desenvolvimento
gonadal das células
germinativas

Fertilizagao

Morula  Blastocisto Pré-gastrulagao

Diferenciacao
gonadal

Estagio de desenvolvimento

Figura 8.19 Mudangas na metilagdo do DNA durante o desenvolvimento de mamiferos.

Os estagios do desenvolvimento para gametogénese e desenvolvimento embriondrio inicial estdo expandidos para clareza; aqueles para o
desenvolvimento tardio estao abreviados, como indicado pelos cortes duplos. Note as mudangas muito réapidas na metilagéo do DNA durante: (i) a
gametogénese — a metilagao de novo origina genomas substancialmente metilados no espermatozéide e no évule (embora com diferengas no nivel
total de metilago e no padrao de metilagdo nesses genomas — ver texto), e em (ii) no embriao inicial, quando uma onda de ampla desmetilagao
gendmica ocorre no estagio de pré-implantagao (mdrula e blastula inicial) e é sucedida, logo apds, por uma metilagéo de novo, em ampla escala,
comegando no estagio de pré-gastrulacdo. O ultimo é especificamente pronunciade em linhagens somaticas €, em extensao bem menor, em
linhagens trofoblasticas, que originam & placenta e o saco embrionario, mas néo ocorrem nas células germinativas primordiais (as células do
embrido que irdo, eventualmente, originar as célula do espermatozoide e do 6vulo).
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Figura 8.20 Regulagao sexo-especifica no gene da metil-transferase
Dnmti.

O gene Dnmt1 da metil-transferase parece ser o DNA da metil-
transferase de manutengéo predominante em células de mamiferos e
pode ser o0 da principal metil-transferase de novo, também. Ele é
altamente expresso em células germinativas de machos, em odcitos
maduros e no embrido inicial. Cinco éxons sdo utilizados, mas trés
alternativas para o éxon-1 sa@o empregadas em células diferentes
(Mertineit et al., 1998): 1., (éxon 1 em células somaticas) e dois éxons
sexo-especificos, 14, (em espermatocitos) e 1,, (em odcitos). O éxon
odcito-especifico esté associado com a produgdo de quantidades
muito grandes da proteina Dnmt1 ativa, que € truncada no terminal N
e seqliestrada no citoplasma, durante os ultimos estagios de
crescimento. O éxon espermatoécito-especifico interfere com a
traducgéo e impede a produgao de Dnmt1 durante o estagio de
crossing-over da meiose de machos.

um mecanismo para reprimir tal transposigao, que, descontrola-
da, poderia ser danosa para as células. No entanto, dados recen-
temente obtidos a partir de um cordado invertebrado, Ciona in-
testinalis, parecem ser inconsistentes com o modelo de defesa do
genoma: multiplas copias de um retrotransposon aparentemen-
te ativo e uma grande fragdo de SINEs altamente repetidas eram
predominantemente ndo-metiladas, enquanto que genes, ao
contrério, pareciam ser metilados (Simmen ef al., 1999).

Regulagcdo génica como & fungéo principal para a
mefilacdo do DNA

A metilacdo do DNA em vertebrados foi vista como um meca-
nismo para o silenciamento da transcricao e pode constituir
uma posicdo default. Seqiiéncias de DNA que estdo ativamente
transcrevendo necessitam estar nao-metiladas (a0 menos nas re-
gides promotoras). Enquanto a metilacio do DNA em inverte-
brados pode servir para reprimir transposons e outras familias
de seqliéncias repetidas (ver abaixo), ela pode ter adquirido um
papel especial nos vertebrados, como um mecanismo para a re-
gulacdo da expressdo de genes enddgenos e redugdo do ruide
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da transcrigdo (através do silenciamento de uma grande fragao
de genes cujas atividades nao sdo necessarias em uma célula).
Pela reducio da expressio génica desnecessaria, a metilagdo do
DNA pode ter permitido o aumento no numero de genes e na
complexidade que caracteriza os vertebrados (Bird, 1995). O ar-
gumento contrdrio € de que o stafus de metilagao das regides 5'
de genes tecido-especificos ndo pode ser correlacionado com a
expressdo em diferentes tecidos e que 0 papel da metilagao na
expressdo génica é em fungdes biologicas especializadas resul-
tantes de mecanismos (por exemplo pré-programagao, do inglés
imprinting) que utilizam a expressdo génica alelo-especifica
(Walsh e Bestor, 1999).

Metilagao do DNA e expressdo génica

Os DNAs das cromatinas ativa e inativa em transcri¢ao diferem
em um numero de caracteristicas, incluindo o grau de compac-
tagdo e a extensdo de sua metilacdo (Tabela 8.7). Enquanto a me-
tilacio das ilhas CpG a jusante de promotores nao impede a
continuacdo da transcrido atraveés dessas regides (Jones, 1999),

nao ha dividas de que regides promotoras metiladas estao cor-
relacionadas com o silenciamento da transcri¢ao. Além disso, a
extensdo da acetilacdo de histonas é um fator importante. As
acetiltransferases especificas de histonas adicionam grupamen-
tos acetil aos residuos de lisina préximos a regido N-terminal de
histonas. Os terminais N acetilados formam, entdo, caudas que
se projetam a partir do centro do nucleossomo. Imagina-se que,
como as histonas acetiladas possuem uma afinidade reduzida
pelo DNA, e possivelmente uma pela outra, a cromatina pode
ser capaz de adotar uma estrutura mais aberta, que esta mais
apropriada para a expressao génica. A desacetilacao das histo-
nas, no entanto, promove a repressao da expressao génica, pre-
sumivelmente devido ao fato de a cromatina tornar-se mais
condensada.

Recentemente, o processo de metilagio do DNA e 0 de de-
sacetilacdo de histonas mostraram estar ligados. A repressao de
seqiréncias CpG metiladas, nas regides promotoras, parece ser
mediada por proteinas que se ligam especificamente as seqiién-
cias CpG metiladas. Duas dessas proteinas foram identificadas,

Tabela 8.7 Caracteristicas associadas com as cromatinas ativa e inativa em transcri¢gao

Caracteristica Cromatina ativa em transcrigao

Aberta, conformacéo estendida
da cromatina

Conformagao

Relativamente ndo-metilado,
especialmente nas regides promotoras
Histonas acetiladas

Metilagao do DNA

Acetilagao de histonas

Cromatina inativa em transcricao

Conformagao altamente condensada; especialmente
aparente na heterocromatina (tanto na facultativa como na
constitutiva; ver Secdo 3.5)

Metilado, inclusive nas regides promotoras

Histonas desacetiladas

) DNA-metil-
transferase
—
Cromatina
(aberta) |
ativa &

Desmetilacao

MeCP2 +
Desacetilase
de histona/Sin3

o CHs
Cromatina
g CH (condensada)
& ~ inativa
—
Acetiltransferase

de histona CH,

| Chave:

1 ___ Caudas de histonas ‘
" acetilada \

Figura 8.21 Represséo da transcrigao pela desacetilagéo de histonas pode ser mediada pela metilagdo do DNA.

Dinucleotideos CpG sao alvos para a metilagao e, por sua vez, CpGs metilados séo alvos especificos para ligagao por proteinas, tal como MeCP2,
que atua como um repressor da transcrigao e recruta um complexo co-repressor que consiste do fator repressor da transcrigdo mSin3A e
desacetilases de histonas. Estas tltimas removem grupamentos acetil das histonas. O processo reverso envolve acetilagao seqiiencial de histonas
e, apds, desmetilagao do DNA (ver Ng e Bird, 1999).
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MeCP1 e MeCP2 (do inglés methylated CpG binding proteins 1 and
2, proteinas 1 e 2, que se ligam a seqiiéncias CpG metiladas), es-
ta ultima mostrou ser essencial para o desenvolvimento embrio-
ndrio e para funcionar como um repressor da transcricdo. A ca-
pacidade de MeCP2 reprimir a expressao génica envolve um
complexo de desacetilacdo de histona (Ng e Bird, 1999). Um
modelo possivel prevé que um sinal inicial para a repressao da
transcricao seja a ligacdo de MeCP2 a seqiiéncias promotoras
CpG metiladas. A proteina MeCP2 ligada é entao reconhecida
por um complexo que consiste de um repressor da transcricio e
uma desacetilase de histona, a qual remove grupamentos acetil
dos terminais N das histonas, de forma que a cromatina se torna
mais condensada (Figura 8.21).

8.5 Controle da expressao génica de longo
alcance e pré-programacao (imprinting)

8.5.1 A estrutura da cromatina pode exercer um
controle de longo alcance sobre a expressao
génica

Um assunto predominante na expressao génica eucaridtica, dis-
tinguindo-a da expressdo génica bacteriana, é que os genes sio
individualmente transcritos. Promotores e elementos relaciona-
dos, a montante, tipicamente controlam a expressio de um tni-
co gene, o ponto de iniciagdo da transcrigao localizado na regido
estando a 1 kb do elemento controlador. Alguns elementos cis-
atuantes, no entanto, exercem um controle de longo alcance so-
bre uma regido cromossémica muito maior e existem evidéncias
crescentes para a regulagdo coordenada de agrupamentos de
genes. Estudos nos quais os genes foram reposicionados em al-
gum outro local do genoma também tém sugeride que os cro-
mossomos estdo organizados em dominios funcionais da ex-
pressao génica (dominios de cromatina). Por exemplo, quando
0s genes séo translocados para novas regides cromossdmicas
(tanto como resultado de eventos de quebra cromossémica es-
pontaneos, como por manipulagdo genética de organismos mo-
delos - Secdo 21.3), uma expressio génica aberrante pode ocor-
rer fregiientemente, mesmo que o gene inteiro e as seqtiéncias
controladoras necessarias nas suas seqiiéncias flanqueadoras
imediatas estejam preservados de maneira intacta, Os dominios
cromossdmicgs vizinhos séo separados por elementos de fron-
teira (tambérj chamados de insuladores), os quais atuam como
barreiras para o efeito de reforcadores e de silenciadores remo-
tos (Geyer, 1997).

Competicdo por reforgadores ou silenciadores

Algumas vezes o controle da expressdo génica de longo alcance
parece depender da competigac por um reforgador, entre genes
agrupados. Isso parece ser uma caracteristica da expressao do
gene da globina como descrito na Segéo 8.5.2.

Efeitos de posigdo induzidos pela heterocromatina

Estudos de rearranjos cromossémicos na Drosophila mostraram
que a proximidade a centromeros, telémeros ou blocos de hete-
rocromatina pode suprimir a expressdo génica, presumivelmen-
te pela alteracao da estrutura de um grande dominio de croma-
tina. A distrofia muscular fascio-escdpulo-umeral (FSHD, do in-
glés fascioscapulohumeral muscular dystrophy; MIM 158900) é um

possivel exemplo de um efeito de posicao semelhante, no ho-
mem. O gene para essa doenca neuromuscular progressiva ay-
tossdmica dominante localiza-se proximo ao telémere do cro-
mossomo 4q. Quando Southern blots do DNA, clivado com Eco-
RI, foram hibridizados com a sonda subtelomérica p13H-11,
uma hibridiza¢do em um fragmento muito grande, de mais de
30 kb, foi observada. O DNA de pacientes FSHD apresenta, con-
sistentemente, bandas menores, de 14 a 28 kb. Esses pacientes
possuem um numero reduzido de copias de uma seqiiéncia re-
petitiva de 3,2 kb, que é reconhecida pela sonda, e delecdes de
nove de regides das repeti¢des foram observadas em pacientes
FSHD sem histéria familiar prévia.

Expectativas de que a seqiiéncia de 3,2 kb pudesse conter o
gene FSHD, no entanto, foram frustradas. Mesmo que ela conte-
nha parte de um homeodominio (Hewitt ef al., 1994), ndo h4 evi-
déncias de que qualquer parte dela seja transcrita ou expressa.
Muito provavelmente o gene FSHD esteja localizado proxima-
mente as repeticdes de 3,2 kb em tandem, e a delecdo o deixe
mais proximo do telémero 4g, onde ele é silenciado por um efei-
to de posicdo.

Outros efeitos de posigdo

Evidéncias para efeitos de longo alcance, controlando a expres-
sdo génica sobre grandes dominios cromossémicos, tém surgido
a partir de estudos de doengas associadas a quebras cromos-
sbmicas em humanos (Kleinjan e van Heyningen, 1998). Exem-
plos sdo a aniridia (AN1; MIM 106210), causada por mutagdes
de perda de fungao do gene PAX6 situado em 11p13, e a displa-
sia campomélica (CMPD1; MIM 211970), causada por mutagoes
no gene SOX9 situado em 17q24. Em cada caso, os pacientes
afetados sdo identificados por apresentar quebras cromossomi-
cas claramente causadoras, mas os pontos de quebra podem es-
tar muito distantes (centenas de quilobases) do gene cuja ex-
presséo ¢ afetada, e nao o interrompem fisicamente. Parece pro-
vavel que a expressao do gene seja suprimida por um efeito de
longo alcance, andlogo aos efeitos de posicéo classicos descritos
acima, refletindo o0 novo ambiente cromossémico criado pela
translocagao.

As sindromes de Prader-Willi e Angelman (Secao 16.4.2)
juntam efeitos de posigdo, pré-programagao e metilacio do
DNA. Uma seqiéncia cis-atuante analoga & regido controladora
do locus da globina foi identificada; ela governa a metilagdo pa-
terno-especifica e a expressao génica de uma regido cromos-
sdmica de extensao de megapares de bases na localizagao 15q11.

Inativagcdo do X

A inativagdo do cromossomo X em mamiferos parece ser inicia-
da por um tnico gene, XIST, o qual é unicamente expresso no
cromossomo X inativado (Segao 8.5.6). Esse efeito ndo é entendi-
do, mas deve ser mediado por algum tipo de modificagao estru-
tural de longo alcance, na cromatina. Isso ocorre desse modo
porque um agente difusivel, mediado por XIST, ndo seria capaz
de afetar justamente o cromossomo X, no qual o gene XIST é ex-
presso.

8.5.2 A expressao de genes individuais em
agrupamentos de genes pode ser coordenada
por uma regido controladora de locus comum

Alguns agrupamentos de genes humanos mostram evidéncias
de expressao coordenada de genes individuais no agrupamen-
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to. Por exemplo, genes individuais nos agrupamentos da a-glo-
bina, B-globina e os quatro genes HOX sao ativados em uma se-
qiiéncia temporal que corresponde exatamente a sua ordem li-
near no cromossomo. No caso dos genes da globina, existe uma
nitida expressao especifica do estagio de desenvolvimento: ge-
nes diferentes podem ser ativados nos estagios embriondrio, fe-
tal ou adulto, para gerar formas levemente diferentes de hemo-
globina (troca de hemoglobina; Figura 8.22).

Recentemente, tem-se tornado aparente que a expressao
dos genes em cada um dos dois agrupamentos dos genes da
globina humana é coordenada por uma regido controladora
dominante, a regido controladora do lécus (LCR), do inglés lo-
cus control region), a qual esta localizada a alguma distancia a
montante do agrupamento de genes (ver Grosveld et al., 1993).
Acredita-se que tais LCRs agrupamento-especificos organi-
zam o agrupamento no interior de um dominio de cromatina
ativa e atuam como reforgadores da transcrigdo dos genes da
globina. A conformagao aberta dos dominios de cromatina ati-
vos em transcricdo torna-os mais acessiveis a clivagem pela
enzima DNase . De acordo com essa relagdo, a LCR da B-glo-
bina engloba seqiiéncias curtas nos trés principais sitios hiper-
sensiveis a DNase [ eritrécito-especificos (HS2, HS3 e HS4)
agrupados em uma regiao de 15 kb, localizada cerca de 50 a 60
kb a montante do gene da p-globina, enquanto a LCR da o-
globina ocorre em um sitio hipersensivel a DNase eritrocito-
especifico, HS-40, localizado a 60 kb a montante do gene da a-
globina (Figura 8.23). Cada sitio marca a localizagdo do que é
efetivamente uma seqiiéncia reforcadora (enhancer), de cerca de
200 a 300 pb de DNA, que contém curtos elementos de seqiién-
cia cis-atuantes, incluindo multiplos elementos de seqiiéncia
reconhecidos por fatores de transcriao eritrécito-especificos
(Figura 8.6). Sem as respectivas LCRs, a expressio dos gene da
globina é insignificante e, no caso da LCR da B-globina, parece
que os elementos HSZ, HS3 e HS4 interagem uns com 0s ou-
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Figura 8.22 Mudangas na hemoglobina humana ocorrem em dois
estagios distintos do desenvolvimento.

tros para formar um grande complexo que interage com 0s ge-
nes da globinas, individualmente.

Outros sitios hipersensiveis a DNase I estao localizados nos
promotores dos genes da globina, mas mostram especificidade
pelo estagio de desenvolvimento. Por exemplo, no figado fetal,
os promotores dos dois genes Y e dos genes B e 8 sao marcados
por sitios hipersensiveis 3 DNase | mas, na medula dssea do
adulto, os dois genes Yy ndo sao mais ativos em transcrigao,
seus promotores ndo mostram mais sitios hipersensiveis a DNa-
se I. Acredita-se que mudancas especificas do estagio de desen-
volvimento, na expressdo dos genes da globina, sejam acompa-
nhadas pela competiao entre os genes da globina pela intera-
¢do com a sua respectiva LCR e a ativacio estdgio-especifica de
elementos silenciadores gene-especificos. Por exemplo, a trans-
cricdo do gene da g-globina (HBET) é preferencialmente estimu-
lada pela LCR vizinha, no estagio embrionario. No fgto, no en-
tanto, a expressao de e-globina é suprimida, acompanhada pela
ativagdo de um silenciador, e a expressdo de 1-globina torna-se
dominante (Figura 8.23).

Além das LCRs da globina humana, um numero de LCRs
adicionais diferentes foi identificado (ver Kioussis e Festenstein,
1997). No entanto, o papel da LCR da B-globina humana (o qual
contou com a analise de transgénicos humanos) foi desafiado
por estudos de direcionamento génico em camundongos, que
mostraram que a LCR da p-globina possui uma fungdo de aju-
dante, em vez de uma fungdo dominante, € que ela ndo é neces-
saria para a iniciagdo da sensibilidade a DNase | e para a expres-
sao dos genes no agrupamento da B-globina no camundongo.
Esses achados contraditérios podem, possivelmente, significar
que existe uma diferenca funcional entre as LCRs humana ¢
murina (ver Grosveld, 1999 para uma revisao).

8.5.3 Alguns genes humanos apresentam expressao
seletiva de somente um dos dois alelos parentais

Genes ligados ao X nas fémeas e todos 0s genes autossomMicos
sido bialélicos, porque ambos os genitores normalmente contri-
buem com um alelo cada. Nos machos possuidores de um cro-
mossomo X e um cromossomo Y, a grande maioria dos genes li-
gados ao sexo é monoalélica: a maioria dos muitos genes no X
nao possui um homologo funcional no cromossomo Y; e alguns
dos poucos genes do Cromossomo Y sao sabidos serem Y-especi-
ficos, por exemplo SRY, o principal l6cus determinante do sexo
em machos. Uns poucos genes do cromossomo Y possuem ho-
mologos funcionais no cromossomo X e sdo, portanto, bialéli-
cos. Em alguns casos de lécus X-Y homologos, ambos os homo-
logos sdo normalmente funcionais (Secido 14.3.1 e Figura 14.9).
Estamos acostumados a assumir que os alelos paterno €
materno de genes bialélicos sao expressos, a menos que uma ou
ambas as copias tenham recebido mutacdes que afetem a ex-
pressao. Nitidamente a expressdo pode ser tecido-especifica, de
forma que em algumas células ambos os alelos parentais sao
fortemente expressos; em outras, as duas copias génicas nao 530
aparentemente expressas. Assim, embora possam existir dife-
rencas celulares tecido-especificas na expressdo, a discrimina-
cdo existente entre a capacidade de os dois alelos parentais se-
rem expressos sO € devida a diferencas (mutagdes) genéticas en-
tre eles. No entanto, conhece-se, em humanos e outros mamife-
ros, varios genes bialélicos em que a expressdo de um alelo pa-
rental, paterno ou materno mas nio de ambos, é normalmente re-
primida em algumas células (exclusido alélica). Em tais células o
gene relevante exibe uma hemizigose funcional: somente uma
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Figura 8.23 A expresséo génica nos agrupamentos génicos da o- e B-globina & controlada por regides controladoras de I6cus comuns.

(A) Organizagéo dos agrupamentos génicos da o- e B-globina humanos. As regides controladoras de Idcus (LCRs) consistem de um ou mais sitios
hipersensiveis & DNase | eritrécito-especificos (HS-40, etc.) localizados a montante do agrupamento. Setas marcam a diregao da transcrigcao dos
genes expressos. O status funcional do gene da 6-globina € incerto: ele é expresso, mas pode ser um pseudogene expresso (ver Quadro 7.3). (B)
Regulacéo da expressao génica pela LCR da B-globina. As setas azuis fortes indicam um poderoso efeito reforgador da LCR nos genes indicados,
resultandc em elevados niveis de expressao; setas pontilhadas azuis indicam os efeitos fracos correspondentes.

Quadro 8.6

Mecanismos que resultam na expressao monoalélica de genes bialélicos em células (de mamiferos)
humanas

Mecanismo Genes relevantes e localizagéo celular
de expressao monoalélica

Excluséao alélica de acordo com a origem parental

Pré-programagao gendmica Um pequeno numero de genes. As localizagdes celulares dependem de
onde um gene individual & expresso, note, porém, que alguns genes
pré-programados apresentam expressao monoalélica em alguns tipos
celulares, mas expresséo bialélica em outros (Tabela 8.8)

Excluséo alélica, porém independente da origem parental

Exclus&o alélica devido a inativagao Confinada a certos genes ligados ao X somente em fémeas;
do cromossomo X expressao do alelo a partir do cromossomo X nao-inativado somente
nas celulas nas quais 0s genes Sao0 expressos
Exclusao alélica seguinte a Expresséo do gene da imunoglobulina nos linfocitos B;
rearranjos de DNA pré-programados Expressao do gene do receptor de células T nos linfécitos T
Exclusao alélica por mecanismos desconhecidos Genes dos receptores olfativos nos neurbnios; genes do receptor de

células NK; certos genes de interleucinas (IL2, IL4); XIST (em células de
embrides iniciais femininos); PAX5 (em células B maduras e
progenitoras prematuras) |
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metade do maximo do produto génico € normalmente obtida

mesmo que as seqiiéncias de ambos 0s alelos parentais sejam perfeita-
mente concordantes con a expressdo génica normal ou mesmo idénti-
cas. Em alguns casos, a exclusdo alélica pode ser uma proprieda-
de de células ou de tecidos selecionados, enquanto, em outras
células do mesmo individuo, ambos os alelos podem ser expres-
sos normalmente.

Embora inicialmente considerada uma raridade, a expres-
sio monoalélica de genes bialélicos foi demonstrada para um
nimero crescente de genes, humanos. Uma variedade de meca-
nismos de expressao pode estar envolvida, e duas amplas clas-
ses de mecanismos estdo envolvidas (ver Chess, 1998; Ohlsson
et al., 1998):

s Exclusdo alélica de acordo com a origem parental (pré-programa-
¢io). Em alguns casos, a escolha de qual dos dois exempla-
res herdados é expressa nao ¢ aleatoria. Isso significa que,
para alguns genes, 0 alelo cuja expressao € reprimida ¢
sempre o alelo patrilinearmente herdado; em outros ele €
sempre o alelo matrilinearmente herdado (Secéo 8.5.4).

s Exclusio alélica independente da origem parental. Aqui a deci-
sdo de qual dos dois alelos € reprimido inicialmente & feita
a0 acaso, mas, mais tarde, o padrao de exclusdo alélica é es-

tavelmente transmitido para as células-filha apds a divisdo
celular. Uma variedade de mecanismos pode estar envolvi-
da (Quadro 8.6). Em alguns casos, uma regulagdo génica
complexa pode ser necessdria. Por exemplo, genes de re-
ceptores olfativos sao encontrados em grandes agrupamen-
tos ou arranjos nos genes de mamiferos. Em um neurdnio
olfativo individual, somente um arranjo alélico dos genes
do receptor olfativo esta ativo (ver Chess, 1998). Uma for-
ma tnica de controle é a programagao de rearranjos de
DNA que s30 necessarios para a expressao célula-especifica
individual dos genes da imunoglobulina nas células B e os
genes receptores das células T nos linfécitos T. Devido a
complexidade dos dltimos mecanismos, eles serao discuti-
~ dos separadamente na Seao 8.6.

8.5.4 A pre-programagao genomica envolve diferengas

.na expressao de alelos, de acordo com a origem

parental

Varias observacoes em mamiferos sugeriram que 0s genomas
materno e paterno de um individuo ndo sdo equivalentes (Qua-

Quadro 8.7

A ndo-equivaléncia dos genomas materno e
paterno

{
Além das diferengas obvias entre 0s cromossomos X/Y, a nac-equi-
valéncia entre 0s auloSsOMOS & Cromossomos X patri e matrilinear-
mente herdados & sugerida a partir das observacoes listadas abaixo.

Diploidia uniparental induzida experimentalmente em camun-
dongos

O pronucleo masculino de um oéeito de camundongo fertilizado pode
ser removido e substituido por um segundo pronucleo feminino, para
gerar um ginogendtipo (algumas vezes chamado um partenogenoti-
po; todos os 46 cromossomos sao de origem materna). Se, ao con-
trario, o pronticleo feminino for substituido por um segundo pronticieo
masculino, um androgendtipo & formado. A despeito de possuir cro-
mossomos dipldides normais, tais embrices nao conseguem desen-
volver-se e morrem antes da metade da gestagao. Ginogendtipos
mostram deficiéncias severas em estruturas extra-embrionarias, po-
rém um embrido relativamente normal; em contraste, em androgenc-
tipos o embrido & mais severamente afetado do que as estruturas ex-
tra-embrionarias (ver Bestor, 1998 para referéncias).

Diploidia uniparental ocorrendo normalmente em humanos (Se-
¢do 2.6.4)

Diploidias uniparentais humanas n&o s@o incomuns. Diploidias uni-
parentais androgenéticas desenvolvem-se como verrugas hidatifor-
mes, que consistem de massas de vilosidades coriénicas hidrofobi-
cas e outras estruturas placentarias, mas nao possuem tecidos em-
brionarios. Diploidias uniparentais ginogeneticas dao origem aos cis-
tos dermaides que se desenvolvem em teratomas ovarianos, consis-
tindo de uma massa de tecidos adultos bem-diferenciados, mas alta-
mente desorganizados, freqlentemente incluindo 0sso, dente, carti-
lagem, pele e outros tecidos, mas normalmente nao apresentando
qualquer estrutura extra-embrionaria.

Os individuos tripldides representam uma combinagao de um ge-
noma dipldide herdado a partir de um progenitor & um genoma ha-
pléide normal do outro. O fendtipo & diferente, dependendo de qual
progenitor contribuiu com 0 genoma dipléide.

Dissomia uniparental (Segdo 2.6.4)
Algumas diploidias uniparentais possuem um cariotipo 46, XX ou 48,
XY normal, mas possuem duas copias do mesmo cromossomo, her-
dadas de somente um dos progenitores. |sso pode resultar em feno-
tipos anormais, que s&o diferentes conforme a origem parental do
cromossomo relevante. Por exemplo, individuos 46, XX ou 46, XY
que herdam ambas as copias do cromossomo 15 de seus pais de-
senvolvem a sindrome da Angelman; se ambas as copias do cromos-
somo 15 sdo maternalmente herdadas, resulta na sindrome de Pra-
der-Willi (Quadro 16.6).

Mutagdes subcromessomicas causando fendtipos anormais dife-
renciais conforme a origem parental

B Adelegdo de certas regiées cromossomicas produz um fendtipo
diferente quando ne cromossomo materna ou paterno. O melhor
exemplo é a delecdo de 15q12, que no cromossomo paterno,
produz a sindrome de Prader-Willi e, no cromossomo materno,
produz a sindrome de Angeiman (Quadro 16.6).

B Certos caracteres humanos sao autossdmicos dominantes,
mas manifestam-se somente quando herdados de um dos pro-
genitores. Em algumas familias, tumores de massa s@o herda-
dos como uma caracteristica autossOmica dominante, mas ex-
pressos apenas em pessoas que herdaram o gene de seu pai. A
sindrome de Beckwith-Wiedemann (MIM 130650) & algumas
vezes dominante, mas expressa somente por pessoas que a
herdaram de suas maes. Exemplos de genealogias sa0 mostra-
dos na Figura 3.5.

m A perda de alelos em muitos canceres
preferencialmente, 0 alelo paterno.

(Capitulo 18) envolve,
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dro 8.7). Além das diferengas genéticas entre o0 DNA gendmico
do espermatozodide e do 6vulo, também existem diferencas epi-
genéticas. A principal diferenca estd em ambas as causas, a
quantidade total de metilacdo do DNA (o genoma do esperma-
tozbide € mais extensivamente metilado do que o genoma do
évulo) e o padrao de metilacdo do DNA em classes de seqiién-
cias de DNA especificas. Por exemplo, segiiéncias Line 1 sdo al-
tamente metiladas nas células do esperma, mas s6 parcialmen-
te metiladas no ovulo (Razin e Kafri, 1994; Yoder et al., 1997).
Em alguns l6cus génicos individuais, também existem diferen-
cas principais entre a extensdo da metilacio dos alelos paternos
e maternos. Por exemplo, o alelo paterno do gene H19 é forte-
mente metilado; o alelo materno nao é metilado.

Como sugerido pelas observacdes no Quadro 8.7, diferen-
cas entre os genomas paterno e materno levam a diferencas na
expressao entre alelos paternos e maternos. A pré-programacio
gendmica (também chamada de pré-programagcdo gamética ou
parental), em mamiferos, descreve a situacdo onde nao existe
equivaléncia na expressdo dos alelos em certos 16cus génicos,
dependendo da origem parental (Reik e Walter, 1998; Brannan e
Bartolomei, 1999; Tilghman, 1999). Em alguns, os tecidos onde
0 gene € expresso, a expressao ou do alelo patrilinearmente her-
dado ou do alelo matrilinearmente herdado é consistentemente
reprimida, resultando em expressdo monoalélica. O mesmo
modelo de expressao monoalélica pode ser fielmente transmiti-
do para as células-filha, apés a divisdo celular. No entanto, co-
mo as sequiéncias nucleotidicas do alelo cuja expressio é repri-
mida podem ser perfeitamente consistentes com a expressao
génica (e podem mesmo ser idénticas a do alelo expresso), isso
€ um efeito epigenético, e ndo genético.

Prevaléncia e evolucdo da pré-programacéo
Muitos genes humanos néo estao sujeitos a pré-programacao,
de outra forma nao poderiamos ver tantos caracteres mendelia-

nos simples. Pesquisas sistematicas foram realizadas para iden-
tificar regides cromossdmicas pré-programadas em camundon-
80. Ao contrario de humanos, todos os cromossomos do ca-
mundongo sdo acrocéntricos, e translocagdes robertsonianas
podem permitir que cruzamentos sejam realizados; tais cruza-
mentos produzem descendentes que possuem ambas as copias
de um determinado cromossomo, derivadas de um tinico geni-
tor (dissomia uniparental, UPD, do inglés uniparental disomy,
ver Secdo 2.6.4). Esses revelaram que a UPD para alguns cro-
mossomos nao tem efeito fenotipico; para outros, ela produz fe-
nétipos anormais. Os fendtipos anormais sdo algumas vezes
complementares para origens parentais diferentes, por exem-
plo o crescimento exagerado € freqiientemente visto na UPD
materna e o retardamento no crescimento, na UPD paterna. Pa-
ra alguns cromossomos a UPD é letal.

Buscas mais profundas em niveis cromossémicos e genéti-
Cos mostraram que a preé-programacdo é uma propriedade de
um niimero limitado de genes individuais ou de pequenas re-
gides cromossdmicas. Atualmente, sdo conhecidos mais de 30
genes pré-programados em humanos e camundongos (referén-
cia eletrénica 1), mas pode-se esperar que a lista cresca. Até o
momento, dois principais agrupamentos de genes pré-progra-
mados sdo conhecidos no genoma humano: uma regiao de 1
Mb em 11p15 (circundando a regido de Beckwith-Wiedemann)
contém ao menos sete genes pré-programados que podem estar
arranjados em dois agrupamentos (Lee et al., 1999); um agrupa-
mento de 2,3 Mb na regido 15q11-q13 (circundando o l6cus da
sindrome de Prader-Willi e Angelman) também contém ao me-
nos sete genes pré-programados (Schweizer et al., 1999; ver Fi-
gura 8.24). Os agrupamentos de genes pré-programados con-
tém exemplos de genes vizinhos com pré-programagées paren-
tais diferentes, por exemplo o gene H19 é expresso somente a
partir do cromossomo materno 11, enquanto o gene adjacente
IGF2 ¢ expresso somente a partir do cromossomo paterno.
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Figura 8.24 Agrupamentos de genes pré-programados em 1 1p15.5 e 15g11-g13.

Genes desconhecidos quanto & pré-programag&o sao mostrados em preto; genes pré-programados estdo em azul. Genes mostrados como boxes
azuis cheios, p. ex., KCNQ1, UBE3A, mostram represséo preferencial dos alelos paternos (de forma que, em alguns tecidos, somente o alelo
materno é expresso). Genes mostrados em boxes azuis vazios; p. ex., IGF2, ZNF127, possuem o padrao oposto: represséo preferencial dos alelos
maternos. Setas indicam a diregéo da transcrigéo. IC corresponde a centro de pre-programagéo (do inglés imprinting center) (ver texto). A regiao
15g11-g13 foi bem menos estudada, e é provavel Que outros genes sejam encontrados nela. Note que alguns genes possuem outros nomes na
literatura, p. ex., KCNQT (KvLQT1), CDKN1C (P57 ou KIP2), CD81 (TAFPAT). Dados de Lee et al. (1999) e Schweizer et al. (1999).
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A grande maioria dos genes pré-programados conhecida ¢
autossémica. No entanto, o gene XIST que possui um papel
principal no estabelecimento da inativagao do cromossomo X
(ver a proxima segdo), pode ser considerado um exemplo de um
gene pré-programado ligado ao X, uma vez que a expressao do
alelo matrilinearmente herdado é preferencialmente reprimida
no trofoblasto. Um gene pré-programado ligado ao X que afeta
uma funcdo cognitiva também foi sugerido a partir de padroes
comportamentlisﬂdifereng@gwgggiej___lmen Meni-
nas com a sindrome de Turner ndo possuem um cromossomo Y,
possuem somente um cromossomo X. Se 0 cromossomo X é her-
dado da mae, um comportamento social que tende a desordem
é freqiiente, mas se ele for herdado do pai, a garota apresenta

um comportamento semelhante ao normal para uma garota |

(Skuse et al., 1997).

A pré-programagdo ocorre em sementes de plantas, alguns
insetos e mamiferos. Nenhum efeito pré-programado importan-
te, como julgado pelo fendtipo, foi observado em organismos-
modelo, tais como Drosophila, C. elegans e zebrafish (o peixe orna-
mental “paulistinha"), embora o potencial para pré-programa-
cdo possa existir na Drosophila. Os mamiferos sdo incomuns pe-
lo modo como os embrides sio totalmente dependentes do flu-
xo de nutrientes da placenta materna. Como muitos genes pré-
programados estdo envolvidos na regulagio do crescimento fe-
tal, uma explicacdo enfrenta o conflito entre os genomas paren-
tais: 0 genoma paterno propaga-se melhor atraves da criagdo de
um embrido que, agressivamente, remove nutrientes da mae; o
genoma materno suprime isso para proteger a mae e preservar
alguns recursos para gestagdes futuras. Como visto em casos de
diploidia uniparental (Quadro 8.7), genes paternos sao prefe-
rencialmente expressos no trofoblasto e em membranas extra-
embriondrias, enquanto que genes maternos sao preferencial-
mente expressos no embriao.

8.5.5 O mecanismo da pré-programacao genomica nao
é claro, mas um componente-chave parece ser a
metilacao do DNA

Para confirmar a pré-programacio de um gene, € necessario
identificar um individuo que ¢ heterozigoto para uma sequién-
cia varidvel presente no mRNA maduro. O mRNA de diferentes

tecidos pode, entio, ser testado para a expressao monoalélica
ou bialélica, e a origem de cada alelo pode ser determinada pela
classificagio dos progenitores. Para alguns genes, esse tipo de
andlise tem demonstrado que a pré-programagao estd confina-
da a somente certos tecidos ou a certos estagios do desenvolvi-
mento (Tabela 8.8). Assim, a pré-programagao permite um nivel
extra de controle da expressao génica, mas nao € possivel com-
primir o seu funcionamento em uma simples historia uniforme.

As observacdes acima sugerem que alguns mecanismos de-
vem ser capazes de distinguir entre alelos patri- e matrilinear-
mente herdados: 3 medida que os cromossomos passam através
das linhagens germinativas do macho e da fémea, eles devem
adquirir alguma pré-programacdo para sinalizar uma diferenga
entre alelos paternos e maternos, no organismo em desenvolvi-
mento. Um componente-chave, a0 menos na manutencao do
status de pré-programagio, é a metilagdo do DNA, alelo-especi-
fica (Brannan e Bartolomei, 1999; Tilghman, 1999). A pré-pro-
gramagio de varios genes pré-programados € interrompida em
camundongos mutantes que sdo deficientes no gene da citoso-
na-metil-transferase Dnmt1, e todos os genes pré-programados
sdo caracterizados por regides ricas em CG de metilagao dife-
renciada.

Curiosamente, sabe-se que Dnmt] possui €xons sexo-espe-
cificos (Secao 8.4.2 e Figura 8.20). Nos odcitos isso resulta em
um produto protéico truncado amino-terminal odcito-especifico
que, de modo concebivel, poderia metilar especificamente 0s
alelos maternos de genes, como o receptor do fator de cresci-
mento II semelhante a insulina. O éxon espermatocito-especifi-
co de Dnmt1 interfere com a tradugio do mRNA de Dnmtl, e é
menos claro como padrdes de metilagao paterno-especificos
possam ser adquiridos. Durante o desenvolvimento, a pré-pro-
gramagao poderia ser estavelmente herdada, ao menos para
muitos ciclos de duplicagdo do DNA (porém, ver adiante). Niti-
damente, deve também existir um mecanismo para apagar a
pré-programagao durante a transmissao pela linhagem germi-
nativa, 0 que & necessario quando, por exemplo, um homem
transmite um alelo que ele tenha herdado de sua mae (Figura
8.25). Novamente, no entanto, alguém poderia sugerir a desme-
tilagao que ocorre no inicio da embriogénese como uma manei-
ra para obter isso, deixando as células germinativas primordiais
essencialmente nao-metiladas (Figura 8.19).

Tabela 8.8 Exemplos de regulagéo de tecidos e de estagios do desenvolvimento de genes pré-programados em mamiferos

Gene e localizagao Alelo reprimido

IGF2 (fator de crescimento

Materno

tipo 2 semelhante a insulina)

PEG1/MEST Materno

UBE3A (ubiquitina proteino- Paterno
ligase 3)

KCNQ1 (envolvido no canal Paterno
de potassio)

WTT (tumor de Wilm) Paterno

Diferengas nos padroes de expressao

Pré-programado em varios tecidos, mas com
expressdo bialélica no cérebro, no figado adulto
e nos condrdcitos, etc.

Pré-programado no tecido fetal, mas com
expressao bialélica em outros tecidos

Pré-programado exclusivamente no cérebro,
mas com expressao bialélica em outros tecidos

Pré-programado em varios tecidos, mas com
expressao bialélica no coragao

Freqiientemente pré-programado em células
da placenta e do cérebro, mas com expressao
bialélica no rim
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Figura 8.25 A pré-programacao gendmica (gameética) necessita apagar a pre-programacao na linhagem germinativa.

O diagrama ilustra o destino de um cromossomo transportando dois genes, A e B, que estao sujeitos & pré-programagao: A € pré-programado na
linhagem germinativa feminina, B é pré-programado na linhagem germinativa masculina, como indicado pelos asteriscos. Como resultado, em
células somaticas dipléides, A é pré-programado quando presente em um cromossomo matrilinearmente herdado e B € pré-programado quando
presente em um cromossomo patrilinearmente herdado. Um cromossomo individual pode passar por linhagens germinativas masculina e feminina
em geragdes sucessivas: um homem pode transmitir um cromossomo herdado de sua méae e uma mulher pode transmitir um cromossomo
herdado de seu pai, como indicado pelos gametas no painel esquerdo. Como resultado, deve existir um mecanismo pelo qual a pre-programacao
antiga seja apagada na linhagem germinativa, antes que um nova pré-programagéo sexo-especifica seja estabelecida.

O momento da pré-programacao tornou-se mais claro re-
centemente. Na linhagem germinativa feminina, a pré-progra-
macdo materna, incluindo o padrao materno de metilagao, €
provavelmente estabelecida durante a maturacao do odcito, que
é concordante com o achado de que a proteina Dnmt1 néo é de-
tectavel em odcitos que ndo estao crescendo, mas € abundante-
mente produzida em odcitos em crescimento. Na linhagem ger-
minativa masculina, a pré-programagao paterna funcional é
provavelmente estabelecida antes da meiose, possivelmente no
espermatocito primario pds-mitético (Brannan e Bartolomei,
1999).

Genes pré-programados freqiientemente residem em agru-
pamentos com genes eXpressos em Cromossomos opostos mui-
tas vezes localizados proximos uns dos outros e freqlientemen-
te contendo genes que parecem codificar um RNA maduro (ver
Figura 8.24). Genes adjacentes parecem ser regulados conjunta-
mente. No caso do agrupamento da sindrome de Prader-Wil-
li/ Angelman em 15q11-q13, por exemplo, uma (nica regiao ad-
jacente ao gene SNRPN, denominada de centro de pré-progra-
macao, € a seqliéncia reguladora dominante e parece atuar so-
bre distancias comparativamente grandes (ver Figura 8.24,
Brannan e Bartolomei, 1999; Tilghman, 1999). No entanto, meca-
nismos diferentes podem ser encontrados em agrupamentos
pré-programados diferentes, ou mesmo dentro de um tnico
agrupamento. Por exemplo, os genes de camundongo H19, Igf2
e Ins2 sdo regulados conjuntamente, dividindo dois reforcado-
res endodérmico-especificos que estao localizados a 3" de HI9.
Porém outros genes no agrupamento nao estao sujeitos a esse

controle, sugerindo que multiplos mecanismos de controle po-
dem ocorrer em um agrupamento génico pré-programado. Di-
ferentes mecanismos de pré-programagcao foram considerados
em relacdo a regulacao de H19/Igf2, incluindo competigao por
reforcador, mas para explicar uma variedade de achados con-
traditérios, um centro de pré-programacao adjacente a H19 foi
considerado funcionar como um elemento de fronteira (insula-
dor) da cromatina (Tilghman, 1999).

e

I

8.5.6 Inativacao do cromossomo X em mamiferos
envolve a repressao da expressao génica cis-
atuante de alcance muito longo

Natureza da inativagao do cromossomo X

Alinativacao do cromossomo X é um processo que ocorre em to-
dos os mamiferos, resultando na inativacdo seletiva de alelos
em um dos dois cromossomos X, nas fémeas (Migeon, 1994; Ly-
on, 1999). Ela fornece um mecanismo de compensagao de dose
que supera diferencas sexuais na razao esperada da dosagem
génica autossdmica para a dosagem génica do cromossomo X
(que é 2:1 em machos mas 1:1 em fémeas). Machos com um tni-
co cromossomo X sao constitucionalmente hemizigoticos para
o0s genes do cromossomo X, mas as fémeas tornam-se funcional-
mente hemizigoticas pela inativagao de um dos alelos cromos-
somicos X parentais (ver também Segao 2.2.3). Nem todos os ge-
nes do cromossomo X estao sujeitos a inativagao; os genes que
escapam a inativacao do X incluem aqueles em que existe um
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homélogo funcional no cromossomo Y e alguns em que a com-
pensacio de dose ndo parece ser importante (ver Figura 14.12
para exemplos de genes que escapam da inativagdo do X).

Em raros individuos com um nimero anormal de cromos-
somos X (45, X; 47, XXX; 47, XXY, etc.), um tnico cromossomo X
permanece ativo, ndo importando quantos estejam presentes.
Ao contrario, em individuos tripléides, um ou dois cromos-
somos X permanecem ativos e, em tetrapléides, dois cromos-so-
mos X permanecem ativos. Assim, deve existir algum tipo de
mecanismo de contagem, para garantir que um cromossomo X
permaneca ativo para cada dois conjuntos de autossomos.

Em mamiferos, ambos os cromossomos X sdo ativos no em-
brido feminino inicial. A inativagdo do X ocorre em um estagio
inicial do desenvolvimento, sendo iniciada no estdgio tardio da
blastula em camundongos e muito provavelmente também em
humanos. Em cada célula que ird originar o feto feminino, um
dos dois cromossomos X parentais é aleatoriamente inativado
(note que as células do trofoblasto sdo uma excegdo; o cromos-
somo X paterno ¢ preferencialmente inativado, o que ¢ um
exemplo cldssico de pré-programacdo tecido-restrita). Apos o
cromossomo X paterno ou materno ter sido inativado em uma
célula, 0 mesmo cromossomo normalmente permanece inativo
em toda a progénie de células, isto ¢, 0 padrdo de inativagdo do
cromossomo X é herdado de forma clonal (Figura 2.6). Isso sig-
nifica que as fémeas de mamiferos sdo mosaicos, compreenden-
do misturas de linhagens celulares nas quais o X paterno é inati-
vado e linhagens celulares onde o X materno é inativado. Além
da inativacdo do cromossomo X em células somaéticas femini-
nas, sabe-se que o cromossomo X ¢é transitoriamente inativado
durante a gametogénese, em machos e fémeas.

Mecanismos de inativagao do cromossomo X

O processo de inativa¢do do cromossomo X é complexo, e meca-
nismos moleculares distintos estao envolvidos na inicia¢do e na
manuten¢do da inativagdo. O centro de inativacdo do X (Xic),
que em humanos estd localizado em Xq13, controla a iniciagao e
a propagacdo da inativagdo do X. Nesse centro, o gene XIST
(chamado Xist em roedores) codifica um produto de RNA ma-
duro de 15 kb que é unicamente codificado pelo cromossomo X
inativo. XIST/Xist é portanto um outro exemplo de um gene que
estd sujeito a expressdo monoalélica. Nas células do embrido
inicial, a decisdo a respeito de qual cromossomo X sera inaftiva-
do é feita aleatoriamente e, assim, a exclusdo alélica que
XIST/Xist apresenta nessas células ¢ independente da origem
parental.

XIST/Xist é essencial para o funcionamento de Xic na inicia-
cao da inativagdo do cromossomo X, mas ndo é necessdrio para
a manutengdo da inativacdo do cromossomo X. De alguma for-
ma, uma propagagao cis-limitada desse produto de RNA atua
de forma a cobrir o cromossomo X inativado por distancias
muito longas. Em roedores, a cobertura do RNA Xist origina, no
cromossomo X inativado, um padrio de bandeamento, sugerin-
do uma associagdo preferencial com regides Giemsa menos ricas
em genes. No entanto, 0 mecanismo que assegura a inativagao
dos genes no cromossomo X inativo, mas ndo no X ativo, é des-
conhecido (ver Duthie et al., 1999 para possiveis modelos).

Embora o gene Xist seja essencial para a funcio de Xic, Xist
ndo é suficiente sozinho. O elemento controlador de X (Xce) afe-
ta a escolha de qual cromossomo X permanece ativo e é diferen-
te de Xist, estando localizado a 3' desse. Além disso, a delecio
de uma regido de 65 kb a 3' de Xist produz um efeito que sugere
que elementos envolvidos no mecanismo de contagem situam-

se distantes a 3' de Xist. Recentemente, um outro gene foi iden-
tificado como sendo transcrito a partir da fita oposta aquela que
¢ utilizada para transcrever o gene Xist. Uma vez que a unidade
de transcricao do novo gene sobrepde-se completamente ao ge-
ne Xist e estd em orientagdo reversa, ela foi denominada Tsix
(Lee et al., 1999). Isso da origem a idéia de que Xist possa ser re-
gulado pelo gene Tsix (ver Heard et al., 1999 para possiveis mo-
delos de regulacao de Tsix).

86 A organizagéio unica e a expressao dos
genes Ig e TCR

A organizacdo e a expressdo dos genes da imunoglobulina (Ig) e
do receptor de células T (TCR, do inglés T-cell receptor) €, em
muitas maneiras, um tanto diferente da de outros genes. Isso é
devido a necessidade de cada individuo produzir uma enorme
variedade de Igs e TCRs. Um linfécito B ou T individual € no-
noespecifico e produz um tnico tipo de Ig ou TCR; é a populagao
de diferentes células B ou T, em qualquer individuo, que pos-
sibilita a sintese de tantos tipos diferentes dessas moléculas.
Linfocitos B e T necessitam ser extremamente diversos, porque
eles representam as células que fornecem anticorpos de respos-
ta ou respostas mediadas por células a antigenos estranhos: por
fornecer um vasto repertério de Igs e TCRs, as possibilidades de
serem capazes de reconhecer e ligar-se a muitos tipos diferentes
de antigenos estranhos sao enormemente aumentadas.

8.6.1 Genes de Ig e TCR exibem uma organizacao
unica: multiplos segmentos génicos podem
codificar cada uma das varias regioes diferentes
do polipeptideo

Estrutura do polipeptideo

Uma molécula Ig consiste de quatro cadeias polipeptidicas,
duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas
(Figura 7.10). As cadeias leves classificam-se em duas catego-
rias: as cadeias leves kappa () e lambda (1), as quais sdo funcio-
nalmente equivalentes. Os segmentos N-terminais de cada tipo
de cadeia sdo chamados de regides variaveis (V), as quais sao
necessarias para a ligagdo com o antigeno estranho; 0s segmen-
tos C-terminais remanescentes sdo regides constantes (C). No
caso das cadeias pesadas, existem alternativas diferentes para a
regido constante que especificam os tecidos nos quais a Ig serd
expressa e ditam a classe da imunoglobulina (Tabela 8.9). Seme-
Ihantemente, os TCRs, que fornecem respostas imunes media-
das por células a antigenos estranhos, consistem de dois tipos
de cadeias. Cada uma de tais cadeias possui regides variaveis
semelhantes a Ig que ligam antigenos estranhos e regides cons-
tantes que ancoram a molécula na superficie da célula (Figura
7.10). Os TCRs que ocorrem com maior freqiiéncia possuem
uma cadeia B e uma y; uma populagdo menor consiste de uma
cadeia o e uma cadeia 8.

Estrutura do gene

Os genes que codificam os diferentes tipos de cadeias em Igse
TCRs estdo localizados em cromossomos diferentes e organiza-
dos como agrupamentos de numerosos segmentos génicos (Ta-
bela 8.10). Cada agrupamento é incomum, pelo fato de que se-
qiiéncias codificadoras para segmentos especificos da cada ca-
deia estio freqilentemente presentes em numerosas copias dife-
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Tabela 8.9 Classes e subclasses de Ig

Classes (e subclasses) Tipo de cadeia pesada

o (0, 0)

IgA (IgA1, IgA2)
IgD &
IgE 3

IgG (IgG1. 1gG2, 1gG3. IgG4) Y (Yo Yo Yo Ya)

IgM

Localizacao

Ig predominante em secre¢des soro-mucosas,
p. ex., saliva, leite, etc.

Baixa em soros, mas presente em grandes
quantidades na superficie de muitas células B
circulantes

Especialmente na superficie de membrana de
basofilos e de mastocitos

Principal Ig do soro
Anticorpo “inicial” predominante

rentes que sao repetidas seqiiencialmente. Por exemplo, embora
a regiao constante da cadeia leve x humana seja codificada por
uma Unica seqiiéncia Ck, as regides varidveis sao codificadas
por uma combinagéo de um segmento Vx (que codifica a maior
parte da regido varidvel) e um curto segmento Jx (segmento de
ligacdo, do inglés joining segment; que codifica uma pequena
parte da extremidade C-terminal da regido variavel), os quais
sao selecionados a partir de um total de cerca de 76 segmentos
Vx e cinco segmentos Jk alternativos. Embora a cadeia leve 4 se-
ja semelhantemente codificada por segmentos Vi, Jr e Ch, o 16-
cus Ig da cadeia pesada apresenta algumas diferencas. A regido
variavel é codificada por uma combinagao de um segmento gé-
nico Vy, um segmento génico J;; e também um segmento génico
Dy, (codificando um segmento de diversidade), cada um selecio-
nado a partir de muitos segmentos génicos repetidos. Adicio-
nalmente, existe uma variedade de seqiiéncias C;; diferentes que
especificam a classe da Ig (ver acima). No total, esse agrupa-
mento compreende cerca de 140 segmentos génicos, dos quais
cerca de um terco é incapaz de expressdo e abrange cerca de
1.200 kb (Figura 8.26).

Como cada agrupamento génico de Ig ou de TCR em um
linfécito B ou T individual sempre dé origem a, no maximo, um
polipeptideo Ig ou TCR, apesar de incomum, o agrupamento
inteiro pode ser funcionalmente considerado como um tnico ti-
po de gene. Entretanto, segmentos génicos individuais nao po-
dem ser considerados como os equivalentes funcionais dos -
éxons clissicos. Isso € porque os segmentos génicos individuais
nesses agrupamentos sao algumas vezes compostos de seqiién-
cias codificadoras e nao-codificadoras de DNA e podem consis-

Tabela 8.10 Locus Ig e TCR funcionais humanos

Lacus Localizagao Numero de segmentos génicos
v D J C
IGH 14032.3 86 30 9 i
IGK 2pi2 76 0 5 1
IGL 22q11 52 0 7 7
TCRA 14g11-12 60 0 75 1
TCRB 7q32-33 70-100 2 13 2
TCRG 7p15 8 0 5 2
TCRD 14g11-12 6 3 3 1

— e e —

tir de varios éxons. Por exemplo, cada uma das seqiiéncias Cy
humanas é composta por trés ou quatro éxons classicos separa-
dos por introns: apés a transcricao em RNA, as seqiiéncias in-
tronicas sao descartadas, e somente as seqiiéncias exOnicas sao
mantidas no mRNA.

8.6.2 Rearranjos programados de DNA. nos locus de Ig
e TCR, ocorrem durante a maturacao dos
linfocitos B e T, respectivamente

Os rearranjos exclusivos dos segmentos génicos nos agrupa-
mentos de genes Ig e TCR refletem a maneira muito incomum
pela qual recombinagdes sométicas sdo necessarias nos linfoci-
tos B e T, antes que os genes Ig e TCR funcionais possam ser
montados e, entdo, expressos (ver adiante). Tais recombinagdes
somaticas resultam na unido de combinagdes diversas de seg-
mentos génicos diferentes, em linfdcitos individuais diferentes.
Como conseqiiéncia, elas podem ser consideradas como even-
tos tanto tecido-especificos (limitados aos linfécitos B e T) como
célula-especificos que envolvem encadeamento alternativo de DNA
(como o oposto ao encadeamento alternativo de RNA, que pro-
duz combinagoes diferentes de éxons em nivel de RNA — Secao
8.3.2). Como resultado, a organizagdo génica da linhagem ger-
minativa original é alterada: segmentos génicos que estavam
distantes na linhagem germinativa séo encadeados juntos, em
nivel de DNA. Uma vez que a escolha de qual dos muitos seg-
mentos génicos repetidos serdo recombinados para originar
uma unidade V-] ou V-D-] funcional é célula-especifica, as células
B e T individuais produzem Igs e TCRs diferentes. Isso significa
que, nesse sentido, cada individuo é um mosaico em relagao a
organizacao dos genes de Ig e TCR nos linfécitos B e T, mesmo
gémeos idénticos irdo divergir geneticamente.

Os rearranjos que irdo conduzir a produgéo de cadeias leves
e cadeias pesadas funcionais das Igs sdo levemente diferentes.

®  Criando uma cadeia leve. A fim de gerar uma cadeia leve k de
lg funcional, por exemplo, um evento de recombinagao so-
matica junta uma combinacao especifica de um dos seg-
mentos génicos Vk e um dos segmentos génicos |k (uniao
V-J). Apés isso, o encadeamento de uma tnica seqiiéncia
Cx ocorre em nivel de RNA (Figura 8.27A).

B Criando uma cadeia pesada. Duas recombinacdes somdticas
sucessivas sdo necessarias, resultando primeiramente na
unidao Dy-Jy e, depois, na unido Vy-Dy-Jy. Subseqliente-
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Figura 8.26 O lécus da cadeia pesada de Ig no cromossomo 1432 contém cerca de 86 seqiéncias de regides variaveis (V), 30 de segmentos de
diversidade (D), nove segmentos de unido (J, do inglés joining) e 11 seqliéncias de regides constantes (C).

0O Iécus inteiro compreende cerca de 1.200 kb de 14932 e, por simplificacao, & mostrado como trés segmentos de 400 kb da extremidade
telomérica (parte superior) para a extremidade centromérica (parte inferior). Embora os segmentos D,, estejam principalmente localizados em
poucos agrupamentos, separando os segmentos Yy, € Ju, a0 menos um de tais segmentos esta localizado na regido do segmento Jy. Segmentos
indicados por circulos abertos possuem as fases de leitura aberta necessarias, mas ndo foram observados em rearranjos produtivos e, por isso,
seus status funcionais sao desconhecidos. Segmentos, que se sabe serem néo-funcionais estao indicados em azul, e representam
aproximadamente um terco de todos os segmentos. Note que embora esse seja o Unico lécus da cadeia pesada humana, agrupamentos pequenos
de segmentos V, & D estdo também localizados em 15g11 .2 e 16p11.2. Dados adaptados de Cook ef al. (1994) Nature Genet., 7, pp. 162-168, com

permissdo de Nature America Inc.

mente, a seqiiéncia codificadora Vy-Dy-Ju resultante é enca-
deada, em nivel de RNA, com a seqiiéncia Cyy mais proxima,
inicialmente Cu (Figura 8.27B).

Porque existem trés tipos de lécus génicos Ig funcionais nas cé-
lulas humanas (cadeia pesada, cadeia leve k e cadeia leve A) e
porque eles ocorrem em ambos 0s homélogos materno e pater-
no, existem seis segmentos cromossdmicos Nos quais rearranjos
de DNA podem resultar na producdo de uma cadeia de Ig. No
entanto, uma célula B individual é monoespecifica: ela produz so-
mente um tipo de molécula de Ig com um tnico tipo de cadeia
pesada e um tnico tipo de cadeia leve. Isso ocorre por duas ra-
zdes:

@ Exclusio alélica. Uma cadeia leve ou uma cadeia pesada po-
de ser sintetizada a partir do cromossomo materno ou do
cromossomo paterno em qualquer célula B, mas ndo a par-
tir de ambos os homologos parentais. Como resultado, nas
células B existe a expressdo monoalélica do 16cus génico da
cadeia pesada. Esse fendmeno também se aplica aos agru-
pamentos dos genes de TCR.

Exclusdo da cadeia leve. Uma cadeia leve sintetizada em uma
Ginica célula B pode ser uma cadeia x, ou uma cadeia A, mas
nunca ambas. Como resultado dessa necessidade, junta-
mente com a da exclusdo alélica, existe expressao monoalé-
lica em um dos dois agrupamentos de genes de cadeia leve
funcionais e nenhuma expressie no outro. A decisio de esco-
lher um dos dois alelos da cadeia pesada e um dos quatro
possiveis segmentos para criar uma cadeia leve parece ser
aleatéria. Muito provavelmente, em cada precursor de cé-
lula B, sdo testados rearranjos de DNA eficazes com todos
os seis alelos Ig, mas as chances de rearranjos eficazes em
mais do que um agrupamento de cadeia leve ou mais do
que um de agrupamento de cadeia pesada podem ndo ser
elevadas. Adicionalmente, no entanto, parece existir algum
tipo de regulacdo de retroalimentacao negativa: um rear-
ranjo funcional em um alelo de cadeia pesada suprime a
ocorréncia de rearranjos em qualquer outro alelo, e um
rearranjo funcional em qualquer uma das quatro regioes
capazes de codificar uma cadeia leve suprime a ocorréncia
de rearranjos nas outras trés.
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Figura 8.27 Igs sdo sintetizadas apds a recombinagao somatica dos segmentos V e J, ou V, D e J, e subseqlente encadeamento de RNA para as

seqiéncias C.

(A) Sintese da cadeia leve. A recombinagao somatica (encadeamento de DNA) resulta na unido de um segmento variavel (V) especifico a um
segmento de unido (J) especifico; o exemplo mostra uma uniao V,-J,, a qual € somente uma de muitas possibilidades. A unidade VJ &, entao,
encadeada com a seqléncia da regiao constante (C) pelo encadeamento de ANA. (B) Sintese da cadeia pesada. Duas recombinagdes somaticas
seqlienciais produzem & primeira unidao D-J e depois a unidade VDJ. O encadeamento de RNA subseqlente resulta no encadeamento da
seqléncia VDJ & seqléncia C,. Como as células B maduras, no entanto, recombinagdes somaticas subseqientes resultam na uniao da unidade
VDJ previamente selecionada a diferentes genes C (mudanga de cadeia pesada, ver texto e Figura 8.29).

8.6.3 Unioes V-J e V-D-J sao frequentemente obtidas
por delecoes intracromatide e tambem por
inversoes com megabases de extensao no caso
original

O mecanismo genético que origina as unides V-J e V-D-] fre-
qiientemente envolve delegdes de larga escala, as quais sabe-se
ocorrerem por meio de um evento de recombinacéo intracroma-
tide, similar aqueles utilizados nas unides V-D-J-C (ver préxima
secdo). Além disso, a unido V-] comumente ocorre como resulta-

do de inversdes com megabases de extensao. O locus génico da
cadeia leve k¥ humana abrange cerca de 1.840 kb em 2p12 e in-
clui cerca de 76 segmentos V,, a maioria compreendendo pares
de segmentos génicos V duplicados, organizados como dois
agrupamentos: um agrupamento proximal localizado adjacente
aos segmentos ], e ao segmento Ck e um agrupamento distal. 1sso
ocorre como resultado de uma estrutura repetida invertida: seg-
mentos génicos V no agrupamento V, proximal normalmente
possuem uma duplicata correspondente em um agrupamento
V, distal, que estd separado do agrupamento proximal por cerca
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Figura 8.28 Inversdo ou delegao resultam em encadeamento V-J para produzir |g funcional de genes de cadeia leve x.

O agrupamento génico da cadeia leve k humano contém cerca de 76 segmentos Vx arranjados em dois grandes agrupamentos em orientagées
opostas. Segmentos V no agrupamento distal possuem orientagdo oposta aos segmentos Jx e a sequiéncia Ck unica. Como resultado, os
rearranjos de DNA utilizados para encadear segmentos Vxk distais a segmentos Jx sdo inversdes de megabases de extensdo (Weichhold et al.,
1990). Aqueles no agrupamento proximal podem sofrer unido V-J por meic de uma recombinacgéo somatica, resultando em uma delegéo do
segmento cromossdmico interveniente, muito provavelmente por um evento de recombinagdo intracromaétide, tal como aquele utilizado na mudanga

de classe (Figura 8.29).

de 800 kb, e em orientagdo oposta (Figura 8.28). Dependendo de
qual agrupamento de segmento V estd envolvido, a unido V-J
ocorre através de duas possiveis rotas:

= Segmentos V no agrupamento distal sdo unidos aos seg-
mentos | por inversoes.

m  Segmentos V no agrupamento proximal sio unidos aos
segmentos | por delecoes (Figura 8.28).

Note que o processo de unido é impreciso e, dessa forma, pede
também introduzir uma medida de variabilidade na seqiiéncia
das jungdes dos segmentos unidos.

8.6.4 A mudanca de classe das cadeias pesadas
envoive a uniao diferencial de uma unica unidade
VDJ a segmentos alternativos de DNA
codificadores de regioes constantes

Embora uma célula B produza somente um tinico tipo de molé-
cula de Ig, a classe da cadeia pesada (Tabela 8.9) pode mudar
durante a linhagem celular (mudanca de classe ou mudangca de
isotipo). Tais mudangas envolvem a unido diferencial de uma
mesma unidade VD], que foi unida por duas recombinacdes so-

maticas sucessivas (Figura 8.27B), a segmentos diferentes codifi-
cadores de regides constantes alternativas. A unido inicial de
uma seqiiéncia VD] a segmentos de regides constantes € consu-
mada ao nivel do RNA. No entanto, subseqiientemente, as mu-
dancas de classe envolvem a unido da mesma unidade VD], ao
nivel do DNA, a regides constantes alternativas, por meio de ain-
da mais eventos de recombinacdo somaticos (unido V-D-J-C). A
mudanga de classe envolve a seguinte progressao:

m  Sintese inicial de igM somente por células B imaturas. Isso ocor-
re porque a unidade VD] é encadeada, ao nivel do RNA, a
seqiiéncia C,(Figura 8.27B).

®  Sintese tardia de ambas, IgM e IgD, por células B imaturas. A
mudanga parcial para criar IgD ocorre porque a unidade
VDJ pode ser encadeada, ao nivel do RNA, a seqiiéncia Cs,
como resultado de encadeamento alternativo de RNA (Fi-
gura 8.29).

w  Sintese de IgG, IgE ou IgA por células B maduras. Eventos de
mudanga de classe envolvem o encadeamento da mesma
unidade VDJ as seqiiéncias C,, C, ou C,, respectivamente,
a0 nivel do DNA, como resultado de um evento de recom-
binagdo somético (unido VDJ-C). O mecanismo envolve de-
legio da seqiiéncia interveniente, pela recombinacéo intra-
cromatide (Figura 8.29).
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Figura 8.28 A mudanca de classe da cadeia pesada de Ig é mediada por recombinagao intracromatide.

Note que a uniao da mesma unidade VDJ & sequéncia C, ou C; ocorre em nivel de encadeamento de RNA, para gerar cadeias pesadas para IgM e
19D, respectivamente. Ao contrario, mudanga de classe para gerar IgA, IgE ou IgG envolve a uniao da mesma unidade VDJ em nivel de DNA a,

respectivamente, uma seqiiéncia C,,, C, ou, como ilustrado na figura, uma C,. .
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