Organizacao do
Genoma Humano

CONCEITOS PRINCIPAIS

® O genoma humano ¢ subdividido em um grande genoma nuclear, com mais de 26 mil genes,
e um genoma mitocondrial circular muito pequeno, com apenas 37 genes. O genoma nuclear
é distribufdo em 24 moléculas lineares de DNA, uma para cada um dos 24 tipos diferentes de
cromossomos humanos.

Genes humanos geralmente nao sao estruturas discretas: seus transcritos frequentemente se
sobrepoem aqueles de outros genes, as vezes em ambas as fitas.

A duplicagao de genes tnicos, de regioes subcromossémicas ou de genomas inteiros deu
origem a familias de genes relacionados.

Genes sao tradicionalmente definidos como sequéncias que codificam RNA para a conse-
quente sintese de proteinas, mas milhares de genes produzem moléculas de RNA nao codifi-
cante que podem estar envolvidas em diversas fungoes.

RNAs néo codificantes muitas vezes regulam a expressao de genes-alvo especificos pelo pa-
reamento de bases com seus transcritos de RNA.

e Algumas cdpias de um gene funcional podem sofrer mutagoes que impedem sua expres-
sdo. Estes pseudogenes se originam pela cépia de DNA genomico ou pela cépia de um
transcrito de RNA processado em uma sequéncia de cDNA, que é reintegrada ao genoma
(retrotransposi¢ao).

Ocasionalmente, cdpias génicas originadas por retrotransposi¢ao mantém sua funcgdo devido
a pressao de selecdo. Estas sdo conhecidas como retrogenes.

e Transposons sdo sequéncias que se movem de um local para outro no genoma por meio de
um mecanismo de corte e colagem ou de cdpia e colagem. Retrotransposons fazem uma
copia de cDNA a partir de um transcrito de RNA que entdo ¢ integrada em um novo local
do genoma.

e Grandes arranjos de repeti¢oes em fandem de alto nimero de c6pias, conhecidos como DNA
satélite, estao associados com regioes de heterocromatina altamente condensada e transcri-
cionalmente inativa em cromossomos humanos.
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Figura 9.1 Conservagao e classes de
sequéncias no genoma nuclear humano
e no genoma mitocondrial. Para se obter
uma ideia da vasta diferenca em escala
entre 0s genomas nuclear (esquerda)

e mitocondrial (direita), os pequenos
pontos vermelhos no centro representam

o0 equivalente a 25 genomas de DNA
mitocondrial (mtDNA) na mesma escala do
unico genoma nuclear a esquerda. Observe
também a profunda diferenca entre os dois
genomas nas fragoes de DNA altamente
conservado e ainda na fragao de DNA ndao
codificante, altamente repetitivo.
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O genoma humano consiste em duas partes: um genoma nuclear complexo, com mais de
26 mil genes, e um genoma mitocondrial bastante simples, com apenas 37 genes (Figura
9.1). O genoma nuclear fornece a maior parte da informacao genética essencial e é dividi-
do em 23 ou 24 tipos diferentes de moléculas de DNA cromossdmico (22 autossomos mais
um cromossomo X em mulheres, e um cromossomo Y adicional em homens).

As mitocondrias possuem seu préprio genoma - um tipo tinico de DNA circular pe-
queno -, que codifica alguns dos componentes necessarios para a sintese de proteinas nos
ribossomos mitocondriais. No entanto, a maioria das protefnas mitocondriais é codificada
por genes nucleares e é sintetizada nos ribossomos citoplasmaéticos antes de ser importa-
da para a mitocondria.

Conforme detalhado no Capitulo 10, comparagdes de sequéncias com genomas de
outros mamiferos e vertebrados indicam que cerca de 5% do genoma humano foi forte-
mente conservado ao longo da evolugéo, presumivelmente apresentando importancia
funcional. Sequéncias de DNA que codificam proteinas compreendem apenas 1,1% do
genoma. Os aproximadamente 4% restantes de sequéncias conservadas do genoma con-
sistem em sequéncias de DNA néo codificante, incluindo genes cujos produtos finais sdo
moléculas de RNA funcionalmente importantes, e uma variedade de sequéncias em cis
que regulam a expressdo génica nos niveis de DNA e RNA. Embora sequéncias que ori-
ginam RNA nio codificante de proteinas geralmente nao apresentem alto grau de con-
servacdo ao longo da evolugéo, algumas sequéncias regulatdrias apresentam um grau de
conservagdo muito maior do que sequéncias codificantes de proteinas.

Sequéncias que codificam proteinas frequentemente pertencem a familias de se-
quéncias relacionadas que podem estar organizadas em grupos, em um ou mais Cromos-
somos, ou dispersas ao longo do genoma. Estas familias se originaram por duplicagdo
génica durante a evolugdo. Os mecanismos que originam genes duplicados também dao
origem a sequéncias nao funcionais relacionadas a genes (pseudogenes).

Uma das grandes surpresas dos tiltimos anos foi a descoberta de que a transcrigéo do
genoma humano origina dezenas de milhares de transcritos de RNA ndo codificante, in-
cluindo categorias completamente novas de pequenos RNAs regulatérios nao identifica-
das anteriormente na primeira versio do genoma humano, publicada em 2001. Embora
se esteja perto de obter uma lista definitiva dos genes humanos que codificam proteinas,
o conhecimento sobre os genes de RNA permanece pouco desenvolvido. No entanto, estd
muito claro que o RNA é funcionalmente muito mais versatil do que suspeitdvamos ante-
riormente. Além de uma lista rapidamente crescente de genes de RNA humanos, também
toma-se conhecimento da existéncia de um enorme nimero de cépias de pseudogenes
de RNA.

Uma grande fragdo do genoma humano, assim como de outros genomas complexos,
é constituida por sequéncias de DNA nao codificante, altamente repetitivas. Uma parte
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consideravel destas sequéncias estd organizada em repeticées em tandem*, mas a maioria
consiste em repeti¢oes dispersas que foram copiadas de transcritos de RNA, na célula,
pela transcriptase reversa. Hd uma crescente conscientizagio acerca da importancia fun-
cional de tais repeticoes.

Neste capitulo serd tratado predominantemente da arquitetura do genoma humano.
Haverd uma descricao das diferentes classes de sequéncias de DNA, descrevendo breve-
mente suas fungdes, e serd abordado como estas sequéncias estdo organizadas no genoma
humano. Em capitulos posteriores, seriio descritos outros aspectos do genoma humano:
como ele se compara a outros genomas e como ele foi moldado pela evolugéo (Capitulo
10), a variagao de sequéncias de DNA e os polimorfismos (Capitulo 13) e aspectos da ex-
pressdo dos genes humanos (Capitulo 11).

9.1 ORGANIZACAO GERAL DO GENOMA HUMANO

A sequéncia de DNA do genoma mitocondrial humano foi publicada em 1981, e uma
compreensao detalhada de como o DNA mitocondrial (mtDNA) funciona foi construida
a partir de entao. O genoma nuclear, mais complexo, foi um desafio muito maior. Um se-
quenciamento geral do genoma nuclear comegou no final dos anos 1990, e em 2004 pra-
ticamente toda a por¢ao eucromatica do genoma havia sido sequenciada. No entanto, o
conhecimento acerca do genoma nuclear ainda é fragmentado. Como serd visto a seguir,
ainda ndo se sabe quantos genes hd no genoma nuclear, e dados obtidos recentemente
estdo mudando radicalmente nossa perspectiva sobre como ele estd organizado e como
se expressa.

0 genoma mitocondrial € densamente organizado com
informacao genética
O genoma mitocondrial humano consiste em um tipo tinico de molécula de DNA dupla-
-fita circular, com um tamanho de 16,6 kb. A composicio geral de bases é de 44% (G +
C), mas as duas fitas do mtDNA sio significativamente diferentes em sua composigdo de
bases: a fita pesada (H, heavy) é rica em guaninas, enquanto a fita leve (L, light) é rica
em citosinas. As células contém, geralmente, milhares de c6pias da molécula de mtDNA
dupla-fita, mas este niimero pode variar consideravelmente em diferentes tipos celulares.
Durante a formagéo do zigoto, um espermatozoide contribui com seu genoma nu-
clear, mas ndo com seu genoma mitocondrial, para a formagéo da célula ovo. Consequen-
temente, 0 genoma mitocondrial do zigoto é muitas vezes determinado exclusivamente
por aquele originalmente encontrado no dvulo nao fecundado. O genoma mitocondrial é,
portanto, de heranga materna: tanto machos como fémeas herdam suas mitocéndrias de
suas mdes, mas os homens ndo transmitem suas mitocondrias para as geragdes seguintes.
Durante a divisao celular mitdtica, as vdrias moléculas de mtDNA de uma célula em divi-
sdo segregam de maneira puramente randdmica para as duas células-filhas.

Replicagao do DNA mitocondrial

A replicagdo de ambas as fitas H e L € unidirecional e tem inicio em origens especificas.
Embora o DNA mitocondrial seja principalmente dupla-fita, a sintese repetida de um pe-
queno fragmento da fita H produz uma terceira fita curta, chamada DNA 7S. A fita de DNA
7S pode parear com as bases da fita L e deslocar a fita H, resultando em uma estrutura de
fita tripla (Figura 9.2). Esta regido contém muitas das sequéncias controladoras do mtD-
NA (incluindo as principais regides promotoras) e, portanto, é chamada de regido CR/
alga-D (em que CR significa regido de controle, e alga-D significa alga de deslocamento).

A origem de replicacado para a fita H estd localizada na regiao CR/alga-D, e aquela
para a fita L fica entre dois genes de tRNA (Figura 9.3). Apenas ap6s cerca de dois tercos da
filha H ter sido sintetizada (utilizando a fita L como molde e deslocando a fita H original) ¢
que a origem de replicagao para a fita L se torna disponivel. Depois disso, a replicagio da
fita L prossegue na direcdo oposta, utilizando a fita H como molde.

* N.deT.: O termo tandem, ou em tandem, corresponde ao arranjo de sequéncias de maneira adjacente, uma apos
a outra, na mesma dire¢io. O termo foi mantido no idioma original devido 4 auséncia de uma tradugéo adequada e
por se tratar de uma expressio consagrada no jargao da disciplina.

Fita H
DNA 7S

Figura 9.2 Formacao de alga-D no DNA
mitocondrial. O genoma mitocondrial

n&o é uma simples molécula de dupla-fita
de DNA circular. A sintese repetida de um
pequeno segmento da fita H (pesada)
resulta em uma terceira fita curta (DNA
7S), a qual pode parear com a fita L (leve)
e deslocar a fita H, formando uma estrutura
de fita tripla local que contém diversas
sequéncias regulatérias importantes e

€ conhecida como a regido CR/alga-D
(representada por sombreamento e de
forma aumentada para maior clareza).
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Figura 9.3 A organizagao do

genoma mitocondrial humano. A fita

H € transcrita a partir de duas regioes
promotoras proximas flangueando o gene
do tRNA™ (agrupados aqui como P,); a
fita L é transcrita a partir do promotor P,
na diregao oposta. Em ambos os casos,
grandes transcritos primarios séo produzidos
e clivados para gerar RNAs de genes
individuais. Todos os genes sao desprovidos
de introns e estao localizados em regioes
muito préximas. Os simbolos para genes
que codificam proteinas sdo mostrados
aqui sem o prefixo MT — que significa gene
mitocondrial. Os genes gue codificam as
subunidades 6 e 8 da ATP sintetase (ATP6
e ATP8) sao parcialmente sobrepostos.
Outros genes que codificam polipeptideos
especificam sete subunidades da
NADH-desidrogenase (ND4L e ND1-ND6),
trés subunidades de citocromo ¢ oxidase
(CO1-CO3) e citocromo b (CYB). Os genes
de tRNA estao representados com o nome
do aminodcido que eles carregam. A fita
curta de DNA 7S é produzida pela sintese
repetida de um pequeno segmento da fita
H (ver Figura 9.2). Para mais informagoes,
consultar o banco de dados MITOMAP em
http://www.mitomap.org/.
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Genes mitocondriais e sua transcricao

0 genoma mitocondrial humano contém 37 genes, dos quais 28 estdo codificados na fita H
e 0s outros nove, na fita L (ver Figura 9.3). Enquanto genes nucleares geralmente possuem
seu proprio promotor, a transcricao dos genes mitocondriais lembra aquela dos genes
bacterianos. A transcrigdo do mtDNA comega a partir de promotores comuns na regiao
CR/al¢a-D e continua ao longo do circulo (em diregdes opostas para as duas diferentes
fitas), gerando grandes transcritos multigénicos. Os RNAs maduros sdo posteriormente
gerados por clivagem dos transcritos multigénicos.

Quase dois tergos (24 de 37) dos genes mitocondriais especificam uma molécula de
RNA néo codificante, funcional, como seu produto final. Existem 22 genes de tRNAs, um
para cada um dos 22 tipos de tRNAs mitocondriais. Além disso, dois genes de rRNA sao
destinados a sintese dos rRNAs 16S e 12S (componentes das subunidades ribossomais
grande e pequena, respectivamente). Os 13 genes restantes codificam polipeptideos, os
quais sdo sintetizados nos ribossomos mitocondriais. Estes 13 polipeptideos formam par-
te dos complexos respiratdrios mitocondriais, as enzimas de fosforilagao oxidativa envol-
vidas na producao de ATP. Entretanto, a grande maioria dos polipeptideos que constituem
o sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, além de todas as outras proteinas mito-
condriais, é codificada por genes nucleares (Tabela 9.1). Essas proteinas sao traduzidas
nos ribossomos citoplasmadticos antes de serem importadas para as mitocondrias.

Diferente de seu equivalente nuclear, o genoma mitocondrial humano é extrema-
mente compacto: nenhum dos 37 genes mitocondriais possui introns, e eles estao bas-
tante agrupados (em média, hd um gene por 0,45 kb). As sequéncias codificantes de al-
guns genes (notadamente aqueles que codificam a sexta e a oitava subunidades da ATP
sintetase mitocondrial) apresentam alguma sobreposigao (Figura 9.4), e, na maioria dos
outros casos, as sequéncias codificantes de genes vizinhos sdo contiguas ou separadas por
uma ou duas bases ndo codificantes. Alguns genes nao possuem nem mesmo cédons de
terminagéo; para superar essa deficiéncia, codons UAA precisam ser introduzidos no nivel
pos-transcricional (ver Figura 9.4).
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TABELA 9.1 A autonomia limitada do genoma mitocondrial

Componente mitocondrial Codificado por

Genoma mitocondnal Genoma nuclear

Componentes do sistema de fosforilagao ox!dativa 13 subunldades 80 subunldades
| NADH desidrogenase 7 42

Il Sucinato CoQ redutase 0 4

Il Complexo citocromo b-c, 1 10
IVComplexo citocromo ¢ oxidase 3 10

V Complexo ATP sintetase 2 14
Componentes do aparato de sintese proteica 24 RNAs 79 proteinas
rRNA 2 0

tRNA 22 0

Proteinas ribossomais 0 79

Outras proteinas mitocondriais 0 All?

* Inclui DNA e RNA-polimerases mitocondriais, além de vérias outras enzimas, proteinas estruturais e de transporte, etc.

0 codigo genético mitocondrial

Os genomas procariotico e nuclear dos eucariotos codificam muitas centenas e geralmente
muitos milhares de proteinas diferentes. Eles estdo sujeitos a um c6digo genético universal
que € mantido conservado: mutagoes que poderiam potencialmente alterar o c6digo gené-
tico geralmente produzem proteinas cujo mau funcionamento é critico e, portanto, sofrem
forte pressio seletiva negativa. Entretanto, o pequeno genoma mitocondrial produz poucos
polipeptideos. Consequentemente, o cdigo genético mitocondrial conseguiu derivar via
mutagoes para um codigo ligeiramente distinto do cédigo genético universal.

No cdédigo genético mitocondrial ha 60 c6dons que determinam aminodcidos espe-
cificos, um a menos que no cddigo genético nuclear. Ha quatro cddons de parada: UAA
e UAG (os quais também servem como cddons de parada no cddigo genético nuclear)
e AGA e AGG (que especificam arginina no codigo genético nuclear; ver Figura 1.25). O
cddon de parada nuclear UGA codifica triptofano na mitocéndria, e o AUA especifica me-
tionina em vez de isoleucina.

0 genoma mitocondrial especifica todas as moléculas de rRNA e tRNA necessdrias
para sintetizar as proteinas nos ribossomos mitocondriais, mas depende de genes do ge-
noma nuclear para fornecer os demais componentes, tais como as proteinas que com-
poem o ribossomo mitocondrial e as aminoacil-tRNA sintetases. Como hé apenas 22 tipos
de tRNAs mitocondriais humanos, moléculas de tRNA individuais precisam interpretar
diferentes codons. Isto é possivel devido a oscilacdo da terceira base na interpretaciao dos
codons. Oito das 22 moléculas de tRNA possuem anticddons que reconhecem, cada um,
familias de quatro cédons que diferem apenas na terceira base. Os outros 14 tRNAs reco-
nhecem pares de cddons que sao idénticos nas duas primeiras bases e compartilham ou
uma purina ou uma pirimidina na terceira base. Assim sendo, os 22 tRNAs mitocondriais
sdo capazes de reconhecer um total de 60 cddons [(8 X 4) + (14 X 2)].

Além das diferencas nas suas capacidades genéticas e nos seus codigos genéticos, os
genomas mitocondrial e nuclear diferem em vdrios outros aspectos de sua organizagao e
expressao (Tabela 9.2).
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Figura 9.4 Os genes MT-ATP6

e MT-ATP8 sao transcritos em
diferentes quadros de leitura a partir
de segmentos sobrepostos na fita

H do DNA mitocondrial. MT-ATP8 é
transcrito dos nucleotideos 8366 ao
8569, e MT-ATP6, de 8527 a 9204.
Apos a transcrigao, o RNA que codifica a
subunidade da ATP sintetase 6 ¢ clivado
depois da posi¢ao 9206 e poliadenilado,
resultando em um cddon UAA C-terminal
onde os dois primeiros nucleotideos sao
derivados do TA nas posi¢oes 9205-9206
e o terceiro nucleotideo é o primeiro A da
cauda de poli(A).
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TABELA 9.2 0s genomas nuclear e mitocondrial humanos

Genoma nuclear Genoma mitocondrial

Tamanho 3,1Gb 16,6 kb

Namero de diferentes moléculas de DNA 23 (em células XX) ou 24 (em células XY); todas  Uma molécula de DNA circular
lineares

Namero total de moléculas de DNA por célula  Varia de acordo com a ploidia; 46 em células Geralmente, varios milhares de cépias (mas
diploides o nimero de copias varia em diferentes tipos

celulares)

Proteinas associadas Varias classes de histonas e proteinas nao Amplamente livre de proteinas
histénicas

Ndmero de genes que codificam proteinas ~21.000 13

Ndmero de genes de RNA Incerto, mas > 6.000 24

Densidade génica ~1/120 kb, mas ha grande incerteza 1/0,45 kb

DNA repetitivo Mais de 50% do genoma; ver Figura 9.1 Muito pouco

Transcrigao Genes geralmente transcritos de maneira Transcritos multigénicos sao produzidos de ambas
independente as fitas, pesada (H) e leve (L)

introns Encontrados na maioria dos genes Ausentes

Porcentagem de DNA codificante de proteinas  ~1,1% ~66%

Uso de cédons 61 codons de aminoacidos e 3 codons de 60 codons de aminodcidos e 4 codons de parada®
parada’

Recombinagao Pelo menos um evento para cada par de Nao evidente
cromossomos homalogos na meiose

Heranca Mendeliana para cromossomo X e autossomos; Exclusivamente materna

paterna para cromossomo Y

" Para mais detalhes, ver Figura 1.25.

0 genoma nuclear humano consiste em 24 moléculas de DNA
cromossomico amplamente diferentes

O genoma nuclear humano possui um tamanho de 3,1 Gb (3.100 Mb) e estd distribuido
em 24 tipos diferentes de moléculas lineares de DNA dupla-fita, cada uma das quais li-
gada a proteinas histonas e nao histonas, constituindo um cromossomo. Hé 22 tipos de
autossomos e dois cromossomos sexuais, X e Y. Os cromossomos humanos podem ser
facilmente diferenciados pelo bandeamento cromossémico (ver Figura 2.15) e foram clas-
sificados em grupos de acordo com seu tamanho e, até certo ponto, de acordo com a posi-
¢do do centrdmero (ver Tabela 2.3).

Existe apenas uma cépia do genoma nuclear em espermatozoides e 6vulos, e apenas
duas copias na maioria das células somadticas, em contraste as centenas ou mesmo milha-
res de copias do genoma mitocondrial. No entanto, como o tamanho do genoma nuclear
€ aproximadamente 186 mil vezes maior do que o da molécula de mtDNA, o niicleo de
uma célula humana contém mais de 99% do DNA total da célula; o odcito é uma excegao
notével, uma vez que contém até 100 mil moléculas de mtDNA.

A sequéncia total do genoma humano ainda nao foi determinada. O Projeto Geno-
ma Humano estava focado principalmente no sequenciamento da eucromatina, regioes
transcricionalmente ativas, ricas em genes, do genoma nuclear e que correspondem a
cerca de 2,9 Gb. Os 200 Mb restantes sdo constituidos por heterocromatina permanen-
temente condensada e transcricionalmente inativa (constitutivas). A heterocromatina
¢é constituida por longos arranjos de DNA altamente repetitivos que sao dificeis de se
sequenciarem corretamente. Por razdes semelhantes, os longos arranjos de unidades de
transcri¢do repetidas em tandem que codificam os rRNAs 288, 18S e 5,8S também nao
foram sequenciados.

0 DNA dos cromossomos humanos varia consideravelmente em tamanho e também
nas propor¢oes de eucromatina e heterocromatina constitutiva (Tabela 9.3). Cada cro-
mossomo possui determinada quantidade de heterocromatina constitutiva no centréme-
ro. Alguns, notadamente os cromossomos 1, 9, 16 e 19, também apresentam quantidades
significativas de heterocromatina na regiao eucromadtica proxima ao centromero (regido
pericentromérica), e 0s cromossomos acrocéntricos possuem duas regioes heterocromati-
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TABELA 9.3 Contetido de DNA dos cromossomos humanos

DNA total Eucromatina  Heterocromatina DNA total Eucromatina Heterocromatina
Cron]?ssqnfi 7(Mb) _(Elb) N _Sf!lb)_ : Cromossomo (Mb) (Mb) (Mb)
1 249 224 19,5 13 LB 2ot OB RN Wil iy pia
2 243 240 2,9 14 107 88,3 17,2
3 198 197 1,5 15 103 82,1 18,3
4 191 188 3 16 90 79 10
5 181 178 0,3 17 81 78,7 5
6 171 168 2,3 18 78 74,6 1,4
7 159 156 4,6 19 59 60,8 0,3
8 146 143 2,2 20 63 60,6 1,8
9 141 120 18 21 48 34,2 11,6
10 136 133 2,5 22 51 35,1 14,3
11 135 131 4.8 X 155 151 S
12 134 131 4,3 Y 59 26,4 31,6

0Os tamanhos dos cromossomos foram retirados do ENSEMBL Human Map View (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/Genome). Os nimeros referentes a
heterocromatina s&o estimativas retiradas do International Genome Sequencing Consortium (2004) Nature 431, 931-945. O tamanho do genoma humano total € estimado em
3,1 Gb, com a eucromatina correspondendo a cerca de 2,9 Gb e a heterocromatina a 200 Mb.

cas considerdveis. Porém, a representagio mais significativa estd no cromossomo Y, onde
amaior parte do DNA estd organizada sob a forma de heterocromatina.

A composigdo de bases do componente eucromatico do genoma humano ¢, em mé-
dia, de 41% (G+C), mas h4 variagido consideravel entre os diferentes cromossomos, de
38% de G+C para os cromossomos 4 e 13 até 49% no cromossomo 19. Esta composigao
também varia muito ao longo dos cromossomos. Por exemplo, o contetiddo médio (G+C)
no cromossomo 17q é de 50% na regiao distal de 10,3 Mb, mas cai para 38% na regido adja-
cente de 3,9 Mb. Existem regioes com menos de 300 kb com variagoes ainda mais amplas,
por exemplo, de 33,1% para 59,3% (G+C).

A proporgio de algumas combinagdes de nucleotideos pode variar consideravel-
mente. A exemplo de outros genomas nucleares de vertebrados, o genoma nuclear
humano apresenta uma reduzida quantidade de dinucleotideos CpG. No entanto, al-
gumas regioes pequenas e transcricionalmente ativas do DNA possuem a densidade
esperada de CpG e, significativamente, encontram-se ndo metiladas ou hipometiladas
(ilhas CpG; Quadro 9.1).

0 genoma humano contém pelo menos 26 mil genes, mas é dificil
determinar seu nimero exato

Muitos anos depois do Projeto Genoma Humano ter produzido a primeira referéncia para
a sequéncia do genoma humano, ainda hd consideravel incerteza acerca do miimero total
de genes em humanos. Quando as primeiras andlises do genoma foram publicadas em
2001, o catalogo de genes gerado pelo Consorcio Internacional de Sequenciamento do
Genoma Humano era bastante orientado para aqueles que codificam proteinas. As esti-
mativas originais sugeriam a existéncia de mais de 30 mil genes humanos codificantes de
proteinas, dos quais a maioria era referente a predigoes génicas sem qualquer evidéncia
experimental. Esse niimero foi uma superestimativa devido a erros na definigéo dos genes
(ver Quadro 8.5).

Para validar as predi¢des génicas, evidéncias que as confirmassem foram busca-
das principalmente por comparagdes evolutivas. As comparagfes com outros genomas
de mamiferos, como o do camundongo e o canino, foram incapazes de identificar genes
equivalentes para muitos dos genes humanos originalmente propostos. Ao final de 2009, o
nimero estimado de genes humanos codificantes parecia ter se estabilizado em torno de
20 a 21mil, porém grandes incertezas permaneceram acerca do niimero de genes huma-
nos de RNA. Genes de RNA sao dificeis de identificar por meio de programas de computa-
dor que analisam sequéncias génicas: ndo hd quadros de leitura aberta (open reading fra-
mes) para serem identificados, e diversos genes de RNA sdo muito pequenos e geralmente
ndo muito conservados ao longo da evolugao. Existe ainda o problema de como definir
um gene de RNA. Conforme detalhado no Capitulo 12, andlises abrangentes sugeriram
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QUADRO 9.1 Metilacao do DNA animal e ilhas CpG de vertebrados

A metilagao do DNA em animais pluricelulares geralmente envolve a
metilagdo de uma proporgao dos residuos de citosina, produzindo
5-metilcitosina (MC). Na maioria dos animais (mas nao em Drosophila
melanogaster), o dinucleotideo CpG € um alvo comum para a metilacéo
de citosinas por citosina-metiltransferases especificas, formando mCpG
(Figura 1A).

A metilagao do DNA tem consequéncias importantes para a expressao
génica e permite que padroes caracteristicos de expressao de genes se-
jam estavelmente transmitidos para células-filhas. Este processo também
foi implicado em sistemas de defesa do hospedeiro contra transposons.
Os vertebrados possuem os mais altos niveis de 5-metilcitosina do reino
animal, e a metilagdo é dispersada por meio dos genomas vertebrados.
Entretanto, apenas uma pequena porcentagem das citosinas & metilada
(cerca de 3% no DNA humano, a maior parte delas como mCpG, mas
com uma pequena porcentagem de mCpNpG, em que N representa um
nucleotideo qualquer).

A 5-metilcitosina € quimicamente instavel e tende a sofrer desamina-
cao (ver Figura 1A). Outras bases desaminadas produzem derivados que
sao identificados como anormais, sendo removidos pela maquinaria de
reparo de DNA (por exemplo, citosinas nao metiladas produzem uracilas
quando desaminadas). Entretanto, a 5-metilcitosina produz timina quan-
do desaminada, uma base natural no DNA que nao sera reconhecida
como anormal pelos sistemas celulares de reparo do DNA. Ao longo de
periodos evolutivos, portanto, o nimero de dinucleotideos CpG no DNA
dos vertebrados foi sendo gradualmente reduzido por conta da conversao
lenta, porém constante, de CpG em TpG (e CpA na fita complementar;
ver Figura 1B).

Embora a frequéncia total de CpG no genoma dos vertebrados seja
baixa, ha pequenas regides de DNA nao metilado ou hipometilado que
sao caracterizadas pela presenca de frequéncias normais esperadas de
CpG. Tais ilhas com densidade normal de CpG (ilhas CpG) sdo compa-
rativamente ricas em GC (contendo, em geral, mais de 50% de GC) e
se estendem por centenas de nucleotideos. llhas CpG sao considera-
das marcadores génicos porque estao associadas com regides trans-
cricionalmente ativas. Regioes de DNA altamente metiladas tendem a
adotar uma conformacao de cromatina condensada, mas em regioes
de DNA ativamente transcritas, a cromatina necessita estar em uma
conformacao nao metilada mais aberta, que permita a ligagao de varias
proteinas regulatorias aos promotores e a outras regides que controlam
a expressao génica.
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m
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Figura 1 Instabilidade dos dinucleotideos CpG em vertebrados. (A)
A citosina em dinucleotideos CpG € um alvo para a metilagdo no atomo
de carbono 5'. A 5-metilcitosina resultante é desaminada, produzindo
timina (T), a qual nao sera reconhecida pelos sistemas de reparo de DNA
e entao tende a ser mantida (entretanto, a desaminagao de citosinas nao
metiladas produz uracila, a qual é facilmente reconhecida pelos sistemas
de reparo do DNA). (B) O dinucleotideo CpG em vertebrados esta sendo
gradualmente substituido por TpG e CpA.

recentemente que a grande maioria do genoma - e, provavelmente, pelo menos 85% dos
nucleotideos - ¢ transcrita. Atualmente, nao se sabe quanto da atividade transcricional se
refere a interferéncia e quanto é funcionalmente significativa.

Em meados de 2009, foram obtidas evidéncias para, pelo menos, 6 mil genes huma-
nos de RNA, incluindo milhares de genes codificando longas moléculas de RNA néo codi-
ficante que se acredita serem importantes na regulacdo da expressao génica. Além disso,
ha evidéncias para dezenas de milhares de pequenos RNAs humanos diferentes, mas em
muitos desses casos, um grande nimero de RNAs pequenos diferentes é obtido a partir do
processamento de um tinico transcrito de RNA. Os RNAs ndo codificantes serao detalha-
dos na Se¢do 9.3.

A combinagao de cerca de 20 mil genes que codificam proteinas e pelo menos 6 mil
genes de RNA alcan¢ga um nimero de, ao menos, 26 mil genes humanos. Este valor conti-
nua sendo um ntmero total de genes provisério; definir os genes de RNA é um desafio, e
levard algum tempo antes que se possa chegar ao niimero exato de genes humanos.

0Os genes humanos sao distribuidos de maneira desigual tanto
entre como dentro dos cromossomos

Os genes humanos estdo distribuidos de maneira desigual nas moléculas de DNA nuclear.
As regioes de heterocromatina constitutiva sdo desprovidas de genes e, mesmo na porgao
eucromdtica do genoma, a densidade génica pode variar substancialmente entre regioes
cromossomicas e também entre cada um dos cromossomos.
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A primeira visdo geral da distribui¢io dos genes pelo genoma humano foi obtida
quando fragées purificadas de ilhas CpG foram hibridizadas com cromossomos em meta-
fase. Sabe-se, hd muito tempo, que ilhas CpG estao fortemente associadas aos genes (ver
Quadro 9.1). Com base nisso, concluiu-se que a densidade génica deveria ser maior em
regioes subteloméricas e que alguns cromossomos (p. ex., 0s cromossomos 19 e 22) sdo
ricos em genes, enquanto outros (p. ex., X e 18) sdo pobres em genes (ver Figura 8.17). As
predigoes acerca da densidade diferencial de ilhas CpG e de genes foram subsequente-
mente confirmadas pela analise da sequéncia do genoma humano.

Esta diferenca na densidade génica também pode ser observada pela coloragio Gie-
msa de cromossomos (bandeamento G). Regides com baixo contetido (G+C) correla-
cionam-se com as bandas G mais escuras; aquelas com alto conteido (G+C), com as
bandas claras. Cromossomos e regides ricos em GC (p. ex., o cromossomo 19 e bandas
G claras) sao também, comparativamente, ricos em genes. Por exemplo, o complexo de
antigenos leucocitdrios humanos (HLA), rico em genes (180 genes codificantes de pro-
teinas em uma regiao de 4 Mb), estd localizado na banda G clara 6p21.3. Em nitido con-
traste, o gene da distrofina dos mamutes se estende por 2,4 Mb de DNA em uma banda
G escura no Xp21.2, sem evidéncias da existéncia de qualquer outro gene codificante de
proteinas nesta regido.

A duplicacao de segmentos de DNA resultou em variacao no
numero de copias e em familias génicas

Genomas pequenos, como os de bactérias e o das mitocondrias, sdo geralmente orga-
nizados com informacédo genética densamente agrupada e apresentada de forma extre-
mamente economica. Genomas grandes, como o genoma nuclear dos eucariotos, e es-
pecialmente o genoma dos vertebrados, podem ndo apresentar essas limitagoes. O DNA
repetitivo é uma caracteristica marcante de grandes genomas, tanto em abundancia como
em importancia.

Tipos diferentes de sequéncias de DNA podem ser repetidos. Algumas sdo sequén-
cias pequenas nao codificantes que estao presentes de poucas a milhdes de copias. Estas
serdo discutidas mais adiante, na Se¢io 9.4. Muitas outras sdo sequéncias de DNA de
tamanho moderadamente longo a grande que geralmente contém genes ou porcoes de
genes. Estas sequéncias duplicadas sdo sujeitas a varios mecanismos genéticos que re-
sultam em variagao no mimero de cépias (CNV), na qual o niimero de copias de sequén-
cias especificas, moderadamente longas - geralmente de muitas quilobases a vérias
megabases de comprimento - varia entre diferentes haplétipos. A variagao no niimero
de cdpias leva a um tipo de variagao estrutural que serd considerada em mais detalhes
no Capitulo 13, mas serao considerados a seguir alguns mecanismos pelos quais os ge-
nes sdo duplicados. Estd claro, no entanto, que a CNV é bastante extensa no genoma
humano. Por exemplo, quando o genoma de James Watson foi sequenciado, 1,4% dos
dados totais obtidos no sequenciamento nao mapearam com a sequéncia de referéncia
do genoma humano. A medida que o sequenciamento do genoma de individuos ace-
lera, novas regides CNV estao sendo identificadas com implicagdes importantes para a
expressao génica e as doengas.

Aduplicagao repetida de sequéncias que contém genes da origem a familias génicas.
Conforme serd visto nas Secoes 9.2 e 9.3, muitos genes humanos sao membros de familias
multigénicas que podem variar enormemente em termos de nimero de cépias e distri-
buigdo. Elas surgem por um ou mais mecanismos diferentes que resultam em duplicagdo
génica. Familias génicas podem também conter sequéncias evolutivamente relacionadas
que ndo atuam mais como genes (pseudogenes).

Mecanismos de duplicacao génica

A duplicagdo génica foi um evento comum na evolugio dos grandes genomas nucleares
encontrados em eucariotos complexos. As familias multigénicas resultantes possuem de
duas a muitas copias génicas. As copias génicas podem estar agrupadas em uma localiza-
¢ao subcromossdmica ou podem estar dispersas por varias localizagoes cromossomais.
Virios tipos diferentes de duplicagao génica podem ocorrer:

s Duplicagaoes génicas em tandem geralmente surgem pelo crossing-over entre croma-
tides mal-alinhadas, em cromossomos homalogos (crossing-over desigual) ou no
mesmo cromossomo (troca desigual entre cromdtides-irmas). A Figura 9.5 ilustra o
mecanismo descrito de modo geral. O segmento repetido pode ter um tamanho redu-



264 Tom Strachan e Andrew Read

Figura 9.5 Duplicagao génica em
tandem. O crossing-over entre cromatides
inadequadamente alinhadas pode resultar
em um cromossomo com uma duplicacao
em tandem de uma sequéncia contendo
um gene (como o gene A, representado
aqui por um retangulo verde) e em outro
cromossomo no qual o gene é perdido.

O mau pareamento das cromatides

pode ser estabilizado por membros
relacionados de familias de sequéncias

de DNA intercalante repetitivo, como as
repeticoes Alu (conforme demonstrado
aqui por retangulos laranjas). O evento

de crossing-over que leva a duplicagao
génica em tandem pode resultar de
crossing-over desigual (crossing-over entre
cromatides desalinhadas em cromossomos
homélogos) ou de troca desigual entre
cromatides-irmas (o processo analogo pelo
qual cromatides-irmas estéo desalinhadas;
ver Figura 13.3 para uma ilustragao).

Figura 9.6 Duplicagao segmentar. A
barra horizontal no centro da figura é

um mapa linear do DNA do cromossomo
humano 16 (o segmento verde central
representa a heterocromatina). As

barras pretas horizontais no topo e na

base representam mapas lineares de

16 outros cromossomos gue contém
grandes segmentos compartilhados com

0 cromossomo 16, com linhas vermelhas
conectoras marcando a posi¢ao das
sequéncias homologas. Duplicagoes
intracromossAmicas sao representadas por
bifurcagoes azuis () ligando as posigdes
de grandes sequéncias duplicadas no
cromossomo 16. [Reproduzido de Martin
J(...). Com permissao de Macmillan
Publishers Ltd. Para coordenadas
cromossdmicas e mais informagoes sobre
duplicagao segmentar no genoma humano,
bancos de dados dedicados a duplicagao
segmentar podem ser acessados em http://
humanparalogy.gs.washington.edu/ e http://
projects.tcag.ca/humandup/.]

zido de algumas quilobases ou ser relativamente grande, contendo um ou mais genes.
Duas repeticoes deste tipo sio chamadas de repetigdes diretas se o inicio de uma delas
estd unido ao final de sua vizinha (——), ou de repetigées invertidas quando hd jungédo
das regioes de inicio (=) ou do final de cada uma delas («-—). Em uma escala de
tempo longa (evolutiva), as sequéncias duplicadas podem ser separadas sobre o mes-
mo cromossomo (por inser¢ao ou inversao do DNA) ou ser distribuidas em diferentes
cromossomos por translocagoes.

A transposigao duplicativa consiste no processo pelo qual uma cépia de DNA dupli-
cado se integra em uma nova localizagio subcromossoémica. Isso geralmente envolve
a retrotransposigdo: transcriptases reversas celulares sintetizam uma copia de cDNA a
partir de um transcrito de RNA, e esta c6pia de cDNA se integra em uma nova locali-
zagdo cromossdmica. O mesmo tipo de mecanismo pode gerar cépias defeituosas de
genes, o que serd detalhado na Segéo 9.2.

Duplicagdo génica por fusao de células ancestrais. Acredita-se que células eucariéticas
aerdbias tenham se desenvolvido devido a endocitose de um tipo de célula bacteriana
por uma célula eucariética precursora. Acredita-se que o genoma mitocondrial atual
tenha se originado a partir do genoma bacteriano, do qual seria apenas um pequeno
remanescente, jd que muitos dos genes bacterianos originais foram subsequente-
mente excisados e transferidos para o genoma nuclear atual. Consequentemente, o
genoma nuclear contém genes duplicados que codificam isoformas de certas enzi-
mas e de outras proteinas-chave que sdo especificas e direcionadas para o citoplasma
e para a mitocondria.

Duplicagoes subgenémicas de grande escala podem surgir em consequéncia de trans-
locagdes cromossomicas. Regides eucromaticas préximas aos centromeros e teld-
meros humanos (regioes pericentroméricas e subteloméricas, respectivamente) séo
relativamente instdveis e sujeitas a recombinacdo com outros cromossomos. Conse-
quentemente, grandes segmentos de DNA contendo muiltiplos genes foram duplica-
dos. Ao longo dos tltimos 40 milhdes de anos da evolugao dos primatas, este processo
levou a duplicagao de aproximadamente 400 grandes segmentos de DNA (com vdrias
megabases de comprimento), correspondentes a mais de 5% do genoma eucromati-
co. Este tipo de duplicagido, conhecido como duplicacdo segmentar, resulta em uma
identidade de sequéncia extremamente alta (geralmente maior do que 95%) entre as
copias de DNA e pode envolver tanto duplicagdes intracromossémicas como inter-
cromossOmicas (Figura 9.6). Duplica¢des segmentares contribuem significativamen-
te para a variagdo do niimero de cdopias e para rearranjos cromossdmicos que levam
adoengas e a rdpida inovagao génica. Sua origem serd considerada no Capitulo 10.
Duplicagdo do genoma inteiro. Sabe-se hoje, a partir de estudos de genémica compa-
rada, que duplica¢des do genoma inteiro ocorreram diversas vezes ao longo da evolu-
¢ao, em uma ampla variedade de linhagens eucaridticas. Por exemplo, ha evidéncias
convincentes de que uma duplica¢do do genoma inteiro teria acontecido no inicio da
evolugdo dos cordados. Esse tipo de evento poderia explicar por que os vertebrados
possuem quatro agrupamentos HOX (ver Figura 5.5). A duplicagao do genoma inteiro
é detalhada no Capitulo 10, no contexto da evolugio do genoma.

9.2 GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS

Durante muitos anos, os geneticistas moleculares acreditaram que o principal produto
funcional do DNA era a protefna. Estudos de genomas procariéticos apoiavam esta crenga,




Genética Molecular Humana 265

em parte porque estes genomas sao ricos em DNA que codifica proteinas. Portanto, foi
uma surpresa descobrir que os genomas muito maiores dos eucariotos complexos apre-
sentam, comparativamente, pouco DNA que codifica proteinas. Por exemplo, sequéncias
de DNA que codificam proteina correspondem a quase 90% do genoma da E. coli, mas
apenas 1,1% do genoma humano.

Genes humanos que codificam proteinas variam muito em
tamanho e organizacao interna

Variagao de tamanho

Os genes de organismos simples, tais como bactérias, sdo relativamente semelhantes em
tamanho e sdo geralmente muito pequenos (contendo 1 kb de extensio). Em eucariotos
complexos, os genes podem apresentar uma enorme variagio de tamanho. Embora geral-
mente exista uma correlagao direta entre o tamanho do gene e de seu produto, hd algumas
anomalias marcantes. Por exemplo, o gigantesco gene da distrofina, com 2,4 Mb, é mais
de 50 vezes maior do que o gene da apolipoproteina B, mas a proteina distrofina tem um
comprimento linear (ntimero total de aminodcidos) que é cerca de 80% aquele da apoli-
poproteina B (Tabela 9.4).

Uma pequena minoria dos genes humanos que codificam proteina é desprovida de
introns e representada por genes geralmente pequenos (ver nota da Tabela 9.4 para al-
guns exemplos). Para aqueles que possuem introns, hd uma correlagdo inversa entre o
tamanho do gene e a fragdo de DNA codificante (ver Tabela 9.4). Isso ndo ocorre porque
éxons de genes grandes sao menores do que aqueles de genes menores. O tamanho mé-
dio dos éxons em genes humanos é de aproximadamente 300 pb, e o tamanho do éxon é
comparativamente independente do comprimento do gene. Contrariamente, ha grande
variagdo no comprimento dos introns, e genes grandes tendem a apresentar introns bas-
tante grandes (ver Tabela 9.4). No entanto, a transcrigao de introns grandes é custosa em
termos de tempo e energia; a transcrigao das 2,4 Mb do gene da distrofina leva aproxima-
damente 16 horas. Portanto, genes muito expressos geralmente possuem introns peque-
NOoSs Ou Ndo 0s possuemn.

TABELA 9.4 Variagao estrutural em tamanho e organizagao dos genes humanos que codificam proteinas

Tamanho da proteina Tamanho do DNA codificante Tamanho médio Tamanho médio
Proteina humana (n° de aminoacidos) gene (kb) N° de éxons (%) do éxon (pb) do intron (pb)
vk A 204 REREERT 1 94 850 =
B-globina 146 1,6 3 38 150 490
pl6 156 7.4 3 ly 406 3.064
Albumina sérica 609 18 14 12 137 1.100
Colageno tipo VI 2.928 31 118 29 77 190
p53 393 39 10 6 236 3.076
Complemento C3 1.641 41 29 8,6 122 900
Apolipoproteina B 4.563 45 29 31 487 1.103
Fenilalanina hidroxilase 452 90 26 3 96 3.500
Fator VIII 2,351 186 26 3 375 7.100
Huntingtina 3.144 189 67 8 201 2.361
Proteina RB1 do retinoblastoma 928 198 27 2,4 179 6.668
CFTR (receptor transmembrana  1.480 250 27 2,4 227 9,100
da fibrose cistica)
Titina 34.350 283 363 40 315 466
Utrofina 3.433 567 74 2,2 168 7.464
Distrofina 3.685 2.400 79 0,6 180 30.770

Quando da existéncia de isoformas, os nimeros fomecidos representam as maiores isoformas. A medida que os genes aumentam de tamanho, o tamanho dos éxons permance
relativamente constante, mas o tamanho dos introns pode aumentar bastante. Exons internos tendem a ser uniformes em tamanho, mas éxons terminais ou alguns éxons
proximos & extremidade 3’ podem ter tamanho igual a vérias quilobases; por exemplo, o éxon 26 do gene APCB tem 7,5 kb. Observe o grande contelido de éxons e o tamanho
comparativamente menor dos introns nos genes que codificam o colageno tipo VIll e a titina. Além do SRY, outros genes que codificam proteinas de éxon Unico no genoma nuclear
incluem retrogenes (ver Tabela 9.8) e genes codificando outras proteinas SOX, interferans, histonas, diversos receptores acoplados a proteinas G, proteinas de choque térmico,
muitas ribonucleases e varios receptores de neurotransmissores e receptores de hormonios.
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Sequéncias repetitivas no interior do DNA codificante

Sequéncias de DNA altamente repetitivas sio muitas vezes encontradas no interior de in-
trons e em sequéncias flanqueadoras dos genes. Elas serao detalhadas na Segdo 9.4. Além
disso, sequéncias de DNA repetitivo sdo encontradas nos éxons, em diferentes graus. Re-
peticoes em tandem de pequenas sequéncias de oligonucleotideos (1-4 pb) s@o frequen-
tes e podem simplesmente ser o reflexo das frequéncias estatisticamente esperadas para
certas composigoes de bases. Repetigdes de sequéncias em tandem que codificam domi-
nios proteicos conhecidos ou supostos tambhém sdo comuns e podem ser funcionalmente
vantajosas, pois fornecem alvos biolégicos mais disponiveis.

Aidentidade de sequéncia entre dominios proteicos repetidos é geralmente baixa,
mas as vezes pode ser alta. A lipoproteina Lp (a), codificada pelo gene LPA no cro-
mossomo 6q26, fornece um exemplo cldssico. Ela possui multiplos dominios do tipo
kringle repetidos em tandem, cada um deles com um tamanho aproximado de 114
aminodcidos, formando grandes algas unidas por pontes dissulfeto. Os diferentes do-
minios kringle sdo geralmente quase idénticos em sequéncia de aminodcidos. Mesmo
em nivel de sequéncia de nucleotideos, as repeticoes de DNA que codificam os domi-
nios kringle apresentam alto grau de identidade de sequéncia, tornando-os sujeitos
a crossing-over desigual. Consequentemente, o gene LPA esté sujeito a polimorfismo
de tamanho, e o nimero de dominios kringle na lipoproteina Lp (a) é varidvel, sendo
geralmente igual a 15 ou mais.

Proteinas diferentes podem ser especificadas por unidades de
transcricao sobrepostas

Genes sobrepostos e genes dentro de genes

Genomas simples apresentam alta densidade génica (cerca de um gene a cada 0,5, 1 e 2
kb para os genomas mitocondrial humano, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae,
respectivamente) e geralmente apresentam exemplos de genes parcialmente sobrepos-
tos. Diferentes quadros de leitura podem ser utilizados, as vezes na mesma fita senso. Em
organismos complexos, como os seres humanos, os genes sao muito maiores, e hd um
menor agrupamento das sequéncias codificadoras de proteinas (Tabela 9.5).

A densidade génica varia enormemente de cromossomo para cromossomo e entre
regioes distintas de um mesmo cromossomo. Em regides cromossémicas com alta den-
sidade génica, podem-se encontrar genes sobrepostos; eles sdo geralmente transcritos
a partir de fitas opostas de DNA. Por exemplo, a regiao de classe 11l do complexo HLA,
no cromossomo 6p21.3, tem uma densidade génica média de cerca de um gene a cada
15 kb e é conhecida por conter diversos exemplos de genes parcialmente sobrepostos
(Figura 9.7A).

Anélises de genoma inteiro mostraram que cerca de 9% dos genes humanos que codi-
ficam proteinas se sobrepéem a outros genes codificantes. Mais de 90% das sobreposicoes
envolvem genes transcritos a partir de fitas opostas. As vezes as sobreposigdes sdo par-
ciais, mas em outros casos pequenos genes que codificam proteinas estao localizados no
interior de introns de genes maiores. O gene NFI (neurofibromatose tipo I), p. ex., possui
trés pequenos genes internos transcritos a partir da fita oposta (Figura 9.7B).

Andlises recentes também mostraram que genes de RNA muitas vezes podem estar
sobrepostos a genes que codificam proteinas. O posicionamento de genes de RNA serd
abordado na Sec¢do 9.3.

Genes transcritos ou cotranscritos de maneira divergente a partir de um
promotor comum

Alguns genes que codificam proteinas compartilham um promotor. Em muitos casos, as
extremidades 5’ dos dois genes sdo separadas por poucas centenas de nucleotideos, e os
genes sao transcritos em direcdes opostas a partir do promotor comum. Este tipo de orga-
nizacao génica bidirecional pode favorecer a regulagao conjunta dos dois genes.
Alternativamente, genes com um promotor comum sio transcritos na mesma di-
rec¢do, produzindo transcritos multigénicos que serdo entao clivados para dar origem a
transcritos individuais para cada gene. Estes genes formam uma unidade de transcricao
denominada policistronica (= multigénica). Unidades policistronicas de transcrigéo sdo
comuns em genomas simples como os de bactérias e mitocondrias (ver Figura 9.3). No ge-
noma nuclear, alguns exemplos de proteinas diferentes produzidas a partir de uma unida-
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TABELA 9.5 Estatisticas do genoma e dos genes humanos

TAMANHO DOS COMPONENTES DO GENOMA

Genoma mitocondrial

Genoma nuclear

Componente eucromatico

Fragao altamente conservada

Sequéncias de DNA codificante de proteinas
Qutras sequéncias de DNA altamente conservadas
DNA duplicado segmentalmente

DNA altamente repetitivo

Heterocromatina constitutiva

Repeti¢oes baseadas em transposons

DNA por cromossomo

NUMERO DE GENES
Genoma nuclear
Genoma mitocondrial

Genes que codificam proteinas
Genes de RNA

Pseudogenes relacionados a genes que codificam proteinas

DENSIDADE GENICA

Genoma nuclear
Genoma mitocondrial

TAMANHO DOS GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS

Tamanho médio
Menor
Maior

16,6 kb

3,1 Gb?

2,9 Gb (~93%)
~150 Mb (~5%)

~35 Mb (~1,1%)

~115 Mb (~3,9%)

~160 Mb (~5,5%)

~1,6 Gb (~50%)

~200 Mb (~7%; Tabela 9.3)
~1,4 Gb (~45%; Tabela 9.12)
48 Mb-249 Mb (Tabela 9.3)

> 26.000

37

~20.000-21.000

> 6.000 (nimero exato desconhecido)
> 12,000

>1 a cada 120 kb (porém, ha muita incerteza)
1 a cada 0,45 kb

53,6 kb
algumas centenas de pares de base de extensao (varios exemplos)
2,4 Mb (distrofina)

NUMERO DE EXONS EM GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS

Nimero médio de éxons em um gene®
Maior nimero em um gene
Menor ndmero em um gene

9,8
363 (no gene da titina)
1 (sem introns — ver Tabelas 9.4 e 9.7 para exemplos)

TAMANHO DOS EXONS EM GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS

Tamanho médio do éxon

Menor

Maior

288 pb (mas éxons na extremidade 3' dos genes tendem a ser
maiores)

< 10 pb (varios; p. ex., o éxon 3 do gene da troponina | TNNI1 tem
apenas 4 pb)

18,2 kb (éxon 6 da isoforma 201 de MUC16)

TAMANHO DOS INTRONS EM GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS

Menor
Maior

TAMANHO DO RNA

Menor RNA nao codificante
Maior RNA n&o codificante

Maior mRNA
TAMANHO DO POLIPEPTIDEO

Menor
Maior

< 30 pb (varios)
1,1 Mb (intron 5 do gene KCNIP4)

< 20 nucleotideos (p. ex., muitos RNAs associados a sitios de inicio de
transcrigao tém 18 nucleotideos)

muitas centenas de milhares de nucleotideos; por exemplo, o RNA
antissenso de UBE3A tem cerca de 1 Mb

> 103 kb (mRNA de titina; isoforma NF-2A)

dezenas de aminoacidos (varios neuropeptideos)
34,350 aminoacidos (titina, isoforma NF-2A)

*Observe que o tamanho total pode variar entre os haplétipos devido & variagao no nimero de cépias. *Para a maior isoforma. A maior parte dos dados foi

obtida dos 55 conjuntos de dados liberados pelo ENSEMBL.
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Figura 9.7 Genes sobrepostos e genes dentro de genes. (A) Genes do complexo do HLA de classe lll estao altamente agrupados e, em alguns
casos, sobrepostos. As setas indicam a diregao da transcrigao. (B) O intron 27b do gene NF1 (neurofibromatose do tipo 1) tem 60,5 kb de comprimento
e contém trés pequenos genes internos, cada um deles com dois éxons, os quais sao transcritos a partir da fita oposta. Os genes internos (nao
representados em escala) sdo OGMP (glicoproteina mielinica de oligodendrécitos) e EVI2A e EVI2B (homdlogos humanos de genes murinos que parecem
estar envolvidos no desenvolvimento de leucemia e que estéo localizados em sitios de integrag&o de virus ecotrépicos).

de comum de transcrigao sdo conhecidos. Geralmente, elas sdo produzidas por clivagem
de uma proteina hibrida precursora que é traduzida a partir de um transcrito comum. As
cadeias A e B dainsulina, as quais sao intimamente relacionadas funcionalmente, so pro-
duzidas desta maneira (ver Figura 1.26), bem como os peptideos hormonais relacionados
somatostatina e neuronostanina. Algumas vezes, no entanto, proteinas funcionalmente
distintas sao produzidas a partir de um precursor proteico comum. Os genes UBA52 e
UBAS80, por exemplo, geram tanto a ubiquitina como uma proteina ribossomal nio rela-
cionada (S27a e L40, respectivamente).

Andlises mais recentes mostraram que a tradicional e antiga ideia de que a maioria
dos genes humanos sao unidades de transcri¢do independentes néo é verdadeira, e, por-
tanto, a definicao de gene deverd ser radicalmente revisada. Atualmente, sabe-se que a
transcri¢cdo multigénica é relativamente frequente no genoma humano, e que proteinas
especificas e RNAs ndo codificantes funcionais podem ser produzidos a partir de RNAs
precursores comuns. Este mecanismo serd mais explorado na Segédo 9.3.

Genes humanos que codificam proteinas frequentemente
pertencem a familias génicas que podem estar agrupadas ou
dispersas em diferentes cromossomos

Genes duplicados e componentes de sequéncias codificantes duplicados sdo comuns
em genomas animais, considerando-se especialmente os genomas de grandes verte-
brados. Conforme serd visto no Capitulo 10, a duplicagao génica foi um mecanismo di-
recionador importante para a evolugdo da complexidade funcional e a origem de orga-
nismos progressivamente mais complexos. Genes que operam na mesma via funcional
ou em vias semelhantes, mas que produzem proteinas que apresentam pouca evidéncia
de similaridade de sequéncia, possuem relagao evolutiva distante e geralmente estdao
dispersos em diferentes localizagoes cromossémicas. Exemplos incluem os genes que
codificam a insulina (no cromossomo 11p) e o receptor de insulina (19p); as cadeias
pesada (11q) e leve da ferritina (22q); a esteroide 11-hidroxilase (8q) e a esteroide 21-hi-
droxilase (6p); e JAK1 (1p) e STAT1 (2q). Entretanto, genes que produzem proteinas es-
trutural e funcionalmente similares estao frequentemente organizados em agrupamen-
tos génicos (gene clusters).

Classes diferentes de familias génicas humanas podem ser reconhecidas pelo grau de
similaridade de sequéncia e estrutura de seus produtos proteicos. Se dois genes diferen-
tes originam produtos proteicos muito semelhantes, ¢ muito provavel que tenham sido
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originados por um evento de duplicacdo génica evolutivamente recente, provavelmente
por algum evento de duplicacdo génica em fandem, e hd uma tendéncia de que estejam
agrupados em uma posi¢do subcromossomica especifica. Se estes genes produzem pro-
tefnas com sequéncias menos relacionadas, é mais provével que tenham surgido por um
evento de duplicagdo mais antigo. Originalmente eles poderiam estar agrupados, mas ao
longo do tempo, em uma escala de tempo evolutiva, estes genes podem ter sido separados
por translocagoes ou inversoes, e ha a tendéncia de que estejam em localizagoes cromos-
sOmicas distintas.

Algumas familias génicas estdo organizadas em multiplos agrupamentos. Os ge-
nes das globinas B, v, 8 e & estdo localizados em um agrupamento génico no cromos-
somo 11p e sdo mais relacionados entre eles do que com os genes do agrupamento de
a-globina no cromossomo 16p (Figura 9.8). Os genes de 3-globina do agrupamento no
cromossomo 11p se originaram por eventos de duplicagao génica evolutivamente mui-
to mais recentes do que os eventos que deram origem aos ancestrais dos genes de a e
B-globina. Um exemplo notavel de familia génica organizada em agrupamentos muilti-
plos é o da familia génica de receptores olfativos. Estes genes codificam um repertério
diverso de receptores que nos permitem discriminar milhares de odores diferentes; os
genes estdo localizados em grandes agrupamentos, distribuidos em diversas localiza-
¢oes cromossdmicas distintas (Tabela 9.6).

Algumas familias génicas possuem cépias génicas individuais localizadas em duas ou
mais regides cromossdmicas sem ocorréncia de agrupamentos génicos (ver Tabela 9.6).
Os genes em diferentes localizacoes sdo geralmente divergentes em sequéncia, a menos
que a duplicagio génica tenha sido relativamente recente ou que tenha havido pressao
seletiva consideravel para a manutencio da conservagdo da sequéncia. Em situagoes de
familias génicas dispersas, espera-se que os membros da familia tenham se originado a
partir de duplica¢des génicas antigas.

Classes diferentes de familias génicas podem ser
reconhecidas pela similaridade de sequéncia e estrutura
de seus produtos proteicos

Conforme listado abaixo, vdrias classes de familias génicas podem ser distinguidas de
acordo com o nivel de identidade de sequéncia entre seus genes membros individuais:

« Em familias génicas cujos membros apresentam relagao proxima, os genes possuem
um alto grau de homologia de sequéncia ao longo da maior parte da sequéncia codi-
ficante. Exemplos incluem as familias das histonas (as histonas sdo altamente con-
servadas, e membros de subfamilias sdo praticamente idénticos) e as familias génicas
das o e B-globinas.

« Em familias génicas definidas por um dominio proteico comum, os membros podem
apresentar homologia de sequéncia muito baixa, mas possuem certas sequéncias que

Figura 9.8 Exemplos de familias de
genes humanos agrupados. Genes
agrupados sdo geralmente semelhantes
em sequéncia e sao transcritos a partir
da mesma fita. Agrupamentos génicos
muitas vezes apresentam uma mistura
de genes expressos e pseudogenes nao
funcionais. O status funcional dos genes
B-globina e CS-L é desconhecido. As
escalas no topo (agrupamentos de globinas
e horménio de crescimento) e na base da
figura (agrupamento de albumina) estao
em quilobases.
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TABELA 9.6 Exemplos de familias multigénicas agrupadas e dispersas

Familia

FAMILIAS GENICAS AGRUPADAS

Agrupamento do gene do hormonio do

crescimento

Agrupamento dos genes de a-globina

Genes da cadeia pesada de HLA de classe |

Genes HOX
Familia génica das histonas

Familia dos genes de receptores olfativos

FAMILIAS GENICAS DISPERSAS

Aldolase

PAX
NF1 (neurofibromatose tipo I)

Cadeia pesada da ferritina

N° de copias Organizagao Localizagao cromossémica
5 agrupados em 67 kb de extensao; um pseudogene 17q24
(Figura 9.8)
7 agrupados em ~50 kb de extenséo (Figura 9.8) 16p13
~20 agrupados em 2 Mb de extensao; (Figura 9.10) 6p21
38 organizados em quatro agrupamentos (Figura 5.5) 2¢34, 7pl5, 12q13, 1721
61 agrupamentos pequenos em algumas regioes; dois diversas
grandes agrupamentos No cromossomo 6
> 900 cerca de 25 grandes agrupamentos espalhados pelo diversas
genoma
5 trés genes funcionais e dois pseudogenes em cinco diversas
cromossomos diferentes
9 todos os nove genes sao funcionais diversas
> 12 um gene funcional em 22q11; outras cdpias sao diversas, a maioria delas
pseudogenes nao processados ou fragmentos génicos  pericentromérica
(Figura 9.11)
20 um gene funcional no cromossomo 11; a maioria das  diversas

copias é de pseudogenes processados

codificam um ou mais dominios proteicos especificos. Exemplos incluem as familias
génicas PAX e SOX (Tabela 9.7).

« Exemplos de familias génicas definidas por motivos proteicos pequenos funcio-
nalmente similares incluem familias de genes que codificam proteinas funcional-
mente relacionadas com um motivo box DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) ou a repetigdao
WD (Figura 9.9).

Alguns genes codificam produtos que sdo funcionalmente relacionados de uma
forma geral, mas apresentam homologia de sequéncia muito baixa ao longo de um seg-
mento extenso, sem a ocorréncia de motivos de aminodcidos significativamente conser-
vados. Apesar disso, pode haver alguma evidéncia para caracteristicas estruturais gerais
comuns. Tais genes podem ser agrupados em uma superfamilia génica, evolutivamente
antiga, contendo muitos genes membros. Considerando que muiltiplos eventos de du-
plicagao génica diferentes ocorreram periodicamente durante o longo periodo evolutivo
de uma superfamilia génica, alguns de seus membros produzem proteinas muito diver-
gentes em termos de sequéncia em relagdo a outros membros da familia, mas um maior
grau de relacao de sequéncia serd mais facilmente visualizado ente genes resultantes de
duplicagoes mais recentes.

Dois exemplos importantes de superfamilias génicas sao a superfamilia das imu-
noglobulinas (Ig) e a superfamilia dos receptores acoplados & proteina G (GPCR). Todos

TABELA 9.7 Exemplos de genes humanos com motivos de sequéncia que codificam dominios altamente conservados

Familia génica

Genes homeobox

Genes PAX

Genes SOX

Genes TBX

Genes de dominio forkhead
Genes de dominio POU

Numero de genes Sequéncia motivo/dominio

38 genes HOX mais 197 genes  homeobox especifica um homeodominio de ~60 aminoacidos; uma grande
arfacs de homeobox variedade de subclasses diferentes foi definida

9 box pareado codifica um dominio pareado de ~124 amino&cidos; genes PAX

19
14
50
16

geralmente tém um tipo de homeodominio conhecido como homeodominio do
tipo pareado

box HMG semelhante a SRY gue codifica dominio de 70-80 aminoacidos
box T codifica um dominio de ~170 aminoacidos

o dominio tipo forkhead possui tamanho de ~110 aminoacidos

o dominio tipo POU possui tamanho de ~150 aminoacidos
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os membros da superfamilia das Ig possuem dominios globulares semelhantes aqueles
encontrados nas imunoglobulinas, e, além destas, a superfamilia inclui uma ampla va-
riedade de proteinas de superficie celular e proteinas soltiveis envolvidas nos processos
de reconhecimento, ligagdo ou adesao celular (ver Figura 4.22 para alguns exemplos). A
superfamilia GPCR é muito grande, com pelo menos 799 membros individuais distribui-
dos pelo genoma humano. Todas as proteinas GPCR possuem uma estrutura comum de
sete segmentos transmembrana em a-hélice, mas estes tém, em geral, baixa homologia
de sequéncia (menos de 40%) entre eles. Estes receptores estdo envolvidos na sinalizacao
celular induzida por ligantes via interagao com proteinas G intracelulares, e a maioria atua
como receptores de rodopsina.

Eventos de duplicacao génica que originam familias multigénicas
também criam pseudogenes e fragmentos génicos

Familias génicas muitas vezes apresentam cdpias de genes defeituosas além das copias
funcionais. Uma cépia génica defeituosa que contenha ao menos alguns éxons de um
gene funcional é chamada de pseudogene (Quadro 9.2). Outras c6pias génicas defeituo-
sas podem ter apenas porgoes limitadas da sequéncia génica, as vezes apenas um éxon e,
portanto, sao algumas vezes descritas como fragmentos génicos.

Familias génicas agrupadas geralmente possuem cdpias génicas defeituosas que
surgiram por eventos de duplicagdo em tandem. Estas copias sao exemplos de pseudo-
genes ndo processados. Pode-se detectar que a copia ocorreu em nivel de DNA gend-
mico porque pseudogenes nio processados contém sequéncias equivalentes a éxons e
introns e algumas vezes também de regides promotoras a montante. Entretanto, mes-
mo que a cépia apresente sequéncias que correspondem a totalidade do gene funcio-
nal, um exame mais detalhado ird revelar a presenca de cddons de terminagéo ina-
propriados em éxons, jung¢oes de splicing aberrantes e outros. Exemplos cldssicos de
pseudogenes ndo processados sdo encontrados nos agrupamentos das familias das a e
B-globinas (ver Figura 9.8). As vezes, cépias menores e truncadas de genes e copias de
fragmentos génicos também sdo evidentes, como ocorre na familia dos genes de HLA
de classe I (Figura 9.10).

Poucas familias génicas que se encontram distribuidas em diferentes regides cro-
mossdmicas também podem apresentar cdpias de pseudogenes nido processados de
um gene funcional determinado. Certos tipos de regides subcromossoémicas, notada-
mente as regides pericentroméricas e subteloméricas, sao relativamente instaveis. Elas
tendem a apresentar eventos de recombinagdo que podem resultar em segmentos gé-
nicos duplicados (contendo tanto éxons como introns) distribuidos para outras regioes
cromossomicas. Estas copias génicas sdo geralmente defeituosas porque niao possuem
algumas sequéncias do gene funcional. Dois exemplos ilustrativos correspondem a se-
quéncias relacionadas aos genes NFI (neurofibromatose tipo 1) e PKD1 (doenga poli-
cistica renal do adulto).

O gene NFI esté localizado no cromossomo 17q11.2. Devido a instabilidade peri-
centromérica, véarias copias de fragmentos génicos/pseudogénicos ndo processados de
NFI estdo distribuidas ao longo de sete cromossomos diferentes, nove das quais estiao
localizadas em regides pericentroméricas (Figura 9.11A). O gene PKD1 possui mais de
46 éxons abrangendo 50 kb e estd localizado em uma regifo subtelomérica do cromos-
somo 16p13.3. Seis pseudogenes PKDI nao processados foram gerados por duplicacdes
segmentares ao longo da evolucdo dos primatas e foram inseridos em uma regiao que
estd aproximadamente a 13-16 Mb do gene PKD]I, correspondendo a uma porgio da
banda 16p13.1 (Figura 9.11B). Estes pseudogenes nio possuem sequéncias da extremi-
dade 3’ do gene PKDI1, mas contém sequéncias equivalentes a maior parte da sequéncia
gendmica que vai dos éxons 1-32, apresentando identidade de sequéncia com PKDI
entre 97,6% e 97,8%.

Figura 9.9 Algumas familias génicas
codificam proteinas funcionalmente
relacionadas com motivos curtos de
aminoacidos conservados. (A) Motivos
da familia DEAD box. Esta familia génica
codifica produtos envolvidos em processos
celulares que incluem a alteragao da
estrutura secundaria do RNA como o

inicio da traducéo e o splicing. Oito

motivos de aminoacidos extremamente
conservados sao evidentes, incluindo o
DEAD box (Asp-Glu-Ala-Asp). Os nimeros
se referem a faixa de tamanho geralmente
observado para sequéncias de aminoacidos
intervenientes; X representa um aminoéacido
qualquer. (B) Motivos da familia de
repeticoes WD. Esta familia génica codifica
produtos que estao envolvidos em uma
ampla variedade de funcbes regulatérias,
tais como a regulacao da divisdo celular, a
transcricao, a sinalizacdo transmembrana

e modificagdes do mRNA. Os produtos
génicos se caracterizam pela presenca de 4
a 16 repeticoes WD em tandem, cada uma
delas contendo uma sequéncia central de
tamanho fixo que inicia com o dipeptideo
GH (Gly-His) e termina com o dipeptideo WD
(Trp-Asp), precedido por uma sequéncia de
tamanho variavel.
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QUADRO 9.2 As origens, prevaléncia e funcionalidade dos pseudogenes

0s pseudogenes s@o geralmente vistos como cépias defeituosas de um
gene funcional com o qual compartilham homologia de sequéncia signi-
ficativa. Eles surgem por algum tipo de evento de duplicagéo génica que
produz duas copias génicas. A pressao de selecao para conservar a fungao
do gene precisa ser imposta apenas em uma das copias génicas; a outra
copia fica livre para mutar (deriva genética) e pode acumular mutagoes
inativantes, originando um pseudogene. Entretanto, algumas sequéncias
sao denominadas de pseudogenes mesmo que nao tenham sido origina-
das pela copia do DNA. Por exemplo, conforme sera visto no Capitulo 10,
seres humanos possuem pseudogenes solitarios raros que sao claramente
ortdlogos de genes funcionais de grandes primatas e se tornaram defeitu-
0s0s apés adquirir mutagoes deletérias na linhagem humana.

Diferentes mecanismos de duplicagao génica podem originar muiti-
plas copias génicas funcionais e pseudogenes defeituosos. A sequéncia
de DNA gendmico é copiada, ou uma cdpia de cDNA é feita (apos a
transcrigao reversa de um transcrito de RNA processado) e se integra no
DNA gendmico. No caso de genes que codificam proteinas, a copia em
nivel de DNA genémico pode levar a duplicagao do promotor e de regioes
regulatérias a montante do gene, bem como de éxons e introns. Um gene
defeituoso derivado de uma copia de uma sequéncia de DNA gendmico é
conhecido como pseudogene nao processado (Figura 1A). Tais pseudo-
genes geralmente surgem por duplicagdes em tandem e por isso tendem
a estar localizados em regioes proximas a seus equivalentes funcionais
(ver Figuras 9.8 e 9.10B para exemplos), porém alguns deles sao disper-
sados como resultado de recombinagéo (ver Figura 9.11 para exemplos).

A copia em nivel de cDNA produz copias génicas desprovidas de in-
trons, elementos do promotor e outros elementos regulatorios a mon-
tante. Muito raramente uma copia génica processada pode reter alguma
fungao (um retrogene; ver Tabela 9.7). Entretanto, como nao possuem
sequéncias importantes necessarias para expressao, a maioria das co-
pias génicas processadas degenera em pseudogenes processados (as
vezes chamados de pseudogenes retrotranspostos; Figura 1B).

Prevaléncia e funcionalidade dos pseudogenes

Genomas eucaridticos geralmente apresentam muitos pseudogenes.
Uma explicagao de longa data para sua abundancia é de que a duplica-
¢ao génica seria evolutivamente vantajosa. Novas variantes de genes fun-
cionais podem ser criadas por duplicagao génica, e os pseudogenes eram
vistos como subprodutos malsucedidos dos mecanismos de duplicagao.
Embora alguns genomas procariéticos aparentem ter muitos pseudoge-
nes, estes sao raros em procariotos porque seus genomas sao muitas
vezes projetados para serem compactos.

A grande maioria do que é convencionalmente reconhecido como
pseudogenes humanos sdo coépias de genes que codificam proteinas
simplesmente porque é relativamente facil de identifica-los (buscando
mutacdes de mudanga de quadro de leitura, de sitio de splice, e assim
por diante). Existem mais de 8 mil copias de pseudogenes processados
de genes que codificam proteinas no genoma humano, além de mais

de 4 mil pseudogenes nao processados (ver o banco de dados de pseu-
dogenes em http://www.pseudogene.org). Apenas cerca de 10% dos 21
mil genes humanos que codificam proteinas possuem pelo menos um
pseudogene processado, porém genes altamente expressos tendem a ter
multiplos pseudogenes processados. Por exemplo, a proteina ribossomal
citoplasmatica contém 95 genes funcionais codificando 79 proteinas di-
ferentes (16 genes s@o duplicados) e 2.090 pseudogenes processados.

Pseudogenes de RNA sao geralmente dificeis de identificar como
pseudogenes (n&o ha fase de leitura para inspecionar, e os genes de RNA
sao geralmente desprovidos de introns). Apesar disso, copias de pseudo-
genes de varios pequenos RNAs sao comuns (ver tabela abaixo), notada-
mente se estes sdo transcritos pela RNA-polimerase Il (genes transcritos
pela RNA-polimerase |ll geralmente tém promotores internos).

Namero de Numero de pseudogenes
Familia de RNA  genes humanos relacionados
snRNA U6 49 ~800
sSnRNA U7 1 85
RNAY 4 ~1.000

Conforme sera descrito na Segao 12.4, a repeticao Alu, a sequéncia
mais abundante no genoma humano, parece ter se originado pela copia
de transcritos do RNA 7SL, e muitas outras familias de DNA altamente
repetitivo intercalante em mamiferos sao copias de tRNA. Portanto, de
certa maneira, pseudogenes de RNA tornaram-se as sequéncias mais
comuns dos genomas de mamiferos.

Todos os pseudogenes estdo localizados no genoma nuclear, mas eles
incluem cépias defeituosas de genes que residem no genoma mitocon-
drial (pseudogenes mitocondriais). O genoma mitocondrial se originou a
partir de um genoma bacteriano muito maior, e, ao longo do tempo evo-
lutivo, grande parte do DNA do genoma mitocondrial precursor migrou em
séries independentes de eventos de integragao para o que hoje é conhe-
cido como genoma nuclear. Pseudogenes do mtDNA hoje representam
pelo menos 0,016% do DNA nuclear (ou cerca de 30 vezes o contelido
do genoma mitocondrial).

A funcionalidade dos pseudogenes tem sido um debate constante, e
diferentes classes de pseudogenes foram sugeridas. Um ndmero signi-
ficativo de pseudogenes (a maioria deles pseudogenes processados) é
transcrito, e transcritos antissenso de pseudogenes podem regular seus
genes parentais. Os pseudogenes também foram implicados diretamente
na produgao de siRNAs enddgenos que regulam transposons, conforme
descrito na Segao 9.3. Finalmente, algumas sequéncias de pseudogenes
podem ser cooptadas para uma funcao diferente. Estas foram descritas
como pseudogenes exaptados. Um exemplo disso € fornecido pelo gene
XIST. Ele codifica um RNA nao codificante que regula a inativacao do cro-
mossomo X, e dois de seus seis éxons teriam se originado a partir de uma
copia de pseudogene de um gene que cadifica proteina.

Figura 1 Origens de pseudogenes A A

processados e ndo processados. (A) A copia (A -1 _ 1 - (8) o1 I WN—

da sequéncia de DNA gendmico que contém o J duplicagao génica transcrigao e

gene A pode produzir copias duplicadas do gene processamento

A. Uma forte pressao de selegao é aplicada para ,f l B mRNA

manter uma das copias génicas funcional (seta A A transcriptase

em negrito), mas a outra copia fica livre parasofer —@-l___11 T —O-W 1 [+ l reversa

mutagoes (seta tracejada). Se esta copia acumular i ! fexbilidade B[] cDNA

mutacoes deletérias ou de inativagao (circulos & Titacional ! mutacional

vermelhos), um pseudogene nao processado (\sA) v integragao

podera surgir. (B) Um pseudogene processado A WA cromossomica

surge depois que transcriptases reversas celulares —@-8F W - I

convertem o transcrito de um gene em cDNA,

o0 qual é entao inserido de volta no genoma (ver lmuiﬂqéﬂ

Figura 9.12 para mais detalhes). A auséncia de 2 2

sequéncias importantes, como um promotor, PrOMOOrERENMutacdq BInJiacao =
inativante nao inativante WA

geralmente resulta em uma copia génica inativa.
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Pseudogenes processados sao copias defeituosas de um gene que apresentam apenas
sequéncias exdnicas e ndo possuem introns ou sequéncias promotoras a montante. Eles
surgem por retrotransposicao: transcriptases reversas celulares podem usar transcritos
génicos processados, como mRNAs, para produzir cDNA que poderd entdo ser integrado
ao DNA cromossdmico (Figura 9.12). Pseudogenes processados sdo comuns em familias
génicas interespagadas (ver Tabela 9.5).

Pseudogenes processados nao possuem uma sequéncia promotora e, portanto, nao
sdo expressos. As vezes, no entanto, a cépia de cDNA se integra em um sitio do DNA cro-
mossémico que, por acaso, é adjacente a um promotor que pode direcionar a expressio
da cdpia processada do gene. Uma pressao seletiva poderd assegurar que a cdpia proces-
sada do gene continue a produzir um produto génico funcional, e neste caso ele serd des-
crito como um retrogene. Uma série de retrogenes sem introns que apresenta padrio de
expressdo testiculo-especifico é conhecida, e estes retrogenes sdo geralmente homélogos
autossomicos de um gene ligado ao X que contém introns (Tabela 9.8).

Uma explicagdo para os retrogenes poderia ser a necessidade critica de superar a falta
de expressdo de certas sequéncias ligadas ao X nos testiculos durante a meiose masculina.
Durante a meiose masculina, os cromossomos X e Y pareados sdo convertidos em hetero-
cromatina, formando o corpusculo XY, altamente condensado e transcricionalmente ina-
tivo. Retrogenes autossomicos podem fornecer a possibilidade de sintese continuada de
determinados produtos cruciais nas células dos testiculos, que nio sdo mais sintetizados
pelos genes contidos no corptisculo XY, altamente condensado.
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Figura 9.10 Familia génica HLA

de classe I: uma familia de genes
agrupados com pseudogenes nao
processados e fragmentos génicos. (A)
Estrutura de uma molécula de mRNA de
cadeia pesada de HLA de classe I. 0 mRNA
completo possui uma sequéncia codificadora
de polipeptideo com uma sequéncia lider
(L), trés dominios extracelulares (o, o, €
a3), uma sequéncia transmembrana (TM),
uma cauda citoplasmaética (CY) e uma
regiao 3' nao traduzida (3’ UTR). Os trés
dominios extracelulares sao codificados
essencialmente, cada um deles, por um
éxon Unico. A diminuta regido 5° UTR nao
esta representada. (B) O agrupamento
génico da cadeia pesada de HLA de classe

| esta localizado em 6p21.3 e compreende
cerca de 20 genes. Ele inclui seis genes
expressos (quadrados azuis preenchidos),
quatro pseudogenes nao processados
completos (quadrados vermelhos grandes,
identificados por ) e uma ampla variedade
de copias génicas parciais (quadrados
vermelhos pequenos, marcados de 1 a 7).
Alguns destes sao truncados na extremidade
5' (p. ex,, 1, 3, 5 e 6), outros sdo truncados
na extremidade 3’ (p. ex., 7), € outros ainda
contém éxons unicos (p. ex., 2 e 4).

Figura 9.11 Dispersao de pseudogenes
nao processados de NF1 e PKD1 em
decorréncia da instabilidade das regioes
pericentromérica ou subtelomérica. (A)
0 gene da neurofibromatose tipo 1, NF1,
estéa localizado proximo ao centrémero do
cromossomo humano 17. Ele ocupa uma
regiao de 283 kb e possui 58 éxons. Os
éxons sao representados aqui por caixas
verticais finas; os introns, por bifurcagdes
conectoras (™). Copias defeituosas
altamente homologas do gene NF1 sao
encontradas em nove ou mais localizagoes
cromossomicas diferentes, a maioria delas
em regioes pericentroméricas. Cada copia
possui uma porgao do gene completo, com
ambos éxons e introns. Sete exemplos sao
representados aqui, como duas copias em
15p que apresentam sequéncias genémicas
intactas abrangendo os éxons 13 e 27b. As
vezes, rearranjos levaram a delecao de éxons
e introns (representados por asteriscos). (B)
0 gene da doenga policistica renal PKD1
estd localizado préximo ao telémero em 16p
e possui mais de 40 éxons. Em decorréncia
de eventos de duplicagdo segmentar
durante a evolugao dos primatas, grandes
componentes deste gene foram duplicados,
e seis pseudogenes de PKD1 estao
localizados em 16p13.11, com grandes
blocos de sequéncias (representados

por caixas azuis) copiados do gene PKD1
(asteriscos representam a auséncia de
sequéncias correspondentes em PKD1).
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Figura 9.12 Pseudogenes processados
e retrogenes originados por transcricao
reversa de transcritos de RNA. (A) Neste
exemplo, um gene codificador de proteina
contendo trés éxons (E1-E3) é transcrito

a partir de um promotor a montante (P),

e introns sao removidos do transcrito para
gerar um mRNA. O mRNA pode entao ser
naturalmente convertido em uma molécula
de cDNA antissenso de fita simples por

uma transcriptase reversa celular (fornecida
por repeticoes LINE-1). (B) A integracao

do cDNA se d& em quebras escalonadas
(indicadas por setas curvas) de sequéncias
ricas em A, a qual pode ser auxiliada pela
endonuclease de LINE-1. Se a sequéncia
rica em A estd incluida em uma extremidade
5’ disponivel, esta podera formar um hibrido
com a extremidade distal da cauda poli(T)
do cDNA, facilitando a sintese da segunda
fita. Devido as quebras escalonadas durante
a integracao, a sequéncia inserida sera
flanqueada por repeticoes diretas curtas
(sequéncias em caixas).
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9.3 GENES DE RNA

Grande parte da atengdo dirigida aos genes humanos focou nos genes que codificam pro-
teinas porque estes sempre foram considerados a parte funcionalmente mais importante
do genoma. Comparativamente, genes cujo produto final correspondem a moléculas fun-
cionais de RNA nio codificante (ncRNA) foram tdo menosprezados que uma das duas
sequéncias-rascunho do genoma humano, publicada em 2001, nao continha qualquer
andlise de genes humanos de RNA! O RNA era visto com uma molécula que havia sido
importante no inicio da evolugdo (Quadro 9.3), mas pensava-se que suas fungoes haviam
sido, em grande parte, substituidas por DNA e proteinas. Até pouco tempo atrds, acredita-
va-se que a grande maioria das moléculas de RNA servia apenas como molécula acesséria
na produgdo de proteinas.

Os ultimos anos testemunharam uma revolucdo no entendimento acerca da impor-
tincia do RNA, e, embora o niimero de genes que codificam proteinas tenha sido signi-
ficativamente reduzido desde que as sequéncias-rascunho do genoma humano foram
publicadas em 2001, o niimero de genes de RNA tem sido constantemente revisado e au-
mentado. O pequeno genoma mitocondrial sempre foi considerado excepcional porque
65% (24 de 37) de seus genes correspondem a genes de RNA. Agora se comega a entender
que o RNA transcrito no niicleo nao é tao somente dedicado a produc¢ao de proteinas,
como se pensava antes; em vez disso, ele apresenta grande diversidade funcional.

0 que mudou o pensamento humano? Em primeiro lugar, classes completamente no-
vas e desconhecidas de ncRNA foram recentemente descobertas, incluindo vdrias classes
prolificas de pequenos RNAs regulatdrios. Em segundo lugar, andlises recentes do geno-
ma completo, usando microarranjos e sequenciamento de transcritos de alto rendimento,
mostraram que pelo menos 85% e provavelmente mais de 90% do genoma humano sao
transcritos. Isto €, mais de 85% das posi¢des nucleotidicas do genoma eucromadtico estiao
representadas em transcritos primdrios produzidos a partir de, pelo menos, uma das duas
fitas do DNA. Outras duas grandes surpresas foram a extensao da transcrigao multigénica
e a penetrancia da transcri¢ao bidirecional. Os dados recentes desafiaram a distin¢do en-
tre genes e espaco intergénico e forcaram uma mudanga de pensamento radical acerca do
conceito de gene (Quadro 9.4).

TABELA 9.8 Exemplos de retrogenes humanos desprovidos de introns e seus homologos parentais que contém introns
Retrogene Homélogo contendo intron Produto

GK2 em 4q13 GK1 em Xp21 glicerol cinase

PDHA2 em 422 PDHAL em Xp22 piruvato desidrogenase

PGK2 em 6p12 PGK em Xq13 fosfoglicerato cinase

TAF1L em 9p13 TAF1 em Xq13 fator associado a proteina de ligagao ao TATA box, 250 kD

MYCL1 em 1p34 MYCL2 em Xq22 homdlogo do oncogene v-Myc

GLUD1 em 10qg23 GLUD2 em Xq25 glutamato desidrogenase

RBMXL em 9p13 RBMX em Xq26 proteina de ligagdo ao RNA importante para o desenvolvimento cerebral




Genética Molecular Humana 275

QUADRO 9.3 A hipotese do mundo de RNA

As proteinas ndo sao capazes de autorreplicagao, e por isso muitos geneticistas evolutivos conside-
ram que &cidos nucleicos autocataliticos devem ter surgido antes das proteinas, com capacidade de
replicar-se sem a ajuda delas. A hipétese do mundo de RNA foi desenvolvida a partir de ideias propos-
tas por Alexander Rich e Carl Woese, nos anos 60. Ela propde que o RNA teria tido um papel duplo
nos primeiros estagios do surgimento da vida, atuando como material genético (com capacidade de
autorreplicacéo) e também como molécula efetora. Ambos os papéis ainda s&o evidentes hoje: alguns
virus tém genoma de RNA, e moléculas de RNA néo codificante podem atuar como moléculas efetoras
com atividade catalitica. A RNAse B, por exemplo, € uma ribozima capaz de clivar substratos de RNA
sem qualquer necessidade de proteinas, e certos tipos de intron s@o autocataliticos e capazes de
excisarem a si proprios dos transcritos de RNA sem a ajuda de proteinas (ver texto). Outra observagao
consistente com a hipétese de que o RNA teria sido o primeiro &cido nucleico é o fato de que os deso-
xirribonucleotideos sao sintetizados a partir de ribonucleotideos em rotas celulares.

Além de estocar a informagéo genética, imagina-se que o RNA tenha sido usado subsequente-
mente para sintetizar proteinas a partir de aminoacidos. Diferentes RNAs, incluindo rRNA e tRNA, sdo
centrais no processo de sintese de polipeptideos. Muitas proteinas ribossomais podem ser deletadas
sem afetar as fungoes do ribossomo, e a atividade essencial peptidil transferase — a enzima que cata-
liza a formagao de ligagdes peptidicas — € uma ribozima. Entretanto, o RNA possui um arcabougo um
tanto rigido, nao sendo muito adequado como molécula efetora. As proteinas sdo muito mais flexiveis
e também oferecem maior variedade funcional, j& que os 20 aminoécidos podem ter estruturas am-
plamente diferentes e oferecem maior possibilidade de combinagées de sequéncias (um decapeptideo
oferece 20*° ou cerca de 10™ diferentes sequéncias possiveis de aminoacidos, enquanto um decanu-
cleotideo apresenta 4'° ou cerca de 10° sequéncias diferentes possiveis).

A substituicao do RNA por DNA como molécula para estocar a informagao genética forneceu van-
tagens significativas. O DNA é muito mais estavel que o RNA e, portanto, mais adequado para esta
fungao. Seus residuos de aglicar sdo desprovidos do grupo 2’-OH presente na ribose, que tornam o
RNA sujeito & clivagem hidrolitica. Maior eficiéncia pdde ser alcangada com a separagao das funcées
de estoque e transmissao da informagao genética (DNA) e sintese de proteinas (RNA). A (nica coisa
necessaria para isso foi o desenvolvimento de uma transcriptase reversa para que o DNA pudesse ser
sintetizado a partir de desoxinucleotideos utilizando um molde de RNA.

Sabe-se, ha muitas décadas, que vdrias classes de ncRNA ubiquas sio essenciais para
o funcionamento celular. Até recentemente, no entanto, estavam acostumados a pensar em
ncRNA como uma série de acessdrios necessarios para transformar genes em proteinas. Os
RNAs transportadores sao necessdrios no final da rota de traducdo, servindo para decodifi-
car os codons do mRNA e fornecer os aminodcidos na ordem necessdria para sua insercio
nas cadeias polipeptidicas em formacgao. Os RNAs ribossomais sdo componentes essenciais
dos ribossomos, as complexas fdbricas ribonucleoproteicas que sintetizam proteinas.

Outros ncRNAs ubiquos eram conhecidos por atuar também em fases mais iniciais
desta rota para garantir o processamento correto de precursores de mRNA, rRNA e tRNA.
Virias moléculas pequenas de RNA fazem parte das ribonucleoproteinas complexas en-
volvidas em diferentes reacoes de processamento, incluindo a retirada de introns, a cliva-
gem de precursores de rRNA e tRNA e modificagoes de base necessdrias para o amadure-
cimento do RNA. Estes RNAs atuam como RNAs guias, por meio do pareamento de bases
com sequéncias complementares no RNA precursor.

Hé também o conhecimento de que alguns ncRNAs apresentam outras fungoes,
como 0s RNAs envolvidos na inativagao do cromossomo X e no imprinting e o RNA que
compde a ribonucleoproteina telomerase, necessdria para a sintese do DNA dos teléme-
ros (ver Figura 2.13). Porém, estes RNAs eram vistos como estranhas exce¢des.

Na ultima década, entretanto, houve uma revolugdo na maneira como ¢ visto o RNA.
Vérios milhares de ncRNAs diferentes foram recentemente identificados em células ani-
mais. Muitos deles sdo regulados ao longo do desenvolvimento e mostraram ter papéis
cruciais em uma grande variedade de processos diferentes que ocorrem em tecidos espe-
cializados ou estédgios especificos do desenvolvimento. Virios ncRNAs ji foram implica-
dos no desenvolvimento de cancer e doencgas genéticas.

Agora que se sabe que o genoma humano possui cerca de 20 mil genes que codifi-
cam proteinas, quase o mesmo que o nematddeo de 1 mm Caenorhabditis elegans, o qual
tem apenas aproximadamente mil células - a questao é saber se a regulacio baseada em
RNA corresponde ao mecanismo-chave para explicar nossa complexidade. Certamente, a
complexidade da regulagao génica baseada em RNA é maior em organismos complexos,
conforme descrito no Capitulo 10. Talvez seja a hora de ver o genoma mais como uma
maquina de RNA do que apenas uma maquina de proteinas.
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Antes das andlises de genomas completos, imaginava-se que um tipi-
co gene humano que codifica proteinas era bem-definido e separado de
seus vizinhos por espacos intergénicos bem identificados. O gene seria di-
vidido em varios éxons. Dirigido a partir de um promotor a montante, um
transcrito primario complementar a apenas uma das fitas de DNA sofreria
splicing. As sequéncias intrénicas funcionalmente sem importéncia (DNA
lixo) seriam descartadas, permitindo a fusao das importantes sequéncias
exonicas para a produgao de um mRNA. A expressao seria regulada por
sequéncias regulatorias proximas localizadas perto do promotor.

Esta imagem clara e acolhedora de um gene foi fustigada por uma
série de complicagdes. Ha tempos sabe-se que alguns genes nucleares
sao parcialmente sobrepostos a outros ou sao inteira-
mente inseridos dentro de genes maiores. Sabia-se que
produtos diferentes eram produzidos a partir de um tnico
gene por meio de promotores alternativos, splicing alter-
nativo e edigao de RNA. Ocasionalmente, sequéncias de
diferentes genes podiam ser processadas e unidas em
nivel de RNA, as vezes mesmo genes que estivessem
em cromossomos diferentes (trans-splicing). Ocasional-
mente, transcritos antissenso naturais eram observados
e atuavam na regulacao da expressao de transcritos sen-
so de um gene. Alguns genes apresentavam elementos
regulatérios distantes centenas de quilobases, as vezes
dentro de outros genes. ;

Apesar das complicagées listadas acima, os cientistas z‘r:r;stcntos
nao estavam prontos para abandonar a ideia simples de dire;aa
gene descrita no primeiro paragrafo, até que analises de
genomas inteiros derrubaram os conceitos antigos equi-
vocados. Os achados significativos que forgaram uma rea-
valiacéo da organizagao do gene foram:

s A transcricdo € comum. Mais de 85% do genoma
humano eucromatico sao transcritos, e a transcrigao transcritos
multigénica € comum, de modo que a distingao entre  dafita
genes e espagos intergénicos é agora muito menos o0
aparente (Figura 1). Cerca de 70% dos genes huma-

nos sao transcritos a partir de ambas as fitas. Figura 1

QUADRO 9.4 Revisando o conceito de gene na era pos-genémica

|

peradamente alto de sequéncias regulatdrias conservadas e varios
RNAs nao codificantes (ncRNAs) novos foram, e continuam sendo,
identificados, geralmente no interior de conhecidos introns de genes
que codificam proteinas.

Em consequéncia das intensas analises dos transcriptomas de ma-
miferos, varios milhares de transcritos de fungao desconhecida foram
revelados. Em geral, ncRNAs e transcritos que codificam proteinas estao
sobrepostos, gerando padroes de transcricdo complicados (Figura 2). Em
alguns casos, como no transcrito imprintado SNURF-SNRPN em 15q12,
um Unico transcrito contém um RNA codificante mais um RNA nao codifi-
cante que sao separados pela clivagem do RNA.
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Indefinigao dos limites do gene em nivel de transcricao. No passado,

+ O DNA codificante representa menos de um quarto
da fragao altamente conservada (e, presumivelmente,
funcionalmente importante) do genoma. Isso sugeria
que deveria haver mais sequéncias de DNA nao codifi-
cante funcionalmente importantes do que previamen-
te esperado. E assim ficou provado. Um nimero ines-

Figura 2 Complexidade transcricional
extensa dos genes humanos. (A)

Ambas as fitas de genes humanos

sao frequentemente transcritas, como
representado neste agrupamento génico
hipotético. (B) Um unico gene pode ter
multiplos sitios de inicio de transcricao
(setas com angulos para direita), bem como
diversos transcritos codificantes e nao
codificantes intercalados. Os éxons estao
representados como caixas azuis. RNAs
curtos conhecidos, como 0s pequenos RNAs
nucleolares (snoRNAs) e os microRNAs
(miRNAs), podem ser processados a partir
de sequéncias intrénicas, e novas espécies
de pequenos RNAs que se agrupam
proximos ao inicio e ao fim dos genes

foram recentemente descobertas (ver o
texto). [Reproduzida de Gingeras TR (2007)
Genome Res. 17, 682-690. Com permissao
de Cold Spring Harbor Laboratory Press.]

esperava-se gue os quatro genes no topo da figura se comportariam como unidades
de transcrigao individuais, discretas, nao sobrepostas. Conforme demonstrado por
analises recentes, a realidade € mais complicada. Uma ampla variedade de transcritos
geralmente une éxons de genes vizinhos. Os transcritos frequentemente incluem
sequéncias de regides ativas transcricionalmente (TARs), previamente insuspeitas.
[Reproduzida de Gerstein MB, Bruce C, Rozowsky JS et al. (2007) Genome Res. 17,
669-681. Com permissao de Cold Spring Harbor Laboratory Press.]
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Figura 9.13 Diversidade funcional do RNA. Varios RNAs ubiquos atuam em atividades de manutengao das células e na
sintese e exportagado de proteinas a partir das células (utilizando o RNA 7SL, componente de RNA da particula de reconhecimento
de sinal). RNAs envolvidos na maturagao de RNA incluem os pequenos RNAs nucleares (snRNAs) do spliceossomo, 0s pequenos
RNAs nucleolares (snoRNAs), os pequenos RNAs dos corplisculos de Cajal (scaRNAs) e duas RNA ribonucleases. A sintese do

DNA dos teldomeros € realizada por uma ribonucleoproteina que é formada por TERC (o componente de RNA da telomerase) e uma
transcriptase reversa (ver Figura 2.13). A familia de RNAs Y esta envolvida na replicagcao do DNA cromossdmico, e a RNase MRP
tem papel crucial no inicio da replicagae do mtDNA e na clivagem de precursores pré-rRNAs no nucléolo. Diferentes classes de RNA
tém funcéo regulatéria na expresséo génica. Embora algumas delas tenham papéis acessorios gerais na transcrigdo, a expressao
de RNAs regulatorios é geralmente restrita a certos tipos celulares e/ou estagios do desenvolvimento. Trés classes de pequenos
RNAs utilizam rotas de RNA de interferéncia (RNAI) para atuar como reguladores: RNAs que interagem com proteina Piwi (piRNAs)
regulam a atividade de transposons em células da linhagem germinativa; microRNAs (miRNAs) regulam a expressao de genes-alvo;
e RNAs de interferéncia curtos endégenos (endo-siRNAs) atuam como reguladores de genes e também regulam alguns tipos de
transposons. Alguns membros da familia snoRNA, tais como o snoRNA HBII-85, estao envolvidos na regulagdo génica epigenética.
Um grande nimero de RNAs longos esta envolvido na regulagao de varios genes, geralmente em nivel transcricional. Alguns estao
reconhecidamente envolvidos na regulagao epigenética do imprinting, da inativagao do X, e assim por diante. Familias de RNA estao

representadas aqui em preto; RNAs individuais sao apresentados em vermelho.

A Figura 9.13 oferece uma perspectiva moderna da diversidade funcional do RNA.
Nesta sec¢do foram consideradas as fungoes e a organizagao génica das diferentes classes
de RNA humano (Tabela 9.9). Varios bancos de dados foram recentemente desenvolvidos
para documentar os dados acerca de ncRNAs (Tabela 9.10).

Mais de mil genes humanos codificam rRNA ou tRNA, a maioria
deles localizada em grandes agrupamentos génicos

Genes de RNA ribossomal

Além das duas moléculas de rRNA mitocondrial (rRNAs 125 e 16S), existem quatro tipos
de rRNA citoplasmdtico, trés dos quais associados a subunidade grande do ribossomo
(rRNAs 28S, 5.8S e 5S) e um deles 4 subunidade pequena do ribossomo (rRNA 18S). Os
genes que codificam o rRNA 5S ocorrem em pequenos agrupamentos génicos, sendo
o maior deles um conjunto de 16 genes no cromossomo 1g42, préximo ao telémero.
Apenas poucos genes de rRNA 5S foram validados como funcionais, e ha muitos pseu-
dogenes dispersos.

OsrRNAs 288, 5.8S e 18S sdo codificados por uma tinica unidade de transcrigdo multi-
génica (ver Figura 1.22) que é repetida em tandem, formando arranjos de DNA ribossomal
de tamanho igual a megabases (cerca de 30 a 40 repetigdes em tandem ou aproximada-
mente 100 genes de rRNA) nos bragos curtos de cada um dos cromossomos acrocéntricos
humanos: 13, 14, 15, 21 e 22. Néo se sabe o niimero exato de genes, pois os arranjos de
DNA ribossomal foram excluidos do Projeto Genoma Humano devido a dificuldades téc-
nicas em se obter um ordenamento ndo ambiguo dos clones de DNA sobrepostos deriva-
dos de longas regides compostas por repetigdoes em tandem muito semelhantes.
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TABELA 9.9 Principais classes de RNA nao codificante humano

Classe de RNA

RNA ribossomal
(rRNA), ~120-5.000
nucleotideos

RNA transportador
(tRNA) ~70-80
nucleotideos

Pequenos RNAs
nucleares (snRNAs)
~60-360 nucleotideos

Pequenos RNAs
nucleolares (snoRNAs)
~60-300 nucleotideos

RNA de corplsculos
de Cajal (scaRNA)

RNA Ribonucleases,
~260-320
nucleotideos

Miscelanea de
pequenos RNAs
citoplasmaticos,
~80-500 nucleotideos

Subclasse ou
subfamilia

evolutiva/funcional

rRNAs 12S e 16S

rRNAs 58, 5.8S,
188, 285

familia mitocondrial

familia
citoplasmatica

familia do
spliceossomo com
subclasses Sm e
Lsm (Tabela 9.10)

snRNAs nao
spliceossdmicos

classe box C/D
(Figura 9.15A)

classe H/ACA
(Figura 9.15B)

BC200

RNA 7SL

TERC (componente
de RNA da
telomerase)

RNA vault

RNAY

N° de tipos
diferentes

1 de cada

1 de cada

22

49

muitos

246

94

25

Funcao

Organizagao génica, biogénese, etc.

componentes dos ribossomos
mitocondriais

componentes dos ribossomos
citoplasmaticos

decodificam mRNAs mitocondriais,
originando 13 proteinas nos
ribossomos mitocondriais

decodificam mRNAs produzidos por
genes nucleares (Figura 9.13)

snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6
processam Introns-padrao GU-AG
(Figura 1.19); snRNAs U4atac,
U6atac, U11 e U12 processam
introns raros AU-AC

snRNA U7: processamento 3'

do mRNA de histonas; RNA 7SK:
regulador transcricional geral; familia
de RNA Y: envolvida na replicagao do
DNA cromossomico e reguladora da
proliferacao celular

maturagao de rRNA, maioria
metilacoes de nucleotideos
2'-0-ribose sitio-especificas

maturacao do rRNA pela modificagao
de uridinas,em posicoes especificas,
em pseudoridinas

maturacao de certas classes de
snRNAs nos corplsculos de Cajal
(corpusculos torcidos) no nucleo

RNase P cliva pré-tRNAs no nucleo
e na mitocondria; RNase MRP cliva
rRNAs no nucléolo e esta envolvida
no inicio da replicagao do mtDNA

RNA neuronal que regula a
biossintese de proteina dendritica;
originado de repetigoes Alu

componente da particula de
reconhecimento de sinal (SRP) que
medeia a inser¢ao de proteinas
secretoras no limen do reticulo
endoplasmatico

componente da telomerase, a
ribonucleoproteina que sintetiza o
DNA telomérico, usando TERC como
molde (Figura 2.13)

componentes das RNPs vault
citoplasmaticas que parecem estar
envolvidas na resisténcia a drogas

componentes da ribonucleoproteina
Ro de 60 kD, um alvo importante
das respostas humorais autoimunes

clivados a partir de transcritos multigénicos
produzidos pela fita H do mtDNA (Figura 9.3)

o rRNA 5S é codificado por multiplos genes

de diversos agrupamentos; os rRNAs 5.8S,

18S e 28S sao clivados a partir de transcritos
multigénicos (Figura 1.22); as unidades de
transcrigao multigénicas 5.85-18S-28S estao
repetidas em tandem em 13p, 14p, 15p, 21pe
22p (= agrupamentos de rDNA)

genes de copia Unica; tRNAs sao clivados a
partir de transcritos multigénicos de mtDNA
(Figura 9.3)

700 genes e pseudogenes de tRNAs dispersos
em multiplas localizagdes cromossémicas com
alguns agrupamentos grandes

cerca de 200 genes de snRNAs de spliceossomo
encontrados em multiplas regioes, mas ha
grandes agrupamentos de genes snRNA de Ul e
U2; a maioria é transcrita pela RNA pol Il

a maioria corresponde a genes funcionais de
cOpia Unica

geralmente em introns de genes que codificam
proteinas; multiplas localizagdes cromossémicas,
mas alguns genes sao encontrados em multiplas
copias em agrupamentos génicos (tais como os
agrupamentos HBII-52 e HBII-85 — Figura 11.22)

geralmente no interior de introns de genes que
codificam proteinas

genes copia Unica

1 gene, BCYRN1, em 2p16

trés genes intimamente relacionados, agrupados
em 14q22

gene de copia Unica em 3g26

VAULTRC1, VAULTRC2 e VAULTRC3 estao
agrupados em 531 e compartilham ~84% de
identidade de sequéncia

RNY1, RNY3, RNY4 e RNY5 estao agrupados
em 7q36
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TABELA 9.9  Principais classes de RNA nao codificante humano (continuagao)

Subclasse ou

subfamilia N° de tipos
Classe de RNA evolutiva/funcional diferentes Funcao Organizacao génica, biogénese, etc.
MicroRNAs > 70 familias ~1.000 Varios papéis importantes na ver na Figura 9.17 exemplos da organizacao
(miRNAs) ~22 de miRNAs regulagdo génica, notadamente no no genoma, e na Figura 9.16, como sao
nucleotideos relacionados desenvolvimento, e implicados em alguns  sintetizados
tipos de cancer
RNAs que se 89 agrupamentos > 15.000 geralmente derivados de repeticoes; 89 grandes agrupamentos ao longo do
ligam a piwi individuais expressos apenas em células da genoma; agrupamentos individuais com
(piIRNAs) ~24-31 linhagem germinativa, onde limitam 10-75 kb de extensao, com média de 170
nucleotideos atividade excessiva de transposons piRNAs por agrupamento
Pequenos RNAs diversas provavelmente, geralmente derivados de pseudogenes, agrupamentos em diversas regioes do
endogenos de mais de repeticoes invertidas, etc.; envolvidos na  genoma
interferéncia 10.000" regulagao génica em células somaticas,
(endo-siRNAs) e podem estar envolvidos também na
~21-22 regulagao de alguns tipos de transposons
nucleotideos
Longos RNAs diversas > 3.000 envolvidos na regulacao da expressao geralmente, genes individuais de cdpia
nao codificantes génica; alguns estao envolvidos na Unica; os transcritos geralmente sofrem
regulatérios, expressao monoalélica (inativacao do capeamento, splicing e poliadenilagao, mas
geralmente > 1 kb X, imprinting) e/ou como reguladores RNAs regulatérios antissenso sao geralmente
antissenso (Tabela 9.11) transcritos longos que nao sofrem splicing

“Com base na extrapolagao de dados obtidos em estudos com células de camundongos.

Genes de RNA transportador

Os 22 tRNAs mitocondriais diferentes sio codificados por 22 genes tRNA no mtDNA. O
Banco de Dados de tRNA Gendmico (Genomic tRNA Database) lista mais de 500 genes de
tRNA humanos que produzem tRNAs citoplasmdticos com uma especificidade do antico-
don definida. Os genes podem ser classificados em 49 familias com base na especificidade
de seus anticodons (Quadro 9.5). Existe uma pequena correlacao entre o niimero de ge-
nes humanos para tRNA e a frequéncia de aminoécidos. Por exemplo, 30 genes de tRNA
especificam citeina, um aminodcido relativamente raro (o qual corresponde a cerca de
2,25% de todos os aminoacidos das proteinas humanas), mas apenas 21 genes de tRNAs
especificam a prolina, que ¢ mais abundante (com frequéncia de 6,10%).

Embora os genes de tRNA parecam estar dispersos ao longo do genoma humano,
mais da metade deles (273 de um total de 516) localiza-se ou no cromossomo 6 (onde mui-
tos deles estdo agrupados em uma regido de 4 Mb em 6p2) ou no cromossomo 1. Além dis-
50, 18 dos 30 tRNAs para Cys sdo encontrados em uma faixa de 0,5 Mb no cromossomo 7.

TABELA 9.10 Principais bancos de dados sobre RNAs nao codificantes

Banco de dados Descricao URL
NONCODE banco de dados integrado que inclui todos 0s ncRNAs, exceto http://www.noncode.org
rRNA e tRNA
Banco de dados de RNAs nao codificantes  sequéncias e fungoes de transcritos nao codificantes http://biobases.ibch.poznan.pl/ncRNA
RNAdb banco de dados abrangente de RNAs nao codificantes de mamiferos  http://www.research.imb.uq.edu.au/madb
Rfam familias de RNAs nao codificantes e alinhamento de sequéncias http://rfam.sanger.ac.uk/
antiCODE banco de dados de transcritos antissenso naturais http://www.anticode.org
sno/scaRNAbase pequenos RNAs nucleolares e pequenos RNAs especificos de http://gene.fudan.sh.cn/snoRNAbase.nsf
corpusculo de Cajal
snoRNA-LBME-db snoRNAs humanos http://www-snorma.biotoul.fr/
Banco de dados de tRNA genomico sequéncias de tRNA http://lowelab.ucsc.edu/GtRNAdb/
Compilagao de sequéncias de tRNA e de  exatamente o que seu nome sugere http://www.tRNA.uni-bayreuth.de
sequéncias de genes de tRNA
miRBase sequéncias de miRNAs e genes-alvo http://microrna.sanger.ac.uk/
piRNAbank sequéncias deduzidas empiricamente e outras informacoes http://pirnabank.ibab.ac.in/

relativas a piRNAs de varios organismos, incluindo humanos,
camundongo, rato e Drosophila
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QUADRO 9.5 Especificidade dos anticodons de tRNAs citoplasmaticos eucarioticos

Nao ha uma correspondéncia de 1 para 1 entre os codons do mRNA citoplasmético e os anticédons
dos tRNAs que os reconhecem. As 64 possibilidades de codons s&o apresentadas na Figura 1, junta-
mente com os anticodons (ndo modificados). Linhas horizontais unem os pares de cédon-anticdon.
Cédons alternativos que diferem na terceira base, tendo C ou U nesta posicao, podem ser reconheci-
dos por um Unico anticddon (oscilagdo da terceira base, identificada por *). Existem trés regras para
decodificar codons de mRNAs citoplasmaticos:

« Cédons em grupos de dois cédons. Os codons que terminam em U/C e codificam um aminoacido di-
ferente daqueles terminando em A/G sao conhecidos como grupos de dois cédons. Aqui, a oscilacao
da posigéo U/C é decodificada por um G na posigao da base 5’ do anticodon do tRNA. Por exemplo,
no topo a esquerda, para Phe, ndo ha tRNA com um anticodon AAA para parear com o codon UUU,
mas o anticédon GAA pode reconhecer ambos os codons UUU e UUC no mRNA (ver Figura 1).

« Cddons nao glicina em grupos de quatro cédons. Grupos de guatro cédons sao aqueles nos quais

U, C, A e G na terceira posi¢ao, posigao oscilante, codificam o mesmo aminoacido. Neste caso,

a oscilacao U/C é decodificada por uma adenosina quimicamente modificada, conhecida como

inosina, na posigéo 5’ do anticoédon (caixas azuis preenchidas; ver Figura 11.31 para a estrutura

da inosina). A inosina pode parear com A, C ou U. Por exemplo, na base da figura a esquerda, os
codons GUU e GUC do grupo de quatro cddons para valina sao decodificados por um tRNA com

o0 anticodon AAC, o qual é modificado para IAC. O anticédon IAC pode reconhecer cada um dos

cédons GUU, GUC e GUA. Para evitar possiveis erros de tradugao, os tRNAs com inosina na posigao

5’ do anticodon nao podem ser usados em grupos de dois codons.

Cddons de glicina. O grupo de quatro cdons para glicina fornece uma excegao para a regra des-

crita anteriormente: os cédons GGU e GGC sao decodificados por um anticédon GCC, em vez do

esperado anticédon ICC.

Desta forma, sdo necessarios apenas 16 anticodons para decodificar os 32 c¢ddons que terminam
em U/C. O conjunto minimo de anticédons é, portanto, 45 (64 menos 3 codons de parada, menos
16). A partir deste célculo, poderia-se prever um total de 45 classes diferentes de tRNAs humanos.
Entretanto, apesar da generalizagao da oscilagéo da terceira hase, trés pares de codons que terminam
em U/C sao reconhecidos por dois anticédons cada (ver Figura 1), e portanto ha trés classes extras de
tRNA. Além disso, um tRNA especializado carrega um anticédon para o cédon UGA (o qual normalmen-
te funciona como codon de parada). Sob altas concentrages de selénio, este tRNA ira ocasionalmente
decadificar UGA em selenocisteina, o 21° aminoacido, em um pequeno grupo de selenoproteinas. As-
sim, existem 45 + 3 + 1 = 49 classes diferentes de tRNAs humanos, codificados por varias centenas
de genes (ver Figura 1).

UUUy ARA - [ucu—&EGA 11 UAU, AUA 1 -
Phe x 7A Tyr X Cys UGUSACA
UUC = GAA 12 ser| VeC/ Gan - UAC = GUA 14 UGC - GCA 30
UUA—UAR 7 UCA—UGA 5 stop[ una—vuua - stop [UGA—UCA - (3)*
Leu
UUG—CAA 7 | ucc—cea 4 stop[uag —cua - Tp[ucc—ceca o
cuu G 12 Ti¢ GG 10 : -
7nA ccu 7A s CAUXAUG CGU 7Acs 7
Ley| CUC/ ere - pro| CCC7 666 - CAC-GUG 11 e cGC/ GeG -
CUA—UAG 3 CCA—UGG 7 ain [ €A2— UG 11 CGA—UCG 6
CUG— CAG 10 | cce—cee 4 CAG — CUG 20 CGG—CCG 4
[[AUU— ARU 14 [(ACU—AGU 10 ARU, AUU 2 -
7 7A N X Sor AGUXACU
lle| auc/ Gau 3 he| ACCY GeU AAC = GUU 32 AGC-GCU 8
AUA—UAU 5 ACA—UGU & AAA—UUU 16 AGA—UCU 6
L Lys Arg
Met [[AUG — CAU 20 | ACG—CGU 6 AAG — CUU 17 AGG—CCU 5
[Gcuu C 11 [ GC 29 = GGU, ACC -
7AA GCU7A e GAUXAUC k
val| GUC’ cAc - Al 8CC” see - GAC = GUC 19 ay| 66c—cce 15
GUA—UAC 5 GCA—UGE 9 aly [ GA2 — e 13 GGA—UCC 9
| GUG — CAC 16 | GCG—CGC 5 GAG — CUC 13 GGG—CCC 7

Figural Mais de 500 tRNAs
citoplasmaticos humanos
decodificam os 61 cédons que
especificam os 20 aminoacidos
padrao. As relacoes entre os 64
codons possiveis (posicionados ao lado
dos aminoacidos a esquerda das quatro
colunas principais) e seus anticédons
correspondentes (a direita das quatro
colunas) estao representadas aqui.

O nimero ao lado de cada anticodon
corresponde ao numero de diferentes
tRNAs humanos documentados no
Genomic tRNA Database (ver Tabela
9.9) que carregam aquele anticodon.
Observe que 12 dos 61 anticodons que
poderiam reconhecer os codons que
especificam os 20 aminoacidos padrao
nao estao representados nos tRNAs
(mostrados como tragos). Isso acontece
por causa da oscilagao na posicao da
terceira base da maioria dos codons
onde a terceira base é U ou C (exceto
para os pares de codons AUU/AUC,
AAU/AAC e UAU/UAC). O (3) marcado
com um asterisco significa que ha trés
diferentes tRNAs para selenocisteina,
com um anticédon que pode reconhecer
o cddon UGA, o qual normalmente
funciona como cédon de parada. As
adeninas marcadas sao provavelmente
uma forma modificada de adenina
conhecida como inosina, na qual o
grupo amina ligado ao carbono 6 é
substituido por um grupo carbonil C=0.

Familias génicas dispersas produzem varios pequenos RNAs
nucleares que facilitam a expressao génica geral

E de conhecimento geral que vdrias familias de pequenas moléculas de RNA (com 60-360
nucleotideos de extensdo), no nicleo, auxiliam a expressio génica em geral, a maioria des-
tas moléculas em nivel de processamento pés-transcricional. Inicialmente, estes RNAs
eram simplesmente denominados de pequenos RNAs nucleares (snRNAs) para distingui-los
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TABELA 9.11 As classes de snRNAs de spliceossomo Sm E Lsm

Classe Sm?

Componente do spliceossomo principal snRNAs Ui.. UE,U4eU5 7
Componente do spliceossomo secundario  snRNAs U11, U12, U4atac e US

Classe Lsm
snRNAs U6
snRNAs UBatac

Estrutura ver Figura 9.14A ver Figura 9.14B

Transcrito por RNA-polimerase Il RNA-polimerase lll

Proteinas centrais ligadas proteinas Sm (SmB, SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF, SmG) sete proteinas Lsm (LSM2-LSM8)
Localizagao sintetizados no ncleo e exportados para o citoplasma, onde cada um se  nunca saem do nticleo; sofrem

associa a sete proteinas Sm e sofre processamento nas extremidades maturacao no nucléolo e entao
5’ e 3; so, entao, reimportados para o nlicleo para serem novamente  se organizam em grupos que irdo
processados por RNA nos cospusculos de Cajal, antes de se organizarem  realizar fungdes de spliceossomo

em grupos que realizardo fungoes de spliceossomo

Modificagdes de nucleotideo realizadas por scaRNAs nos cospusculos de Cajal do nticleo
sitio-especificas

realizadas por snoRNAs no nucléolo

*Embora ndo seja um snRNA spliceossémico, 0 snRNA U7 possui estrutura semelhante & classe de snRNAs Sm, e cinco de suas sete proteinas centrais sao idénticas as proteinas

centrais ligadas aos snRNAs Sm.

de moléculas de pré-mRNA. Sabia-se que muitos deles eram ricos em uridina e foram deno-
minados de acordo com esta caracteristica (snRNA U2, p. ex., ndo foi batizado em homena-
gem a uma famosa banda de rock irlandesa, mas simplesmente indica o segundo pequeno
RNA nuclear rico em uridina que foi descrito). Da mesma forma que os rRNAs, as moléculas
de snRNA ligam-se a diversas proteinas e atuam como ribonucleoproteinas (snRNPs).

Subsequentemente, vdrios snRNAs, incluindo alguns dos primeiros a serem classifi-
cados, foram implicados no processamento pds-transcricional de precursores de rRNA no
nucléolo; estes foram, portanto, reclassificados como pequenos RNAs nucleolares (snoR-
NAs), por exemplo, snoRNAs U3 e U8. Mais recentemente, a distribuicdo dos membros de
cada classe foi baseada na classificacio estrutural e funcional destas moléculas.

Um terceiro grupo de pequenos RNAs, semelhantes aos snoRNAs porém restritos
aos corpusculos de Cajal (também conhecidos como corpiisculos torcidos), estruturas nu-
cleares discretas intimamente associadas a maturagio de snRNPs, foi identificado. Estes
foram designados pequenos RNAs de corpiisculos de Cajal (scaRNAs). Centenas de genes
humanos, a maioria deles dispersa, produzem snRNAs e snoRNAs, e hd virias centenas de
pseudogenes associados.

Genes de pequenos RNAs nucleares (snRNAs) do spliceossomo

Os nove snRNAs humanos do spliceossomo variam em comprimento de 106 a 186 nu-
cleotideos e se ligam a um anel de sete proteinas centrais. Os snRNAs U1, U2, U4, U5 e
U6 operam no spliceossomo principal para processar introns convencionais GU-AG (ver
Figura 1.19). Os snRNAs U4atac, UBatac, U11 e U12 formam uma porgao de um spliceosso-
mo secunddrio que processa introns raros AU-AC. Cada uma das snRNPs do spliceossomo
contém sete proteinas centrais que sdo idénticas dentro de uma subclasse e um conjunto
unico de proteinas especificas de snRNP. A subclasse Lsm é composta apenas pelos snR-
NAs U6 e U6atac; os outros snRNAs do spliceossomo pertencem a subclasse Sm (Tabela
9.11 e Figura 9.14).

Mais de 70 genes especificam snRNAs usados no spliceossomo principal. Eles in-
cluem 44 genes identificados codificando snRNA U6, e 16 especificando snRNA U1. Existe
alguma evidéncia de agrupamento entre eles. Mtiltiplos genes de snRNA U2 sdo encontra-
dos no cromossomo 17q21-g22, mas o nimero de copias € variavel; um agrupamento de
cerca de 30 genes de snRNA U1 estd localizado em 1p36.1.

Figura 9.14 Estruturas dos snRNAs do spliceossomo tipo Sm e tipo Lsm. (A) snRNAs

tipo Sm contém trés elementos de reconhecimento importantes: um cap de 5'-trimetilguanosina
(TMG), um sitio de ligagdo a proteina Sm (sitio Sm) e uma estrutura haste-alga (grampo) na
extremidade 3’. O sitio Sm e os elementos da haste em 3’ sdo necessarios ao reconhecimento
pelo complexo de sobrevivéncia de neurdnios motores (SMN) para sua montagem em
ribonucleoproteinas (RNPs) centrais estaveis. O sitio consenso Sm direciona a montagem de um
anel de sete proteinas Sm centrais (ver Tabela 9.10). O cap TMG e as proteinas Sm montadas sao
necessarias para o reconhecimento pela maquinaria de importagao nuclear. (B) snRNAs tipo Lsm
contém um cap de 5'-monometilfosfato guanosina (MPG) e um grampo em 3, terminando em
uma cauda de residuos de uridina (o sitio Lsm) que é ligada por sete proteinas Lsm centrais.
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Figura 9.15 Estrutura e fungao dos
snoRNAs. (A) Os snoRNAs da familia

CD box guiam as modificagdes do tipo
2'-0-metilagao. Os motivos C e D do box
e um pequeno grampo 5', 3"-terminal
formado por pareamento de bases entre
as fitas (representado como uma série

de linhas horizontais vermelhas curtas)
constituem um motivo estrutural do

tipo kink-turn que é especificamente
reconhecido pela proteina snoRNP de
15,5 kD. Os boxes C' e D’ representam
copias internas e geralmente imperfeitas
dos boxes C e D. Os snoRNAs C/D box

e seus substratos de RNA formam uma
dupla-hélice de 10-21 pb na qual o
residuo-alvo a ser metilado (representado
aqui pela letra m em um circulo) é
posicionado exatamente cinco nucleotideos
antes do box D ou D’. R representa purina.
(B) Os snoRNAs da familia H/ACA box guiam
a conversao de uridina em pseudouridina.
Estes RNAs dobram-se em uma estrutura
de grampo-dobradiga-grampo-cauda.

Um ou amhos 0s grampos contém uma
alca interna, chamada de bolso de
pseudouridilagao, que forma dois duplices
curtos (3-10 pb) com nucleotideos que
flanqueiam a uridina ndo pareada ()
localizada a cerca de 15 nucleotideos

do box H ou ACA do snoRNA. Embora
cada snoRNA C/D box e H/ACA box possa
potencialmente direcionar duas reagées
de modificagéo, salvo algumas excegoes,
a maioria dos snoRNAs possui apenas um
dominio funcional para 2'-O-metilacdo ou
pseudouridilagao.

Genes de pequenos RNAs nucleares nao spliceossémicos

Nem todos os snRNAs do nucleoplasma atuam como parte dos spliceossomos. Tanto o
snRNA U1 como o U2 também tém fungées nao spliceosstmicas. O snRNA U1 é neces-
sério para estimular a transcrigao pela RNA-polimerase II. O snRNA U2, por sua vez, esti-
mula o alongamento transcricional pela RNA-polimerase I1. Varios outros pequenos RNAs
nucleares com fun¢io nao spliceossémica foram bem estudados. Eles tendem a ser genes
copia-tinica, mas hd muitos pseudogenes associados. Trés exemplos sdo dados a seguir:

« 0 U7 éum snRNA de 63 nucleotideos dedicado ao processamento especializado da
extremidade 3" sofrido pelo mRNA de histona, o qual, excepcionalmente, néio ¢ po-
liadenilado.

« O RNA 7SK é um RNA de 331 nucleotideos que atua como um regulador negativo do
fator de alongamento da RNA-polimerase II P-TEFb.

« A familia RNA Y consiste em trés pequenos RNAs (com menos de 100 nucleotideos)
que estdo envolvidos na replicagdo do DNA cromossémico e funcionam como regu-
ladores da proliferagao celular.

Genes de pequenos RNAs nucleolares (snoRNA)

Os snoRNAs tém tamanho entre 60 e 300 nucleotideos e foram inicialmente identificados
no nucléolo, onde guiam modificagées nucleotidicas em posi¢oes especificas do rRNA.
Eles fazem isso por meio da formacdo de pequenos complexos diméricos com uma se-
quéncia do rRNA que contém o nucleotideo-alvo. Existem duas grandes subfamilias des-
tes genes. Os snoRNAs H/ACA guiam pseudouridilagoes sitio-especificas (uridina é iso-
merizada em pseudouridina em 95 posi¢des diferentes no pré-rRNA). Os snoRNAs box
C/D guiam metilagoes sitio-especificas em 2’-O-ribose (héd de 105 a 107 variagdes desta
metilagao no rRNA). Os snoRNAs linicos especificam uma, ou no maximo duas, modifica-
¢oes de base (Figura 9.15).

Pelo menos 340 genes humanos de snoRNAs foram descritos até o momento, mas
pode haver muitos outros, pois snoRNAs sdo surpreendentemente dificeis de serem iden-
tificados com o uso de abordagens de bioinformdtica. A grande maioria deles estd loca-
lizada no interior de introns de genes maiores que sdo transcritos pela RNA-polimerase
II. Estes snoRNAs sdo produzidos pelo processamento do RNA intronico, e, portanto, a
regulacdo de sua sintese é acoplada aquela do gene hospedeiro. Muitos genes de snoRNAs
sdo genes de cdpia tinica dispersos. Outros, no entanto, ocorrem em agrupamentos. Por
exemplo, a grande unidade de transcrigdo imprintada SNURF-SNRPN em 15q12 contém
seis tipos diferentes de genes de snoRNA box C/D, dois dos quais estdo presentes em gran-
des agrupamentos génicos: um contém aproximadamente 45 genes de snoRNA HBII-52
quase idénticos, e 0 outro possui 29 genes de snoRNA HBII-85 (ver Figura 11.22).

A maioria dos snoRNAs é ubiquamente expressa, mas alguns sao tecido-especificos.
Por exemplo, os seis tipos de gene de snoRNA da unidade de transcricdo SNURF-SNRPN
sdo predominantemente expressos no cérebro apenas a partir do cromossomo 15 paterno.
Genes de snoRNA que ndo possuem sequéncias complementares a sequéncias de rRNA
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provavelmente desempenham fungdes distintas das até o momento discutidas. Por exem-
plo, o snoRNA HBII-52 possui uma sequéncia de 18 nucleotideos que é perfeitamente
complementar a uma sequéncia interna do gene HTR2C (receptor 2c¢ de serotonina) em
Xp24 e regula o splicing alternativo deste gene. Os snoRNAs HBII-85 vizinhos foram recen-
temente implicados na patogénese da sindrome de Prader-Willi (OMIM 176270).

Genes de pequenos RNAs de corplsculos de Cajal

Os scaRNAs sdo semelhantes aos snoRNAs e desempenham um papel similar na matura-
cao do RNA, mas seus alvos sdo os snRNAs spliceossdmicos, que promovem modificagoes
sitio-especificas em precursores de snRNAs spliceossémicos nos corptsculos de Cajal do
nticleo. Existem pelo menos 25 genes humanos, cada um especificando um tipo de scaR-
NA. Assim como os genes de snoRNA, os genes de scaRNA estao localizados no interior de
introns de genes transcritos pela RNA-polimerase II.

Aproximadamente mil microRNAs humanos diferentes regulam
conjuntos complexos de genes-alvo por meio do pareamento de
bases com os transcritos de RNA

Além do tRNA, conhece-se ja hd algum tempo uma ampla variedade de outros RNAs ci-
toplasmdticos moderadamente pequenos (com 80 a 500 nucleotideos). Por exemplo, a
enzima telomerase, que sintetiza o DNA dos teldémeros (ver Figura 2.13), tem um compo-
nente proteico, o TERT (transcriptase reversa da telomerase), e também um componente
de RNA, o TERC, que é sintetizado a partir de um gene de copia tinica no cromossomo
3q26.2 (ver Tabela 9.8 para outros exemplos). No inicio dos anos 2000, descobriu-se uma
nova familia de pequenos RNAs regulatérios, denominados microRNAs (miRNAs), que
também operam no citoplasma.

0Os microRNAs possuem tamanho de apenas 21 a 22 nucleotideos em média e foram
inicialmente negligenciados nas andlises do genoma humano. Os primeiros miRNAs
animais a serem descritos foram identificados em organismos modelos tais como o ne-
matddeo (C. elegans) e a mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster) por investigadores
que estudavam fendémenos relacionados ao RNA de interferéncia (Quadro 9.6), uma
forma natural de regulagdo génica que protege as células da propagacao prejudicial de
virus e transposons.

Devido 4 alta conservagdo de muitos miRNAs durante a evolugao, miRNAs de verte-
brados foram rapidamente identificados, e os primeiros miRNAs de humanos foram des-
critos no inicio dos anos 2000. Os miRNAs regulam a expressao de conjuntos selecionados
de genes-alvo pelo pareamento de bases com seus transcritos. Geralmente, os sitios de
ligagdo se localizam na regido 3' nao traduzida das sequéncias-alvo do mRNA, e 0 miRNA
ligado inibe a tradugdo, reduzindo desta forma a expressao do gene-alvo.

A sintese dos miRNAs envolve a clivagem de RNAs precursores por ribonucleases
RNase 11 nicleo-especificas e citoplasma-especificas, que se ligam de maneira precisa a
RNAs de dupla-fita e clivam estas moléculas. O transcrito primario, chamado pri-miRNA,
tem repetices invertidas posicionadas em regioes préximas cujas bases pareiam para for-
mar um grampo de RNA que é inicialmente clivado a partir do transcrito primario por
uma RNase 111 nuclear (conhecida como Rnasen ou Drosha) para produzir um pequeno
pré-miRNA de dupla-fita, o qual é transportado para fora do nicleo (Figura 9.16). Uma
RNase III citoplasmatica chamada dicer cliva o pré-miRNA para gerar um miRNA duplex
contendo dinucleotideos 3’ livres.

Um complexo de silenciamento especifico induzido por RNA (RISC) que contém a
endorribonuclease argonauta se liga ao diiplex de miRNA e favorece o desenrolamento do
miRNA dupla-fita. A proteina argonauta, entdo, degrada uma das fitas (a fita passageira),
mantendo o miRNA maduro fita simples (conhecida como fita guia) ligado a argonauta. O
miRNP maduro associa-se com transcritos de RNA que tém sequéncias complementares
a fita guia. A ligagdo do miRNA ao transcrito-alvo normalmente envolve um nimero sig-
nificativo de bases malpareadas. Consequentemente, um miRNA tipico pode silenciar a
expressio de centenas de genes-alvo da mesma forma que um fator de transcrigao tecido-
-especifico pode afetar a expressao de multiplos genes-alvo ao mesmo tempo - ver a se¢ao
de alvos da base de dados miRBase listada na Tabela 9.9.

Para identificar outro genes miRNA, novos programas computacionais de bioinfor-
matica foram desenvolvidos com a capacidade de triar sequéncias gendémicas. Em mea-
dos de 2009, mais de 700 genes humanos de miRNA haviam sido identificados e expe-
rimentalmente validados, e andlises genomicas comparativas indicam que o nimero de
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QUADRO 9.6 RNA de interferéncia como um mecanismo de defesa celular

0 RNA de interferéncia (RNA) € um mecanismo evolutivamente anti-
go utilizado em animais, plantas e até mesmo em fungos unicelulares
para proteger as células contra virus e elementos transponiveis. Tanto
virus como elementos transponiveis ativos podem produzir moléculas
longas de RNA dupla-fita, pelo menos de maneira transiente durante
seu ciclo de vida. Moléculas longas de RNA dupla-fita ndo sao normal-
mente encontradas nas células e, em muitos organismos, elas disparam
uma via de RNA de interferéncia. Uma endorribonuclease citoplasmaética
chamada dicer cliva o RNA longo em uma série de moléculas curtas de
RNA dupla-fita conhecidas como pequenos RNAs de interferéncia
(siRNA). Os siRNAs possuem em média 21 pb, mas clivagens assimé-
tricas levam a existéncia de dois nucleotideos livres “pendurados” na
extremidade 3 (Figura 1).

Os duplices siRNA sao ligados por diferentes complexos que contém
uma endorribonuclease tipo argonauta (Ago) e algumas outras proteinas.
A seguir, as duas fitas de RNA sdo separadas, e uma delas é degradada
pela argonauta, deixando uma molécula de RNA fita simples ligada ao
complexo argonauta. O complexo argonauta € entao ativado; o RNA fita-
-simples guiara o complexo argonauta ao seu alvo pelo pareamento de
bases com sequéncias de RNA complementares na célula.

Um tipo de complexo argonauta é conhecido com complexo silencia-
dor induzido por RNA (RISC). Neste caso, apés a ligagao do RNA guia fita
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cap Poli(A)
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simples a uma molécula de RNA complementar longa, de fita simples, a
enzima argonauta ira clivar o RNA, causando sua degradacao. RNAs virais
e de transposons podem ser inativados desta maneira.

Qutra classe de complexo argonauta € o complexo de silenciamento
transcricional induzido por RNA (RITS). Aqui, o RNA guia fita simples se
liga a transcritos de RNA complementares assim que eles emergem apos
a transcricao pela RNA-polimerase Il. Isso faz o complexo RITS se posi-
cionar em uma parte especifica do genoma, atraindo proteinas tais como
histona-metiltransferases (HMTs) e, as vezes, DNA-metiltransferases
(DNMTs), as quais modificam histonas covalentemente nesta regiao. Este
processo, por fim, causa a formagao e a difusao de heterocromatina. Em
alguns casos, o complexo RITS pode induzir a metilagdo do DNA. Como
consequéncia, a expressao génica pode ser silenciada por longos perfo-
dos, limitando, por exemplo, a atividade de transposons.

Embora as células de mamiferos tenham rotas de RNA de interferén-
cia, a presenga de moléculas de RNA dupla-fita dispara uma resposta
mediada por interferon que causa silenciamento génico inespecifico e
morte celular. Isso sera descrito no Capitulo 12, quando for considerada
a utilizacao de RNA de interferéncia como uma ferramenta experimental
para produzir o silenciamento de genes-alvo pré-selecionados. Nestes ca-
sos, moléculas de RNA dupla-fita curtas sintetizadas artificialmente sao
usadas para provocar silenciamento génico baseado em RNAI.
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Figura 1 RNA de interferéncia. Moléculas longas de RNA dupla-fita (ds) séo clivadas pela dicer citoplasmética,
produzindo siRNAs. Os dlplices siRNAs s&o ligados por complexos argonauta, que separam o diplex e degradam
uma das fitas, produzindo um complexo ativo com uma fita simples de RNA. Por pareamento de bases com
seguéncias complementares de RNA, o siRNA guia o complexo argonauta para reconhecer sequéncias-alvo.
Complexos RISC ativados clivam qualquer fita de RNA que seja complementar & molécula de siRNA ligada a eles.
0 RNA clivado ¢ rapidamente degradado. Complexos RITS ativados utilizam seus siRNAs para parear com qualquer
RNA complementar recém-sintetizado e entao atraem proteinas tais como histona-metiltransferases (HMTs) e ds
vezes DNA-metiltransferases (DNMTs), que podem modificar a cromatina para reprimir a transcrigéo.
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tais genes tende a aumentar. Alguns dos genes de miRNA tém promotores individuais pré-
prios; outros fazem parte de um agrupamento de miRNA e sdo clivados a partir de uma
unidade de transcrigdo comum multi-miRNA (Figura 9.17A). Outra classe de genes de
miRNA envolve genes que formam parte de uma unidade de transcrigao composta que é
dedicada a produgéo de, além dos miRNA, outras moléculas: outro tipo de ncRNA (Figura
9.17B) ou uma proteina (Figura 9.17C).

Muitos milhares de piRNAs diferentes e siRNAs endégenos
suprimem a transposicao e regulam a expressao génica

A descoberta dos miRNAs foi inesperada, mas posteriormente ficou claro que represen-
tam um pequeno componente de um conjunto enorme de diferentes pequenos RNAs
regulatérios produzidos em células animais. Em mamiferos, duas classes adicionais de
pequenos RNAs regulatérios foram inicialmente descritas em 2006, e estas tém sido in-
tensamente estudadas. Como grandes niimeros de diferentes variedades destes RNAs sdo
gerados a partir de multiplas regides diferentes do genoma, o sequenciamento em larga
escala foi necessdrio para diferencia-los.

RNAs que interagem com a proteina Piwi

Moléculas de RNA que interagem com a protefna Piwi (piRNAs) foram encontradas em
uma ampla gama de eucariotos. Elas sdo expressas em células da linhagem germinati-
va de mamiferos e possuem entre 24-31 nucleotideos; acredita-se que tenham um pa-
pel importante limitando a transposigdo por retrotransposons em células da linhagem
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Figura 9.16 Sintese de miRNA humano. (A) Esquema geral. O transcrito primario, pri-miRNA, tem um

cap em 5' (m’GpppG) e uma cauda de poli(A) em 3'. Os precursores pri-miRNA possuem uma estrutura de

RNA dupla-fita proeminente (grampo de RNA), e seu processamento ocorre por meio da agao de uma série de
complexos de ribonucleases. No nicleo, a Rnasen, homologa humana da Drosha, cliva o pri-miRNA para liberar
o grampo de RNA (pré-miRNA); este e entao exportado para o citoplasma, onde sera clivado pela enzima dicer
para produzir um dudplex de miRNA. O duplex de RNA € ligado a um complexo argonauta, e a hélice é desfeita;
uma das fitas (a passageira) é degradada pela ribonuclease argonauta, deixando o miRNA maduro (a fita guia)
ligado ao argonauta. miR, gene de miRNA. (B) Um exemplo especifico: a sintese do miRNA humano miR-26za1.
Repetigoes invertidas (representadas como sequéncias sublinhadas, cobertas por setas longas) no pri-miRNA
sofrem pareamento de bases para formar um grampo, geralmente com alguns pareamentos ndo exatos. As
sequéncias que darao origem a fita guia madura sao representadas em vermelho; aguelas que representam a fita
passageira estdo em azul. A clivagem por ambas as enzimas Drosha e dicer humana (setas verdes) é geralmente
assimétrica, produzindo um diplex de RNA com dinucleotideos 3’ livres.

(B)

cap -/ /" GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUGCAGGUCCCARUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGEC -~ AAAAA

lformagéo do grampo

ca

gug ccucgu caaguaa ccaggauaggcugu g

FULCLEEEE L L e i

cgc ggggca guucauu gguucuauccggua g

)\‘(ETC = cc®

pri-miRNA

l complexo RNASEN

u u
u caaguaa ccaggauaggcugug g

PR CEEEErr el
gca guucauu gguucuauccggua g
c . & B

pré-miRNA

l complexo DICER

u u
5 u caaguaa ccaggauaggcu 3’

LLEELEEE TEETEr L

3’ gca guucauu gguucuaucc
c

miRNA diiplex

l complexo ARGONAUTA

uucaaguaauccaggauaggcu miRNA



286 Tom Strachan e Andrew Read

Figura 9.17 A estrutura de pri-miRNAs
humanos. (A) Exemplos de transcritos

que sao utilizados exclusivamente para a
produgao de miRNAs: miR-21 é produzido a
partir de um Unico grampo contido em um
transcrito primério de RNA; um transcrito
multigénico Unico contendo seis grampos
sera adequadamente clivado para produzir
seis miRNAs, denominados miR-17,
miR-18, miR-19a, e assim por diante. (B,C)
Exemplos de miRNAs, que sao cotranscritos
com um gene contendo ou (B) um RNA

nao codificante longo (ncRNA) ou (C) um
polipeptideo. Em cada parte, o exemplo
superior representa miRNAs individuais
localizados em (B) um éxon de um ncRNA
(miR-155) e (C) na regiao 3' nado traduzida
(UTR) no interior de um éxon terminal de um
mMRNA (miR-198). Os exemplos inferiores
mostram muitiplos miRNAs localizados no
interior de sequéncias intronicas de (B)

um ncRNA (miR-15a e 16-1) e (C) um
pré-miRNA (miR-106b, miR-93 e miR-25).
Cap, m'G(5")ppp(5')G. [Adaptada de Du

T & Zamore PD (2005) Development 132,
4.645-4.652. Com permissao de Company
of Biologists.]
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germinativa de mamiferos, mas também podem regular a expressdo génica em alguns
organismos. O controle da atividade dos transposons é necessdrio porque sua integracdao
em novas regioes do genoma pode interferir com a fungdo de genes, causando doencas
genéticas e cancer.

Mais de 15 mil piRNAs humanos diferentes foram identificados, e, por isso, a familia
dos piRNAs estd entre as mais diversas familias de RNA das células humanas (ver Tabe-
la 9.8). Os piRNAs mapeiam em 89 intervalos gendmicos com 10-75 kb de comprimento
(para mais informacdes, ver o banco de dados piRNAbank; Tabela 9.9). Acredita-se que
sejam clivados a partir de grandes transcritos multigénicos. Em seres humanos, os trans-
critos multi-piRNA contém sequéncias que atingem vdrias centenas de piRNAs diferentes.

Supoe-se que os piRNAs reprimam a transposigao de retrotransposons por meio de
uma via de RNA de interferéncia, por associagdo com proteinas piwi, as quais sdo evoluti-
vamente relacionadas as proteinas argonauta (Figura 9.18).

siRNAs endogenos

Moléculas de RNA dupla-fita longas, em células de mamiferos, desencadeiam silencia-
mento génico inespecifico por meio de rotas de interferon. No entanto, a transfeccdo de
duplices de siRNA sintéticos exdgenos ou de grampos de RNA curtos induz o silenciamen-
to mediado por RNAI de genes especificos que contém elementos em comum com o RNA
exégeno. Conforme serd visto no Capitulo 12, esta é uma ferramenta experimental extre-
mamente importante que pode gerar informacoes valiosas acerca das fungoes celulares
de um determinado gene. Recentemente, verificou-se que as células humanas produzem
siRNAs enddgenos (endo-siRNAs) naturalmente.

Em mamiferos, a andlise de endo-siRNAs mais abrangente foi realizada em odcitos de
camundongos. Como acontece com os piRNAs, os endo-siRNAs estio entre as populagdes
de RNA mais variadas da célula (varias dezenas de milhares de endo-siRNAs diferentes fo-
ram identificadas em odcitos de camundongos). Eles surgem como resultado da produgao
natural de quantidades limitadas de RNA dupla-fita na célula. Uma das maneiras pelas
quais isso ocorre envolve a transcrigdo ocasional de alguns pseudogenes (Figura 9.19).
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Figura 9.19 Pseudogenes podem
regular a expressao de seus genes
parentais por meio de vias de siRNA
endogenos. Pseudogenes surgem pela
cépia de um gene ancestral. Alguns
pseudogenes s&o transcritos e, dependendo
do contexto gendmico, podem produzir

um RNA antissenso equivalente ao mRNA
produzido pelo gene original. Um mRNA
transcrito a partir do gene original (A) e um
transcrito antissenso de um pseudogene
correspondente (WA) podem entao formar
um RNA dupla-fita que sera clivado pela
dicer para originar um siRNA. siRNAs
enddgenos também podem ser produzidos
por sequéncias invertidas duplicadas, tais
como o exemplo representado aqui de uma
duplicagéo invertida de um pseudogene
(WA WA), a direita. A transcrigao de ambas
as copias do pseudogene resulta em um
longo RNA com repetigoes invertidas (em
azul, encimado por setas), causando

o dobramento do RNA em um grampo

que sera clivado pela dicer para originar
um siRNA. Em ambos os casos, o siRNA
endogeno é guiado pelo RISC para
degradar e interagir com os transcritos de
mRNA do gene original que ainda restam.
Setas verdes indicam rearranjos de DNA.
[Adaptada de Sasidharan R & Gerstein

M (2008) Nature 453, 729 - 731. Com
permissao de Macmillan Publishers Ltd.]
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O envolvimento de ncRNAs longos na regulagao de processos de desenvolvimento
é ilustrado por uma andlise abrangente (resolugdo de 5 pb) dos produtos transcricionais
dos quatro agrupamentos do gene HOX humano. Embora existam apenas 39 genes HOX,
o produto transcricional dos agrupamentos HOX inclui um total de 231 ncRNAs longos
diferentes. Muitos destes sdo reguladores que atuam em cis, mas um deles, HOTAIR, foi
identificado como regulador trans (ver Tabela 9.12).

Alguns dos RNAs funcionais, tais como XIST e AIR, nao foram tao bem conservados
ao longo da evolugao. As sequéncias funcionais de mais rdpida evolugdo no genoma hu-
mano incluem componentes de longos ncRNAs especificos de primatas que séo forte-
mente expressos no cérebro. As implica¢des evolutivas de tais genes serao consideradas
no Capitulo 10.

TABELA 9.12 Exemplos de longos RNAs regulatorios humanos

RNA Tamanho Localizagao do gene Organizagao do gene Funcao

XIST 19,3kb  Xql13 6 éxons ocupando 32 kb regulador da inativagao do cromossomo X

TSIX 37 kb Xq13 1 éxon regulador antissenso de XIST

H19 2,3 kb 11p15 5 éxons ocupando 2,67 kb envolvido no imprinting do agrupamento
imprintado 11p15, associado com a sindrome de
Beckwith-Wiedemann

KCNQTOTL (= LIT1) 59,5 kb 11p15 1 éxon regulador antissenso do agrupamento imprintado em
11p15

PEG3 1,8 kb® 19q13

HOTAIR 2,2 kb 12913

nimero variavel de éxons, mas até  imprintado maternamente e com fungao reconhecida
9 éxons ocupando regido de 25 kb na supressao tumoral por ativagao de p53

6 éxons ocupando 6,3 kb regulador génico em trans; embora seja parte de uma
regiao regulatdria do agrupamento HOX-C em 12q13,
o RNA HOTAIR reprime a transcricao de uma regiao de
40 kb no agrupamento HOX-D do cromossomo 2q31

“Isoformas maiores.
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9.4 DNA ALTAMENTE REPETITIVO: HETEROCROMATINA E
REPETICOES DE TRANSPOSONS

Os genes contém algumas sequéncias de DNA repetitivo, incluindo DNA repetitivo codi-
ficante. Entretanto, a maioria das sequéncias de DNA altamente repetitivo ocorre fora dos
genes. Algumas destas sequéncias estdo presentes em certas regioes subcromossémicas
sob a forma de grandes arranjos de repetigdes em tandem. Este tipo de DNA, conhecido
como heterocromatina, permanece altamente condensado ao longo do ciclo celular e ge-
ralmente ndo apresenta genes.

Outras sequéncias de DNA altamente repetitivo estdo dispersas ao longo do genoma
humano e se originaram a partir de transposicio duplicativa (ver Segio 9.1). Sequéncias
como estas sao descritas, as vezes, como repetigdes de transposons e correspondem a mais
de 40% da sequéncia total de DNA do genoma humano. Além de residir em regides ex-
tragénicas, elas sdo geralmente encontradas em introns e sequéncias nio traduzidas e s
vezes até mesmo em regioes codificantes.

A heterocromatina constitutiva € amplamente definida por
longos arranjos de repeticoes de DNA de alto nimero de
copias em tandem

O DNA da heterocromatina constitutiva corresponde a 200 Mb ou 6,5% do genoma hu-
mano (ver Tabela 9.3). Ele engloba regides de megabases nos centrémeros e regioes de
DNA comparativamente mais curtas nos teldmeros de todos os cromossomos. A maior
parte do cromossomo Y e dos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos (13, 14, 15,
21 e 22) consiste em heterocromatina. Além disso, ha regides heterocrométicas substan-
ciais préximas do centrdmero de certos cromossomos, notadamente nos cromossomos
1,9,16e19.

O DNA da heterocromatina constitutiva consiste principalmente em longos arranjos
de sequéncias de DNA repetitivo de alto nimero de cépias em tandem, conhecidos como
DNA satélite (Tabela 9.13). Arranjos menores de repeti¢oes em fandem sao conhecidos
como minissatélites e microssatélites. Grandes extensoes de heterocromatina sao geral-
mente compostas de um mosaico de diferentes sequéncias de DNA satélite, ocasional-

TABELA 9.13 Principais classes de DNA humano de alto niimero de copias repetido em tandem

Tamanho total do Tamanho ou sequéncia da

Classe” arranjo unidade de repeticao Principais localizagoes cromossomicas
DNA satélite” geralmente centenas associado a heterocromatina
de quilobases
« (DNA alfoide) 171 pb heterocromatina centromérica em todos os
Cromossomos
B (familia Sau3A) 68 pb principalmente na heterocromatina centromérica dos

cromossomos 1, 9, 13, 14, 15, 21, 22e Y

Satélite 1 25 — 48 pb (ricos em AT) heterocromatina centromérica da maioria dos
Cromossomos e outras regioes heterocromaticas

Satélite 2 formas divergentes de ATTCC/ maioria dos cromossomos (possivelmente, em todos)

GGAAT

Satélite 3 ATTCC/GGAAT 13p, 14p, 15p, 21p, 22p e heterocromatina em 1q,
9q e Yql2

DYZ19 125 pb ~400 kb em Yq11l

DYZ2 rico em AT Yq12; maior periodicidade que ~2470 pb

DNA minissatélite 0,1-20 kb nos teldmeros ou préximos a eles, em todos os
Cromossomos

Minissatélite telomérico TTAGGG todos os teldmeros

Minissatélites hipervariaveis 9-64pb todos os cromossomos, associados a eucromatina,
principalmente em regioes subteloméricas

DNA microssatélite < 100 pb geralmente, 1 — 4 pb amplamente dispersos por todos 0s cromossomos

°A distingéo entre satélite, minissatélite e microssatélite é feita com base no tamanho total do arranjo, € ndo no tamanho da unidade de repeticao. "Arranjos de DNA satélite que
consistem em unidades de repetigcao simples geralmente tém composigées de bases que sdo radicalmente diferentes da média de 41% G+C (e, portanto, podem ser isolados por
centrifugagdo em gradientes de densidade, onde podem ser diferenciados do DNA principal e aparecem como bandas satélite — dai seu nome).
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mente interrompidas por repetigdes de transposons, sendo desprovidas de genes. As re-
petigdes de transposons também estdo amplamente distribuidas na eucromatina e serao
descritas a seguir.

A grande maioria do DNA heterocromético humano néo foi sequenciado, devido a di-
ficuldades técnicas em obter clones de DNA sobrepostos ordenados de maneira ndo am-
bigua. Portanto, apenas componentes curtos representativos de DNA centromérico foram
sequenciados até o momento. A heterocromatina do cromossomo Y, no entanto, é uma
excecdo e estd bem caracterizada. Existem diferentes organizagoes de DNA satélite, e a
unidade de repeticdo pode ser uma sequéncia muito simples (com menos de 10 nucleoti-
deos) ou uma sequéncia moderadamente complexa que pode se estender por mais de 100
nucleotideos (ver Tabela 9.13).

Em nivel de sequéncia, o DNA satélite ¢ geralmente pouco conservado entre as espé-
cies. Sua funcio exata permanece desconhecida, embora alguns DNAs satélite humanos
estejam implicados no funcionamento dos centrdmeros cujo DNA consiste, em grande
parte, de varias familias de DNA satélite.

O centroémero é um dominio definido epigeneticamente. Sua fungio independe da
sequéncia subjacente de DNA; em vez disso, depende da organizacdo particular de sua
cromatina, a qual, uma vez estabelecida, deve ser mantida de maneira estdvel ao longo de
multiplas divisdes celulares. Dentre as varias familias de DNA satélite associadas com os
centrdmeros humanos, apenas o satélite alfa é reconhecidamente encontrado em todos os
centrdmeros humanos, e sua unidade de repetigao geralmente contém um sitio de ligagao
para uma proteina centromérica especifica, a CENPB. Arranjos de satélite alfa clonados
foram capazes de induzir a formagao de centrdmeros em células humanas, indicando que
o satélite alfa deve ter um papel importante no funcionamento do centrémero.

O especializado DNA telomérico consiste em arranjos de tamanho médio de apenas
algumas quilobases de extensao e constitui uma forma de minissatélite de DNA. Ao contrd-
rio do DNA satélite, 0 DNA minissatélite telomérico foi extraordinariamente conservado
durante a evolugao dos vertebrados e desempenha papel integral na fungao dos telome-
ros. Ele consiste em um arranjo em tandem de repetigdes do hexanucleotideo TTAGGG
que sao sintetizadas pela ribonucleoproteina telomerase (ver Figura 2.13).

Repeticoes derivadas de transposons representam mais de
40% do genoma humano e surgiram principalmente por meio de
intermediarios de RNA

Praticamente todo o DNA repetitivo ndo codificante disperso no genoma humano é deri-
vado de transposons (também chamados de elementos transponiveis), sequéncias méveis
de DNA que podem migrar para diferentes regides do genoma. Cerca de 45% do genoma
pertencem a esta classe de sequéncia, mas muitas das sequéncias de DNA de cépia tinica
também devem ter sido derivadas de cdpias antigas de transposons que divergiram exten-
sivamente ao longo de um periodo medido em escala evolutiva.

Em humanos e outros mamiferos ha quatro classes principais de repetigdes de trans-
posons, mas apenas uma minoria das repeticoes se transpoe ativamente. Conforme o mé-
todo de transposicao, as repeticoes podem ser organizadas em dois grupos:

 Retrotransposons (também abreviados como retroposons). Neste caso, 0 mecanismo
de copia lembra a maneira pela qual pseudogenes processados e retrogenes sao ge-
rados (ver Figura 9.12): uma transcriptase reversa converte um transcrito de RNA do
retrotransposon em uma cépia de cDNA a qual entdo se integra em diferentes regides
do DNA gendmico. Trés classes principais de transposons de mamiferos utilizam este
mecanismo de cGpia e colagem: elementos nucleares intercalantes longos (LINEs),
elementos nucleares intercalantes curtos (SINEs) e elementos semelhantes a retrovi-
rus contendo longas repetigoes terminais.

o Transposons de DNA. Membros desta quarta classe de transposons migram direta-
mente sem copiar a sequéncia; esta ¢ excisada e entao reinserida em outro local do
genoma (um mecanismo de corte e colagem).

Elementos transponiveis que podem se transpor de maneira independente sao des-
critos como auténomos; aqueles que sio dependentes, chamam-se ndo auténomos (Fi-
gura 9.20). Dentre as quatro classes de elementos transponiveis, os LINEs e SINEs sao
os mais predominantes; estas sequéncias serao descritas em maior detalhe a seguir. As
outras duas classes sdo brevemente descritas aqui.
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LINEs

familia LINE-1. —600.000 auténomos nao auténomos

familia LINE-2 ~370.000 p ORFL ORF2(50)

familia LINE-3 ~44.000 T (A), —

SINEs 6-8 kb

familia Alu ~1.200.000 — — (A),

MIR ~450.000 100-400 bp

MIR3 ~85.000

semelhantes a retrovirus = =

(transposons LTR) LTR TR = =

familias HERV ~240.000 P gag pal (env) LR (gag) UR

MalR ~285.000 o>—i
6-11 kb 1,5-3 kb

Fosseis de transposons de DNA

MER1 (Charlie) ~213.000 0 by i —aq

MER2 (Tigger) ~68.000 2-3 kb

Outros ~60.000 &0 bp-a th

(incluindo marine, etc.)

Transposons LTR humanos

Transposons LTR incluem elementos semelhantes a retrovirus autbnomos e nio auténo-
mos flanqueados por longas repeti¢oes terminais (LTRs) contendo elementos regulatérios
transcricionais necessarios. Sequéncias retrovirais enddgenas contém genes gag e pol, 0s
quais codificam uma protease, uma transcriptase reversa, RNAse H e uma integrase. Eles
estdo aptos, portanto, a realizar sua transposi¢ao de maneira independente. Existem trés
classes principais de sequéncias retrovirais endégenas humanas (HERVs), com um niime-
ro de copias cumulativo de aproximadamente 240 mil, correspondendo a cerca de 4,6% do
genoma humano (ver Figura 9.20).

Muitos HERVs sdo defeituosos, e sua transposigao foi extremamente rara ao longo
dos tiltimos milhdes de anos. Entretanto, o grupo de sequéncias HERV-K, extremamen-
te pequenas, apresenta conservacao de genes retrovirais intactos, e alguns membros da
subfamilia HERV-K10 sofreram transposi¢éo relativamente recente durante a evolugao.
Elementos semelhantes a retrovirus nao auténomos sao desprovidos do gene pol e muitas
vezes do gene gag (a sequéncia interna foi perdida por recombinagao homologa entre as
LTRs flanqueadoras). A familia MaLR de tais elementos responde por cerca de 4% do ge-
noma humano.

Fosseis de transposons de DNA humanos

Transposons de DNA possuem repeti¢coes terminais invertidas e codificam uma transpo-
sase que regula sua transposi¢do. Eles correspondem a cerca de 3% do genoma humano
e podem ser agrupados em diferentes classes, as quais, por sua vez, sao subdivididas em
muitas familias com origens independentes (ver o banco de dados de sequéncias de re-
peticio Repbase em http://www.girinst.org/repbase/index.html). Existem duas familias
principais em humanos, MER1 e MER2, além de uma ampla variedade de familias menos
frequentes (ver Figura 9.20).

Praticamente todas as sequéncias de transposons de DNA residentes em humanos
ndo sao mais ativas; elas sio, portanto, transposons fdsseis. Os transposons de DNA ten-
dem a ter vida curta dentro de uma espécie, ao contrdrio de alguns outros elementos
transponiveis, tais como LINEs. Entretanto, alguns genes funcionais humanos parecem
ter-se originado a partir de transposons de DNA, notadamente os genes que codificam as
recombinases RAG1 e RAG2 e a principal proteina de ligagao ao centromero, a CENPB.

Alguns elementos humanos do tipo LINE-1 sao transposons ativos e
possibilitam a transposicao de outros tipos de sequéncias de DNA

Sequéncias do tipo LINE (elemento nuclear intercalante longo) foram transposons muito
bem-sucedidos. Eles tém uma histdria evolutiva relativamente longa, ocorrendo em ou-
tros mamiferos, inclusive em camundongos. Como transposons auténomos, eles podem
produzir todas as moléculas necessdrias para transposi¢do, incluindo a transcriptase re-
versa, enzima essencial para este processo. LINEs humanos consistem em trés familias
distantemente relacionadas: LINE-1, LINE-2 e LINE-3, coletivamente correspondendo
a cerca de 20% de todo o genoma (ver Figura 9.20). Eles estao localizados predominan-
temente em regides de eucromatina, preferencialmente em bandas G escuras (positivas
para Giemsa), ricas em AT, de cromossomos metafésicos.

Figura 9.20 Familias de transposons

de mamiferos. Apenas uma pequena
por¢ao dos membros de qualquer das

familias de transposons aqui ilustradas
parece ter capacidade de transposig&o;

muitos perderam essa capacidade devido

a mutagoes inativantes, e muitos sao

copias curtas truncadas. Subclasses das

quatro principais familias sao listadas,

juntamente com seus respectivos tamanhos

em pares de base. ORF, fase de leitura

aberta. [Adaptada de International Human
Genome Sequencing Consortium (2001)
Nature 409, 860-921. Com permissao de

Macmillan Publishers Ltd,]
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Figura 9.21 0Os elementos repetitivos
humanos LINE-1 e Alu. (A) O elemento
LINE-1 contendo 6,1 kb possui duas
fases abertas de leitura: ORF1, com 1

kb, codifica p40, uma proteina de ligagao
ao RNA com atividade de chaperona de
acidos nucleicos; a ORF2, com 4 kb,
especifica uma proteina com atividades de
endonuclease e transcriptase reversa. Um
promotor interno bidirecional localiza-se
dentro da regiao 5' nao traduzida (UTR).
Na outra extremidade, ha uma sequéncia
A/T,, geralmente descrita como a cauda
poli(A) de 3’ (pA). A endonuclease de
LINE-1 cliva uma das fitas do diplex de
DNA, preferencialmente na sequéncia
TTTTLA, e a transcriptase reversa utiliza a
extremidade 3’-0OH liberada para iniciar a
sintese de cDNA. Novos sitios de insergao
sao flanqueados por pequenos sitios-alvo
de duplicagao de 2-20 pb (setas pretas
nas extremidades). (B) Um dimero de Alu.
Os dois mondmeros possuem sequéncias
semelhantes que terminam em uma
sequéncia A/T,, mas diferem em tamanho
devido a inser¢do de um elemento de 32 pb
no interior da repeticdo maior. Mondémeros
de Alu também existem no genoma
humano, bem como vérias copias truncadas
tanto de monémeros como de dimeros.

Dentre as trés familias de LINE humanas, LINE-1 (ou L1) é a tinica que continua a ter
membros que se transpdem ativamente. LINE-1 € o elemento transponivel humano mais
importante e responde por uma fragio de DNA gendmico (17%) maior do que qualquer
outra classe de sequéncias do genoma.

Elementos LINE-1 inteiros possuem mais de 6 kb de comprimento e codificam duas
proteinas: uma protefna de ligagio a RNA e uma proteina com fungdes de endonuclease
e transcriptase reversa (Figura 9.21A). Extraordinariamente, um promotor interno esta
localizado na regido 5’ ndo traduzida da sequéncia. Cépias completas, portanto, trazem
consigo seu proprio promotor que pode ser utilizado apés a integragio em uma regiao
permissiva do genoma. Apds a tradugéo, o RNA do LINE-1 se complexa a proteinas codifi-
cadas por ele mesmo e se dirige ao niicleo.

Para a integragiio no DNA gendmico, a endonuclease de LINE-1 cliva uma das duas
fitas de DNA, deixando um grupamento 3’ OH livre que serve como ponto de inicio para
a transcricao reversa a partir da extremidade 3’ do RNA de LINE. O sitio de clivagem pre-
ferencial da endonuclease é TTTTVA; dai a preferéncia por integrar-se em regides ricas
em AT. Sequéncias de DNA ricas em AT séo relativamente pobres em genes, e, portanto,
como LINEs tendem a se integrar em regioes de DNA ricas em AT, eles impdem uma baixa
carga mutacional, facilitando sua acomodacao pelo hospedeiro. Durante a integragao, a
transcrigdo reversa geralmente ndo consegue alcancar a extremidade 5, resultando em
insergoes truncadas, nao funcionais. Em concordéncia a este fato, a maioria das repetigoes
derivadas de LINEs ¢ curta, com tamanho médio de 900 pb para todas as cépias de LINE-
1, e apenas 1 entre 100 copias é completa.

A magquinaria de LINE-1 é responsével pela maioria da transcri¢do reversa do ge-
noma, permitindo a retrotransposi¢ao de SINEs nao autdnomos e também de cdpias de
mRNA, originando pseudogenes processados e retrogenes. Dentre as cerca de 6 mil se-
quéncias LINE-1 completas, aproximadamente 80 a 100 ainda sdo capazes de transposi-
¢ao e ocasionalmente causam doengas ao interromper a funcao de genes apés sua inser-
¢do em importantes sequéncias conservadas.

Repeticoes Alu sao os elementos mais numerosos do DNA
humano e se originaram como copias de moléculas de RNA 7SL

Os SINEs (elementos nucleares intercalantes curtos) sdo retrotransposons contendo 100-
400 pb de comprimento. Eles foram muito bem-sucedidos na colonizacdo de genomas
de mamiferos, resultando em varias familias de DNA intercalante, algumas com nimero
de copias extremamente alto. Ao contrario dos LINEs, os SINEs ndo codificam proteinas
e sdo incapazes de transposi¢ao independente. Entretanto, SINEs e LINEs compartilham
sequéncias em suas extremidades 3’, e os SINEs podem ser mobilizados por LINEs vizi-
nhos. Ao parasitarem a maquinaria de transposicdo dos elementos LINE, os SINEs podem
atingir um nimero de copias bastante elevado.

A familia Alu humana é a familia de SINEs mais proeminente em termos de niimero
de cépias e é a sequéncia mais abundante do genoma humano, ocorrendo em média
mais do que uma vez a cada 3 kb. A repeticao Alu completa possui cerca de 280 pb de
extensao e consiste em duas repeticdes em tandem, cada uma delas com cerca de 120
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pb seguida por uma sequéncia A /T, curta. As repeti¢des em fandem sao assimétricas:
uma contém uma sequéncia interna de 32 pb que estd ausente na outra (Figura 9.21B).
Monémeros, contendo apenas uma das duas repeticdes em tandem, e varias versdes
truncadas de dimeros e mondmeros também sdo comuns, resultando em uma média
gendmica geral de 230 pb.

Enquanto SINEs como as familias MIR (repeti¢do intercalante de mamiferos) sdo en-
contrados em uma grande variedade de mamiferos, a familia Alu tem origem evolutiva
relativamente recente e é encontrada apenas em primatas. Entretanto, subfamilias Alu
de diferentes idades evolutivas podem ser identificadas. Nos ultimos 5 milhdes de anos,
desde a divergéncia entre humanos e primatas africanos, apenas cerca de 5 mil cépias
de repetigdes Alu sofreram transposigao; as sequéncias Alu de maior mobilidade sio os
membros das subfamiliasYe S.

A exemplo de outros SINEs de mamiferos, as repeti¢oes Alu se originaram a partir de
copias de cDNA de pequenos RNAs transcritos pela RNA-polimerase I11. Genes transcri-
tos pela RNA-polimerase III geralmente tém promotores internos, e, portanto, cépias de
cDNA de transcritos carregam consigo suas proprias sequéncias promotoras. Tanto as re-
peti¢des Alu e, independentemente, as repeti¢des B1 de camundongos, surgiram a partir
de cépias de cDNA de RNA 7SL, o pequeno RNA que faz parte da particula de reconheci-
mento de sinal, usando um mecanismo de retrotransposicao como aquele apresentado
na Figura 9.12, Outros SINESs, tais como a repeti¢do B2 de camundongos, sao copias de
sequéncias de tRNA retrotranspostas.

As repetigdes Alu tém contetido de GC relativamente alto e, embora dispersas pre-
dominantemente ao longo de regides de eucromatina do genoma, estao preferencial-
mente localizadas em bandas R ricas em GC e genes, contrastando com a localizagdo
preferencial de LINEs em regides de DNA ricas em AT. Entretanto, quando localizadas
dentro de genes, como os elementos LINE-1, estas sequéncias estdo confinadas a in-
trons e regides ndo traduzidas. Apesar da tendéncia em localizarem-se em regides do
DNA ricas em GC, repeti¢oes Alu recentemente transpostas apresentam preferéncia por
regioes ricas em AT, e repetigdes Alu progressivamente antigas apresentam um forte viés
em relagdo a regioes ricas em GC.

O viés na distribuicao geral de repeti¢oes Alu em regides ricas em GC e, consequen-
temente, regioes ricas em genes deve ser o resultado de uma forte pressao seletiva. Isso
sugere que repeti¢oes Alu nao sao apenas parasitas do genoma, mas que sdo sequéncias
Uteis para as células que as possuem. Algumas sequéncias Alu sdo ativamente transcritas
e podem ser recrutadas para desempenhar fungoes tteis. O gene BCYRN1I, que codifica o
RNA citoplasmdtico neuronal BC200, surgiu a partir de um monémero de Alu e é uma das
poucas sequéncias Alu transcricionalmente ativas sob condigoes normais. Além disso, foi
recentemente demonstrado que a repeti¢do Alu atua como um repressor transcricional
em trans durante a resposta celular ao choque térmico.

CONCLUSAO

Neste capitulo, estudou-se a arquitetura do genoma humano. Cada célula humana con-
tém muitas cépias de um genoma mitocondrial pequeno, circular, e apenas uma cépia do
genoma nuclear, muito maior. Enquanto o genoma mitocondrial apresenta algumas se-
melhangas com o genoma compacto dos procariotos, o genoma nuclear humano é muito
mais complexo em sua organizagdo, com apenas 1,1% do genoma codificando proteinas
e 95% dele correspondendo a sequéncias de DNA nao conservadas e, geralmente, alta-
mente repetitivas.

0 sequenciamento do genoma humano revelou que, ao contrdrio do que se esperava,
ha relativamente poucos genes que codificam proteinas - 20.000 a 21.000, de acordo com
estimativas mais recentes. Estes genes variam amplamente em tamanho e organizagao
interna, com éxons geralmente separados por grandes introns, os quais frequentemente
contém sequéncias de DNA altamente repetitivo. A distribui¢do dos genes ao longo do
genoma nao é uniforme, com alguns genes relacionados estrutural e funcionalmente
encontrados em agrupamentos, sugerindo que teriam surgido pela duplicagdo de genes
individuais ou de segmentos maiores de DNA. Pseudogenes podem ser originados quan-
do um gene é duplicado, e entdo uma das copias acumula mutagoes deletérias, evitando
sua expressdo. Outros pseudogenes surgem quando um transcrito de RNA é reversamente
transcrito e o cDNA gerado é reinserido no genoma.

A maior surpresa da era pds-gendmica é o nimero e a variedade de RNAs nao co-
dificantes de proteinas transcritos a partir do genoma humano. Sabe-se agora que pelo
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menos 85% do genoma eucromético é transcrito. As jd familiares moléculas de ncRNAs,
que atuam na sintese proteica, juntaram-se outras que desempenham fun¢ées na re-
gulagdo génica, incluindo vdrias classes prolificas de pequenos RNAs regulatdrios e
milhares de diferentes ncRNAs longos. Nossa visdo tradicional do genoma estd sendo

radicalmente alterada.

No Capftulo 10, serd descrito como o genoma humano se compara a outros geno-
mas e como a evolugio o moldou. Aspectos da expressdo génica humana sio elabora-
dos no Capitulo 11. No Capitulo 13, também serd considerada a diversidade do genoma

humano.
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