BERFTTULO 3

O Genoma Humano:

Estrutura e Funcao Geénicas

Ao longo das dltimas 3 décadas, houve um progresso mar-
cante na compreensdo da estrutura e funcdo dos genes e
cromossomos. Esses avangos foram auxiliados pelas aplica-
¢des da genérica molecular e da gendmica em muitos pro-
blemas clinicos, fornecendo as ferramentas para uma nova
abordagem distinta para a genética médica. Neste capitulo,
apresentamos uma visdo geral da estrutura e fungdo génicas
e dos aspectos da genérica molecular que sdo necessdrios
para a compreensdo das abordagens genéticas e gendmicas
na medicina. Para complementar as informagées discutidas
aqui e nos capitulos subsequentes, fornecemos material
on-line adicional para detalhar muitas das abordagens expe-
rimentais da genética e gendmica modernas que estio se
tornando criticas para a pratica e compreensio da genética
humana e médica.

O maior conhecimento dos genes e da sua organizagio
no genoma teve um impacto enorme na medicina e na nos-
sa percepgio da fisiologia humana. Em 1980, Paul Erb foi
agraciado com o prémio Nobel por ter previsto o inicio
desta nova era:

Como o nosso conhecimento e nossa prdtica atuais da
medicina dependem de um conhecimento sofisticado de
anatomia, fisiologia e bioquimica humanas, lidar com a
doenga no futuro exigird uma compreensao detalbada da
anatomia, fisiologia e bioquimica moleculares do genoma
bumano... Necessitaremos de um conhecimento mais
detalbado de como os genes humanos sdo organizados e
como funcionam e sio regulados. Teremos também de ter
médicos que estejam tdo familiarizados com a anatomia
molecular e fisiologia dos cromossomos e genes como o
cirurgiao cardiaco estd familiarizado com a estrutura e
funcionamento do coragio.

INFORMAGOES DO CONTEUDO
DO GENOMA HUMANO

Como o codigo digital de trés bilhoes de letras do geno-
ma humano orienta os detalhes da anatomia, fisiologia e
bioquimica humanas, as quais Berg se refere? A resposta
estd nas enormes amplificacdo e integragio do contetido
de informagdes que ocorre quando se passa dos genes no
genoma para os seus produtos na célula e para a expressao
observavel dessa informagdo genética, como tragos celulares,

morfolégicos, clinicos ou bioquimicos — o que é denomi-
nado fenétipo do individuo. Essa expansio hierdrquica de
informagdes do genoma para o fendtipo inclui uma vasta
gama de produtos de RNA estruturais e reguladores, bem
como produtos proteicos que orquestram as muitas fun-
¢oes das células, 6rgios e todo o organismo, além de suas
interagbes com o meio ambiente. Mesmo com a sequéncia
essencialmente completa do genoma humano em mios,
ainda ndo sabemos o numero exato de genes no genoma.
As estimativas atuais sdo de que o genoma contenha cerca
de 20.000 genes codificadores de proteinas (veja o Quadro
no Cap. 2), mas esse retrato comega somente a sugerir os
niveis de complexidade que emergem da decodificacio dessa
informagao digital (Fig. 3-1).

Como introduzido brevemente no Capitulo 2, o produto
de genes codificadores de proteinas é uma proteina, cuja
estrutura por fim determina as suas fungoes especificas na
célula. Mas se houvesse uma simples correspondéncia de
um para um entre genes ¢ proteinas, poderiamos ter no
maximo cerca de 20.000 proteinas diferentes. Esse niimero
parece insuficiente para dar conta da vasta gama de fungdes
que ocorre em células humanas ao longo da vida. A res-
posta para esse dilema é encontrada em duas caracteristicas
da estrutura e fungdo génicas. Em primeiro lugar, muitos
genes sdo capazes de gerar varios produtos diferentes, ndo
apenas um (Fig. 3-1). Esse processo, discutido mais adiante
neste capitulo, é eferuado através do uso de segmentos de
codificagdo alternativos nos genes e de modificagoes bio-
quimicas subsequentes da proteina codificada; essas duas
caracteristicas dos genomas complexos resultam em uma
amplificagdo substancial do conteido de informagdes. Na
verdade, estima-se que, dessa maneira, os 20.000 genes
humanos podem codificar muitas centenas de milhares de
proteinas diferentes, coletivamente chamadas de proteoma.
Em segundo lugar, proteinas individuais ndo funcionam
sozinhas. Elas formam redes elaboradas, envolvendo muitas
proteinas diferentes e RNAs reguladores que respondem de
maneira coordenada e integrada a muitos diferentes sinais
genéticos, ambientais ou de desenvolvimento. A natureza
combinatdria das redes de proteinas resulta em uma diver-
sidade ainda maior de possiveis funcdes celulares.

Os genes estdo localizados ao longo do genoma, mas
tendem a se agrupar em regides e em cromossomos espe-
cificos e a ser relativamente escassos em outras regides
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Figura 3-1 Amplificagio da informagio genética do genoma para os produtos génicos, para as redes de
genes ¢, finalmente, para a funcio celular ¢ fendtipo. O genoma contém tanto genes de RNA codificantes
de proteinas (em azul) como genes de RNA nio codificantes (RNAnc) (em vermelbo). Muitos genes no
genoma usam informagoes de codificacio alternativas para gerar virios produtos diferentes. RNAncs
grandes e pequenos participam da regulacio génica. Muitas proteinas participam em redes multigénicas
que respondem aos sinais celulares de maneira coordenada e combinatéria, ampliando ainda mais a gama
de fungoes celulares subjacentes aos fendtipos do organismo.

ou em outros cromossomos. Por exemplo, o cromos-
somo 11, que possui aproximadamente 135 milhoes de
pb (pares de megabase [Mb]), é relativamente rico em
genes, com cerca de 1.300 genes que codificam proteinas
(Fig. 2-7). Esses genes nao estdo distribuidos aleato-
riamente ao longo do cromossomo, e sua localizagio
¢ particularmente aumentada em duas regides cromos-
somicas com densidade génica tdo alta quanto um gene
a cada 10 kb (Fig. 3-2). Alguns desses genes pertencem
a familias de genes relacionados, como descreveremos
com mais detalhes posteriormente neste capitulo. Qutras
regides sio pobres em genes e existem vdrios dos chama-
dos desertos de genes, de um milhdo de pares de bases ou
mais, sem qualquer gene codificante de proteina conheci-
do. Duas adverténcias aqui: em primeiro lugar, o proces-
so de identificagdo do gene e a anotagio do genoma ainda
sdo um desafio continuo; apesar da aparente robustez de
estimativas recentes, ¢ praticamente certo que existem
alguns genes, incluindo genes clinicamente relevantes,
que atualmente ndo sio detectados ou que apresentam
caracteristicas que atualmente ndo sio reconhecidas
como sendo associadas a genes. E, em segundo lugar,
como mencionado no Capitulo 2, muitos genes nao sao
codificantes de proteinas; seus produtos sio moléculas

de RNA funcionais (RNAs nido codificadores ou RNAngc;
Fig. 3-1), que desempenham uma variedade de fungoes
na célula, muitas das quais estdo apenas comegando a
ser desvendadas.

Para genes localizados nos autossomos, existem duas
copias de cada gene, uma no cromossomo herdado da mae
e uma no cromossomo herdado do pai. Para a maioria
dos genes autossdmicos, ambas as copias sdo expressas e
geram um produto. Existe, no entanto, um nimero cres-
cente de genes no genoma que sdo excecoes a essa regra
geral e sAo expressos a partir das duas copias em niveis
caracteristicamente diferentes, incluindo alguns que, em
caso extremo, sao expressos a partir de apenas um dos dois
homologos. Esses exemplos de desequilibrio alélico sdo dis-
cutidos detalhadamente adiante neste capitulo, bem como
nos Capitulos 6 e 7.

0 DOGMA CENTRAL:
DNA — RNA — PROTEINA

Como o genoma especifica a complexidade e diversidade
funcionais evidentes na Figura 3-1? Como vimos no capitulo
anterior, a informagdo genética esta contida no DNA nos



CAPITULO 3 — O GENOMA HUMANO: ESTRUTURA E FUNCAO GENICAS 23

Cromossomo
1

N°de | W 7
A genes AR T ol elHEN SR,

'l 1 1 B B BB B I} I |
d—t . i e i =
A
5,1N 5,/ 5,25 53 genes 5:35 Mb
B genes de RO de RO

genes do tipo -globina

Cc

Diregao da
transcricao

Figura 3-2 Contetdo génico do cromossomo 11, que consiste em 135 Mb de DNA. A, A distribuicio
dos genes ¢ indicada ao longo do cromossomo e ¢ alta em duas regides do cromossomo e baixa nas demais
regides. B, Uma regido expandida de 5,15 a 5,35 Mb (medida a partir do telémero do braco curto), que
contém 10 genes codificantes de proteinas conhecidos, cinco pertencentes a familia génica do receptor
olfativo (RO) e cinco pertencentes a familia génica da globina. C, Os cinco genes do tipo B-globina
expandiram-se ainda mais. Veja Fontes ¢ Agradecimentos.

cromossomos dentro do nicleo celular. No entanto, a sintese
proteica, 0 processo pelo qual a informagio codificada no
genoma ¢ efetivamente utilizada para especificar fungoes
celulares, ocorre no citoplasma. Essa compartimentalizagio
reflete o fato de que o organismo humano é um eucarionte.
Isto significa que as células humanas possuem um nicleo
que contém o genoma, separado do citoplasma por uma
membrana nuclear. Ao contririo, nos procariontes, como a
bactéria intestinal Escherichia coli, 0 DNA nao esta inserido
dentro de um nicleo. Devido a compartimentalizagio de
células eucarioticas, a transferéncia de informagoes do niicleo
para o citoplasma é um processo complexo que tem sido
foco de muita atengdo entre bidlogos moleculares e celulares.

A ligacao molecular entre esses dois tipos relacionados
de informacgio — o cédigo do DNA dos genes e o codigo do
aminodcido da proteina — é o acido ribonucleico (RNA).
A estrutura quimica do RNA ¢é semelhante a do DNA,
exceto que cada nucleotideo no RNA tem um componente
de agucar ribose no lugar de uma desoxirribose; além dis-
s0, a uracila (U) substitui a timina como uma das bases de
pirimidina do RNA (Fig. 3-3). Outra diferenca entre o RNA
¢ 0 DNA ¢ que o RNA, na maioria dos organismos, existe
como uma molécula de fita inica, enquanto o DNA, como
vimos no Capitulo 2, existe como uma dupla-hélice.

As relacoes de informacdes entre o DNA, o RNA e as
proteinas estdo interligadas: o DNA genomico direciona a
sintese e a sequéncia de RNA, o RNA direciona a sintese e
sequéncia de polipeptideos, e as proteinas especificas estio
envolvidas na sintese ¢ no metabolismo do DNA e do RNA.
Esse fluxo de informagaes é chamado de dogma central da
biologia molecular.
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Figura 3-3 A pirimidina uracila ¢ a estrutura de um nucleotideo no
RNA. Observe que o agiicar ribose substitui o agticar desoxirribose do
DNA. Compare com a Figura 2-2.

A informagdo genética estd armazenada no DNA do
genoma por meio de um cédigo (o codigo genético, dis-
cutido adiante), no qual a sequéncia de bases adjacentes
por fim determina a sequéncia de aminodcidos no polipep-
tideo codificado. Primeiramente, o RNA ¢é sintetizado a
partir do molde de DNA por um processo conhecido como
transcricdo. O RNA| que carrega a informacio codificada
sob a forma chamada de RNA mensageiro (RNAm), é
entdo transportado do nicleo para o citoplasma, onde
a sequéncia de RNA ¢ decodificada, ou traduzida, para
determinar a sequéncia de aminoacidos na proteina que
esta sendo sintetizada. O processo de tradugio ocorre
nos ribossomos, que sdo organelas citoplasmaticas com
locais de ligag¢do para todas as moléculas de interagio,
incluindo o RNAm, envolvido na sintese proteica. Os
ribossomos sio compostos de muitas proteinas estruturais
diferentes em associagio com tipos especializados de RNA
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conhecidos como RNA ribossémicos (RNAr). A tradugao
envolve ainda um terceiro tipo de RNA, o RNA de trans-
feréncia (RNAt), que fornece a ligacio molecular entre o
codigo contido na sequéncia de bases de cada RNAm e a
sequéncia de aminodcidos da proteina codificada por tal
RNAm.

Devido ao fluxo interdependente de informagdes repre-
sentado pelo dogma central, pode-se comegar a discussdo
da genética molecular da expressio génica em qualquer um
dos seus trés niveis de informagdo: DNA, RNA ou proteina.
Comeg¢amos examinando a estrutura dos genes no genoma
como uma base para a discussio do codigo genético, trans-
cricdo e traducio.

“A montante”
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ORGANIZAGAO E ESTRUTURA GENICAS

De forma mais simples, um gene codificante de proteina
pode ser visualizado como um segmento de uma molécula
de DNA que contém um cédigo para uma sequéncia de
aminodcidos de uma cadeia polipeptidica e as sequéncias
reguladoras necessdrias para a sua expressao. Essa descrigio,
no entanto, é inadequada para genes no genoma humano
(e para a maioria dos genomas eucariontes), porque poucos
genes existem como sequéncias codificantes continuas. Em
vez disso, na maioria dos genes, as sequéncias codificantes
sdo interrompidas por uma ou mais regides nio codifican-
tes (Fig. 3-4). Essas sequéncias interpostas, chamadas de
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Figura 3-4 A, Estrutura geral de um gene humano tipico. As caracteristicas individuais marcadas sio
discutidas no texto. B, Exemplos de trés genes humanos clinicamente importantes. Diferentes mutagoes
no gene da B-globina, com trés éxons, causam uma variedade de distarbios importantes de hemoglobina
(Casos 42 e 44). As muragdes no gene BRCAT (24 éxons) sdo responsdveis por varios casos de cincer de
mama e de ovario hereditirios (Caso 7). As mutagdes no gene da cadeia pesada de B-miosina (MYH?7)
(40 éxons) levam a miocardiopatia hipertréfica hereditaria.
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introns, sdo inicialmente transcritas em RINA no ntcleo,
mas ndo estio presentes no RNAm maduro no citoplasma,
porque sdo removidas (“spliced out”) por um processo que
discutiremos adiante. Assim, a informagio de sequéncias
intrénicas nao €, normalmente, representada no produto
final da proteina. Os introns sdo alternados com éxons, os
segmentos de genes que determinam, por fim, a sequéncia
de aminoacidos da proteina. Além disso, a cole¢io de éxons
codificantes em qualquer gene em particular é flanqueada
por sequéncias adicionais que sdo transcritas mas ndo tradu-
zidas, chamadas de regides nio traduzidas 5" e 3’ (Fig. 3-4).
Embora alguns genes no genoma humano nio tenham introns,
a maioria dos genes contém pelo menos um e geralmente
varios introns. Em muitos genes, o tamanho cumulativo
dos introns compde uma propor¢io muito maior do com-
primento total de um gene do que os éxons. Embora alguns
genes tenham apenas alguns pares de quilobases de tama-
nho, outros estendem-se por centenas de pares de quilobases.
Além disso, alguns genes sdo excepcionalmente grandes; por
exemplo, o gene da distrofina no cromossomo X (nos quais
mutacoes levam a distrofia muscular de Duchenne [Caso 14])
abrange mais de 2 Mb, dos quais, notavelmente, menos de
1% consiste em éxons codificantes.

Caracteristicas Estruturais
de um Gene Humano Tipico

Uma gama de aspectos caracteriza os genes humanos
(Fig. 3-4). Nos Capitulos 1 e 2, definimos brevemente gene
em termos gerais. Nesse momento, podemos fornecer uma
definicio molecular de um gene como uma sequéncia de
DNA que especifica a produgdao de um produto funcional,
seja um polipeptideo ou uma molécula de RNA funcional.
Um gene inclui ndo apenas as sequéncias codificantes de
nucleotideos reais, mas também as sequéncias de nucleo-
tideos adjacentes necessdrias para a expressio adequada
do gene, isto ¢, para a produ¢io de RNAm normal ou de
outras moléculas de RNA na quantidade correta, no local
correto e no tempo correto durante o desenvolvimento ou
durante o ciclo celular.

As sequéncias de nucleotideos adjacentes fornecem os
sinais moleculares de “inicio” e “parada™ para a sintese de
RNAm transcrito a partir do gene. Pelo fato de o transcrito
de RNA primario ser sintetizado na dire¢ao de 5’ para 3,
o inicio da transcricdo é chamado de extremidade 5’ da
porg¢do transcrita de um gene (Fig. 3-4). Por convengao,
o DNA genémico que antecede o local de inicio de trans-
cricdo na dire¢do 5’ é chamado de sequéncia “a montante”
(upstream), enquanto que a sequéncia de DNA localizada
na diregio 3’ além da extremidade de um gene ¢ chamada
de sequéncia “a jusante” (downstream). Na extremidade
5" de cada gene encontra-se uma regido promotora que
inclui sequéncias responsdveis pelo inicio adequado da
transcri¢do. Dentro dessa regido estio varios elementos de
DNA, cuja sequéncia é frequentemente conservada entre
varios genes diferentes; esta conservagdo, em conjunto com
estudos funcionais de expressao génica, indica que essas
sequéncias especificas desempenham um papel importante
na regulagao génica. Apenas um subconjunto de genes no

genoma ¢ expresso em qualquer tecido ou em qualquer
momento durante o desenvolvimento. Virios tipos dife-
rentes de promotor sdo encontrados no genoma humano,
com diferentes propriedades reguladoras que especificam
os padrdes, bem como os niveis de expressao de um gene
determinado em diferentes tecidos e tipos celulares, tanto
durante o desenvolvimento como ao longo da vida. Algumas
dessas propriedades sdo codificadas no genoma, enquanto
outras sdo especificadas por caracteristicas da cromatina
associadas a essas sequéncias, conforme discutido mais
adiante neste capitulo. Tanto os promotores quantos outros
elementos reguladores (localizados tanto em 5" ou 3’ de
um gene ou em seus introns) podem ser locais de mutagdo
em doencas genéticas que podem interferir na expressao
normal de um gene. Esses elementos reguladores, incluindo
os acentuadores, os insuladores ¢ as regioes de controle do
locus, sio discutidos detalhadamente mais adiante neste
capitulo. Alguns desses elementos encontram-se a uma dis-
tancia significativa da por¢do codificante de um gene, o que
refor¢a o conceito de que o ambiente gendmico no qual um
gene estd inserido é uma caracteristica importante da sua
evolugio e regulagio.

A regido nio traduzida 3’ contém um sinal para a adigio
de uma sequéncia de residuos de adenosina (a chamada
cauda poliA) a extremidade do RNA maduro. Embora
geralmente seja aceito que essas sequéncias reguladoras
estreitamente contiguas fagam parte do que é chamado de
gene, as dimensdes precisas de qualquer gene em particular
permanecerdo um tanto incertas, até que as funcoes poten-
ciais das sequéncias mais distantes sejam completamente
caracterizadas.

Familias de Genes

Muitos genes pertencem a familias génicas, que compar-
tilham sequéncias de DNA estreitamente relacionadas e
codificam polipeptideos com sequéncias de aminodcidos
estreitamente relacionadas.

Membros de duas dessas familias génicas estdo locali-
zados dentro de uma pequena regiio no cromossomo 11
(Fig. 3-2) e ilustram uma série de aspectos que caracteriza
as familias génicas em geral. Uma familia génica pequena e
clinicamente importante é composta de genes que codificam
as cadeias de proteinas encontradas nas hemoglobinas. Acre-
dita-se que o cluster (aglomerado) de genes da B-globina no
cromossomo 11 e o aglomerado de genes relacionados da
o-globina no cromossomo 16 tenham surgido pela duplica-
¢io de um gene precursor primitivo ha cerca de 500 milhoes
de anos. Esses dois aglomerados contém multiplos genes
que codificam cadeias de globina estreitamente relacionadas
expressas em diferentes estagios do desenvolvimento, do
embrido ao adulto. Acredita-se que cada aglomerado tenha
evoluido por uma série de eventos sequenciais de duplica-
¢do génica nos dltimos 100 milhdes de anos. Os padroes
éxon-intron dos genes funcionais de globina foram notavel-
mente conservados durante a evolugio; cada um dos genes
funcionais de globina possui dois introns em localizagoes
semelhantes (veja o gene de B-globina na Fig. 3-4), embora
as sequéncias contidas nos introns tenham acumulado muito
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mais alteracoes de bases de nucleotideos ao longo do tempo
do que as sequéncias codificantes de cada gene. O controle
da expressao dos varios genes de globina, no estado normal,
bem como em muitos distiirbios hereditirios da hemoglo-
bina, ¢ considerado em mais detalhes mais adiante neste
capitulo e no Capitulo 11.

A segunda familia génica mostrada na Figura 3-2 é a
familia de genes de receptores olfativos (RO). Estima-se
que existam até 1.000 genes de RO no genoma. Os RO sio
responsaveis pelo nosso sentido olfativo agucado que pode
reconhecer e distinguir milhares de substancias quimicas
estruturalmente diversas. Os genes de RO sio encontra-
dos em todo o genoma em quase todos os cromossomos,
embora mais da metade seja encontrada no cromossomo
11, incluindo uma série de membros da familia proximos
do aglomerado de B-globina.

Pseudogenes

Dentro tanto da familia génica de B-globina quanto de RO
ha sequéncias que sdo relacionadas com a globina funcio-
nal e genes de RO, mas que nao produzem qualquer RNA
funcional ou produto proteico. Sequéncias de DNA que se
assemelham muito a genes conhecidos, mas nio sio funcio-
nais, sio chamadas de pseudogenes, ¢ existem dezenas de
milhares de pseudogenes relacionados com muitos genes e
familias génicas diferentes localizados ao longo do genoma.
Os pseudogenes sio de dois tipos gerais, processados e nao
processados. Acredita-se que os pseudogenes nao proces-
sados sejam subprodutos da evolugio, representando genes
“mortos” que antes eram funcionais, mas que agora sio
vestigiais, tendo sido inativados por mutagoes sequéncias
codificantes ou reguladoras criticas. Ao contrario dos pseu-
dogenes nio processados, os pseudogenes processados sio
pseudogenes que foram formados, ndo por mutagio, mas
por um processo chamado de retrotransposigao, que envolve
a transcriciio, a geragdo de uma copia de DNA a partir do
RNAm (o chamado DNAc) por transcrigio reversa e, por
fim, a integracao dessas copias de DNA no genoma em um
local geralmente bastante distante do gene original. Como
esses pseudogenes sdo criados por retrotransposicio de
uma copia de DNA do RNAm processado, eles nio pos-
suem introns e nao estio necessaria ou geralmente no mes-
Mo Cromossomo (ou regido cromossomica) como seu gene
progenitor. Em muitas familias génicas, existem tantos ou
mais pseudogenes quanto membros de genes funcionais.

Genes de RNA nao Codificante

Como discutido anteriormente, muitos genes codificam
proteinas e sdo transcritos nos RNAms que, por fim, sdo
traduzidos em suas respectivas proteinas; seus produtos
compreendem as enzimas, proteinas estruturais, receptores
e proteinas reguladoras que sdo encontrados em varios
tecidos e tipos celulares humanos. No entanto, tal como
apresentado brevemente no Capitulo 2, existem outros
genes, cujo produto funcional parece ser o proprio RNA
(Fig. 3-1). Estes chamados RNA nio codificantes (RNAnc)
tém uma gama de fun¢des nas células, embora muitos nio

tenham uma fung¢ao identificada. Pelas estimativas atuais,
existem cerca de 20.000 a 25.000 genes de RNAnc, além dos
aproximadamente 20.000 genes codificantes de proteinas
que foram introduzidos anteriormente. Assim, a cole¢io de
RNAnc representa aproximadamente metade de todos os
genes humanos identificados. O cromossomo 11, por exem-
plo, apresenta uma estimariva de ter 1.000 genes RNAnc,
além de seus 1.300 genes codificantes de proteinas.

Alguns dos tipos de RNAnc desempenham papéis ampla-
mente genéricos na infraestrutura celular, incluindo os RNAt
e RNAr envolvidos na tradugio de RNAm nos ribosso-
mos, outros RNAs envolvidos no controle do splicing de
RNA, e os pequenos RNAs nucleolares (RNApno) envol-
vidos na modificagio de RNAr. Outros RNnc podem ser
bastante longos (as vezes chamados de RNAnc longos ou
RNAInc) e desempenham papéis na regulagio génica, no
silenciamento génico e em doengas humanas, como explo-
raremos com mais detalhes mais adiante neste capitulo.

Uma classe especifica de pequenos RNAs de importancia
crescente sao os microRNAs (miRNA), RNAnc de apenas
cerca de 22 bases de comprimento que suprimem a tradu-
¢do de genes-alvo por meio da ligagio a seus respectivos
RNAms e regulam a produgio de proteinas a partir do(s)
transcrito(s)-alvo(s). Bem mais de 1.000 genes de miRNA
foram identificados no genoma humano; alguns sio evo-
lutivamente conservados, ao passo que outros parecem
ter origem bastante recente durante a evolugio. Alguns

RNAS NAOQ CODIFICANTES E DOENGAS

A importancia de vdrios tipos de RNAnc para a medicina

¢ ressaltada por seus papéis em uma gama de doencas

humanas, desde sindromes precoces do desenvolvimento
até distirbios que se manifestam na idade adulta.

® A delecio de um agrupamento de genes de miRNA
no cromossomo 13 leva a uma forma de sindrome de
Feingold, uma sindrome de desenvolvimento de defeitos
esqueléticos e de crescimento, incluindo microcefalia,
baixa estatura e anomalias digitais.

® As mutagdes no gene de miRNA MIR96, na regiio do
gene critica para a especificidade de reconhecimento de
seu(s) RNAm(s)-alvo, pode resultar em perda auditiva
progressiva em adultos.

* Niveis alterados de determinadas classes de miRNAs
foram relatados em uma ampla variedade de canceres,
distirbios do sistema nervoso central e doenga cardio-
vascular (Cap. 15).

e A delecio de agrupamentos de genes de RNApno no
cromossomo 15 resulta na sindrome de Prader-Willi,
um distarbio caracterizado por obesidade, hipogonadis-
mo e comprometimento cognitivo (Cap. 6).

® A expressao anormal de um RNAInc no cromossomo
12 tem sido relatada em pacientes com uma doenga
associada a gravidez, chamada de sindrome HELLP,

* Delec¢do, expressao anormal e/ou alteragdes estruturais
em diferentes RNAIncs com papéis na regulagio da
expressdo génica de longo alcance e fungio gendmica
levam a uma variedade de distirbios que envolvem
a manuten¢ao do tamanho do telémero, a expressio
monoalélica de genes em regides especificas do genoma
¢ a dosagem do cromossomo X (Cap. 6).
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Figura 3-5 Fluxo de informagio do DNA até o RNA ¢ até a proteina para um gene hipotético com trés
éxons e dois introns. Dentro dos éxons, a cor roxa indica as sequéncias codificantes. As etapas incluem
transcrigdo, processamento e splicing de RNA, transporte de RNA do nicleo para o citoplasma, e tradugio.

miRNAs mostraram regular negativamente centenas de
RNAms cada, com diferentes combinagoes de RNAs-alvo
em diferentes tecidos; combinados, prevé-se que os miR-
NAs, portanto, controlem a atividade de até 30% de todos
os genes codificantes de proteinas no genoma.

Embora esta seja uma drea em riapido movimento da
biologia genémica, mutagdes em varios genes de RNAnc ja
foram implicadas em doencas humanas, incluindo cincer,
distirbios do desenvolvimento e virias doencas tanto de
inicio precoce como no adulto (Quadro).

FUNDAMENTOS DA EXPRESSAO GENICA

Para genes que codificam proteinas, o fluxo de informacoes
do gene para o polipeptideo envolve vérios passos (Fig. 3-5).
O inicio da transcri¢do de um gene esta sob a influéncia de
promotores ¢ outros elementos reguladores, bem como de
proteinas especificas conhecidas como fatores de transcricao,
que interagem com sequéncias especificas dentro dessas
regides e determinam um padrio espacial e temporal de
expressdo de um gene. A transcricdo de um gene ¢ iniciada
no sitio de “inicio™ de transcri¢io no DNA cromossémico
no inicio de uma regido 5' transcrita, mas nao traduzida

(chamada de 5’ UTR), imediatamente a montante das
sequéncias codificantes. Ela continua ao longo do cromos-
somo para qualquer lugar das varias centenas de pares base
até mais de um milhao de pares de bases, passando tanto por
introns como éxons, além da extremidade das sequéncias
codificantes. Apos a modificagdo nas extremidades 5" e 3" do
transcrito de RNA primario, as porgdes correspondentes aos
introns sdo removidas e os segmentos correspondentes aos
éxons sdo removidos em conjunto, um processo chamado
de splicing de RNA. Apos o splicing, o RNAm resultante
(contendo um segmento central que € agora colinear com
as porgdes codificantes do gene) ¢ transportado do niicleo
para o citoplasma, onde 0 RNAm ¢é finalmente traduzido em
uma sequéncia de aminodcidos do polipeptideo codificado.
Cada uma das etapas dessa via complexa estd sujeita a erros,
e mutagoes que interferem nas etapas individuais tém sido
implicadas em virios distirbios hereditdrios (Caps. 11 e 12).

Transcrigao

A transcrigao de genes codificantes de proteinas pela RNA
polimerase II (uma das varias classes de RNA polimerases)
¢ iniciada no sitio de inicio transcricional, o ponto na 5’
UTR que corresponde a extremidade 5’ do produto final
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de RNA (Figs. 3-4 e 3-5). A sintese do transcrito de RNA
primdrio prossegue na dire¢ao de 5’ para 3, enquanto a
fita do gene que é transcrita e que serve como molde para a
sintese de RNA é na verdade lida na direcdo de 3" a 5" em
relacdo a direcao do arcabougo de desoxirribose fosfodiéster
(Fig. 2-3). Como o RNA sintetizado corresponde tanto em
polaridade quanto em sequéncia de bases (substituindo T
por U) a fita 5" a 3’ do DNA, esta fita de 5’ a 3' de DNA nido
transcrito ¢ as vezes chamada de fita de DNA codificante,
ou senso. A fita de DNA de 3" a 5’ que é usada como molde
para a transcri¢do € entdo chamada de fita ndo codificante
ou antissenso. A transcrigdo continua por ambas as por¢des
intronicas e exonicas do gene, para além da posi¢io no
cromossomo que, por fim, corresponde a extremidade 3’
do RNAm maduro, Nio se sabe se a transcrigdo termina
em um ponto de término 3" predeterminado.

O transcrito primdrio de RNA é processado pela adicao
de uma estrutura quimica de “cap” (ou capuz) na extremi-
dade 5' do RNA e pela clivagem da extremidade 3" em um
ponto especifico a jusante da extremidade da informagao
de codificagio. Essa clivagem é seguida pela adi¢do de uma
cauda poliA a extremidade 3’ do RNA; a cauda poliA parece
aumentar a estabilidade do RNA poliadenilado resultante.
A localizagio do ponto de poliadenilagio é especificada em
parte pela sequéncia AAUAAA (ou uma variante desta),

TABELA 3-1 O Cédigo Genético

geralmente encontrada na porg¢io 3’ ndo traduzida do trans-
crito de RNA. Todas essas modificagdes pos-transcricionais
ocorrem no niicleo, assim como o processo de splicing de
RNA. O RNA totalmente processado, chamado agora de
RNAm, é entio transportado para o citoplasma, onde ocorre
a tradugdo (Fig. 3-5).

Traducado e Codigo Geneético

No citoplasma, 0 RNAm é traduzido em uma proteina pela
ac¢do de uma variedade de pequenas moléculas adaptadoras
de RNA, os RNAts, cada qual especifico para um aminoa-
cido em particular. Essas moléculas notdveis, cujo tama-
nho varia de apenas 70 a 100 nucleotideos, tém a tarefa de
trazer os aminodcidos corretos para a posi¢io correta ao
longo do molde de RNAm, para serem adicionados a cadeia
polipeptidica em crescimento. A sintese proteica ocorre nos
ribossomos, complexos macromoleculares compostos de
RNAr (codificados pelos genes de RNAr 18S e 28S) e varias
diizias de proteinas ribossomicas (Fig. 3-5).

A chave para a tradugio é um codigo que relaciona
aminodcidos especificos com combinagdes de trés bases
adjacentes ao longo do RNAm. Cada conjunto de trés
bases constitui um cédon, especifico para um determinado
aminodcido (Tabela 3-1). Teoricamente, variacdes quase

Segunda Base

Primeira Base U C A G Terceira Base

U uuu phe ucu ser UAU tyr UGU cys U
uucC phe ucc ser UAC tyr UGC cys C
UUA leu UCA ser UAA stop UGA Stop A
uuG leu UCG ser UAG stop UGG trp G

€ Cuu leu CCU pro CAU his CGU arg U
CucC leu cce pro CAC his CGC arg (©
CUA leu CCA pro CAA gln CGA arg A
CUG leu CCG pro CAG gln CGG arg G
AUU ile ACU thr AAU asn AGU ser U
AUC ile ACC thr AAC asn AGC ser C
AUA ile ACA thr AAA lys AGA arg A
AUG met ACG thr AAG lys AGG arg G

G GUU val GCU ala GAU asp GGU gly U
GUC val GCC ala GAC asp GGC gly G
GUA val GCA ala GAA glu GGA gly A
GUG val GCG ala GAG glu GGG gly G

Abreviaturas para Aminoacidos

ala (A) alanina leu (L) leucina

arg (R) arginina lys (K) lisina

asn (N) asparagina met (M) metionina

asp (D) acido aspartico phe (F) fenilalanina

cys (C) cisteina pro (P) prolina

gln (Q) glutamina ser (S) serina

glu (E) acido glutamico thr (T) treonina

his (H) glicina trp (W) triptofano

gly (G) histidina tyr (Y) tirosina

ile (I) isoleucina val (V) valina

Stop, cédon de término.

Os codons sdo apresentados em termos de RNAm, que sio complementares aos codons de DNA correspondentes.
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infinitas sdo possiveis no arranjo das bases ao longo de uma
cadeia de polinucleotideos. Em qualquer posicio, existem
quatro possibilidades (A, T, C ou G); assim, para trés bases,
existem 47, ou 64, possiveis combinac¢des de trincas. Esses
64 codons constituem o cédigo genético.

Como existem apenas 20 aminodcidos e 64 cédons
possiveis, a maioria dos aminodcidos é especificada por
mais de um cédon; portanto, o codigo é considerado
degenerado. Por exemplo, a base na terceira posicio da
trinca frequentemente pode ser uma purina (A ou G) ou
uma pirimidina (T ou C) ou, em alguns casos, qualquer
uma das quatro bases, sem alterar a mensagem codificada
(Tabela 3-1). A leucina e a arginina sio, cada uma, especi-
ficadas por seis codons. Apenas a metionina e o triptofano
sdo, cada um, especificados por um tnico cédon. Trés dos
cddons sdo chamados de codons de parada (ou nonsen-
se) porque designam o término da tradugio do RNAm
naquele ponto.

A tradugdo de um RNAm processado é sempre iniciada
em um codon que especifica metionina. A metionina ¢,
portanto, o primeiro aminodcido codificado (aminotermi-
nal) de cada cadeia polipeptidica, embora seja geralmente
removida antes de a sintese de proteinas ser concluida. O
cddon para metionina (o cédon iniciador, AUG) estabelece
a matriz de leitura do RNAm; cada c6don subsequente é
lido na sua vez para predizer a sequéncia de aminodacidos
da proteina.

Os elos moleculares entre codons e aminodacidos sdo as
moléculas de RNAt especificas. Um local determinado em
cada RNAt forma um anticédon de trés bases que é com-
plementar a um cddon especifico no RNAm. A ligagdo entre
o cédon e o anticodon leva o aminoacido adequado a pré-
xima posi¢io no ribossomo para a fixagdo, pela formagio
de uma ligagio peptidica na extremidade carboxilica da
cadeia polipeptidica crescente. O ribossomo, em seguida,
desliza exatamente trés bases ao longo do RNAm, alinhando
o préximo cédon para reconhecimento por outro RNAt
contendo o préximo aminodcido. Assim, proteinas sdo sin-
tetizadas da extremidade aminoterminal até a extremidade
carboxiterminal, o que corresponde a traducio do RNAm
na direcdo 5’ a 3'.

Conforme mencionado anteriormente, a traducio ter-
mina quando um cédon de parada (UGA, UAA ou UAG)
é encontrado na mesma matriz de leitura que o codon ini-
ciador. (Codons de parada em qualquer uma das outras
matrizes de leitura ndo urilizadas nao sdo lidos e, portanto,
nao tém efeito sobre a traducdo.) O polipeptideo completo
é entdo liberado do ribossomo, que se torna disponivel para
iniciar a sintese de outra proteina.

Transcric@o do Genoma Mitocondrial

As segdes anteriores descreveram fundamentos da expres-
sdo génica para genes contidos no genoma nuclear. O geno-
ma mitocondrial possui transcri¢do e sistema de sintese de
proteinas proprios. Uma RNA polimerase especializada,
codificada no genoma nuclear, é utilizada para transcre-
ver o genoma mitocondrial de 16 kb, que contém duas
sequéncias promotoras relacionadas, uma para cada fita de

DIVERSIDADE FUNCIONAL CRESCENTE DAS PROTEINAS

Muitas proteinas passam por extensos empacotamentos e
processamentos pos-traducionais a medida que adotam a
sua forma funcional final (Cap. 12). A cadeia polipepti-
dica, que ¢ o produto de tradugio primdrio, dobra sobre
si mesma e forma ligagdes intramoleculares, criando uma
estrutura tridimensional especifica, que é determinada pela
sequéncia de aminodcidos em si. Duas ou mais cadeias poli-
peptidicas, produtos do mesmo gene ou de genes diferentes,
podem combinar-se formando um complexo multiprotei-
co tnico. Por exemplo, duas cadeias de o-globina e duas
cadeias de B-globina associam-se de forma nio covalente
para formar uma molécula de hemoglobina tetramérica
(Cap. 11). Os produtos proteicos podem também ser qui-
micamente modificados, por exemplo, pela adigio de gru-
pos metil, fosfatos ou carboidratos em locais especificos.
Essas modificagdes podem ter influéncia significativa na
fung¢do ou na abundancia da proteina modificada. Outras
modificagdes podem envolver a clivagem da proteina, tanto
para remover sequéncias aminoterminais especificas depois
de elas terem funcionado para direcionar uma proteina a
sua localizagdo correta dentro da célula (p. ex., proteinas
que funcionam dentro da mitocondria) ou para dividir a
molécula em cadeias polipeptidicas menores. Por exem-
plo, as duas cadeias que compoem a insulina madura,
uma com tamanho de 21 ¢ outra de 30 aminodcidos, sdo
originalmente parte de um produto de traducio primério
de 82 aminoacidos chamado de proinsulina.

genoma circular. Cada fita é transcrita em sua totalidade
e os transcritos mitocondriais sdo entdo processados para
gerar os virios RNAms, RNAts e RNArs mitocondriais
individuais.

EXPRESSAO GENICA EM ACAO

O fluxo de informagdes descritas nas secdes anteriores
pode ser mais bem compreendido usando-se como refe-
réncia um determinado gene bem estudado, o gene da
B-globina. A cadeia de B-globina é um polipeptideo de
146 aminodcidos, codificada por um gene que ocupa
aproximadamente 1,6 kb no brago curto do cromossomo
11. O gene possui trés éxons e dois introns (Fig. 3-4). O
gene da B-globina, assim como outros genes do cluster de
B-globina (Fig. 3-2), ¢ transcrito na diregdo do centroéme-
ro para o telébmero. A orientagio, no entanto, é distinta
para diferentes genes no genoma e depende de qual fita
da dupla-hélice cromossdmica € a fita codificante para um
determinado gene.

As sequéncias de DNA necessarias para o inicio preciso
da transcricio do gene da B-globina estdo localizadas no
promotor dentro de cerca de 200 pb a montante do local
de inicio da transcri¢do. A sequéncia do DNA de dupla-fita
dessa regido do gene de B-globina, a sequéncia de RNA
correspondente e a sequéncia traduzida dos primeiros 10
aminodcidos sdo representadas na Figura 3-6 para ilustrar
as relagoes entre esses trés niveis de informacgio. Como
mencionado anteriormente, ¢ a fita de 3’ a 5’ do DNA que
serve como molde e é, na verdade, transcrita, mas é a fita de
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5 ...TATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCC ... &
DNA 3 ...ATRACGAATGTAAACGAAGACTGTGTTGACACAAGTGATCGTTGGAGTTTGTCTGTGGTACCACGTGGACTGAGGACTCCTCTTCAGACGG... 5
Inicio Transcrigéol
Matriz de leitura
w1
RNAmM s ACAUUUGCUUCUGACACAACUGUGUUCACUAGCAACCUCAAACAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAGAAGUCUGCC ... ¥

Tra(lugéol

B-globina =+*val His Leu Thr Pro Glu Lys Ser Ala

Figura 3-6 Estrutura e sequéncia de nucleotideos da extremidade 5" do gene de B-globina humana no
brago curto do cromossomo 11. A transcrigdo da fita de 3" a §' (inferior) comega no sitio de inicio indicado,
produzindo o RNA mensageiro de f-globina (RNAm). A matriz de leitura traducional é determinada pelo
codon iniciador AUG (»+ +); codons subsequentes especificando aminodcidos sao indicados em azul. As

outras duas matrizes potenciais ndo sdo utilizadas.

5"a 3" do DNA que corresponde diretamente a sequéncia 5
a 3’ do RNAm (e, de fato, é idéntica a ela, exceto que U é
substituido por T). Por causa dessa correspondéncia, a fita
de DNA de 5" a 3' de um gene (i.e., a fita que ndo é trans-
crita) € a fita geralmente relatada na literatura cientifica ou
nos bancos de dados.

De acordo com essa convengio, a sequéncia completa
de aproximadamente 2,0 kb do cromossomo 11 que inclui
o gene da B-globina é mostrada na Figura 3-7. (E sensato
refletir que uma copia impressa de todo o genoma humano
nessa escala exigiria mais de 300 livros do tamanho deste!)
Dentro desses 2,0 kb esta contida a maioria dos elementos,
mas ndo todos, de sequéncia necessarios para codificar e
regular a expressdo desse gene. Muitas das caracteristicas
estruturais importantes do gene da B-globina estio indicadas
na Figura 3-7, incluindo elementos de sequéncias promorto-
ras conservados, os limites intron-éxon, 5’ e 3’ UTRs, sitios
de splicing de RNA, os codons iniciador e de término e o
sinal de poliadenilacio, todos os quais sio conhecidos por
serem mutados em virios defeitos hereditdrios do gene da
B-globina (Cap. 11).

Inicio da Transcricao

O promotor da B-globina, como muitos outros promotores
de genes, consiste em uma série de elementos funcionais
relativamente curtos que interagem com proteinas regula-
doras especificas (genericamente chamadas de fatores de
transcri¢do) que controlam a transcri¢io, incluindo, no caso
dos genes de globina, aquelas proteinas que restringem a
expressio desses genes em células eritroides, as células em
que a hemoglobina é produzida. Hd bem mais de 1.000
fatores de transcricdo de ligagio ao DNA sequéncia-espe-
cificos no genoma, sendo que alguns deles sio ubiquos em
sua expressdo, enquanto outros sao especificos para o tipo
celular ou tecido.

Uma sequéncia promotora importante encontrada em
muitos dos genes, mas ndo em todos, é a TATA box, uma
regiio conservada rica em adeninas e timinas que esta,
aproximadamente, 25 a 30 pb a montante do sitio de inicio
da transcrigdo (Figs. 3-4 e 3-7). A TATA box parece ser
importante para determinar a posigdo do inicio de trans-
crigdo, que no gene de B-globina estd aproximadamente

50 pb a montante do sitio de inicio da traducio (Fig. 3-6).
Entio, nesse gene, existem aproximadamente 50 pb da
sequéncia na extremidade 5" que sdo transcritos mas nao
sdo traduzidos; em outros genes, a 5" UTR pode ser muito
mais longa e pode ser interrompida por um ou mais introns.
Uma segunda regido conservada, a chamada CAT box (na
verdade CCAAT), estd a poucas dizias de pares de bases
mais a montante (Fig. 3-7). Tanto mutagdes experimen-
talmente induzidas como as de ocorréncia natural nesses
elementos de sequéncia, bem como em outras sequéncias
reguladoras ainda mais a montante, levam a uma redugio
acentuada no nivel da transcri¢io, demonstrando assim
a importincia desses elementos para a expressio génica
normal. Muitas mutagdes nesses elementos reguladores tém
sido identificadas em pacientes com o distiirbio da hemo-
globina B-talassemia (Cap. 11).

Nem todos os promotores de genes contém os dois
elementos especificos que acabamos de descrever. Em
particular, os genes que sio constitutivamente expressos
na maioria ou em todos os tecidos (os chamados genes
de manutengdo — housekeeping genes) muitas vezes nio
tém os boxes CAT e TATA, que sdo mais tipicos dos
genes tecido-especificos. Os promotores de muitos genes
de manutengao contém uma alta propor¢io de citosinas
e guaninas em relacdo ao DNA circundante (veja o pro-
motor do gene BRCAT do ciancer de mama na Fig. 3-4).
Tais promotores ricos em CG sdo muitas vezes localizados
em regides do genoma chamadas de ilhas CpG, assim
denominadas por causa da concentragio surpreendente-
mente alta do dinucleotideo 5'-CpG-3" (0 p representa o
grupo fosfato entre bases adjacentes; veja a Fig. 2-3), que
se destaca de um panorama gendémico mais geral rico em
AT. Acredita-se que alguns dos clementos de sequéncia
rica em CG encontrados nesses promotores servem como
sitios de ligagdo para fatores de transcri¢io especificos.
As ilhas de CpG também sdo importantes porque elas
sdo alvos de metilacio de DNA. A metilagio extensa do
DNA nas ilhas CpG estd geralmente associada a repressao
da transcri¢do génica, como discutiremos mais adiante
no contexto da cromatina e do seu papel no controle da
expressiao génica.

A transcri¢do pela RNA polimerase 11 (RNA pol 11) é
sujeita a regulagdo em maltiplos niveis, incluindo a ligacio
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Exon 1

intron 1

Exon 2

intron 2

Exon 3

5'....agccacaccctagggttggecaatctactcccaggagcagggagggcaggageccagggctgggcataaad
gtcagggcagagccatctattgcttACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATC

ValHisLeuThrProGluGlulLysSerAlaValThrAlaLeuTrpGlyLysValAsnValAspGluValGlyGlyGlu
GTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAG

AlalLeuGlyAr-
GCCCTGGGCAGgGEtggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccantagaaactgggcatgtggagacagagaag

-glLeuLeuValValTyr
actcttgggtttctgataggcactgactctctetgectattggtctattttcccaccctta@gGCTGCTGGTGGTCTAC

ProTrpThrGlnArgPhePheGluSerPheGlyAspLeuSerThrProAspAlaValMetGlyAsnProlLysValLlys
CCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAG

AlaHisGlylLyslysValleuGlyAlaPheSerAspGlyLeuAlaHisLeuAspAsnlLeulysGlyThrPheAlaThr
GCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACA

LeuSerGluLeuHisCysAsplLysLeuHisValAspProGluAsnPheArg
CTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGEgagtctatgggacccttgatgtttt

ctttccccttcttttctatggttaagttcatgtcataggaaggggagaagtaacagggtacagtttagaatgggaaac
agacgaatgattgcatcagtgtggaagtctcaggatcgttttagtttcttttatttgctgttcataacaattgttttc
ttttgtttaattcttgctttctttttttttcttctccgcaatttttactattatacttaatgccttaacattgtgtat
aacaaaaggaaatatctctgagatacattaagtaacttaoaaaaaaactttacacagtctgecctagtacattactatt
tggaatatatgtgtgcttatttgcatattcataatgtccctactttattttettttatttttaattgatacataatca
ttatacatatttatgggttacagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaattttgecatt

tgtaattttoaaaaatgctttcttecttttaatatacttttttgtttatcttatttctaatactttccctaatctettt
ctttcagggcaataatgatacaatgtatcatgcctctttgcaccattctaaagaataacagtgataatttctgggtta
aggcaatagcaatatttctgcatataaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaa

tagcagctacaatccagctaccattctgettttattttatggttgggataaggectggattattctgagtccaagetag

LeuLeuGlyAsnVallLeuValCysVallLeuAla
gcccttttgctaatcatgttcatacctettatcttectcccacagCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCC

HisHisPheGlyLysGluPheThrProProValGlnAlaAlaTryGlnLysValValAlaGlyValAlaAsnAlaleu
CATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTG

AlaHisLysTyrHisTer
GCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTAC

TAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAANAAACATTTATTTTCATTGCaatgat
gtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaacatancagaaatgatg
agctgttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaaggtgaggctgcaaccagctaatgcaca
ttggcaacagcccctgatgecctatgecttattcatccctcagaaaaggattcttgtagaggettga. ... 3

Figura 3-7 Sequéncia de nucleotideos do gene da B-globina humana completo. E mostrada a sequéncia
da fita de 5" a 3’ do gene. As dreas acastanhadas com letras maitisculas representam sequéncias exdnicas
que correspondem ao RNAm maduro. As letras mintsculas indicam introns e sequéncias flanqueadoras.
As sequéncias CAT e TATA box na regido flanqueadora 3’ sio indicadas na cor marrom. Os dinucleotideos
GT e AG, importantes para o splicing de RNA nas jungdes intron-éxon, e o sinal AATAAA, importante
para a adi¢io de uma cauda poliA, estio também realgados. O codon iniciador ATG (AUG no RNAm) e o
codon de parada TAA (UAA no RNAm) sio mostrados em letras vermelbas. A sequéncia de aminodcidos
de B-globina é mostrada acima da sequéncia codificante; as abreviagoes de trés letras na Tabela 3-1 sdo
usadas aqui. Veja Fontes & Agradecimentos.

com o promotor, o inicio da transcrig¢do, o desenrolamento
da dupla-hélice de DNA para expor a fita-molde e o alon-
gamento a medida que a RNA pol Il se move ao longo do
DNA. Embora alguns genes silenciados sejam desprovidos
de ligagao da RNA pol II no conjunto, compativel com a
sua incapacidade de serem transcritos em um determinado
tipo celular, outros possuem RNA pol II preparada bidirec-
cionalmente no sitio de inicio da transcri¢ao, talvez como

um meio de transcri¢io afinado em resposta a determinados
sinais celulares.

Além das sequéncias que constituem um promotor
em si, existem outros elementos de sequéncia que podem
alterar significativamente a eficiéncia da transcrigiao. As
sequéncias mais bem caracterizadas dessas “ativadoras”
sdo chamadas de acentuadores. Os acentuadores sdo ele-
mentos de sequéncia que podem atuar a distincia de um
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gene (geralmente varias ou mesmo centenas de quilobases
de distincia) para estimular a transcri¢do. Ao contri-
rio dos promotores, os acentuadores sdo independentes
tanto em posi¢gio como em orientagdo e podem estar
localizados a 5" ou 3" do sitio de inicio da transcri¢do.
Elementos especificos de acentuadores funcionam apenas
em determinados tipos celulares e, portanto, parecem estar
envolvidos no estabelecimento da especificidade tecidual
ou no nivel de expressdo de muitos genes, em conjunto
com um ou mais fatores de transcri¢do. No caso do gene
da B-globina, vérios acentuadores tecido-especificos estao
presentes tanto dentro do préprio gene como nas suas
regides flanqueadoras. A interagdo de acentuadores com
proteinas reguladoras especificas leva a niveis aumentados
de transcricdo.

A expressio normal do gene da B-globina durante o
desenvolvimento também requer sequéncias mais dis-
tantes, chamadas de regiao controladora de locus (RCL),
localizadas a montante do gene de g-globina (Fig. 3-2),
que sdo essenciais para o estabelecimento do contexto
adequado da cromatina necessdrio para a expressdo de
alto nivel apropriada. Como esperado, as mutagdes que
interrompem ou eliminam o acentuador ou as sequéncias
de RCL interferem ou impedem a expressio do gene da
B-globina (Cap. 11).

Splicing de RNA

O transcrito de RNA primadrio do gene de B-globina con-
tém dois introns, de cerca de 100 e 850 pb de tamanho,
que precisam ser removidos, e 0s segmentos remanes-
centes de RNA unidos para formar o RNAm maduro. O
processo de splicing de RNA, descrito em linhas gerais
anteriormente, ¢ minucioso e altamente eficiente; acre-
dita-se que 95% dos transcritos de B-globina sofram
splicing com precisio, produzindo RNAm funcional de
globina. As reacoes de splicing sdo guiadas por sequéncias
especificas no transcrito de RNA primdrio em ambas as
extremidades, 3" e 3’, dos introns. A sequéncia 5’ consiste
em nove nucleotideos, dos quais dois (o dinucleotideo
GT [GU no transcrito de RNA] localizado no intron ime-
diatamente adjacente ao sitio de splicing) praticamente
ndo variam entre sitios de splicing de diferentes genes
(Fig. 3-7). A sequéncia 3' consiste em aproximadamente
uma dizia de nucleotideos, dos quais, mais uma vez,
dois — o AG localizado imediatamente a 5’ do limite
intron-éxon — sdo obrigatdrios para o splicing normal.
Os locais de splicing por si s6s ndo estdo relacionados
com a matriz de leitura de um determinado RNAm. Em
algumas circunstincias, como no caso do intron 1 do
gene de B-globina, o intron, na verdade, divide um cédon
especifico (Fig. 3-7).

O significado clinico do splicing de RNA ¢ ilustrado pelo
fato de que mutagoes dentro das sequéncias conservadas
nos limites intron-éxon comumente prejudicam o splicing
de RNA, com uma redugio concomitante da quantidade
normal de RNAm de B-globina maduro; mutagdes nos dinu-
cleotideos GT ou AG mencionados anteriormente invaria-
velmente eliminam o splicing normal do intron que contém

a mutagio. Mutagdes de sitios de splicing representativas,
identificadas em pacientes com P-talassemia, sdo discutidas
em detalhes no Capitulo 11.

Splicing Alternativo

Como discutido anteriormente, quando os introns sao
removidos do transcrito de RNA primdrio pelo splicing
de RNA, os éxons remanescentes sofrem splicing juntos,
gerando o RNAm maduro final. No entanto, para a maio-
ria dos genes, o transcrito primdrio pode seguir maltiplas
vias alternativas de splicing, o que leva a sintese de multi-
plos RNAms relacionados porém diferentes, sendo que
cada um dos quais pode ser subsequentemente traduzido
para gerar produtos proteicos diferentes (Fig. 3-1). Alguns
desses eventos alternativos sio altamente tecido- ou tipo
celular-especificos e, na medida em que tais eventos sao
determinados pela sequéncia primadria, eles estdo sujeitos
i variagio alélica entre individuos diferentes. Quase todos
os genes humanos sofrem splicing alternativo em algum
grau e estima-se que hda uma média de dois ou trés trans-
critos alternativos por gene no genoma humano, expan-
dindo, assim, enormemente o conteiddo de informagdes do
genoma humano para além dos 20.000 genes codificantes
de proteinas. A regulacdo do splicing alternativo parece
desempenhar um papel particularmente impressionante
durante o desenvolvimento neuronal, no qual pode con-
tribuir para a geragdo de niveis elevados de diversidade
funcional necessdria no sistema nervoso. Consistente com
isso, a suscetibilidade a um ndmero de condi¢oes neurop-
siquidrtricas tem sido associada a mudangas ou ruptura dos
padroes de splicing alternativo.

Poliadenilacao

O RNAm maduro de B-globina contém aproximadamente
130 pb de material de 3’ nio traduzido (o 3’ UTR) entre
o cddon de parada e o local da cauda de poliA (Fig. 3-7).
Como em outros genes, a clivagem da extremidade 3’ do
RNAm e a adi¢do da cauda poliA sido controladas, pelo
menos em parte, por uma sequéncia de AAUAAA de apro-
ximadamente 20 pb antes do sitio de poliadenilagio. As
mutagdes nesse sinal de poliadenilagio em pacientes com
B-talassemia documentam a importancia desse sinal para
a clivagem adequada de 3’ e a poliadenila¢io (Cap. 11).
A 3" UTR de alguns genes pode alcangar até virios kb de
tamanho. Outros genes possuem virios sitios de poliade-
nilagio alternativos, sendo que a selegao de um deles pode
influenciar a estabilidade do RNAm resultante e, assim, o
nivel do estado de estabilidade de cada RNAm.

Edicao de RNA e Diferencas
de Sequéncia de RNA-DNA

Achados recentes sugerem que o principio conceitual sub-
jacente ao dogma central — de que o RNA e as sequéncias
de proteinas refletem a sequéncia gendmica subjacente —
nem sempre ¢ verdadeiro. A edi¢io de RNA para alterar a
sequéncia de nucleotideos do RNAm foi demonstrada em
varios organismos, incluindo os humanos. Esse processo
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envolve a desaminagdo de adenosina em sitios especifi-
cos, convertendo um A na sequéncia de DNA em inosina
no RNA resultante; este é entdo lido pela maquinaria de
tradugdo como um G, levando a alteragdes na expressio
génica e funcio proteica, especialmente no sistema nervo-
so. Diferengas de RNA-DNA mais difundidas envolvendo
outras bases (com alteragdes correspondentes na sequéncia
de aminodcidos codificada) também tém sido relatadas, em
niveis que variam entre os individuos. Embora o(s) mecanis-
mo(s) e a relevdncia clinica desses eventos permanegam
controversos, eles ilustram a existéncia de uma gama de
processos capazes de aumentar a diversidade de transcritos
e do proteoma.

ASPECTOS EPIGENETICOS E EPIGENOMICOS
DA EXPRESSAO GENICA

Dada a variedade de fungdes e destinos que células dife-
rentes em qualquer organismo devem adotar durante sua
vida qtil, é evidente que nem todos os genes no genoma
podem ser ativamente expressos em todas as células em
todos os momentos. Assim como a conclusio do Projeto
Genoma Humano foi importante para contribuir para a
nossa compreensdo da biologia humana e de doengas,
identificar as sequéncias e as caracteristicas genomicas
que orientam os aspectos de desenvolvimento, espaciais
e temporais da expressio génica continua sendo um desa-
fio formidavel. Varias décadas de trabalho em biologia
molecular definiram elementos reguladores criticos para
muitos genes individuais, como vimos na se¢io anterior,
e uma aten¢do mais recente tem sido direcionada para
a realizacdo desses estudos do genoma em uma escala
ampla.

No Capitulo 2, apresentamos os aspectos gerais da cro-
matina que empacotam o genoma e seus genes em todas as
células. Aqui, vamos explorar as caracteristicas especificas
da cromatina que estdo associadas com genes ativos ou
reprimidos como um passo para identificar o codigo regu-
lador para expressio do genoma humano. Tais estudos
concentram-se em alteragdes reversiveis no ambiente da
cromatina como determinantes da fung¢do génica, em vez
de alteracoes na sequéncia do genoma por si, e sdo, portan-
to, chamadas de epigenéticas ou, quando consideradas no
contexto do genoma como um todo, de epigendmicas (do
grego ept, sobre ou em cima).

O campo da epigenética estd crescendo rapidamente e
consiste no estudo das mudancas hereditdrias na fungio
celular ou expressio génica que podem ser transmitidas
de uma célula para outra (e até mesmo de geragdo a
geracgio), como resultado de sinais moleculares baseados
na cromatina (Fig. 3-8). Estados epigenéticos complexos
podem ser estabelecidos, mantidos e transmitidos por
uma variedade de mecanismos: modificagdes no DNA,
tais como a metilagio do DNA; intimeras modificagoes de
histona que alteram o empacotamento da cromatina ou o
acesso a ela; e substituicdo de variantes de histona espe-
cializadas que marcam a cromatina associada a sequéncias
ou regides particulares no genoma. Essas mudangas de

cromatina podem ser altamente dinimicas e transitérias,
capazes de responder rapidamente e de maneira sensivel
as necessidades de mudanca na célula, ou podem ser de
longa duracio, capazes de serem transmitidas através
de maltiplas divisdes celulares ou mesmo para geragdes
subsequentes. Em ambos os casos, o conceito fundamental
¢ que mecanismos epigenéticos #do alteram a sequéncia
de DNA subjacente e isso os distinguem de mecanismos
genéticos, 0s quais sdo baseados na sequéncia. Juntas, as
marcas epigenéticas e a sequéncia de DNA compdem o
conjunto de sinais que orientam o genoma a expressar seus
genes no momento certo, no lugar certo e nas quanridades
certas.

Cada vez mais, evidéncias apontam que as alteragoes
epigenéticas tenham um papel em doengas humanas em
resposta a influéncias ambientais ou de estilo de vida. A
natureza dindmica e reversivel das mudancas epigenéricas
possibilita um nivel de adaptabilidade ou plasticidade que
excede em muito a capacidade da sequéncia de DNA isola-
damente e, portanto, é relevante tanto para as origens como
para o tratamento potencial da doenga. Virios projetos
epigendmicos em larga escala (semelhantes ao Projeto de
Genoma Humano original) foram iniciados para catalogar
os sitios de metilagio do DNA em larga escala no genoma
(o chamado metiloma), para avaliar ambientes de CpG ao
longo do genoma, para descobrir novas variantes de his-
tonas e padrdes de modificagdo em varios tecidos e para
documentar o posicionamento de nucleossomos ao longo do
genoma em diferentes tipos celulares e em amostras tanto
de individuos assintomdticos como daqueles com cdncer
ou outras doengas. Essas andlises sdo parte de um esforco
amplo (o chamado Projeto ENCODE, para Encyclopedia
of DNA Elements) para explorar padroes epigenéticos na
cromatina em larga escala no genoma, a fim de compreender
melhor o controle da expressdo génica em diferentes tecidos
ou estados de doenca.

Metilacdo do DNA

A metilacio do DNA envolve a modificagdo de bases de
citosina por metilagio do carbono na quinta posi¢do no anel
de pirimidina (Fig. 3-9). A metilagdo extensa do DNA ¢ uma
marca de genes reprimidos e é um mecanismo difundido e
associado ao estabelecimento de programas especificos de
expressio génica durante a diferenciacio e o desenvolvi-
mento celular. Tipicamente, a metilagio do DNA ocorre
no C de dinucleotideos CpG (Fig. 3-8) e inibe a expres-
sdo génica pelo recrutamento de proteinas especificas de
ligagio a metil-CpG, que, por sua vez, recrutam enzimas
de modificacio da cromatina para silenciar a transcrigao.
A presenca de 5-metilcitosina (5-mC) é considerada uma
marca epigenética estavel que pode ser transmitida fielmente
através da divisdo celular; no entanto, estados alterados de
metilagio sdo frequentemente observados no cincer, com
hipomertilagio de segmentos gendmicos grandes ou com
hipermetilacdo regional (particularmente em ilhas de CpG)
em outros (Cap. 15).

Uma desmetilagio extensa ocorre durante o desenvol-
vimento das células germinativas e nas fases iniciais de
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Figura 3-8 Representagdo esquemdtica da cromatina e os trés principais mecanismos epigenéticos: a
metilagdo de DNA em dinucleotideos CpG, associada a repressdo génica; varias modificagies (indicadas
por cores diferentes) nas caudas das histonas, associadas tanto com expressio quanto com repressio
génica; e diversas variantes de histonas que marcam as regides especificas do genoma, associadas a fungoes
especificas necessdrias para a estabilidade cromossomica ou integridade do genoma. Nio estd em escala.

desenvolvimento embriondrio, compativel com a neces-
sidade de “redefinir” o ambiente da cromatina e restaurar
a totipoténcia ou pluripoténcia do zigoto e de varias popu-
lagoes de células-tronco. Embora os detalhes ainda nio
sejam totalmente compreendidos, essas etapas de reprogra-
magao parecem envolver a conversdo enzimdtica de 5-mC
a S-hidroximetilcitosina (5-hmC; veja a Fig. 3-9), como um
provavel intermedidrio na desmetilagio do DNA. Em geral,
os niveis de 5-mC sio estdveis ao longo dos tecidos adultos
(aproximadamente 5% de todas as citocinas), enquanto os
niveis de 5-hmC sdo muito menores e muito mais variaveis
(0,1% a 1% de todas as citosinas). Curiosamente, embora
a 5-hmC seja bem difundida no genoma, seus niveis mais
altos sdo encontrados em regides reguladoras conhecidas,
sugerindo um possivel papel na regulagio dos promotores
especificos e acentuadores.

Modificacdes de Histona

Uma segunda classe de sinais epigenéticos consiste em
uma lista extensa de modificagdes em qualquer dos tipos
principais de histonas, H2A, H2B, H3 e H4 (Cap. 2). Essas
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5-metilcitosina (5-mC) 5-hidroximetilcitosina (5-hmC)

Figura 3-9 As bases modificadas do DNA, 5-metilcitosina ¢ 5-hidro-
ximetilcitosina. Compare com a estrutura de citosina na Figura 2-2,
Os grupamentos metil e hidroximetil estio marcados em roxo. Os
atomos nos anéis de pirimidina estio numerados de 1 a 6 para indicar
o carbono 5.

modificagdes incluem a metilagio, a fosforilagdo, a acetilagao
das histonas e outros, ocorrendo em residuos de aminodci-
dos especificos, localizados principalmente nas “caudas”
N-terminais de histonas, que se estendem para fora a partir
do centro do nucleossomo (Fig. 3-8). Acredita-se que essas
modificagdes epigenéticas influenciem a expressio génica,
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afetando a compactac¢io da cromatina ou sua acessibilidade
e sinalizando complexos de proteinas que — dependendo da
natureza do sinal — ativam ou silenciam a expressdo géni-
ca naquele local. Existem duzias de sitios modificados que
podem ser experimentalmente consultados em larga escala
no genoma, utilizando-se anticorpos que reconhecem sitios
especificamente modificados — por exemplo, a histona H3
metilada na lisina na posi¢io 9 (metilacdo de H3K9, usando
a abreviagdo de uma letra K para lisina; veja a Tabela 3-1)
ou a histona H3 acetilada na lisina na posi¢io 27 (acetila¢io
H3K27). A primeira ¢ uma marca repressora associada a
regides silenciadas do genoma, ao passo que a tltima é uma
marca para regioes reguladoras ativas.

Padroes especificos de modificagdes diferentes de his-
tona estdo associados a promotores, a acentuadores ou ao
conjunto de genes em diferentes tecidos e tipos celulares. O
Projeto ENCODE, apresentado anteriormente, examinou 12
das modificagdes mais comuns em quase 50 tipos celulares
diferentes e integrou os perfis de cromatina individuais a
supostos atributos funcionais em mais de metade do genoma
humano. Esse achado sugere que uma porgio muito maior
do genoma desempenha um papel, direta ou indiretamente,
na determinagdo dos padroes variados de expressio génica
que distinguem os tipos celulares do que havia sido previa-
mente inferido, a partir do fato de que menos de 2% do
genoma ¢ “codificante” em um sentido tradicional.

Variantes de Histona

As modificacdes da histona discutidas envolvem modifica-
¢oes das principais histonas em si, que sdo todas codificadas
por clusters multigénicos em poucos locais no genoma. Ao
contririo, as muitas dezenas de variantes de histona sdo
produtos de genes completamente diferentes, localizados
em partes diferentes do genoma, e suas sequéncias de ami-
nodcidos sdo distintas das histonas canonicas, apesar de
estarem relacionadas.

Diferentes variantes de histonas estdo associadas a
diferentes funcdes e substituem — completa ou parcial-
mente — o membro relacionado das histonas principais
encontradas nos nucleossomos tipicos para gerar estru-
turas de cromatina especializadas (Fig. 3-8). Algumas
variantes marcam regioes especificas ou loci no genoma
com fungdes altamente especializadas; por exemplo, a his-
tona CENP-A é uma variante de histona relacionada com
a H3, que é encontrada exclusivamente em centrémeros
funcionais no genoma e contribui para as caracteristicas
essenciais da cromatina centromérica que marcam a loca-
lizagdo de cinetocoros ao longo da fibra do cromossomo.
Qutras variantes o mais transitorias e marcam regioes do
genoma com atributos particulares; por exemplo, H2A. X é
uma histona variante de H2A envolvida na resposta a danos
ao DNA para marcar regioes do genoma que requerem
reparo do DNA,

Arquitetura da Cromatina

Em contraste com a impressdo que se tem ao visualizar o
genoma como uma cadeia linear de sequéncia (Fig. 3-7),

o genoma adota uma disposi¢do altamente ordenada e dina-
mica dentro do espaco do niicleo, correlacionada com e
provavelmente guiada por sinais epigenéticos e epigenomicos
que acabamos de discutir. Essa paisagem tridimensional ¢
altamente preditiva do mapa de todas as sequéncias expres-
sas em qualquer tipo celular determinado (transcriptoma)
e reflete mudancas dinimicas na arquitetura da cromatina
em diferentes niveis (Fig. 3-10). Em primeiro lugar, grandes
dominios cromossomicos (até milhdes de pares de bases em
tamanho) podem exibir padroes coordenados de expres-
sdo génica em nivel cromossémico, envolvendo interagoes
dindmicas entre diferentes pontos de contato intra e inter-
cromossomicos no interior do nicleo. Em um nivel mais
aprimorado, avangos técnicos para mapear e sequenciar
pontos de contato ao longo do genoma no contexto do
espaco tridimensional apontaram para al¢as ordenadas de
cromatina que posicionam e orientam 0s genes com preci-
sdo, expondo ou bloqueando regides reguladoras criticas
para acesso da RNA pol 11, de fatores de transcri¢io e
de outros reguladores. Por dltimo, padroes especificos e
dinimicos de posicionamento dos nucleossomos diferem
entre os tipos celulares e tecidos em face as mudangas de
indicios ambientais e de desenvolvimento (Fig. 3-10). As
propriedades biofisicas, epigendmicas e/ou gendmicas que
facilitam ou especificam o empacotamento ordenado e dina-
mico de cada cromossomo durante cada ciclo celular, sem
reduzir o genoma a um emaranhado desordenado dentro
do nacleo, continuam sendo uma maravilha da engenharia
panoramica.

EXPRESSAO GENICA
COMO UMA INTEGRAGAO DOS SINAIS
GENOMICOS E EPIGENOMICOS

A programagdo de expressio génica de uma célula inclui um
subgrupo especifico de aproximadamente 20.000 genes codi-
ficantes de proteinas no genoma que sio transcritos e tradu-
zidos ativamente em seus respectivos produtos funcionais, o
subconjunto dos cerca de 20.000 a 25.000 genes de RNAnc
que sdo transcritos, a quantidade de produtos produzidos e
a sequéncia particular (alelos) daqueles produtos. O perfil de
expressio génica de qualquer célula ou tipo celular em um
determinado individuo em um determinado momento (quer
no contexto do ciclo celular, no desenvolvimento precoce ou
durante toda uma vida) e sob um determinado conjunto de
circunstancias (conforme influenciado pelo meio ambiente,
estilo de vida ou doenca) é, assim, a soma integrada de
varios efeitos diferentes, mas inter-relacionados, incluindo
0s seguintes:

e A sequéncia primdria dos genes, suas variantes alélicas e
os seus produtos codificados.

e Assequéncias reguladoras e o seu posicionamento epige-
nético na cromatina.

e Asinteragdes com os milhares de fatores transcricionais,
RNAnc e outras proteinas envolvidas no controle de
transcricio, splicing, tradugio e modificacoes pds-tra-
ducionais.

e A organizagio do genoma em dominios subcromossémicos.
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Figura 3-10 A arquitetura tridimensional e 0 empacotamento dindmico do genoma, vistos em niveis
crescentes de resolugdo. A, Dentro do nicleo interfasico, cada cromossomo ocupa um territério particular,
representado por diferentes cores. B, A cromatina é organizada em dominios subcromossémicos grandes
dentro de cada territorio, com algas que trazem determinadas sequéncias e genes em proximidade uns com
0s outros, com interagdes intra e intercromossamicas detectaveis. C, As algas trazem elementos reguladores
de longo alcance (p. ex., acentuadores ou regides de controle de locus) em associagio com promotores, que
levam 4 transcrigdo ativa e a expressio génica. D, O posicionamento de nucleossomos ao longo da fibra
de cromatina promove o acesso a sequéncias de DNA especificas para a ligagio dos fatores de transcrigio

e outras proteinas reguladoras.

® Asinteragdes programadas entre as diferentes partes do
genoma.

* O empacotamento tridimensional e dindmico da croma-
tina no nucleo.

Todos esses efeitos estio orquestrados de maneira eficiente,

hierdrquica e altamente programada. Seria de se esperar que

a perturbagdo de qualquer um deles — devido a variacio

genética, alteracdes epigenéticas e/ou processos relacionados

com doengas — alteraria o programa celular geral e sua

produgio funcional (Quadro).

DESEQUILIBRIO ALELICO NA EXPRESSAQ
GENICA

Jd se supGs que genes presentes em duas copias no genoma
seriam expressos a partir de ambos os homélogos em niveis
comparaveis. No entanto, tornou-se cada vez mais evidente
que pode haver um grande desequilibrio entre os alelos,
refletindo tanto a quantidade de variagio da sequéncia no
genoma como a interagdo entre a sequéncia do genoma e
padroes epigenéticos que acabamos de discutir.
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PANORAMA EPIGENETICO DO GENOMA E MEDICINA

e Qs diferentes cromossomos e regides cromossomicas
ocupam territdrios caracteristicos dentro do nicleo. A
probabilidade de proximidade fisica influencia a inci-
déncia de anormalidades cromossdémicas especificas
(Caps. 5e6).

® O genoma ¢ organizado em dominios de tamanho de
megabases com caracteristicas locais compartilhadas
de composi¢do de par de base (i.e., rico em GC ou
AT), densidade génica, momento da replicagio na fase
S e presenca de determinadas modificagdes de histonas
(Cap. 5).

e Os médulos de genes coexpressos correspondem a esta-
gios anatdmicos ou de desenvolvimento distintos, por
exemplo, no cérebro humano ou na linhagem hemato-
poiética. Essas redes de coexpressao sdo reveladas por
redes reguladoras compartilhadas e sinais epigenéticos,
pelo agrupamento dentro de dominios genémicos e pela
sobreposigdo de padrdes de expressdo génica alterada
em varios estados de doenga.

e Embora os gémeos monozigdticos compartilhem geno-
mas praticamente idénticos, eles podem ser bastante
discordantes para determinados tragos, incluindo a sus-
cetibilidade a doengas comuns. Mudangas significativas
na metilagio do DNA ocorrem durante o tempo de vida
desses gémeos, implicando a regulagio epigenética da
expressdo génica como uma fonte de diversidade.

o O panorama epigenético pode integrar contribui¢des
gendmicas e ambientais a doenga. Por exemplo, niveis
de metilagio de DNA diferenciados correlacionam-se
com uma variagio subjacente na sequéncia em loci espe-
cificos no genoma e, assim, modulam o risco genético
para a artrite reumatoide.

No Capitulo 2, introduzimos os achados gerais de que
qualquer genoma individual possui dois alelos diferentes
em um minimo de trés a cinco milhdes de posigdes ao longo
do genoma, distinguindo assim, pela sequéncia, as copias
herdadas materna e paternalmente daquela posigio da
sequéncia (Fig. 2-6). Agora, vamos explorar maneiras pelas
quais aquelas diferengas na sequéncia revelam desequilibrio
alélico na expressio génica, tanto em loci autossdomicos
como em loci do cromossomo X em mulheres.

Pela determinacio das sequéncias de todos os produtos
de RNA — o transcriptoma — em uma populag¢io de célu-
las, pode-se quantificar o nivel relativo de transcrigdo de
todos os genes (tanto codificantes como ndo codificantes
de proteinas) que sdo transcricionalmente ativos nessas
células. Considere, por exemplo, o conjunto de genes
codificantes de proteinas. Embora uma célula média pos-
sa conter aproximadamente 300.000 c6pias de RNAm no
total, a abundincia de RNAms especificos pode diferir em
muitas ordens de grandeza; entre genes que estdo arivos,
a maioria é expressa em niveis baixos (estimados como
sendo <10 cépias do RNAm daquele gene por célula),
enquanto outros sdo expressos em niveis muito mais ele-
vados (vdrias centenas a alguns milhares de copias daquele
RNAm por célula). Apenas em tipos celulares altamente
especializados sdo expressos determinados genes em niveis
muito elevados (muitas dezenas de milhares de copias),

correspondendo a uma proporg¢io significativa de todo
RNAm nessas células.

Agora, considere um gene expresso com uma variante da
sequéncia que possibilita fazer a distin¢do entre os produtos
de RNA (seja RNAm ou RNAnc) transcritos de cada um
de dois alelos, um alelo com um T que é transcrito para
produzir um RNA com um A, e o outro alelo com um C que
¢ transcrito para produzir um RNA com um G (Fig. 3-11).
Ao sequenciar moléculas de RNA individuais e comparar o
nimero de sequéncias geradas que contém um A ou um G
naquela posicdo, pode-se inferir a propor¢ao de transcritos
a partir dos dois alelos naquela amostra. Embora a maioria
dos genes apresente niveis substancialmente equivalentes de
expressio bialélica, andlises recentes tém demonstrado uma
expressio alélica desigual e generalizada para 5% a 20%
dos genes autossdmicos no genoma (Tabela 3-2). Para a
maioria desses genes, a extensdo do desequilibrio ¢ dupli-
cada ou menor, embora diferencas de até 10 vezes tenham
sido observadas para alguns genes. Esse desequilibrio alélico
pode refletir as interagdes entre a sequéncia do genoma e
a regulagdo génica; por exemplo, mudangas na sequéncia
podem alterar a ligagio relativa de vérios fatores de trans-
cri¢iio ou outros reguladores transcricionais aos dois alelos
ou a extensio de metilacio do DNA observada nos dois
alelos (Tabela 3-2).

Expressao Génica Monoalélica

Alguns genes, contudo, apresentam uma forma muito
mais completa de desequilibrio alélico, resultando em
uma expressio génica monoalélica (Fig. 3-11). Diversos
mecanismos demonstraram ser responsaveis pelo desequili-
brio alélico desse tipo em subgrupos especificos de genes
no genoma: rearranjo do DNA, expressdo monoalélica
aleatéria, imprinting de origem parental e, para genes no
cromossomo X no sexo feminino, inativagio do cromos-
somo X. Suas caracteristicas distintivas estdo resumidas
na Tabela 3-2.

Rearranjo Somatico

Uma forma de expressdo génica monoalélica altamente
especializada é observada nos genes que codificam imuno-
globulinas e receptores de células T, expressos em células
B e T, respectivamente, como parte da resposta imunitaria.
Os anticorpos sio codificados na linhagem germinativa por
um niimero relativamente pequeno de genes que, durante
o desenvolvimento de células B, sio submetidos a um pro-
cesso Unico de rearranjo somdtico. Este processo envolve
o corte e a colagem de sequéncias de DNA nas células
precursoras dos linfécitos (mas #do em quaisquer outras
linhagens de células) para reorganizar os genes em células
somiticas, gerando uma enorme diversidade de anticorpos.
Os rearranjos de DNA altamente orquestrados ocorrem
em muitas centenas de quilobases, mas envolvem apenas
um dos dois alelos, o qual é escolhido aleatoriamente em
qualquer célula B determinada (Tabela 3-2). Assim, a
expressio de RNAms maduros para as subunidades da
cadeia pesada ou leve de imunoglobulina ¢ exclusivamente
monoalélica.
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Figura 3-11 Padrées de expressio alélica para uma sequéncia génica com uma variante de DNA trans-
crita (aqui, um C ou T) para distinguir os alelos. Como descrito no texto, a abundancia relativa de trans-
critos de RNA dos dois alelos (aqui, carregando um G ou um A) demonstra se o gene apresenta expressio
equilibrada (parte superior), desequilibrio alélico (centro) ou expressio exclusivamente monoalélica (parte
inferior). Diferentes mecanismos subjacentes para o desequilibrio alélico sio comparados na Tabela 3-2.

SNP, Polimorfismo de nucleotideo tinico.

TABELA 3-2 Desequilibrio Alélico na Expressao Génica

Origem no
Tipo Caracteristicas Genes Afetados Base Desenvolvimento
Expressdo Abundincia de RNA desigual a partir  5%-20% dos genes Variantes de sequéncia  Embriogénese

de dois alelos, devido a variantes
de DNA e alteragdes epigenéticas
associadas; geralmente diferenga
inferior a duas vezes na expressio
Expressdo monoalélica
e Rearranjo Alreragoes na organizagio do DNA
somatico para produzir um gene funcional em
um alelo, mas nio em outro
Expressio a partir de um tnico
alelo em um locus, devido ao
empacotamento epigenético
diferencial no locus

desequilibrada

¢ Silenciamento
ou ativagao
alélica aleatéria

Silenciamento epigenético de alelo(s)
na regido “imprintada”

o [mprinting
gendémico

® Inativagdo do

autossomicos

Genes de imunoglobulina, genes Escolha aleatéria de
de receptores de células T

Genes de receptores olfativos em Escolha aleatéria de

Silenciamento epigenético de alelos em  Maioria dos genes ligados ao X

causam diferentes inicial
niveis de expressio

nos dois alelos

Linhagens de

um alelo células Te B

Tipos celulares

neuronios sensoriais; outros um alelo especificos
genes quimiossensoriais ou
do sistema imune; até 10%
de todos os genes em outros
tipos celulares
> 100 genes com fungdes no Regido “imprintada”  Linhagem
desenvolvimento marcada germinativa
epigeneticamente de parental
acordo com a origem
do progenitor
Escolha aleatéria de Embriogénese
em mulheres um cromossomo X inicial

cromossomo X um cromossomo X em mulheres

Esse mecanismo de rearranjo somatico e da expressio
génica monoalélica aleatéria também ¢é observado nos genes
de receptores de células T na linhagem de células T. Con-
tudo, tal comportamento é exclusivo para essas familias
génicas e linhagens celulares; o restante do genoma per-
manece altamente estivel ao longo do desenvolvimento e
da diferenciacio.

Expressao Monoalélica Aleatoria

Em contraste com essa forma altamente especializada de
rearranjo de DNA, a expressdo monoalélica resulta tipi-
camente da regulagio epigenética diferencial dos dois ale-
los. Um exemplo bem estudado de expressio monoalélica
aleatoria envolve a familia génica de RO descrita anterior-
mente (Fig. 3-2). Nesse caso, apenas um tnico alelo de um
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gene de RO é expresso em cada neurdnio sensorial olfatério;
as muitas centenas de outras cOpias da familia de RO per-
manecem reprimidas nessa célula. Outros genes com fungées
quimiossensoriais ou do sistema imune também apresen-
tam expressdo monoalélica aleatéria, o que sugere que este
mecanismo pode ser geral para aumentar a diversidade de
respostas para células que interagem com o mundo exterior.
Contudo, esse mecanismo aparentemente nio é restrito aos
sistemas imunes e sensoriais, porque um subgrupo subs-
tancial de todos os genes humanos (5% a 10% em diferentes
tipos celulares) tem demonstrado passar por silenciamento
alélico aleatério; estes genes estdo amplamente distribuidos
em todos os autossomos, tém uma ampla gama de fungges,
e variam nos tipos celulares e tecidos, nos quais a expressdo
monoalélica é observada.

Imprinting de Origem Parental

Para os exemplos anteriormente descritos, a escolha de qual
alelo é expresso ndo é dependente da origem parental; a
copia materna ou a paterna pode ser expressa em diferentes
células e em seus descendentes clonais. Isso distingue formas
aleatdrias de expressdo monoalélica de imprinting gendmi-
co, no qual a escolha do alelo a ser expresso é ndo aleatdria,
sendo determinada unicamente pela origem parental. O
imprinting é um processo normal que envolve a introdugio
de marcas epigenéticas (Fig. 3-8) na linhagem germinativa de
um dos progenitores, mas nio no outro, em locais especificos
no genoma. Isto leva i expressio monoalélica de um gene
ou, em alguns casos, de miltiplos genes dentro da regido
“imprintada”.

O imprinting ocorre durante a gametogénese, antes da
fertilizagdo, e marca determinados genes como sendo de
origem materna ou paterna (Fig. 3-12). Apés a concepgio,
o imprinting de origem parental é mantido em alguns ou
todos os tecidos somaticos do embrido, silenciando a expres-
sdo génica no(s) alelo(s) dentro da regido “imprintada”;
enquanto alguns genes “imprintados” apresentam expres-
sio monoalélica em todo o embrido, outros apresentam
imprinting tecido-especifico, em especial na placenta, com
expressio bialélica em outros tecidos. O estado “imprin-
tado” persiste no pés-natal até a idade adulta, através de
centenas de divisdes celulares, de modo que apenas a copia
materna ou paterna do gene é expressa. No entanto, o
imprinting deve ser reversivel: um alelo de origem paterna,
quando herdado por uma mulher, deve ser convertido em
sua linhagem germinativa de modo que ela possa passar
um imprint materno para sua prole. Da mesma maneira,
um alelo de origem materna com imprinting, quando é
herdado por um homem, deve ser convertido em sua linha-
gem germinativa de maneira que ele possa passé-lo adiante
como um alelo de imprinting paterno para sua prole
(Fig. 3-12). O controle sobre esse processo de conversdo
parece ser governado por elementos de DNA especificos,
chamados de regides de controle de imprinting ou cen-
tros de imprinting que estio localizados dentro de regides
“imprintadas” em todo o genoma; embora o seun mecanismo
exato de a¢io nio seja conhecido, muitos parecem envolver
RNAncs que iniciam a mudanga epigenética na cromati-
na, que, em seguida, se espalha ao longo do cromossomo

através da regido “imprintada”. Notavelmente, embora a
regido “imprintada” possa abranger mais do que um tnico
gene, essa forma de expressdo monoalélica € restrita a um
segmento gendmico delimitado, tipicamente de algumas
centenas de pares de quilobases a algumas megabases de
tamanhoy; isto distingue o imprinting gendmico tanto da for-
ma mais geral de expressdo monoalélica aleatéria descrita
anteriormente (que parece envolver genes individuais sob
controle locus-especifico), como da inativagdo do cromos-
somo X, descrita na proxima segdo (que envolve genes ao
longo de todo o cromossomo).

Até o momento, cerca de 100 genes “imprintados” foram
identificados em muitos autossomos diferentes. O envolvi-
mento desses genes em vérios distlirbios cromossomicos é
descrito com mais detalhes no Capitulo 6. Para as condi-
¢es clinicas decorrentes de um tinico gene “imprintado”,
tais como a sindrome de Prader-Willi (Caso 38) e sindrome
de Beckwith-Wiedemann (Caso 6), o efeito do imprinting
gendmico nos padrdes de heranca em heredogramas é dis-
cutido no Capitulo 7.

Inativagdo do Cromossomo X

A base cromossdmica para a determinagdo sexual, introdu-
zida no Capitulo 2 e discutida em mais detalhes no Capi-
tulo 6, resulta em uma diferenga de dosagem entre homens
e mulheres com relagdo a genes no cromossomo X. Aqui
vamos discutir os mecanismos cromossdmicos e moleculares
de inativagdo do cromossomo X, o exemplo mais extenso de
expressio monoalélica aleatéria no genoma e um mecanis-
mo de compensac¢do de dose que resulta no silenciamento
epigenético da maioria dos genes em um dos dois cromos-
somos X nas mulheres.

Em células de mulheres normais, a escolha de qual cro-
mossomo X deve ser inativado é aleatéria e mantida em
cada linhagem clonal. Assim, as mulheres sio mosaico em
relagdo a expressdo génica ligada ao X; algumas células
expressam alelos no X herdado de origem paterna, mas
nio no X de heranga materna, ao passo que outras células
fazem o oposto (Fig. 3-13). Esse padrio de mosaico da
expressao génica distingue a maioria dos genes ligados ao
X dos genes “imprintados”, cuja expressdo, como acaba-
mos de observar, é determinada estritamente pela origem
parental.

Embora o cromossomo X inativo tenha sido primeira-
mente identificado citologicamente pela presenga de uma
massa heterocromatica (chamada de corpiisculo de Barr) em
células interfasicas, muitas caracteristicas epigenéticas dis-
tinguem os cromossomos X ativos dos inativos, incluindo a
metilagio do DNA, modificagdes de histonas e uma variante
de histona especifica, a macroH2A, que estd particularmente
enriquecida na cromatina do X inativo. Além de fornecer
conhecimento sobre os mecanismos de inativagdo de X,
essas caracteristicas podem ser titeis no diagndstico para
identificar cromossomos X inativos em material clinico,
como veremos no Capitulo 6.

Embora a inativa¢io do X seja claramente um fend-
meno cromossdmico, nem todos 0s genes no Cromos-
somo X apresentam expressio monoalélica em células
femininas. A anilise extensa da expressdo de quase todos
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Figura 3-12 Imprinting gendmico e conversio dos imprints materno e paterno através da gametogénese mas-
culina ou feminina. Dentro de uma regido “imprintada” hipotética em um par de autossomos homélogos, os
genes “imprintados” paternalmente estio indicados em azul, enquanto um gene “imprintado” maternalmente
¢ indicado em vermelho. Apos a fecundagio, tanto o embrido do sexo masculino como o do sexo feminino
tém uma cépia do cromossomo carregando um imprint paterno e uma copia carregando um imprint materno.
Durante a ovocitogénese (parte superior) e espermatogénese (parte inferior), os imprints sio apagados pela
remogio das marcas epigenéticas e sio estabelecidos novos imprints determinados pelo sexo do progenitor na
regido “imprintada”. Os gametas, portanto, realizam inprint monoalélico apropriado i origem do progenitor,
enquanto as células somdticas em ambos os sexos carregam um cromossomo de cada tipo de imprint.

os genes ligados ao X demonstrou que pelo menos 15%
dos genes apresentam expressdo bialélica e sdo expressos
a partir de cromossomos X ativos e inativos, pelo menos
até certo ponto; uma proporcio desses apresenta niveis
significativamente mais elevados de produgio de RNAm
em células femininas em relagdo as células masculinas, sen-

do candidatos interessantes para explicar tracos sexuais
dismérficos.

Um subgrupo especial de genes estd localizado nos seg-
mentos pseudoautossémicos, que sdo essencialmente idén-
ticos nos cromossomos X e Y e passam por recombinacio
durante a espermatogénese (Cap. 2). Esses genes tém duas
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Figura 3-13 Inativagio aleatéria do cromossomo X no inicio do desenvolvimento feminino. Um pouco
depois da concepgio de um embrido feminino, tanto os cromossomos X de heranga paterna como os de
heranga paterna (pat e mat, respectivamente) estdo ativos. Na primeira semana da embriogénese, um ou
outro X é escolhido ao acaso para se tornar o futuro X inativo, por meio de uma série de eventos envol-
vendo o centro de inativagio do X (quadrado preto). Esse X torna-se entdo o X inativo (Xi, indicado pelo
sombreamento) naquela célula e em sua progénie, e forma o corpisculo de Barr em nicleos interfisicos.
O embrido feminino resultante é, assim, um mosaico clonal de dois tipos de células epigeneticamente
determinadas: uma expressa alelos do X materno (células enr rosa), enquanto a outra expressa alelos do
X paterno (células em azul). A proporgio dos dois tipos de células é determinada aleatoriamente, mas
varia entre mulheres normais e entre as mulheres que sdo portadoras de alelos de doengas ligadas ao X

(Caps. 6 e 7).

copias tanto nas mulheres (duas copias ligadas ao X) quanto
nos homens (uma cépia ligada ao X e uma ligada ao Y) e,
portanto, nio sofrem inativagio do X; como esperado, esses
genes apresentam expressao bialélica equilibrada, como se
vé na maioria dos genes autossomicos.

Centro de Inativagdo do X e o Gene XIST. A inativacido
do X ocorre muito cedo no desenvolvimento embriondrio
feminino, e a determinacio de qual X serd designado como
X inativo em qualquer célula no embriio é uma escolha
aleatéria sob controle de um /ocus complexo chamado de
centro de inativagio do X. Essa regido contém um gene de
RNAnc incomum, o XIST, que parece ser um locus-mes-
tre regulador importante para a inativagio do X. O XIST
(acronimo para a expressio em inglés inactive X [Xi]-specific
transcripts) tem a nova caracteristica que € expressa apenas a
partir do alelo no X inativo; ¢ transcricionalmente silencioso
no X ativo tanto em células masculinas como femininas.
Embora o modo exato de agdo de XIST seja desconhecido,
a inativagio de X ndo pode ocorrer na sua auséncia. O
produto de XIST é um RNAnc longo que permanece no
nticleo em estreita associagio com o cromossomo X inativo.

Outros aspectos e consequéncias da inativagio do cro-
mossomo X serio discutidos no Capitulo 6, no contexto de
individuos com cromossomos X estruturalmente anormais

ou com um nimero anormal de cromossomos X, e no Capi-
tulo 7, no caso de mulheres que sio portadoras de alelos
mutantes deletérios para doencas ligadas ao X.

VARIAGAO NA EXPRESSAO GENICA E SUA
RELEVANCIA PARA A MEDICINA

A expressio regulada de genes no genoma humano envolve
um conjunto de inter-relagdes complexas entre diferentes
niveis de controle, incluindo a dosagem génica adequada
(controlada por mecanismos de replica¢do e segregagdo
cromossdmica), estrutura génica, empacotamento de croma-
tina e regulagio epigenética, transcricdo, splicing de RNA e,
para os loci codificantes de proteina, estabilidade do RNAm,
traducdo, processamento e degradagao de proteinas. Para
alguns genes, oscilagdes nos niveis do produto do gene fun-
cional, devido & variagdo hereditdria na estrutura de um
gene particular ou as alteragdes induzidas por fatores ndo
genéticos, como a dieta ou o ambiente, sdo relativamente
de pouca importincia. Para outros genes, mesmo alteragoes
relativamente menores nos niveis de expressio podem ter
consequéncias clinicas desastrosas, refletindo a importancia
desses produtos génicos em vias bioldgicas especificas. A
natureza da variagdo hereditaria na estrutura e na fungio
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dos cromossomos, dos genes e do genoma, combinada a
influéncia dessa variag¢io na expressio de caracteristicas
especificas, € a propria esséncia da genética médica e mole-
cular e é tratada nos capitulos subsequentes.
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PROBLEMAS

1. A sequéncia de aminoécidos a seguir representa parte de
uma proteina. A sequéncia normal e quatro formas mutan-
tes s30 mostradas. Consultando a Tabela 3-1, determine a
sequéncia da dupla-fita da segdo correspondente do gene
normal. Que fita é aquela que a polimerase de RNA “l¢”?
Qual seria a sequéncia do RNAm resultante? Que tipo de
mutagio cada proteina mutante provavelmente representa?

Normal -lys-arg-his-his-tyr-leu
Mutante 1  -lys-arg-his-his-cys-leu
Mutante 2  -lys-arg-ile-ile-ile-
Mutante 3 -lys-glu-thr-ser-leu-ser-
Mutante 4 -asn-tyr-leu-

2. Os seguintes itens estdo relacionados uns com os outros de
maneira hierdrquica: cromossomo, par de base, nucleos-
somo, par de quilobase, intron, gene, éxon, cromatina,
cbdon, nucleotideo, promotor. Quais sio essas relages?

3. Descreva como se pode esperar que uma mutagio em cada
uma das seguintes regides altere ou interfira na fungio
génica normal, causando doengas humanas: promotor,

c6don iniciador, sitios de splicing nas jungdes intron-éxon,
uma delegio de um par de base na sequéncia codificante,
c6don de parada.

>

A major parte do genoma humano consiste em sequén-
cias que ndo sdo transcritas e nao codificam produtos
génicos diretamente. Considere maneiras pelas quais os
seguintes elementos do genoma podem contribuir para
doengas humanas: introns, sequéncias repetitivas Alu ou
LINE, regides de controle de locus, pseudogenes..

5. Contraste os mecanismos e as consequéncias do splicing
de RNA e do rearranjo somitico.

N

Considere diferentes maneiras em que mutagdes ou varia-
¢Oes a seguir podem levar a doengas humanas: modifica-
¢Oes epigenéticas, metilagio do DNA, genes de miRNA,
genes de RNAInc.

7. Compare os mecanismos e as consequéncias do imprinting
gendmico e da inativagdo do cromossomo X.





