Ao longo das ultimas 3 décadas, houve um progresso mar-
cante na compreensao da estrutura e fungio dos genes ¢
cromossomos. Esses avangos foram auxiliados pelas aplica-
¢oes da genética 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 visao geral da estrutura e fun¢do génicas
e dos aspectos da genética molecular que sdo necessdrios
para a compreensao das abordagens genéticas e gendmicas
na medicina. Para complementar as informagdes 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 organizagao
no genoma teve um impacto enorme na medicina e na nos-
sa percep¢do da fisiologia humana. Em 1980, Paul Erb foi
agraciado com o prémio Nobel por ter previsto o inicio
desta nova era:

Como o nosso conbecimento e nossa pratica 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
humano... Necessitaremos de um conbecimento mais
detalbado de como os genes humanos sdo organizados e
como funcionam e siao regulados. Teremos também de ter
médicos que estejam tao familiarizados com a anatomia
molecular e fisiologia dos cromossomos e genes como o
cirurgiao cardiaco estd familiarizado com a estrutura e
funcionamento do coragao.

INFORMACOES DO CONTEUDO
DO GENOMA HUMANO

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

O Genoma Humano:
Estrutura e Funcao Geénicas

morfoldgicos, 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
interagdes com o meio ambiente. Mesmo com a sequéncia
essencialmente completa do genoma humano em maios,
ainda ndo sabemos o niimero 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
informacio 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 fun¢des especificas na
célula. Mas se houvesse uma simples correspondéncia de
um para um entre genes e 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 € encontrada em duas caracteristicas
da estrutura e funcdo génicas. Em primeiro lugar, muitos
genes sdo capazes de gerar vdrios produtos diferentes, nio
apenas um (Fig. 3-1). Esse processo, discutido mais adiante
neste capitulo, ¢ efetuado através do uso de segmentos de
codificagio alternativos nos genes e de modificacdes bio-
quimicas subsequentes da proteina codificada; essas duas
caracteristicas dos genomas complexos resultam em uma
amplificacdo substancial do contetido de informacdes. 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
genéricos, ambientais ou de desenvolvimento. A natureza
combinatéria das redes de proteinas resulta em uma diver-
sidade ainda maior de possiveis fun¢des celulares.

Os genes estio 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 e fenotipo. O genoma contém tanto genes de RNA codificantes
de proteinas (em azul) como genes de RNA ndo codificantes (RNAnc) (em vermelbo). Muitos genes no
genoma usam informagoes de codificagio alternativas para gerar varios produtos diferentes. RNAncs
grandes e pequenos participam da regulagiio génica. Muitas proteinas participam em redes multigénicas
que respondem aos sinais celulares de maneira coordenada e combinatdria, ampliando ainda mais a gama
de fungdes 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 nio estdo distribuidos aleato-
riamente ao longo do cromossomo, e sua localizagio
¢ particularmente aumentada em duas regides cromos-
somicas com densidade génica tio 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. Outras
regioes sao 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 anotagao do genoma ainda
sio um desafio continuo; apesar da aparente robustez de
estimativas recentes, ¢ praticamente certo que existem
alguns genes, incluindo genes clinicamente relevantes,
que atualmente nao sao detectados ou que apresentam
caracteristicas que atualmente ndo sdo reconhecidas
como sendo associadas a genes. E, em segundo lugar,
como mencionado no Capitulo 2, muitos genes ndo sdo
codificantes de proteinas; seus produtos sio moléculas

de RNA funcionais (RNAs niao codificadores ou RNAnc;
Fig. 3-1), que desempenham uma variedade de funcdes
na célula, muitas das quais estdo apenas comecando a
ser desvendadas.

Para genes localizados nos autossomos, existem duas
copias de cada gene, uma no cromossomo herdado da mie
e uma no cromossomo herdado do pai. Para a maioria
dos genes autossomicos, ambas as cOpias sdo expressas e
geram um produto. Existe, no entanto, um nimero cres-
cente de genes no genoma que sio excecOes a essa regra
geral e sdo expressos a partir das duas copias em niveis
caracteristicamente diferentes, incluindo alguns que, em
€aso extremo, sao expressos a partir de apenas um dos dois
homaélogos. Esses exemplos de desequilibrio alélico sao 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 informagao genética estd contida no DNA nos
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Figura 3-2 Conteiido 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 ¢ baixa nas demais
regides. B, Uma regido expandida de 5,15 a 5,35 Mb (medida a partir do telomero do brago 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, o 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 niicleo
que contém o genoma, separado do citoplasma por uma
membrana nuclear. Ao contrario, nos procariontes, como a
bactéria intestinal Escherichia coli, o DNA nio esta inserido
dentro de um nicleo. Devido i compartimentalizagio de
células eucaridticas, a transferéncia de informagoes do nicleo
para o citoplasma é um processo complexo que tem sido
foco de muita atengio entre bidlogos moleculares e celulares.

A liga¢do molecular entre esses dois tipos relacionados
de informacao — o codigo do DNA dos genes e o codigo do
aminodacido da proteina — ¢ 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-
50, a uracila (U) substitui a timina como uma das bases de
pirimidina do RNA (Fig. 3-3). Outra diferenca entre o RNA
e 0 DNA ¢é que o RNA, na maioria dos organismos, existe
como uma molécula de fita Gnica, enquanto o DNA, como
vimos no Capitulo 2, existe como uma dupla-hélice.

As relagoes de informagdes entre o DNA, o RNA e as
proteinas estao interligadas: o DNA gendmico direciona a
sintese e a sequéncia de RNA, o RNA direciona a sintese ¢
sequéncia de polipeptideos, e as proteinas especificas estdo
envolvidas na sintese e no metabolismo do DNA e do RNA.
Esse fluxo de informagdes 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 agicar ribose substitui o agticar desoxirribose do
DNA. Compare com a Figura 2-2.

A informagio genética estd armazenada no DNA do
genoma por meio de um codigo (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 ¢ sintetizado a
partir do molde de DNA por um processo conhecido como
transcrigdo. O RNA, que carrega a informagao 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 aminodcidos na proteina que
estd sendo sintetizada. O processo de traducdo ocorre
nos ribossomos, que sdo organelas citoplasmaticas com
locais de ligagdo para todas as moléculas de interacio,
incluindo 0 RNAm, envolvido na sintese proteica. Os
ribossomos sao compostos de muitas proteinas estruturais
diferentes em associagio com tipos especializados de RNA
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conhecidos como RNA ribossomicos (RNAr). A tradugio
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 discussio
da genética molecular da expressdo génica em qualquer um
dos seus trés niveis de informagao: DNA, RNA ou proteina.
Comegamos examinando a estrutura dos genes no genoma
como uma base para a discussdo do codigo genético, trans-
cri¢do e traducdo.

“A montante”

inicio da

Promotor PAonce Cod
odon

iniciador

ORGANIZACAO 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 codigo para uma sequéncia de
aminodcidos de uma cadeia polipeptidica e as sequéncias
reguladoras necessdrias para a sua expressao. Essa descri¢ao,
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 distirbios importantes de hemoglobina
(Casos 42 e 44). As mutacoes no gene BRCAI (24 éxons) sdo responsaveis por virios casos de cancer de
mama e de ovdrio hereditdrios (Caso 7). As mutagdes no gene da cadeia pesada de f-miosina (MYH?7)
(40 éxons) levam 4 miocardiopatia hipertrofica hereditdria.
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introns, sdo inicialmente transcritas em RNA no nucleo,
mas ndo estio presentes no RNAm maduro no citoplasma,
porque sdo removidas (“spliced out”) por um processo que
discutiremos adiante. Assim, a informacio de sequéncias
intrénicas nao é, normalmente, representada no produto
final da proteina. Os introns sao alternados com éxons, os
segmentos de genes que determinam, por fim, a sequéncia
de aminoacidos da proteina. Além disso, a cole¢iao de éxons
codificantes em qualquer gene em particular é flanqueada
por sequéncias adicionais que sdo transcritas mas nao tradu-
zidas, chamadas de regioes ndo 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 muite 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 sio excepcionalmente grandes; por
exemplo, o gene da distrofina no cromossomo X (nos quais
mutacdes 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
definicao molecular de um gene como uma sequéncia de
DNA que especifica a producao 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 é, para a produgao 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 primdrio ser sintetizado na direcao de 5’ para 3,
o inicio da transcrigdo é chamado de extremidade 5’ da
porg¢do transcrita de um gene (Fig. 3-4). Por convencio,
o DNA genémico que antecede o local de inicio de trans-
crigdo na dire¢do 5’ é chamado de sequéncia “a montante”
(upstream), enquanto que a sequéncia de DNA localizada
na direcdo 3’ além da extremidade de um gene é chamada
de sequéncia “a jusante” (downstream). Na extremidade
5" de cada gene encontra-se uma regiio promotora que
inclui sequéncias responsdveis pelo inicio adequado da
transcricdo. Dentro dessa regido estdo varios elementos de
DNA, cuja sequéncia é frequentemente conservada entre
virios genes diferentes; esta conservagio, em conjunto com
estudos funcionais de expressdo génica, indica que essas
sequéncias especificas desempenham um papel importante
na regulagio génica. Apenas um subconjunto de genes no

genoma ¢ expresso em qualquer tecido ou em qualquer
momento durante o desenvolvimento. Vdrios tipos dife-
rentes de promotor sio encontrados no genoma humano,
com diferentes propriedades reguladoras que especificam
os padroes, 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 doengas genéticas que podem interferir na expressao
normal de um gene. Esses elementos reguladores, incluindo
os acentuadores, os insuladores ¢ as regides de controle do
locus, sao discutidos detalhadamente mais adiante neste
capitulo. Alguns desses elementos encontram-se a uma dis-
tancia significativa da por¢ao codificante de um gene, o que
reforga 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 adigao
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 facam parte do que é chamado de
gene, as dimensdes precisas de qualquer gene em particular
permanecerdo um tanto incertas, até que as fungdes 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 regidao 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 -globina no
cromossomo 11 e o aglomerado de genes relacionados da
o-globina no cromossomo 16 tenham surgido pela duplica-
¢do de um gene precursor primitivo hd 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 evolucao; cada um dos genes
funcionais de globina possui dois introns em localizagdes
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 vdrios genes de globina, no estado normal,
bem como em muitos distirbios hereditirios da hemoglo-
bina, é 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 (RQO). Estima-se
que existam até 1.000 genes de RO no genoma. Os RO sdo
responsaveis pelo nosso sentido olfativo agugado que pode
reconhecer e distinguir milhares de substancias quimicas
estruturalmente diversas. Os genes de RO sido 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
hd sequéncias que sdo relacionadas com a globina funcio-
nal e genes de RO, mas que ndo produzem qualquer RNA
funcional ou produto proteico. Sequéncias de DNA que se
assemelham muito a genes conhecidos, mas nio sdo funcio-
nais, sdo chamadas de pscudogenes, ¢ existem dezenas de
milhares de pseudogenes relacionados com muitos genes e
familias génicas diferentes localizados ao longo do genoma.
Os pseudogenes sdo de dois tipos gerais, processados e nio
processados. Acredita-se que os pseudogenes nio proces-
sados sejam subprodutos da evolucio, representando genes
“mortos” que antes eram funcionais, mas que agora sao
vestigiais, tendo sido inativados por mutag¢oes sequéncias
codificantes ou reguladoras criticas. Ao contririo dos pseu-
dogenes nio processados, os pseudogenes processados sio
pseudogenes que foram formados, ndo por mutagio, mas
por um processo chamado de retrotransposicao, que envolve
a transcri¢do, a geragdo de uma copia de DNA a partir do
RNAm (o chamado DNAc) por transcri¢do reversa e, por
fim, a integragdo dessas copias de DNA no genoma em um
local geralmente bastante distante do gene original. Como
esses pseudogenes sdo criados por retrotransposigio de
uma copia de DNA do RNAm processado, eles nio pos-
suem introns e ndo estao necessaria ou geralmente no mes-
Mo Cromossomo (ou regido cromossodmica) 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 sao 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 nao codificantes (RNAnc)
tém uma gama de fungoes nas células, embora muitos nio

tenham uma fungio identificada. Pelas estimativas atuais,
existem cerca de 20.000 a 25.000 genes de RNAng, 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 estimativa 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 tradu¢io de RNAm nos ribosso-
mos, outros RNAs envolvidos no controle do splicing de
RNA, e os pequenos RNAs nucleolares (RNApno) envol-
vidos na modificacio 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 ¢ 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 scus 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 evolug¢io. Alguns

RNAS NAO CODIFICANTES E DOENCAS

A importincia de varios tipos de RNAnc para a medicina

¢ ressaltada por seus papéis em uma gama de doengas

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

* A dele¢io 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 regido do
gene critica para a especificidade de reconhecimento de
seu(s) RNAm(s)-alvo, pode resultar em perda auditiva
progressiva em adultos.

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

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

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

* Delecao, expressao anormal e/ou alteragdes estruturais
em diferentes RNAIncs com papéis na regulagio da
expressao génica de longo alcance e fun¢io gendmica
levam a uma variedade de distirbios que envolvem
a manutencao do tamanho do telémero, a expressao
monoalélica de genes em regites especificas do genoma
e 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, ransporte de RNA do nicleo para o citoplasma, e tradugio.

miRNAs mostraram regular negativamente centenas de
RNAms cada, com diferentes combinacoes 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 rdapido movimento da
biologia genémica, mutagdes em virios genes de RNAnc ja
foram implicadas em doengas humanas, incluindo cincer,
distirbios do desenvolvimento e varias doengas 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 virios passos (Fig. 3-5).
O inicio da transcri¢io de um gene estd sob a influéncia de
promotores e outros elementos reguladores, bem como de
proteinas especificas conhecidas como fatores de transcricio,
que interagem com sequéncias especificas dentro dessas
regides e determinam um padrio espacial e temporal de
expressdo de um gene. A transcri¢do de um gene ¢ iniciada
no sitio de “inicio” de transcricio no DNA cromossdmico
no inicio de uma regiao 5’ transcrita, mas nio traduzida

(chamada de 5" UTR), imediatamente a montante das
sequéncias codificantes. Ela continua ao longo do cromos-
somo para qualquer lugar das virias centenas de pares base
até mais de um milhdo de pares de bases, passando tanto por
introns como éxons, além da extremidade das sequéncias
codificantes. Apos a modificagio nas extremidades 5' e 3’ do
transcrito de RNA primdrio, as por¢des correspondentes aos
introns sao removidas e os segmentos correspondentes aos
éxons sao removidos em conjunto, um processo chamado
de splicing de RNA. Apds o splicing, o RNAm resultante
(contendo um segmento central que é agora colinear com
as porg¢oes codificantes do gene) é transportado do niicleo
para o citoplasma, onde o 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 hereditirios (Caps. 11 e 12).

Transcricao

A transcri¢do de genes codificantes de proteinas pela RNA
polimerase Il (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 3-3). A sintese do transcrito de RNA
primdrio prossegue na direcdo de 5’ para 3', enquanto a
fita do gene que é transcrita e que serve como molde para a
sintese de RNA ¢ na verdade lida na dire¢io de 3" a §' em
relagio a direcdo 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 nao
transcrito é 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 transcricdo € entio chamada de fita ndo codificante
ou antissenso. A transcri¢io continua por ambas as porgoes
intronicas e exdnicas do gene, para além da posi¢ao no
cromossomo que, por fim, corresponde a extremidade 3’
do RNAm maduro. Nio se sabe se a transcri¢do termina
em um ponto de término 3" predeterminado.

O transcrito primdrio de RNA ¢é processado pela adigdo
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 informacao
de codificagio. Essa clivagem ¢ seguida pela adicdo 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),

TABELA3-1 O Cédigo Genético

geralmente encontrada na por¢io 3’ nio traduzida do trans-
crito de RNA. Todas essas modificagdes pds-transcricionais
ocorrem no nucleo, assim como o processo de splicing de
RNA. O RNA totalmente processado, chamado agora de
RNAm, € entdo transportado para o citoplasma, onde ocorre
a traducio (Fig. 3-5).

Traducé@o e Codigo Genético

No citoplasma, o 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¢ao 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 185 e 285) e varias
dtzias de proteinas ribossomicas (Fig. 3-5).

A chave para a tradugdo é um cddigo que relaciona
aminodcidos especificos com combinagoes de trés bases
adjacentes ao longo do RNAm. Cada conjunto de trés
bases constitui um cédon, especifico para um determinado
aminodacido (Tabela 3-1). Teoricamente, variagdes 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 G
UUA leu UCA ser UAA stop UGA Stop A
uuG leu ucG ser UAG stop UGG trp G

C Ccuu leu CCU pro CAU his CGU arg U
CcucC leu CCC pro CAC his CGC arg C
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
GucC val GCC ala GAC asp GGC gly C
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 glutdmico thr (T) treonina

his (H) glicina trp (W) triptofano

gly (G) histidina tyr (Y) tirosina

ile (1) isoleucina val (V) valina

Stop, codon de término.

Os codons sio apresentados em termos de RNAm, que sio complementares aos cédons de DNA correspondentes.
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infinitas sdo possiveis no arranjo das bases ao longo de uma
cadeia de polinucleotideos. Em qualquer posigio, existem
quatro possibilidades (A, T, C ou G); assim, para trés bases,
existem 4°, ou 64, possiveis combinacées de trincas. Esses
64 codons constituem o codigo genético.

Como existem apenas 20 aminodcidos ¢ 64 codons
possivels, a maioria dos aminodcidos ¢é especificada por
mais de um c6don; portanto, o cédigo é considerado
degenerado. Por exemplo, a base na terceira posi¢do 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 sdo, cada uma, especi-
ficadas por seis codons. Apenas a metionina e o triptofano
sdo, cada um, especificados por um dnico codon. Trés dos
codons sdo chamados de codons de parada (ou nonsen-
se) porque designam o término da tradu¢io do RNAm
naquele ponto.

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

Os elos moleculares entre cddons e aminodcidos sdo as
moléculas de RNAt especificas. Um local determinado em
cada RNAt forma um anticodon de trés bases que é com-
plementar a um cédon especifico no RNAm. A ligacdo entre
o codon e o anticédon leva o aminodcido adequado a pro-
xima posi¢do no ribossomo para a fixagao, pela formagao
de uma ligacdo peptidica na extremidade carboxilica da
cadeia polipeptidica crescente. O ribossomo, em seguida,
desliza exatamente trés bases ao longo do RNAm, alinhando
o préoximo cédon para reconhecimento por outro RNAt
contendo o préximo aminodcido. Assim, proteinas so sin-
tetizadas da extremidade aminoterminal até a extremidade
carboxiterminal, o que corresponde a tradugio do RNAm
na direcao 5" a 3'.

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

Transcricdo do Genoma Mitocondrial

As secoes anteriores descreveram fundamentos da expres-
sdo génica para genes contidos no genoma nuclear. O geno-
ma mitocondrial possui transcrigdo 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 2 medida que adotam a
sua forma funcional final (Cap. 12). A cadeia polipepti-
dica, que é o produto de tradugdo primdrio, dobra sobre
si mesma e forma ligacoes 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 tinico. Por exemplo, duas cadeias de a-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 adi¢ao de gru-
pos metil, fosfatos ou carboidratos em locais especificos.
Essas modificagdes podem ter influéncia significativa na
fun¢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 localizacao 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 compdem a insulina madura,
uma com tamanho de 21 e outra de 30 aminoacidos, sdo
originalmente parte de um produto de tradug¢do primario
de 82 aminodcidos chamado de proinsulina.

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

EXPRESSAO GENICA EM ACAO

O fluxo de informacoes descritas nas segoes 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 aminoacidos, codificada por um gene que ocupa
aproximadamente 1,6 kb no braco 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), é transcrito na dire¢do do centrome-
ro para o telémero. A orientagio, no entanto, ¢ distinta
para diferentes genes no genoma e depende de qual fita
da dupla-hélice cromossémica é a fita codificante para um
determinado gene.

As sequéncias de DNA necessdrias para o inicio preciso
da transcrigdo do gene da B-globina estao localizadas no
promotor dentro de cerca de 200 pb a montante do local
de inicio da transcri¢io. 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 sio representadas na Figura 3-6 para ilustrar
as relacdes entre esses trés niveis de informag¢io. 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 ...TATTGCTTAGATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGEC ... o
DNA 5 ... ATAACGAATGTAAACGAAGACTGTGTTGACACAAGTGATCGTTGGAGTTTGTCTGTGGTACCACGTGGACTGAGGACTCCTCTTCAGAGGG ... &
Inicio Transcri(_:aol
Matriz de leitura
L L. .. . LS. DR i,
RNAM 5 ACAUUUGCUUCUGACACAACUGUGUUCACUAGCAACCUCAAACAGACACCAUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAGAAGUCUGCC ... 3
Traducéol

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 -globina humana no
braco curto do cromossomo 11. A transcrigio da fita de 3" a 5’ (inferior) comega no sitio de inicio indicado,
produzindo o RNA mensageiro de B-globina (RNAm). A matriz de leitura traducional é determinada pelo
codon iniciador AUG (» « +); codons subsequentes especificando aminodcidos sdo indicados em azul. As

outras duas matrizes potenciais nio sio 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 convengao, 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 estd contida a maioria dos elementos,
mas nao todos, de sequéncia necessarios para codificar e
regular a expressdo desse gene. Muitas das caracteristicas
estruturais importantes do gene da B-globina estdo indicadas
na Figura 3-7, incluindo elementos de sequéncias promoto-
ras conservados, os limites intron-éxon, 5" e 3 UTRs, sitios
de splicing de RNA, os cddons iniciador e de término e o
sinal de poliadenilagio, todos os quais sio conhecidos por
serem mutados em varios defeitos hereditarios do gene da
B-globina (Cap. 11).

Inicio da Transcri¢cao

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¢ao) que controlam a transcri¢ao, incluindo, no caso
dos genes de globina, aquelas proteinas que restringem a
expressdo desses genes em células eritroides, as células em
que a hemoglobina ¢ produzida. Ha bem mais de 1.000
fatores de transcri¢ao de ligacdio ao DNA sequéncia-espe-
cificos no genoma, sendo que alguns deles sio ubiquos em
sua expressao, enquanto outros sao especificos para o tipo
celular ou tecido.

Uma sequéncia promotora importante encontrada em
muitos dos genes, mas ndao em todos, é a TATA box, uma
regido 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 posi¢io do inicio de trans-
cri¢io, que no gene de B-globina esta aproximadamente

50 pb a montante do sitio de inicio da traducio (Fig. 3-6).
Entdo, 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 duzias de pares de bases
mais a montante (Fig. 3-7). Tanto mutag¢des 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 transcricio, demonstrando assim
a importancia desses elementos para a expressio génica
normal. Muitas mutacoes nesses elementos reguladores tém
sido identificadas em pacientes com o disttirbio 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 sdo constitutivamente expressos
na maioria ou em todos os tecidos (0s chamados genes
de manutencao — housekeeping genes) muitas vezes nao
tém os boxes CAT e TATA, que sdo mais tipicos dos
genes tecido-especificos. Os promotores de muitos genes
de manutenc¢ao contém uma alta propor¢io de citosinas
e guaninas em relagdo ao DNA circundante (veja o pro-
motor do gene BRCAT do cancer 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 concentragao surpreendente-
mente alta do dinucleotideo 5'-CpG-3’ (o p representa o
grupo fosfato entre bases adjacentes; veja a Fig. 2-3), que
se destaca de um panorama gendmico mais geral rico em
AT. Acredita-se que alguns dos elementos de sequéncia
rica em CG encontrados nesses promotores servem como
sitios de ligacdo para fatores de transcri¢do especificos.
As ilhas de CpG também siao importantes porque elas
sdo alvos de metilagao de DNA. A metilagido extensa do
DNA nas ilhas CpG esta geralmente associada a repressao
da transcricdo génica, como discutiremos mais adiante
no contexto da cromatina e do seu papel no controle da
expressao génica.

A transcricdo pela RNA polimerase I1 (RNA pol 11) é
sujeita a regulacdo em multiplos niveis, incluindo a ligagio
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Exon 1

intron 1

Exon 2

intron 2

Exon 3

5 ....agccacaccctagggttgg€caatctactcccaggagcagggagggcaggagccagggctgggcataa

laaa
e

gtcagggcagagccatctattgecttACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATG

ValHisLeuThrProGluGluLysSerAlaValThrAlaLeuTrpGlyLysValAsnValAspGluValGlyGlyGlu
GTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAG

AlalLeuGlyAr-
GCCCTGGGCAGgttggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcatgtggagacagagaag

-gLeulLeuValValTyr
actcttgggtttctgataggcactgactctctctgectattggtctattttcccacccttagGCTGCTGGTGGTCTAC

ProTrpThrGLnArgPhePheGluSerPheGlyAsplLeuSerThrProAspAlaValMetGlyAsnProLysVallys
CCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAG

AlaHisGlyLysLysVallLeuGlyAlaPheSerAspGlylLeuAlaHisLeuAspAsnLeulysGlyThrPheAlaThr
GCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACA

LeuSerGluLeuHisCysAsplLysLeuHisValAspProGluAsnPheArg
CTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGgEgagtctatgggacccttgatgtttt
ctttccccttcttttctatggttaagttcatgtcataggaaggggagaagtaacagggtacagtttagaatgggaaac
agacgaatgattgcatcagtgtggaagtctcaggatcgttttagtttcttttatttgctgttcataacaattgttttc
ttttgtttaattcttgetttetttttttttcttcteccgcaatttttactattatacttoatgeccttaacattgtgtat
aacaaaaggaaatatctctgagatacattaagtaacttaaaaaaaaactttacacagtctgcctagtacattactatt
tggaatatatgtgtgcttatttgcatattcataatgtccctactttattttcttttatttttaattgatacataatca
ttatacatatttatgggttaaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaattttgcatt
tgtaattttaaaaaatgctttcttcttttaatatacttttttgtttatcttatttctaatactttccctaatctettt
ctttcagggcaataatgatacaatgtatcatgcctctttgcaccattctaaagaataacagtgataatttctgggtta
aggcaatagcaatatttctgcatataaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaa
tagcagctacaatccagctaccattctgettttattttatggttgggataaggctggattattctgagtccaagectag

LeuLeuGlyAsnVallLeuValCysVallLeuAla
gcccttttgctaatcatgttcatacctettatettectecccacagCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCC

HisHisPheGlyLysGluPheThrProProValGlnAlaAlaTryGlnLysValValAlaGlyValAlaAsnAlaLeu
CATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTG

AlaHisLysTyrHisTer
GCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTAC

TAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCaatgat
gtatttaaattatttctgaatattttactacaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaacataaagaaatgatg
agctgttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaaggtgaggctgcaaccagctaatgcaca
ttggcaacagcccctgatgectatgecttattcatccctcagaaaaggattcttgtagaggcettga. . .. K

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 maiisculas representam sequéncias exonicas
que correspondem ao RNAm maduro. As letras mintsculas indicam introns e sequéncias flanqueadoras.
As sequéncias CAT e TATA box na regido flanqueadora 5’ sdo indicadas na cor marrom. Os dinucleotideos
GT e AG, importantes para o splicing de RNA nas jungoes intron-éxon, e o sinal AATAAA, importante
para a adi¢io de uma cauda poliA, estdo também realgados. O codon iniciador ATG (AUG no RNAm) e o
cédon de parada TAA (UAA no RNAm) sdo mostrados em letras vermelhas. A sequéncia de aminodacidos
de B-globina é mostrada acima da sequéncia codificante; as abreviagoes de trés letras na Tabela 3-1 sio
usadas aqui. Veja Fontes & Agradecimentos.

com o promotor, o inicio da transcri¢do, o desenrolamento
da dupla-hélice de DNA para expor a fita-molde ¢ o alon-
gamento a medida que a RNA pol IT se move ao longo do
DNA. Embora alguns genes silenciados sejam desprovidos
de ligacio da RNA pol Il 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¢do, talvez como

um meio de transcri¢ao 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 transcrigio. As
sequéncias mais bem caracterizadas dessas “ativadoras™
sdo chamadas de acentuadores. Os acentuadores sao ele-
mentos de sequéncia que podem atuar a distincia de um
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gene (geralmente vdrias ou mesmo centenas de quilobases
de distdncia) para estimular a transcri¢cdo. Ao contra-
rio dos promotores, os acentuadores sio independentes
tanto em posi¢do como em orientagdo e podem estar
localizados a 5" ou 3’ do sitio de inicio da transcricdo.
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¢io. No caso do gene
da B-globina, varios acentuadores tecido-especificos estio
presentes tanto dentro do préprio gene como nas suas
regioes flanqueadoras. A intera¢do de acentuadores com
proteinas reguladoras especificas leva a niveis aumentados
de transcrigdo.

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

Splicing de RNA

O transcrito de RNA primario do gene de f-globina con-
tém dois introns, de cerca de 100 e 850 pb de tamanho,
que precisam ser removidos, ¢ 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 precisdo, produzindo RNAm funcional de
globina. As reacoes de splicing sdo guiadas por sequéncias
especificas no transcrito de RNA primario em ambas as
extremidades, 5’ 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 duizia de nucleotideos, dos quais, mais uma vez,
dois — o AG localizado imediatamente a 5’ do limite
intron-éxon — sdo obrigatorios 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 mutagdes dentro das sequéncias conservadas
nos limites intron-éxon comumente prejudicam o splicing
de RNA, com uma reducao 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. Mutagoes de sitios de splicing representativas,
identificadas em pacientes com [B-talassemia, sdo discutidas
em detalhes no Capitulo 11.

Splicing Alternativo

Como discutido anteriormente, quando os introns sio
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 multiplas
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 sio
determinados pela sequéncia primadria, eles estio sujeitos
a variagdo alélica entre individuos diferentes. Quase todos
os genes humanos sofrem splicing alternativo em algum
grau e estima-se que ha uma média de dois ou trés trans-
critos alternativos por gene no genoma humano, expan-
dindo, assim, enormemente o conteido de informagdes do
genoma humano para além dos 20.000 genes codificantes
de proteinas. A regulagido do splicing alternativo parece
desempenhar um papel particularmente impressionante
durante o desenvolvimento neuronal, no qual pode con-
tribuir para a geracio de niveis elevados de diversidade
funcional necessdria no sistema nervoso. Consistente com
isso, a suscetibilidade a um nimero de condigdes neurop-
siquidtricas 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’ ndo 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 adicdo da cauda poliA sdo controladas, pelo
menos em parte, por uma sequéncia de AAUAAA de apro-
ximadamente 20 pb antes do sitio de poliadenilagio. As
mutag¢des nesse sinal de poliadenilagio em pacientes com
B-talassemia documentam a importincia desse sinal para
a clivagem adequada de 3’ e a poliadenilagio (Cap. 11).
A 3" UTR de alguns genes pode alcancar até varios kb de
tamanho. Outros genes possuem virios sitios de poliade-
nila¢do alternativos, sendo que a selegio 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 é verdadeiro. A edigdo de RNA para alterar a
sequéncia de nucleotideos do RNAm foi demonstrada em
varios organismos, incluindo os humanos. Esse processo



