PANORAMA

- Regulacao da Expresséo
” Génica em Eucariotos

- r

Mecanismos de regulagdo da expressao génica
eucariética | Consideragées gerais

Inducgéo da atividade de transcri¢do por

fatores ambientais e bioldgicos

Controle molecular da transcrigao

em eucariotos

Regulacdo pés-transcricional da expressao
génica por interferéncia por RNA

Expressdo génica e organizacao da cromatina

Ativacao e inativacao de cromossomos inteiros

Tripanossomos africanos | Um ba

de disfarces moleculares

No fim do século 19, David Bruce, cirurgido do British Medical Ser-
vice, resumiu suas observagdes e experimentos sobre uma doenga
que acometia animais selvagens e domésticos do sul da Africa.

A doenca, conhecida como nagana, palavra
zulu que significa “perda do espirito”, é ca-
racterizada por febre, edema, letargia e ema-
grecimento extremo. Bruce reconheceu que
a nagana € transmitida pela mosca tsé-tsé,
um tipo de mosca que pica e é comum em
planicies abertas de vegetacdo arbustiva
na Africa. Além disso, o exame dos animais
doentes levou-o a concluir que o agente
causador é um protozodrio unicelular flage-
lado injetado no sangue do animal durante
a picada da mosca tsé-tsé. Esse parasito do
sangue, um tipo de tripanossomo, agora é
denominado Trypanosoma brucei em home-
nagem a Bruce. Os seres humanos também
podem ser infectados pelos tripanossomos
transmitidos pela mosca tsé-tsé e desenvol-
vem a doenca debilitante conhecida como
doenca do sono africana.

Tanto em animais quanto em seres humanos, as infecgdes

por tripanossomos sdo muito duradouras. Isso é incrivel por-
que, no sangue, os tripanossomos sofrem ataques repetidos

do sistema imune. A cada ataque imune, a maioria dos tri-

panossomos € destruida; no entanto, alguns sempre sobre-
vivem para repovoar o sangue e manter a infecgdo. A base

desse ressurgimento ¢ a capacidade do tripanossomo de mo-
dificar a proteina que reveste sua superficie. Cada tripanos-
somo é coberto por cerca de 10 milhdes de moléculas de uma
mesma glicoproteina. Quando o sistema imune reconhece esse
revestimento proteico, o tripanossomo infeccioso é aprisionado

e destruido pelas células imunes. No entanto, antes da elimina-

¢do de todos os tripanossomos do animal, alguns deles conse-
guem substituir a glicoproteina de superficie por outra que néo é

Tripanossomos entre as hemécias.

imediatamente reconhecida pelo sistema imune. Esses tripanos-
somos alterados escapam da destrui¢do e proliferam. Por fim, o
sistema imune aprende a reconhecé-los também, mas, enquanto

isso, surge outro grupo de tripanosso-
mos alterados que mantém a infecgdo.
A oferta aparentemente interminavel
de disfarces moleculares disponiveis
para os tripanossomos deve-se a uma
grande série de genes que codificam as
glicoproteinas variaveis de superficie
{VSG) que revestem esses organismos.
Apenas um desses genes é expresso de
cada vez; todos os outros sao silencio-
sos. Durante uma infecgdo, porém, a
identidade do gene expresso é modi-
ficada. A cada mudanga, os tripanos-
somos adquirem uma nova protefna
de superficie e colocam-se um passo
a frente das defesas imunes do animal.
Assim, a infeccdo é mantida durante
semanas ou até mesmo meses até que
o animal morra por exaust3o.
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Mecanismos de regulacao da expressao

génica eucaridtica | Consideracées gerais

A regulacao da expressdo génica eucaridtica pode ocorrer
na transcrigdo, no processamento ou na tradugao.

DIMENSOES DA REGULACAO
GENICA EUCARIOTICA

A histéria do mecanismo usado por tripanossomos para
escapar dos ataques do sistema imune € uma histéria so-
bre a regulacao génica. Diferentes genes vsg sao expres-
sos em diferentes momentos — isto €, ha regulacio tem-
poral dos genes wsg. Entre eucariotos, principalmente
organismos multicelulares como noés, os genes também
sao regulados em uma dimensao espacial. Os organismos
multicelulares contém muitos tipos celulares diferentes
organizados em tecidos e 6rgaos. Determinado gene
poderia ser expresso em células do sangue, mas nunca
em células nervosas. Outro gene poderia ter perfil de ex-
pressao exatamente oposto. A regulacao que cria essas
diferencas na expressao génica ¢ a base da complexidade
anatbmica e fisioldgica de eucariotos multicelulares.

Como em procariotos, a expressao de genes em euca-
riotos requer a transcricido de DNA em RNA e a subse-
quente traducio desse RNA em polipeptidios. No entan-
to, antes da traducao, a maior parte do RNA eucariético
€ “processada”. Durante o processamento, o RNA é
protegido por cap na extremidade 5’, poliadenilado na
extremidade 3’ e alterado internamente pela perda das
sequéncias de introns nao codificadoras (Capitulo 11).
Em geral, os RNA procariéticos nao sofrem essas modifi-
cacoes terminais e internas.

A expressdo génica é mais complexa em eucariotos
que em procariotos, porque as células eucariéticas sao
divididas em compartimentos por um sistema elaborado
de membranas. Essa compartimentalizacao subdivide as
células em organelas separadas, das quais a mais visivel é
o nucleo; as células eucariéticas também tém mitocOn-
drias, cloroplastos (no caso das células vegetais) e um re-
ticulo endoplasmatico. Cada organela tem uma funcio
diferente. O niicleo armazena o material genético, as
mitocdndrias e cloroplastos obtém energia, e o reticulo
transporta materiais dentro da célula.

A subdivisio das células eucariéticas em organelas
separa fisicamente os processos de expressao génica. O
principal processo, a transcricao de DNA em RNA, ocor-
re no nucleo. Os transcritos de RNA também sao modi-
ficados no ntcleo por adi¢do do cap, poliadenilacio e
remocao de introns. Os RNA mensageiros resultantes
sao exportados para o citoplasma, onde sdo associados
a ribossomos, muitos deles localizados nas membra-
nas do reticulo endoplasmitico. Uma vez associados a
ribossomos, esses mRNA sio traduzidos em polipepti-
dios. Essa separacao fisica dos processos da expressao
génica torna possivel a regulacdo em diferentes locais

(Figura 19.1). A regulacido pode ocorrer no nicleo, em
nivel de DNA ou RNA, ou no citoplasma, em nivel de
RNA ou polipeptidio.

TRANSCRICAO DE DNA CONTROLADA

Em procariotos, a expressao génica é regulada principal-
mente por controle da transcricao do DNA em RNA. Um
gene que nao € transcrito simplesmente nao é expresso. A
transcricao ocorre em procariotos quando moléculas re-
guladoras negativas, como a proteina repressora lac, sio
removidas da vizinhanca de um gene e moléculas regu-
ladoras positivas, como um complexo proteina ativadora
do catabolismo (CAP)/AMP ciclico, ligam-se a ele (Ca-
pitulo 18). Essas interacoes de proteina-DNA controlam
o acesso da RNA polimerase a um gene. Além disso, os
mecanismos desenvolvidos para controlar a transcri¢ao
nesses organismos respondem rapidamente a mudancas
ambientais. Como discutimos no Capitulo 18, esse con-
trole imediato é uma estratégia eficiente para a sobrevida
de procariotos.

O controle da transcricdo é mais complexo em euca-
riotos do que em procariotos. Uma raziao é que os genes
sao sequestrados no nicleo. Para que tenham algum efei-
to sobre o nivel da transcri¢cao, os sinais ambientais tém
de ser transmitidos da superficie celular, onde geralmen-
te sdo recebidos, através do citoplasma e da membrana
nuclear até os cromossomos. Portanto, as células eucari6-
ticas necessitam de sistemas de sinalizacao internos mui-
to elaborados para controlar a transcricao de DNA. Ou-
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W FIGURA 19.1 Expressdo génica eucariética mostrando os estagios
em que a expressao pode ser regutada: transcri¢do, processamento e
traducéo.
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tro fator de complica¢io é a multicelularidade de muitos
eucariotos. Pode ser necessirio que os sinais ambientais
atravessem camadas de células para influenciar a trans-
cricdo de genes em determinado tecido. Portanto, a co-
municacdo intercelular é um aspecto importante da re-
gulacdo transcricional eucaridtica.

Como em procariotos, a regulacdo transcricional
eucariética é mediada por interacdes de proteina-DNA.
Proteinas reguladoras positivas e negativas ligam-se a re-
gides especificas do DNA e estimulam ou inibem a trans-
cricdo. Esse grupo de proteinas é denominado fatores de
transcricdo. Muitos tipos diferentes foram identificados, e a
maioria parece ter dominios caracteristicos que possibili-
tam sua interacdo com o DNA. A estrutura dessas protei-
nas € a natureza de suas interacoes com o DNA serao co-
mentadas em uma se¢ao a seguir.

RECOMPOSICAO ALTERNATIVA DE RNA

A maiona dos genes eucariéticos tem introns, regioes
nao codificadoras que interrompem a sequéncia especi-
ficadora dos aminoacidos de um polipeptidio. E preciso
remover todos os introns do transcrito de RNA de um
gene para que haja expressio adequada da sequéncia
codificadora. Conforme analisado no Capitulo 11, esse
processo requer a uniao precisa das sequéncias codifica-
doras, ou éxons, em um RNA mensageiro. A formacao
do mRNA ¢ mediada por espliceossomos, diminutas or-
ganelas nucleares.

Genes com varios introns constituem um problema
curioso para o mecanismo de recomposicao do RNA. Es-
ses introns podem ser removidos separadamente ou em
combinacio, dependendo da interacdo entre o mecanis-
mo de recomposicio e o RNA. Caso dois introns suces-
sivos sejam removidos juntos, o éxon entre eles também
sera removido. Assim, o mecanismo de recomposicao

Exons no gene de troponina T de rato

tem a oportunidade de modificar a sequéncia codifica-
dora de um RNA por delecao de alguns de seus éxons.
Aparentemente, esse fendémeno de recomposicao de um
transcrito de RNA de diferentes maneiras ¢ um modo de
economizar informacoes genéticas. Em vez de duplicar
genes, ou trechos de genes, a recomposi¢do alternativa de
transcritos torna possivel que um tnico gene codifique
diferentes polipeptidios.

Um exemplo de recomposicdo alternativa ocorre du-
rante a expressiao do gene para troponina T, uma protei-
na encontrada no musculo esquelético de vertebrados; o
tamanho dessa proteina varia de aproximadamente 150
a 250 aminoacidos. No rato, o gene da troponina T tem
mais de 16 kb e contém 18 éxons diferentes (Figura 19.2).
Os transcritos desse gene sao recompostos de diferentes
maneiras para criar uma grande série de mRNA cuja tra-
ducio produz muitos polipeptidios troponina T diferen-
tes. Todos esses polipeptidios tém em comum os aminoa-
cidos dos éxons 1 a 3,9 a 15 e 18. No entanto, as regioes
codificadas pelos éxons 4 a 8 podem estar presentes ou
ausentes, dependendo do padrio de recomposicao, e
aparentemente em qualquer combinacdo. Outra varia-
¢do é determinada pela presenca ou auséncia de regioes
codificadas pelos éxons 16 e 17; se 16 estiver presente, 17
nao estari, e vice-versa. Essas diferentes formas de tropo-
nina T provavelmente atuam de maneiras um pouco di-
ferentes nos musculos, contribuindo para a variabilidade
da acio das células musculares. Observe a variagao que
pode ser gerada por recomposi¢do alternativa de RNA
em Resolval: Contagem de mRNA.

CONTROLE CITOPLASMATICO DA
ESTABILIDADE DO RNA MENSAGEIRO

Os RNA mensageiros sio exportados do niicleo para o ci-
toplasma, onde sexrvem de molde para a sintese de polipep-

A recomposicao alternativa de éxons produz 64 mRNA diferentes.

B Os éxons 1-3, 9-15 e 18 estao presentes em todos os mRNA.

Exemplos de mRNA

Os éxons 4-8 estdo presentes em varias combinacdes no mRNA.
"] Um dos dois éxons, ou 16 ou 17, esta presente em todos os mRNA.
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B FIGURA 19.2 Recomposicdo alternativa de transcritos do gene de troponina T de rato. Apenas trés dos 64 diferentes mRNA possiveis sdo

mostrados.



Resolval!

Contagem de mRNA

O transcrito primdrio de um gene com um intron é recomposto
para produzir um unico tipo de mRNA. Com dois introns, pode
haver recomposicéo alternativa do transcrito; cada intron pode
ser removido separadamente, ou os dois introns podem ser re-
movidos com o éxon entre eles. Assim, dois mMRNA diferentes
podem ser gerados a partir do transcrito desse gene. Quantos
mRNA diferentes podem ser gerados por recomposi¢do alterna-
tiva de transcritos de genes com trés ou quatro introns? Suponha
que o primeiro e o tltimo éxons estejam presentes em todos
os mRNA, mas que os éxons internos possam estar presentes
ou ausentes, dependendo do padrdo de recomposicdo. Qual é a
férmula geral do ndmero de mRNA gerados por recomposicio
alternativa de um transcrito de um gene com n introns?

) Leia a resposta do problema no site
http://gen-io.grupogen.com.br.

tidios. Uma vez no citoplasma, determinado mRNA pode
ser traduzido por varios ribossomos que se movem sequen-
cialmente ao longo dele. Essa linha de montagem da tradu-
¢ao continua até que o mRNA seja degradado. Portanto, a
degradacao do RNA mensageiro € outro ponto de controle
no processo geral de expressao génica. Os mRNA de longa
dura¢do podem manter virios ciclos de sintese de polipep-
tidios, ao contrario dos mRNA de curta duracao.

Um mRNA que é rapidamente degradado tem de ser
reposto por transcricao complementar; caso contrario,
cessa a sintese do polipeptidio codificado por ele. K cla-
ro que essa interrupcao da sintese do polipeptidio pode
ser parte de um programa de desenvolvimento. Depois
de exercer seu efeito, o polipeptidio pode nio ser mais
necessdrio; na verdade, sua sintese continua pode ser

PONTOS ESSENCIAIS
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prejudicial. Nesses casos, a rapida degradacio do mRNA
seria um modo légico de evitar a sintese indesejada de
polipeptidios.

A longevidade do RNA mensageiro pode ser influen-
ciada por vérios fatores. As caudas poli(A) parecem es-
tabilizar o mRNA. A sequéncia da regido 3’ nio tradu-
zida (3’ UTR) que precede uma cauda poli(A) também
parece afetar a estabilidade do mRNA. Virios mRNA de
curta duracao tém a sequéncia AUUUA repetida vdrias
vezes em suas regioes 3' ndo traduzidas. Quando essa se-
quéncia € artificialmente transferida para a regido 3' nio
traduzida de mRNA mais estaveis, eles também se tornam
instaveis. Fatores quimicos, como hormoénios, também
podem afetar a estabilidade do mRNA. No sapo Xenopus
laevis, o gene wvitellogenin tem a transcricdo ativada pelo
hormoénio esteroide estrogénio. Entretanto, além de in-
duzir a transcricao desse gene, o estrogénio também au-
menta a longevidade de seu mRNA.

Uma pesquisa recente revelou que a estabilidade do
mRNA e a traducao do mRNA em polipeptidios também
sao reguladas por pequenas moléculas de RNA nio co-
dificador denominadas pequenos RNA de interferéncia
(siRNA) ou microRNA (miRNA). Essas moléculas de
RNA reguladoras, que tém entre 21 e 28 nucleotidios,
sao produzidas a partir de RNA bifilamentares maiores
em uma grande variedade de organismos eucariéticos,
inclusive fungos, vegetais e animais. Os RNA de interfe-
réncia curtos € 0os microRNA emparelham suas bases com
sequéncias de mRNA especificos; uma vez emparelha-
dos, eles causam a clivagem e subsequente degradagio
do mRNA ou impedem a tradu¢do do mRNA em poli-
peptidio. Em vegetais, essas pequenas moléculas de RNA
constituem uma defesa crucial contra infeccao por virus
de RNA, e tanto em vegetais quanto em animais elas re-
gulam a expressio de genes participantes da maturacio e
do desenvolvimento. Esse assunto serd apresentado com
mais detalhes adiante neste capitulo.

o Proteinas denominadas fatores de transcrigio interagem com 0 DNA para controlar a

transcrigdo de genes eucarioticos

o Os transcritos de genes eucaridticos também podem ser recompostos para produzir RNA
mensageiros que codificam polipeptidios distintos, mas relacionados

o A estabilidade dos RNA mensageiros eucaridticos pode influenciar o nivel de sintese de

polipeptidios.

Inducdo da atividade de transcrigao por

fatores ambientais e bioldgicos

A expressao génica eucaridtica pode ser induzida por fa-
tores ambientais como calor e por moléculas sinalizado-
ras como horménios e fatores de crescimento.

Ao estudarem o dperon de lactose em E. coli, Jacob e Mo-
nod descobriram que houve transcricio especifica dos

genes para metabolismo da lactose quando se forneceu
lactose as células. Assim, eles demonstraram que a lac-
tose era um indutor da transcricio génica. Seguindo os
passos de Jacob e Monod, muitos pesquisadores tenta-
ram identificar indutores especificos da transcricio de
genes eucariéticos. Embora essas tentativas tenham tido



530 Fundamentos de Genética

considerdvel sucesso, o grau geral da inducao de genes
eucaridticos por fatores ambientais e nutricionais pare-
ce ser menor que em procariotos. Abordemos aqui dois
exemplos de expressdo génica induzivel em eucariotos.

TEMPERATURA | OS GENES
DO CHOQUE TERMICO

Quando submetidos ao estresse de temperatura elevada,
os organismos respondem por meio da sintese de um
grupo de proteinas que ajudam a estabilizar o meio celu-
lar interno. Essas proteinas do choque térmico, encontradas
em procariotos e eucariotos, estio entre os polipeptidios
mais conservados conhecidos. As comparacoes das se-
quéncias de aminodcidos das proteinas do choque térmi-
co de organismos tio diversos quanto E. coli € Drosophila
mostram que eles sdo 40 a 50% idénticos — um achado
notavel considerando-se o tempo evolutivo que separa
esses organismos. A expressao das proteinas do choque
térmico é regulada na transcricao; isto €, o estresse por
calor induz especificamente a transcricao dos genes co-
dificadores dessas proteinas (Figura 19.3). Em Drosophila,
por exemplo, uma das proteinas do choque térmico,
denominada HSP70 (do inglés, keat shock protein, com
peso molecular de 70 quilodéltons) € codificada por uma
familia de genes localizados em dois agrupamentos vizi-
nhos em um dos autossomos. Ao todo, existem cinco a
seis cOpias desses genes hsp70 nos dois agrupamentos.
Quando a temperatura ultrapassa 33°C, como nos dias
de verio, cada um desses genes ¢ transcrito em RNA,
que é processado e traduzido para produzir polipepti-
dios HSP70. Essa transcricio dos genes hsp70 induzida
por calor é mediada pelo fator de transcri¢io do choque
térmico (HSTF), um polipeptidio presente nos micleos

Elementos de resposta
ao choque térmico (HSE)

Nao ha transcricao
/ N
— g} gene hsp70

Fator de transcricao
do choque
térmico (HSTF)

0 @

,/ Livre (inativo)

! \
| |

Choque térmico

> Transcricao

P

gene hisp70
.
RNA
polimerase
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W FIGURA 19.3 Indugdo de transcri¢do do gene hsp70 de Drosophila
por choque térmico. Os HSE estao localizados em uma regiéo distan-
te entre 40 e 90 pares de bases do sitio de inicio da transcri¢do em
direcio 5’ (seta dobrada).

das células de Drosophila. Quando a Drosophila é exposta
ao calor, o HSTF é quimicamente alterado por fosfori-
lacio. Nesse estado alterado, liga-se especificamente as
sequéncias nucleotidicas em posi¢do 5’ em relagio aos
genes ksp70 e torna os genes mais acessiveis 3 RNA poli-
merase II, a enzima que transcreve a maioria dos genes
codificadores de proteinas. Entdo, a transcri¢iao dos ge-
nes hsp70 é vigorosamente estimulada. As sequéncias a
que o HSTF fosforilado se liga sdo denominadas elemenios
de resposta ao chogue térmico (HSE).

MOLECULAS SINALIZADORAS | GENES
QUE RESPONDEM A HORMONIOS

Em eucariotos multicelulares, um tipo de célula pode
enviar sinais para outro por secre¢io de horménio. Os hor-
monios circulam por todo o corpo, entram em contato
com as células-alvo e iniciam uma série de processos que
regulam a expressio de determinados genes. Em animais
existem duas classes gerais de horménios. A primeira
classe, os horménios esteroides, € constituida de pequenas
moléculas lipossoluveis derivadas do colesterol. Em vis-
ta de sua natureza lipidica, elas atravessam a membrana
celular sem dificuldade ou com pouca dificuldade. Os
exemplos s30 estrogénio e progesterona, que tém papéis
importantes no ciclo reprodutivo feminino; testosterona,
horménio de diferenciacio e comportamento masculi-
no; glicocorticoides, que participam do controle do ni-
vel sanguineo de glicose; e ecdisona, um hormoénio que
controla os processos de desenvolvimento em insetos.
Uma vez dentro da célula, esses hormdnios interagem
com proteinas citoplasmiticas ou nucleares denomina-
das receptores hormonais. O complexo receptor/horménio
formado interage com o DNA e atua como fator de trans-
cri¢io para regular a expressio de determinados genes
(Figura 19.4).

A segunda classe de horménios, os horménios peptidicos,
é constituida de cadeias lineares de aminoacidos. Assim
como todos os outros polipeptidios, essas moléculas sio
codificadas por genes. Os exemplos sdo insulina, que
regula os niveis sanguineos de glicose; somatotropina,
um horménio do crescimento; e prolactina, que atua no
tecido mamadrio das fémeas. Como os horménios pepti-
dicos costumam ser grandes demais para atravessarem
livremente a membrana celular, € preciso que seus sinais
sejam transmitidos para o interior das células por protei-
nas receptoras ligadas a membrana (Figura 19.5). A interacao
do horménio pepiidico com seu receptor modifica a
conformacio do receptor, o que acarreta mudangas em
outras proteinas dentro da célula. Gragas a uma cascata
de mudancas, o sinal hormonal é transmitido através do
citoplasma da célula até o nucleo, onde finalmente re-
gula a expressdo de genes especificos. Esse processo de
transmissao do sinal hormonal através da célula até o nd-
cleo é conhecido como transdugao de sinal.

A expressio génica induzida por horménio € mediada
por sequéncias especificas no DNA. Essas sequéncias, deno-
minadas elementos de resposta hormonal (HRE), sao andlogas



M FIGURA 19.4 Regulagdo da
expressdo génica por hormé-
nios esteroides. O horménio in-
terage com um receptor dentro
da célula-alvo. Neste exemplo,
o receptor estd no citoplasma;
outros receptores de hormo-
nios esteroides estdo locali-
zados no ntcleo. O complexo
esteroide/receptor hormonal
desloca-se dentro do nicleo,
onde ativa a transcricdo de
determinados genes.
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Horménio esteroide no
sistema circulatério
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aos elementos de resposta ao choque térmico ji comenta-
das. Estio situadas perto dos genes que regulam e ligam-se
a proteinas especificas, que entio atuam como fatores de
transcricao. Nos horménios esteroides como o estrogé-
nio, o complexo hormoénio/receptor liga-se aos HRE e,
entao, estimula a transcricao. A intensidade dessa resposta
de transcri¢io depende da quantidade de HRE presente.
Quando existem varios elementos de resposta, ocorre liga-
¢do cooperativa entre os complexos horménio/receptor, o
que aumenta consideravelmente a taxa de transcri¢ao; ou
seja, a intensidade da transcricao de um gene com dois ele-
mentos de resposta é maior que o dobro da de um gene
com apenas um elemento de resposta. No caso dos hor-
monios peptidicos, o receptor geralmente permanece na
membrana celular, mesmo depois de formar um complexo
com o horménio. Portanto, o sinal hormonal é transmitido
ao nucleo por outras proteinas, algumas das quais se ligam
a sequéncias perto dos genes regulados pelo horménio. Es-
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sas proteinas atuam entio como fatores de transcri¢do para
controlar a expressao dos genes.

A atividade de transcricao pode ser induzida por mui-
tos outros tipos de proteinas que nao sao hormoénios no
sentido cldssico —isto é, nao sio produzidas por uma glan-
dula ou 6rgio especifico. Essas incluem diversas molécu-
las circulantes secretadas, como o fator de crescimento
neural, o fator de crescimento epidérmico e o fator de
crescimento derivado das plaquetas, além de outras mo-
léculas nao circulantes associadas a superficie celular ou
a matriz entre as células. Embora cada uma dessas protei-
nas tenha suas préprias peculiaridades, o mecanismo ge-
ral pelo qual induzem a transcricao assemelha-se ao dos
horménios peptidicos. A interagao entre a proteina si-
nalizadora e um receptor ligado a membrana inicia uma
cadeia de processos dentro da célula que acabam por re-
sultar na ligacdo de fatores de transcri¢ao especificos a
determinados genes, que sA0 €ntao transcritos.

o A transcrigdo dos genes hsp70 em resposta ao aumento da temperatura é mediada por um

fator de transcrigdo do choque térmico

« Horménios esteroides e suas proteinas receptoras formam complexos que atuam como fatores de
transcricdo para regular a expressdo de genes especificos

o Horménios peptidicos interagem com proteinas receptoras ligadas a membrana e ativam um
sistema sinalizador que regula a expressdo de genes especificos.

Controle molecular da transcricao em eucariotos

A transcricdo de genes eucariéticos é regulada por inte-
racbes entre proteinas e sequéncias de DNA localizadas
dentro ou perto dos genes.

Grande parte da pesquisa atual sobre a expressao de ge-
nes eucariéticos concentra-se nos fatores que controlam
a transcricao. Essa grande énfase no controle da trans-
cri¢do deve-se, em parte, ao desenvolvimento de técnicas
experimentais que possibilitaram a andlise bem detalha-
da desse aspecto da regulacio génica. No entanto, tam-
bém se deve ao apelo das ideias surgidas com o estudo
de genes procariéticos. Tanto em procariotos quanto em
eucariotos, a transcri¢io € o processo primdrio da expres-
sao génica; portanto, é o nivel mais elementar de contro-
le da expressao génica.

SEQUENCIAS DE DNA IMPLICADAS NO
CONTROLE DA TRANSCRIGCAO

A transcri¢do € iniciada no promotor de um gene, a
regido reconhecida pela RNA polimerase. No entan-
to, como foi exposto no Capitulo 11, o inicio preciso
da transcrig¢do a partir de promotores génicos eucario-
ticos requer vdrias proteinas acessérias, ou fatores de
transcrigdo basais. Cada uma dessas proteinas liga-se a
uma sequéncia no promotor para facilitar o alinha-

mento correto da RNA polimerase no filamento molde
do DNA.

A transcri¢do de genes eucariéticos também € controla-
da por diversos fatores de transcri¢do especiais, como os que
participam da regulacio dos genes induziveis por calor e
horménios de que ji tratamos. Esses fatores ligam-se a ele-
mentos de resposta ou, de modo mais geral, a sequéncias
denominadas acentuadores adjacentes a um gene. Os fatores
de transcri¢io especiais que se ligam a esses acentuadores
podem interagir com os fatores de transcricao basais e
com a RNA polimerase, que se ligam ao promotor de um
gene. As intera¢oes ocorridas entre os fatores de transcri-
¢ao especiais, os fatores de transcricao basais € a RNA po-
limerase regulam a atividade de transcri¢ao de um gene.

Os acentuadores apresentam trés propriedades razo-
avelmente gerais: (1) atuam a distdncias relativamente
grandes — até vdrios milhares de pares de bases do(s)
gene(s) regulado(s); (2) a influéncia que exercem sobre
a expressao génica independe do sentido — eles sao igual-
mente eficazes em sentido normal ou invertido no DNA;
e (3) seus efeitos independem da posicao — eles podem
estar localizados na regido 5’, na regiao 3’ ou dentro de
um intron de um gene e ainda ter efeitos acentuados so-
bre a expressiao do gene. Essas trés caracteristicas distin-
guem os acentuadores dos promotores, que geralmente
estdo localizados em posicao imediatamente 5’ em rela-
¢ao ao gene e que s6 atuam em um sentido.



Os acentuadores podem ser relativamente grandes e
ter até varias centenas de pares de bases. As vezes con-
tém sequéncias repetidas que tém atividade reguladora
parcial prépria. A maioria dos acentuadores € especifica
para o tecido; isto €, s6 estimula a transcricao em deter-
minados tecidos. Em outros tecidos, sdo simplesmente
ignorados. Um exemplo claro dessa especificidade te-
cidual provém do estudo do gene yellow em Drosophila
(Figura 19.6). Esse gene é responsavel pela pigmentacao
de muitas partes do corpo — asas, pernas, torax e abdo-
me. As moscas de tipo selvagem apresentam pigmento
escuro, preto-acastanhado, em todas essas estruturas,
enquanto as moscas mutantes tém um pigmento casta-
nho-amarelado, mais claro. Alguns mutantes, porém,
apresentam um padrio de pigmentacdo em mosaico,
preto-acastanhado em alguns tecidos e castanho-amare-
lado em outros. Esses mosaicos sdo causados por muta-
¢oes que alteram a transcri¢ao do gene yellow em alguns
tecidos, mas ndo em outros. Pamela Geyer e Victor Cor-
ces mostraram que o gene yellow é regulado por vdrios
acentuadores, alguns deles localizados dentro de um in-
tron, e que cada acentuador ativa a transcri¢do em um
tecido diferente. Se, por exemplo, houver mutacao do
acentuador para expressio na asa, as cerdas das asas se-
rao castanho-amareladas em vez de preto-acastanhadas.
A série de acentuadores associados ao gene yellow pos-
sibilita o controle de sua expressio de acordo com o
tecido. Veja outro método de estudo dos acentuadores
em Problema resolvido: Defini¢ao das sequéncias neces-
sdrias para expressao de um gene.

Como os acentuadores influenciam a transcricdo de
genes? Os resultados de muitos estudos indicam que as
proteinas que se ligam aos acentuadores influenciam a
atividade das proteinas que se ligam aos promotores, 0
que inclui os fatores de transcri¢do basais € 2 RNA poli-
merase. Os dois tipos de proteinas sio postos em conta-
to fisico por um complexo multimérico constituido de
pelo menos 20 proteinas diferentes. Esse complexo media-
dor parece curvar o DNA de tal modo que as proteinas
ligadas a um acentuador ficam justapostas aquelas liga-
das ao promotor. Dessa maneira, as proteinas ligadas ao
acentuador controlam a transcri¢ao, que € iniciada no
promotor.

533

Capitulo 19 | Regulagdo da Expressdo Génica em Eucariotos

PROTEINAS IMPLICADAS NO CONTROLE
DA TRANSCRICAO | FATORES DE
TRANSCRICAO

As pesquisas durante as trés ultimas décadas identifica-
ram um grande nimero de proteinas eucaridticas que es-
timulam a transcri¢io. Muitas dessas proteinas parecem
ter no minimo dois dominios quimicos importantes: um
dominio de liga¢io a0 DNA e um dominio de ativacao da
transcricao. Esses dominios podem ocupar partes separa-
das das moléculas ou podem ser superpostos. No fator de
transcricio GAL4 de levedura, por exemplo, o dominio
de ligagio ao DNA estd situado perto da terminacio ami-
no do polipeptidio. Dois dominios de ativacao da trans-
cricio estio presentes nesse polipeptidio, um aproxima-
damente no meio € o outro perto da terminacao carboxi.
Nas proteinas receptoras do horménio esteroide, que sao
fatores de transcricio em animais, o dominio de liga¢ao
ao DNA ocupa localizagdo central e parece superpor-se
a um dominio de ativacio da transcricio que se estende
em direcio i terminacio amino. Os receptores de hor-
ménios esteroides tém ainda um terceiro dominio que se
liga especificamente ao horménio esteroide.

A ativacdo da transcri¢io parece implicar interacdes
fisicas entre as proteinas. Um fator de transcri¢ao ligado
a um acentuador pode fazer contato com uma ou mais
proteinas em outros acentuadores ou pode interagir di-
retamente com proteinas ligadas na regiao promotora.
Por esses contatos e interacoes, o dominio de ativacio da
transcri¢io do fator pode induzir mudancas de confor-
macio nas proteinas montadas, abrindo caminho para
que a RNA polimerase inicie a transcricao.

Muitos fatores de transcricao eucaridticos tém motivos
estruturais caracteristicos que resultam de associacoes
entre aminoacidos dentro de suas cadeias polipeptidicas.
Um desses motivos é o dedo de zinco, uma alca peptidica
curta que se forma quando duas cisteinas em uma parte
do polipeptidio e duas histidinas em outra parte proxima
ligam-se juntas a um fon de zinco; o segmento peptidico
entre os dois pares de aminoacidos protraem-e do cor-
po da proteina como se fosse um dedo (Figura 19.7A). A
andlise mutacional mostrou que esses dedos tém papéis
importantes na ligacdo do DNA.

Gene yellow de Drosophila mais sequéncias reguladoras em posicéo 5’

7,7 quilobases
M

—# RNA
Exon 1 intron Exon 2
U fm— S Rl ]
|._. . i - __I l—.__v__l
Acentuadores Asas Torax e Corpo Cerdas, garras
tecido-especificos abdome larvar tarsais e aristas

B FIGURA 19.6 Acentuadores tecido-especificos do gene yellow de Drosophila.
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Definicdo das sequéncias necessdrias para expressdo de um gene

PROBLEMA

As tubulinas sdo protefnas importantes do citoesqueleto em eu-
cariotos. Em Arabidopsis thaliana, a tubulina codificada pelo gene
TUAT é expressa principalmente no pélen. Para determinar as se-
quéncias responséveis por essa expressdo tecido-especifica, 533 pa-
res de bases de DNA em posi¢do 5' em relag3o ao sitio de inicio da
transcricdo de TUAT mais os 56 primeiros pares de bases da regiao
ndo traduzida 5’ do gene TUAT foram fundidos & sequéncia codifi-
cadora do gene da B-glucuronidase (GUS) de £. coli. A B-glucuroni-
dase catalisa a conversdo de X-gluc, uma substancia incolor, em um
pigmento azul-escuro. Assim, a observagdo de pigmento azul em
material tratado com X-gluc indica expressao do gene GUS. Quando
esse ensaio foi aplicado a plantas Arabidopsis geneticamente trans-
formadas com o gene GUS fundido atras das sequéncias na regido
5" do gene TUAT, o pdlen tornou-se azul-escuro; todos os outros te-
cidos continuaram incolores. Entéo, todo o experimento foi repetido
usando segmentos cada vez mais curtos das sequéncias da regjdo
5’ de TUAT para estimular a expressdo do gene GUS. A partir dos re-
sultados mostrados na Figura 1, que parte da regido 5' é necessaria
para expressdo do gene TUAT?

FATOS E CONCEITOS

1. Aregido 5’ do sitio de inicio de transcricdo de um gene contém
o promotor desse gene,

2. Essa regido também pode conter acentuadores que regulam a
expressdo do gene por um mecanismo espacial ou temporal es-
pecifico.

3. Aregido 5’ ndo traduzida de um gene est4 entre o sitio de inicio
da transcri¢do e o sitio de inicio da traducéo.

4. Genes de E. coli como GUS podem ser expressos em eucariotos
como Arabidopsis se forem fundidos aos promotores eucarié-
ticos.

ANALISE E SOLUCAO

Nessa série de experimentos, GUS é um “repérter” que informa se
as sequéncias da regido 5' do gene TUAT sdo capazes de estimular

Um segundo motivo em muitos fatores de transcri-
cao é hélice-volta-hélice, um trecho de trés hélices cur-
tas de aminoacidos separadas por voltas (Figura 19.7B).
Anilises genéticas e bioquimicas mostraram que o seg-
mento helicoidal mais préximo da terminacao carboxi
€ necessdrio para ligacio ao DNA; as outras hélices pa-
recem participar da formacao de dimeros de proteina.
Em muitos fatores de transcricdo, o motivo hélice-vol-
ta-hélice coincide com uma regiio extremamente
conservada de cerca de 60 aminoicidos, denominada
homeodominio porque ocorre em proteinas codificadas
pelos genes homeoéticos de Drosophila. Analises classi-

Expressao
TUAI no polen
Sequeéncias da regido 5' de TUAI 5'UTR GUS
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M FIGURA 1 Expressao de transgenes TUA1/GUS no pélen de Arabi-
dopsis. Segmentos cada vez mais curtos da regido 5’ do gene TUA7
€ uma sequéncia curta da regido ndo traduzida 5’ (UTR) desse gene
foram fundidos as sequéncias codificadoras do gene GUS de E. coli.
+1 ¢ o sitio de inicio da transcri¢do do gene TUAT. Os nucleotidios
a esquerda desse sitio sao indicados por niimeros negativos. A ativi-
dade de GUS no pélen transgénico é indicada por um sinal de mais;
a auséncia de atividade de GUS ¢ indicada por um sinal de menos.
Veja mais detalhes em Carpenter, J., S. E. Ploense, D. P. Snustad e
C. D. Silflow. 1992. Preferential expression of an a-tubulin gene of
Arabidopsis in pollen. The Plant Cell 4: 557-571.

a expressdo génica. Todas as sequéncias da regido 5', exceto as me-
nores, podem ser bons estimuladores. Assim, ha necessariamente
uma sequéncia entre os pares de bases —97 e —39 na sequéncia da
regido 5' de TUAT que € crucial para a expressdo génica. Sem essa
sequéncia, o gene TUAT ndo pode ser expresso. Além disso, essa se-
quéncia € suficiente para estimular a expressao de TUAT no pélen
maduro. Desse modo, atua como um acentuador que controla a
expressdo tecido-especifica do gene TUAT.

cas mostraram que mutacoes nesses genes alteram o
desenvolvimento de grupos de células (Capitulo 20).
Assim, por exemplo, muta¢des no gene Antennapedia
podem causar o desenvolvimento de pernas no lugar
de antenas. Esse fenétipo bizarro é um exemplo de
transformacao homeética — substituicio de uma parte
do corpo por outra durante o processo de desenvolvi-
mento. Andlises moleculares dos genes homeéticos em
Drosophila mostraram que cada um deles codifica uma
proteina com um homeodominio e que essas protei-
nas podem se ligar ao DNA. As proteinas de homeo-
dominio estimulam a transcri¢do espacial € temporal
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B FIGURA 19.7 Motivos estruturais em diferentes tipos de fatores de
transcricdo. A. Motivos dedos de zinco no fator de transcri¢do de ma-
miferos SP1. B. Motivo hélice-volta-hélice em um fator de transcri¢do
do tipo homeodominio. C. Um motivo ziper de leucina que possibilita
a dimerizacdo de dois polipeptidios, seguida por ligacdo ao DNA. D.
Um motivo hélice-alca-hélice que possibilita a dimerizacdo de dois
polipeptidios, seguida por ligagdo ao DNA.

PONTOS ESSENCIAIS -

535

Capitulo 19 | Regulacso da Expressio Génica em Eucariotos

especifica de determinados genes durante o desenvol-
vimento. As proteinas de homeodominio também fo-
ram identificadas em outros organismos, inclusive em
seres humanos, nos quais podem ter papel importante
como fatores de transcrigao.

Um terceiro motivo estrutural encontrado em fatores
de transcri¢io é o ziper de leucina, um trecho de aminoa-
cidos com uma leucina a cada sétima posi¢io (Figu-
ra 19.7C). Os polipeptidios com essa caracteristica podem
formar dimeros por intera¢des entre as leucinas em cada
uma dessas regides de ziper. Em geral, a sequéncia ziper
é adjacente a um trecho de aminoécidos com carga po-
sitiva. Quando hd interacao de dois ziperes, essas regioes
carregadas se estendem em sentidos opostos, formando
uma superficie que pode se ligar a0 DNA de carga nega-
tiva.

Um quarto motivo estrutural encontrado em alguns
fatores de transcricio é a hélice-alga-hélice, um trecho de
duas regides helicoidais de aminoacidos separados por
uma alca nao helicoidal (Figura 19.7D). As regides heli-
coidais possibilitam a dimeriza¢do entre dois polipep-
tidios. As vezes, o motivo hélice-alca-hélice estd situado
adjacente a um trecho de aminodacidos basicos (de carga
positiva), de modo que, quando ha dimeriza¢ao, esses
aminoécidos podem se ligar ao DNA de carga negativa.
Proteinas com essa caracteristica sdo designadas proteinas
basicas HLH ou bHLH.

Os fatores de transcricio com motivos de dimeriza-
cdo como o ziper de leucina ou a hélice-alca-hélice po-
deriam, em principio, combinar-se a polipeptidios se-
melhantes a eles mesmos para formar homodimeros ou
a polipeptidios diferentes para formar heterodimeros.
Essa segunda possibilidade sugere um modo de alcangar
padrdes complexos de expressao génica. A transcri¢ao
de um gene em determinado tecido poderia depender
de ativagdo por um heterodimero, que s6 seria formado
se seus polipeptidios constituintes fossem sintetizados
nesse tecido. Além disso, esses dois polipeptidios te-
riam de estar presentes em quantidades corretas para
favorecer a formacio do heterodimero em detrimento
dos homodimeros correspondentes. Desse modo, seria
possivel obter modulagdes sutis da expressao génica por
variacdo da concentra¢io dos dois componentes de um
heterodimero.

Os acentuadores tém acdo independente do sentido e a distancias considerdveis para regular a

transcrigdo de um promotor do gene

o Os fatores de transcrigdo reconhecem e se ligam a sequéncias de DNA especificas nos acen-

tuadores

o Os fatores de transcri¢@o tém motivos estruturais caracteristicos, como o dedo de zinco, a hélice-
volta-hélice, o ziper de leucina e a hélice-alga-hélice.
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Regulacdo pés-transcricional da expressao génica

por interferéncia por RNA

RNA ndo codificadores curtos podem regular a expressao
de genes eucaridticos por interagdo com os RNA mensa-
geiros produzidos por esses genes.

Embora grande parte da regulacio de genes eucariéticos
0coITa na transcri¢io, uma pesquisa recente mostrou que
0s mecanismos pés-transcricionais também tém papéis
importantes na regulacao da expressao de genes eucarié-
ticos. Alguns desses mecanismos contam com pequenos
RNA nao codificadores. Esses pequenos RNA interferem
na expressao génica mediante emparelhamento de bases
com sequéncias-alvo em moléculas de RNA mensageiro.
Portanto, esse tipo de regulacido génica pés-transcricio-
nal é denominado interferéncia por RNA, abreviada com fre-
quéncia como RNAi. A maioria dos tipos de organismos
eucaridticos € capaz de efetuar a RNAI. Entre os organis-
mos genéticos-modelo, esse fenémeno foi bem estudado
no nematédeo Caenorhabditis elegans, em Drosophila € em
Arabidopsis. Também existe em mamiferos, inclusive nos
seres humanos. Como veremos, a capacidade dissemina-
da de organismos eucaridticos de regularem a expressio
génica por RNAi possibilitou que geneticistas analisas-
sem as fun¢oes dos genes em organismos que nao sao
receptivos aos métodos genéticos tradicionais,

VIAS DE RNAI

O fenémeno da interferéncia por RNA, que é resumido
na Figura 19.8, conta com a participacao de pequenas mo-
léculas de RNA conhecidas como RNA de interferéncia
curtos (siRNA) ou microRNA (miRNA). Essas moléculas,
com 21 a 28 pares de bases, sio produzidas a partir de mo-
léculas maiores de RNA bifilamentar pela a¢io enzimati-
ca de proteinas que sdo endonucleases especificas para
RNA bifilamentar. Essas endonucleases “dividem” um
grande RNA em pedacos pequenos e sao denominadas
enzimas Dicer. O nematédeo Caenorhabditis elegans produz
um s6 tipo de enzima Dicer; a Drosophila produz duas en-
zimas Dicer diferentes; e Arabidopsis produz pelo menos
trés. Em C. elegans e Drosophila, essas enzimas atuam no
citoplasma; em Arabidopsis, provavelmente atuam no nu-
cleo. Os siRNA e miRNA produzidos por atividade da en-
zima Dicer apresentam as bases emparelhadas em todo o
comprimento, exceto nas extremidades 3’, onde hi dois
nucleotidios sem par.

No citoplasma, siRNA e miRNA sio incorporados a
particulas de ribonucleoproteinas. O siRNA ou miRNA
bifilamentar nessas particulas sao desenrolados, e um de
seus filamentos € preferencialmente eliminado. Entio, o
filamento simples de RNA remanescente é capaz de in-
teragir com moléculas especificas de RNA mensageiro.
Essa interacao € mediada por pareamento de bases entre
o filamento simples de RNA no complexo RNA-protei-

na e uma sequéncia complementar na molécula de RNA
mensageiro. Como essa interacao impede a expressio do
gene que produziu o mRNA, a particula de RNA-protei-
na é denominada complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC).

Os RISC de diferentes organismos tém tamanhos e
composicoes diferentes. Todos, porém, contém pelo
menos uma molécula da familia de proteinas que tém o
curioso nome de Argonauta. A funcio dessas proteinas
nao € totalmente compreendida. Sempre que o parea-
mento de bases entre o RNA no RISC e a sequéncia-alvo
no mRNA é perfeito ou quase perfeito, o RISC cliva o
mRNA-alvo no meio da regido de pareamento de bases.
Entdo, o mRNA clivado é degradado. Depois da cliva-
gem, o RISC pode associarse a outra molécula de mRNA
e induzir sua clivagem. Como um RISC pode ser usado
repetidas vezes sem perder a capacidade de se dirigir
para o mRNA e cliva-lo, comportase como catalisador.
Os RNA associados a RISC que ocasionam a clivagem do
mRNA geralmente sao denominados RNA de interferéncia
curtos. Quando o pareamento do RNA no RISC com sua
sequéncia-alvo € imperfeito, o mRNA geralmente nao é
clivado; em vez disso, a traducao do mRNA ¢é inibida. Os
RNA associados ao RISC que tém esse efeito geralmen-
te sao denominados microRNA. Em animais, as sequéncias
visadas por RISC sao encontradas nas regides 3’ nao tra-
duzidas de moléculas de mRNA, e, com frequéncia, essas
sequéncias estdo presentes varias vezes na regiao 3' niao
traduzida (UTR). Em vegetais, as sequéncias visadas por
RISC geralmente estao localizadas na regido codificadora
do mRNA ou na UTR 5’ do mRNA.

FONTES DE RNA DE INTERFERENCIA
CURTOS E microRNA

Algumas das pequenas moléculas de RNA que induzem
RNAi sao derivadas dos transcritos de genes de mi-
croRNA. Esses genes, geralmente indicados pelo simbolo
mir, sao encontrados nos genomas de muitos tipos de eu-
cariotos; os genomas de C. elegans e Drosophila tém cerca
de 100 mirs, e os genomas de vertebrados, cerca de 250.
A principio, alguns desses genes foram identificados por
andlise de mutacoes que alteravam a regulacio de outros
genes. Quando os genes mir definidos por essas muta-
¢oes foram analisados em nivel molecular, constatou-se
que seu potencial codificador de proteinas era nulo ou
pequeno. Em vez disso, eles tinham uma estrutura pecu-
liar. Cada um continha um trecho curto de nucleotidios
repetidos em sentidos opostos em torno de um segmento
interposto curto de DNA. Quando transcrita, essa estru-
tura repetida invertida gera um RNA que pode se dobrar
sobre si mesmo para formar uma haste bifilamentar curta
na base de uma alca unifilamentar (Figura 19.9A). Uma
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o Uma molécula de RNA bifilamentar
grande é dividida em pequenos
RNA de interferéncia bifilamentares
com 21 a 28 pares de bases.

AL
L . PR
€’ 0s pequenos RNA de interferéncia
e as proteinas relinem-se em
particulas de ribonucleoproteinas.

——— Complexo de silenciamento
. induzido por RNA (RISC)
)5' com RNA de interferéncia

Dplarc
0 pequeno RNA de interferéncia
em uma particula de
ribonucleoproteina é desenrolado
para produzir um complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC).
QA

0 RISC tem como alvo uma
sequéncia em um RNA
mensageiro complementar
ao RNA de interferéncia.

4ho
“© ORNA de interferéncia do RISC
emparelha suas bases com

seu alvo no RNA mensageiro.

Se o pareamento de bases for imperfeito,
a traducdo do mRNA é interrompida e

a sintese de polipeptidios a partir

do mRNA é reprimida.

M FIGURA 19.8 Resumo dos processos das vias de interferéncia por RNA.

enzima denominada Drosha reconhece essa regiao de
haste-alca e excisa-a do transcrito primdrio do gene mir. A
haste-alga liberada é exportada para o citoplasma, onde
é clivada por Dicer e forma um miRNA. Em C. elegans, no
qual esse processo foi descoberto, Dicer remove a alca e
apara a haste até um comprimento de 22 nucleotidios em
cada filamento. Ap6s o amadurecimento em um RISC, o
miRNA - agora unifilamentar — pode ter como alvo uma
sequéncia no mRNA produzido por outro gene. A Figu-
ra 19.98 mostra o pareamento de bases entre o miRNA do

gene mir de C. elegans lin-4 e um desses alvos de miRNA
na UTR 3’ do mRNA de um gene codificador de protei-
na, lin-14. Por meio desse pareamento de bases, o miRNA
lin-4 reprime a tradu¢ao do mRNA lin-14.

Desde a descoberta desses genes mir definidos por mu-
tagdo, muitos outros genes mir foram encontrados com
o auxilio de programas de computador para rastrear as
sequéncias de DNA gendmico de C. elegans, Drosophila e
outros organismos-modelo para a estrutura de repeti¢ao
invertida caracteristica. Muitos dos genes mir candidatos
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B FIGURA 19.9 Regulacdo da expressao génica por interferéncia por RNA. A, Estrutura de haste-alga de um transcrito do gene de microRNA
lin-4 de C. elegans. B. Pareamento de bases entre 0 microRNA derivado do transcrito de lin-4 e uma sequéncia na regido 3’ ndo traduzida do

RNA mensageiro de lin-14.

identificados por essa técnica gendémica computadoriza-
da foram verificados por deteccao de miRNA derivados
desses genes em extratos celulares. Os genes cujos mRNA
contém sequéncias visadas por miRNA também estao
sendo identificados por uma combina¢do de uma and-
lise computadorizada e experimentacao in vive. Muitos
desses genes codificam fatores de transcricao ou outras
proteinas importantes para o desenvolvimento.

Alguns dos RNA que induzem RNAi sao deriva-
dos da transcricio de outros elementos no genoma,
como transpésons e transgenes, e também sao deri-
vados de virus de RNA. Os mecanismos de formagao
desses tipos de RNA de interferéncia nao sao bem
compreendidos. Algum aspecto do transpdson, trans-
gene ou RNA viral marca-o como incomum. Em ve-
getais e nematédeos, esses RNA incomuns podem
ser copiados em moléculas de RNA complementares
por enzimas conhecidas como RNA polimerases de-
pendentes de RNA (RdARP). Se as bases do filamen-
to complementar de RNA continuarem emparelha-
das com as bases do molde usado para sintetizd-lo, a
molécula de RNA bifilamentar resultante pode ser
dividida em siRNA por enzimas tipo Dicer; entdo, os
siRNA produzidos por Dicer podem entrar na via de
RNAi tendo como alvo a populacdo de RNA que deu
origem a eles. Desse modo, RNA possivelmente pro-
blemadticos derivados de transpésons, transgenes ou vi-
rus podem ser alvos de repressio ou degradacao. Essa
aplica¢ao de RNAi pode representar sua funcao mais
primitiva - proteger organismos contra infec¢oes virais
e transposi¢io descontrolada. Em contrapartida, os in-
tricados sistemas baseados em miRNA para regulacao
génica evidentes em organismos como C. elegans pa-

recem representar aplicacoes altamente desenvolvidas
da RNAi.

Os pesquisadores descobriram que a RNAi também
pode ser induzida por RNA bifilamentar preparado
por transcricdo in vitro de genes ou segmentos de gene
clonados. O DNA é transcrito nos dois sentidos por
sua insercio entre promotores em sentidos opostos em
um vetor de clonagem adequado ou por insercao de
cépias invertidas do DNA em posi¢do 3’ em relacao a
um s6 promotor (Capitulo 16). As moléculas de RNA
bifilamentares derivadas dos transcritos desses clones
podem ser introduzidas em células cultivadas; elas tam-
bém podem ser injetadas em organismos vivos. Uma
vez dentro das células, o RNA bifilamentar entra em
uma via de RNAi. E dividido em moléculas de siRNA,
que sdo incorporadas a complexos de RNA-protei-
na e direcionadas para mRNA contendo sequéncias
complementares. Os mRNA-alvo geralmente sao de-
gradados. Assim, o tratamento de células ou organis-
mos com determinado tipo de RNA bifilamentar tem
o efeito de suprimir ou diminuir a expressao do gene
que corresponde a esse RNA. E equivalente, portanto,
a indu¢do de uma mutac¢io amérfica ou hipomorfica
no gene. Gracas a essa técnica, os geneticistas pude-
ram estudar as consequéncias da ablagiao ou atenuacao
da expressdo de determinados genes em uma grande
variedade de organismos, inclusive alguns nos quais a
andlise genética € dificil, lenta ou impossivel. Portanto,
agora a RNAIi é usada para analisar a func¢io de genes
em peixes, roedores e seres humanos, bem como em
organismos-modelo como C. elegans, Drosophila € Arabi-
dopsts. Veja uma aplicacao dessa tecnologia em Resolva!
Uso de RNAi em pesquisa celular.
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Resolva!

Uso de RNAi em pesquisa celular

Um pesquisador estd estudando a formagdo de centrossomos
dentro de células humanas em cultura. Essas pequenas organe-
las tém papel importante na orquestracdo da divisdo celular. E
possivel ver os centrossomos por coloragao apropriada das cé-
lulas. O pesquisador pressupde que duas proteinas, y-tubulina
e CEP135, sdo necessarias para a formagdo do centrossomo.
Os genes para essas duas proteinas foram clonados a partir do
genoma humano, e suas sequéncias foram analisadas. Descreva
como a técnica de interferéncia por RNA poderia ser usada para

PONTOS ESSENCIAIS -

RNA mensageiro

testar a hipétese do pesquisador. Explique que materiais seriam
necessarios e como vocé verificaria a ocorréncia de bloqueio ou
diminuicdo da sintese de y-tubulina e CEP135 em células cul-
tivadas. Como vocé verificaria se houve comprometimento da
formacédo do centrossomo? Que controles incluiria nesses ex-
perimentos?

) Leia a resposta do problema no site
http://gen-io.grupogen.com.br.

Os RNA de interferéncia curtos e os microRNA sdo produzidos a partir de precursores
bifilamentares maiores pela agdo de endonucleases tipo Dicer

o Nos complexos de silenciamento induzido por RNA (RISC), siRNA e miRNA tornam-se
unifilamentares de modo que possam ter como alvo sequéncias complementares em moléculas de

e O RNA mensageiro que é alvo do siRNA ¢é clivado, ¢ 0 mRNA-alvo do miRNA ¢ impedido de
servir de molde para a sintese de polipeptidios

o Os genomas eucaristicos tém centenas de genes para miRNA
o Transpdsons e transgenes podem estimular a sintese de siRNA

o A interferéncia por RNA é usada como instrumento de pesquisa para suprimir ou atenuar a
express@o de genes em células e organismos.

Expressao génica e organiza¢ao da cromatina -

Vérios aspectos da organizagdo da cromatina influen-
ciam a transcricdo de genes.

Os cromossomos eucaridticos sao constituidos de partes
aproximadamente iguais de DNA e proteina. O conjunto
desse material é denominado cromatina. As caracteristicas
quimicas da cromatina variam ao longo do comprimento
do cromossomo. Em algumas regioes, por exemplo, as
histonas, que constituem a maijor parte da proteina na
cromatina, sio acetiladas, e, em outras regioes, alguns
nucleotidios no DNA siao metilados. Essas modificacoes
quimicas podem influenciar a atividade de transcricao
dos genes. Outros aspectos da organizacao da cromatina
- por exemplo, a presenca de proteinas de “empacota-
mento” — influenciam a regulacao génica. Nesta secao,
analisaremos como a composi¢ao € a organizacgao da cro-
matina afetam a expressao génica.

EUCROMATINA E HETEROCROMATINA

A variacao na densidade da cromatina nos nucleos celu-
lares leva a coloracao diferencial de se¢coes dos cromosso-
mos. O material de coloracdo intensa € a heterocromatina,
e o material de coloracao fraca é a eucromatina. Esses dife-
rentes tipos de cromatina tém algum significado funcio-
nal? Caso tenham, qual é ele?

Uma combinacio de anilises genéticas e moleculares
mostrou que a grande maioria dos genes eucaridticos
estd na eucromatina. Além disso, quando sao artificial-
mente transpostos para um meio heterocromaitico, os
genes eucromdticos tendem a apresentar funcio anor-
mal e, em alguns casos, inatividade total. Esse compro-
metimento da funcdo pode criar uma mistura de ca-
racteristicas normais e mutantes no mesmo individuo
denominada variegacdo por efeito de posicao. Esse termo é
usado porque a variabilidade do fenétipo é causada por
mudanca da posicdo do gene eucromatico, especifica-
mente por sua realocacio na heterocromatina. Muitos
exemplos de variegacdo por efeito de posicao foram
descobertos em Drosophila, geralmente em associacao
com inversdes ou translocacoes que deslocam um gene
eucromitico para a heterocromatina. O alelo white mot-
tled € um bom exemplo. Nesse caso, um alelo selvagem
do gene white foi realocado por inversdao, com uma que-
bra perto do locus white eucromatico e outra na hetero-
cromatina basal do cromossomo X. Esse rearranjo in-
terfere na expressido normal do gene white e produz um
fenotipo de olho manchado (Figura 19.10). Ao que tudo
indica, o gene white eucromdtico nao tem boa atividade
em meio heterocromdtico. Esse e outros exemplos leva-
ram 4 no¢io de que a heterocromatina reprime a fun-
¢do génica, talvez porque é condensada em uma forma
que nio é acessivel ao mecanismo de transcri¢io.
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M FIGURA 19.10 Fendtipo de cor dos olhos variegada de Drosophila
com o alelo white mottled em um cromossomo X rearranjado.

O comportamento do gene whife em moscas com esse
cromossomo X rearranjado indica que a expressao géni-
ca pode ser influenciada por condi¢oes que nio alteram
a sequéncia nucleotidica do gene. Além disso, como o
gene white é expresso em algumas dreas do olho, mas nao
em outras, sabemos que uma vez estabelecidas essas con-
di¢oes, sua heranca € clonal 4 medida que as células do
olho se dividem. Como essas condicbes sio superpostas
a estrutura bdsica do gene white, dizemos que sao epigené-
ticas. O prefixo grego “epi” significa “acima” e nesse caso
é usado para indicar que a expressao do gene é regulada
por um estado hereditdrio que nao a sequéncia real do
gene. Nesse caso, o estado epigenético hereditdrio im-
plica algum aspecto da organizacao da cromatina perto
do gene white reposicionado. Nas se¢oes a seguir, encon-
traremos outros exemplos de regulacao epigenética da
expressao génica.

ORGANIZAGCAO MOLECULAR DO DNA
TRANSCRICIONALMENTE ATIVO

O que é a organizacdo molecular do DNA transcricional-
mente ativo? Esse DNA é mais “aberto” que o DNA nao
transcrito? Essas perguntas foram respondidas medin-
do-se a sensibilidade do DNA na cromatina a acao da de-
soxirribonuclease I (DNase) pancredtica, enzima que cli-
va moléculas de DNA e degrada-as em seus nucleotidios
constituintes. Em 1976, Mark Groudine e Harold Wein-
traub demonstraram que o DNA transcricionalmente ati-
vo € mais sensivel 2 DNase I que o DNA ndo transcrito.
Groudine e Weintraub extrairam cromatina de hemicias
de galinha e digeriram-na parcialmente com DNase I
Depois, eles examinaram o material residual da cromati-
na a procura de sequéncias de dois genes, B-globina, que
€ transcrito ativamente em hemadcias, e ovalbumina, que
nio é. Constataram que mais de 50% do DNA do gene
de B-globina havia sido digerido pela enzima DNase I em
comparacio com apenas 10% do DNA do gene de oval-
bumina. Esses resultados eram uma forte indicacao de
que o gene transcrito ativamente estava mais “aberto” ao
ataque pela nuclease. Pesquisa subsequente mostrou que

a sensibilidade dos genes transcricionalmente ativos d
nuclease depende de pelo menos duas pequenas protei-
nas nao histonicas, HMG14 e HMG17 (HMG é a sigla de
high mobility group [grupo de alta mobilidade], porque
eles tém elevada mobilidade durante a eletroforese em
gel). Quando essas proteinas sio removidas da cromatina
ativa, a sensibilidade a nuclease é perdida; quando elas
sao acrescentadas de novo, a sensibilidade é restaurada.

O tratamento da cromatina isolada com uma concen-
tracao muito baixa de DNase I causa clivagem do DNA
em alguns sitios especificos, apropriadamente denomi-
nados sétios hipersensiveis a DNase I. Demonstrou-se que
alguns desses sitios estio em posi¢ido 5’ em relacdo aos
genes transcricionalmente ativos, na regiao promotora
ou acentuadora. O significado funcional desses sitios hi-
persensiveis ainda é obscuro, mas ha algumas evidéncias
de que podem marcar regioes de desespiralamento local
do DNA, talvez por causa do inicio da transcri¢ao.

No caso dos genes humanos para B-globina, varios si-
tios hipersensiveis & DNase I estdo em uma regido de con-
trole de locus (LCR) de 15 kb em posi¢do 5' em relacao
aos proprios genes (Figura 19.11). Os genes da B-globina
humana estao em um agrupamento de 28 quilobases no
cromossomo 11. Cada gene no agrupamento é cépia de
um gene de B-globina ancestral. Durante a evolucéo, os
genes individuais no agrupamento divergiram por mu-
tacdo aleatoria e hoje cada um deles codifica um poli-
peptidio ligeiramente diferente. Em um dos genes, uma
mutacio sem sentido extinguiu a capacidade de produ-
zir um polipeptidio. Esses genes ndo codificadores sio
denominados pseudogenes e geralmente sao designados
pela letra grega psi (¥) - portanto, o gene (V) nesse
agrupamento.

Os genes da B-globina humanos estao submetidos a
regulacdo espacial e temporal. Na verdade, uma carac-
teristica notavel desse agrupamento de genes € que seus
membros sio expressos em diferentes momentos do de-
senvolvimento. O gene ¢ é expresso no embrido, os dois
genes vy sao expressos no feto, e os genes 8 e B sao expres-
sos em lactentes e adultos. Aparentemente, essa ativacio
sequencial de genes de um lado ao outro no agrupamen-
to estd relacionada com a necessidade de produzir tipos
ligeiramente diferentes de hemoglobina durante o de-
senvolvimento humano. Embriio, feto e lactente tém ne-

Legenda:

Tempo de expressao:
O Embriao

@ Feto

B Lactente e adulto
B Pseudogene

B FIGURA 19.11 O agrupamento dos genes da 3-globina no cromos-
somo humano 11.



cessidades diferentes de oxigénio, sistemas circulatérios
diferentes e estio em ambientes fisicos diferentes. Ao
que parece, a variagao temporal de expressio do gene da
B-globina é uma adaptacao a essa variagao de condigoes.

A LCR do agrupamento de genes da -globina contém
sitios de ligacao para fatores de transcricio que pré-ati-
vam cada gene para transcri¢ao. A pré-ativacio é detecta-
da por aumento da sensibilidade do DNA na LCR a diges-
tdo por baixa concentracao de DNase I. A transcricao dos
genes da B-globina parece exigir essa pré-ativacio e € es-
timulada por fatores de transcricao que se ligam a acen-
tuadores especificos no complexo génico da B-globina.
Entretanto, a especificidade tecidual e temporal da ex-
pressao do gene da B-globina depende das sequéncias in-
seridas na LCR. Estudos com camundongos transgénicos
indicam que a LCR nao € apenas uma grande colecao de
acentuadores que controlam os varios genes da B-globi-
na. E preciso que a LCR esteja em posicio 5’ em relacio
aos genes da 3-globina e em seu sentido natural para con-
trolar apropriadamente a expressio génica. Ou seja, sua
acao depende do sentido. Em geral, os acentuadores tém
acao independente do sentido e em diferentes posicoes
em relacdo ao promotor de um gene. A LCR tem outra
caracteristica que a distingue de acentuadores simples:
é capaz de controlar a expressio do gene da B-globina
quando todo o agrupamento génico (LCR mais genes
da B-globina) é inserido em uma posi¢io cromossomica
diferente. Os acentuadores, por outro lado, geralmen-
te sdo inativos quando eles e seus genes associados sio
transpostos para outra localizacdo cromossémica. Assim,
a LCR parece isolar os genes da -globina da influéncia
da cromatina ao seu redor.

REMODELAGEM DA CROMATINA

Experimentos que avaliam a sensibilidade do DNA a di-
gestao com DNase I demonstraram que o DNA transcrito
€ mais acessivel ao ataque da nuclease que o DNA nao
transcrito. O DNA transcrito ¢ empacotado em nucle-
ossomos? Em caso afirmativo, quais sao as modificacoes
estruturais do nucleossomo durante a transcricio? Os
nucleossomos sdo “abertos” e “fechados” quando a RNA
polimerase passa ao longo do molde de DNA? As tentati-
vas de responder a essas perguntas exigiram uma combi-
nacao de métodos genéticos e bioquimicos que demons-
traram que o DNA transcrito é realmente empacotado
em nucleossomos. No DNA transcrito, porém, os nucle-
ossomos sdo alterados por complexos multiproteicos que
acabam por facilitar a acao da RNA polimerase. Essa al-
teracdo de nucleossomos no preparo para transcricao é
denominada remodelagem da cromatina.

Foram identificados dois tipos gerais de complexos de
remodelagem de cromatina. Um tipo é constituido de en-
zimas que transferem grupos acetila para o aminoacido
lisina em posicoes especificas nas histonas dos nucleos-
somos. As enzimas dessa classe sio denominadas histona
acetiliransferases (HAT). Muitos estudos mostraram que a
acetilagdo de histonas esti relacionada com o aumento
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da expressao géniea, talvez porque o acréscimo dos gru-
pos acetila afrouxa a associaciao entre o DNA e os octi-
meros de histona nos nucleossomo. As quinases— enzimas
que transferem grupos fosfato para moléculas — também
podem ter um papel junto com esses complexos de re-
modelagem de cromatina. Sabe-se, por exemplo, que a
acetilacao de lisina-14 em histona H4 frequentemente é
precedida por fosforilacdo de serina-10 nessa molécula.
Juntas, essas duas modificacées de histona H4 parecem
“abrir” a cromatina para aumento da atividade de trans-
cricao.

Outro tipo de complexo de remodelagem de cromati-
na desorganiza a estrutura do nucleossomo na vizinhan-
¢a do promotor de um gene. O complexo desse tipo mais
estudado é o SWI/SNF encontrado na levedura de pao.
Esse complexo recebe o nome dos dois tipos de muta-
¢oes (switching-inhibited [inibido por variabilidade] e
sucrose nonfermenter [nao fermentador de sacarose])
que levaram a descoberta de suas protefnas constituintes.
Complexos relacionados foram encontrados nas células
de outros organismos, inclusive de seres humanos. O
complexo SWI/SNF tem no minimo oito proteinas. Re-
gula a transcri¢do por deslizamento de octimeros de his-
tona ao longo do DNA associado em nucleossomos; tam-
bém pode transferir esses octimeros para outros locais
em uma molécula de DNA. A substituicio do nucleosso-
mo catalisada pelo complexo SWI/SNF aparentemente
possibilita o acesso dos fatores de transcricio ao DNA.
Entao, esses fatores estimulam a expressao de um gene.

Nés analisamos a remodelagem da cromatina do pon-
to de vista da ativacio do gene. No entanto, a cromatina
ativa também pode ser remodelada em cromatina ina-
tiva. Essa remodelagem invertida parece implicar duas
modificacées bioquimicas das histonas em nucleosso-
mos: desacetilacio, catalisada pelas histona desacetilases
(HDAC), e metilacao, catalisada pelas histona metiltrans-
Serases (HMT). Como sera exposto na préxima secao, al-
guns nucleotidios no DNA também podem ser metilados
por um grupo de enzimas denominadas DNA metiltrans-
ferases (DNMT). A cromatina submetida a essas modifica-
coOes tende a ser transcricionalmente silenciosa.

METILACAO DO DNA

A modificacio quimica dos nucleotidios também parece
ser muito importante para a regulaciao de genes em al-
guns eucariotos, sobretudo mamiferos. Dos aproximada-
mente 3 bilhoes de pares de bases no genoma tipico de
mamifero, cerca de 40% sao pares de bases G:C, e cerca
de 2 a 7% desses sido modificados pelo acréscimo de um
grupo metila a citosina (Figura 19.12). A maioria das cito-
sinas metiladas é encontrada em diades de pares de bases
com a estrutura

5" mCpG 3’

3’ GpCm 5’
em que mC é metilcitosina e o p entre C e G indica a
ligacao fosfodiéster entre nucleotidios adjacentes em
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M FIGURA 19.12 Estrutura da 5-metilcitosina.

cada filamento de DNA. Com frequéncia, essa estrutura
é abreviada pela composi¢ao de um filamento, portanto,
mCpG. Os dinucleotidios CpG metilados podem ser de-
tectados por digestio do DNA com enzimas de restrigao
sensiveis a modificaces quimicas de seus sitios de reco-
nhecimento. Por exemplo, a enzima Hpall reconhece e
cliva a sequéncia CCGG; no entanto, quando a segunda
citosina nessa sequéncia é metilada, Hpall nao € capaz
de clivar a sequéncia. Assim, os DNA metilados € ndo me-
tilados produzem padrdes diferentes de fragmentos de
restricio quando sao digeridos por essa enzima.

Os dinucleotidios CpG s3o menos frequentes que o
esperado em genomas de mamiferos, provavelmente por-
que sofreram mutacdo em dinucleotidios TpG ao longo
da evolucao. Além disso, a distribuicao de dinucleotidios
CpG é desigual, com muitos segmentos curtos de DNA que
tém uma densidade muito maior de dinucleotidios CpG
que outras regides do genoma. Esses segmentos ricos em
CpG, geralmente com cerca de 1 a 2 kb, saoc denominados
ilhas de CpG. No genoma humano, ha aproximadamente
%0.000 ilhas, a maioria situada perto dos sitios de inicio da
transcri¢do. A andlise molecular demonstrou que as citosi-
nas nessas ilhas raramente, ou nunca, sao metiladas e que
esse estado ndo metilado ou submetilado conduz a trans-
cricao. Assim, o DNA na vizinhanca de uma ilha de CpG é
hipersensivel a digestao por DNase I e seus nucleossomos
costumam ser um pouco diferentes dos nucleossomos em
outras partes do genoma — em geral, hd menos histona
HI, e algumas histonas centrais sao acetiladas.

O DNA metilado, quando presente, estd associado a
repressdo da transcricao. Isso é observado principalmente
em fémeas de mamiferos, cujo cromossomo X inativo tem
alto grau de metilacdo. As regices do genoma de mamife-
ros que contém sequéncias repetitivas, inclusive as regioes
ricas em elementos transponiveis, também sao metiladas,
talvez como um modo de proteger o organismo contra
os efeitos prejudiciais da expressio e do movimento de
transpdsons. Os mecanismos que tornam o DNA metilado
transcricionalmente silencioso ndo sio bem compreen-
didos; entretanto, pelo menos duas proteinas que repri-
mem a transcri¢do ligam-se a0 DNA metilado e uma delas,
MeCP2, modifica a estrutura da cromatina. Assim, é possi-
vel que dinucleotidios CpG metilados liguem-se a protei-
na especificas e que essas proteinas formem um complexo
que impeca a transcri¢ao de genes vizinhos.

A transmissio do estado metilado é clonal por divisdo
celular. Quando uma sequéncia de DNA é metilada, os

dois filamentos da sequéncia adquirem grupos metila.
Depois da replicacao do DNA, cada diplex-filho tem uma
sequéncia de DNA parental metilada e uma sequéncia
nio metilada. As DNA metiltransferases, enzimas que li-
gam os grupos metila ao DNA, podem reconhecer essa
assimetria e acrescentar um grupo metila 4 sequéncia
nao metilada. Desse modo, o estado totalmente metilado
é restabelecido nos diplex-filhos de DNA. Dessa manei-
ra, o padrio de metilagdo é transmitido de modo mais ou
menos fiel a cada ciclo de replicacao do DNA — ou seja, a
cada divisao celular. Nesse sentido, a metilacio do DNA
é uma modificacio epigenética da cromatina. A acetila-
¢a0 da histona também € considerada uma modificagao
epigenética, embora nio esteja claro como o padrao de
acetilagio é transmitido por divisao celular. O texto O
futuro: A epigenética de gémeos discorre sobre o possivel
significado dessas modificagcoes em seres humanos.

IMPRINTING

A metilacio do DNA em mamiferos também é responsa-
vel por casos incomuns nos quais a expressao de um gene
€ controlada por sua origem parental. Por exemplo, em
camundongos, o gene Igf2, que codifica um fator de cres-
cimento similar 4 insulina (insulin-like growth factor), é
expresso quando € herdado do pai, mas ndo da mae. Ja
o gene HI9 é expresso quando é herdado da mae, mas
nio do pai. Sempre que a expressao de um gene é condi-
cionada por sua origem parental, os geneticistas afirmam
que o gene foi imprinted — termo usado para transmitir a
ideia de que o gene foi marcado de algum modo para
“lembrar” que é oriundo do pai ou da mae.

Anilise molecular recente demonstrou que a marca
que condiciona a expressio de um gene é a metilacdo
de um ou mais dinucleotidios de CpG na vizinhanga do
gene. A principio, esses dinucleotidios metilados sao for-
mados na linhagem germinativa parental (Figura 19.13).
Assim, por exemplo, o gene Igf2 € metilado na linhagem
germinativa feminina, mas nao na linhagem germinativa
masculina. Por ocasido da fertilizagdo, um gene Igf2 meti-
lado de origem materna é combinado a um gene Igf2nao
metilado de origem paterna. Durante a embriogénese, os
estados metilado e nio metilado sdo preservados a cada
replicacio do gene. Como um gene metilado € silencioso,
apenas o gene Igf2 de origem paterna é expresso no ani-
mal em desenvolvimento. Acontece exatamente 0 Oposto
com o gene HI19, que é metilado na linhagem germina-
tiva masculina, mas nio na linhagem germinativa femi-
nina. J4 foram identificados mais de 20 diferentes genes
imprinted em camundongos e seres humanos. O imprint
por metilacdo de cada gene é estabelecido na linhagem
germinativa parental. Entretanto, um gene metilado her-
dado de um sexo pode ser desmetilado quando passa por
uma prole do sexo oposto. Assim, os imprints por metila-
¢ao sao redefinidos a cada geracdo, dependendo do sexo
do animal. O fato de que alguns genes sao metilados em
um sexo, mas nio no outro, implica que fatores sexo-es-
pecificos controlam o mecanismo de metilagio.



FUTURO
EPIGENETICA DE GEMEOS

uitos gémeos humanos tém aparéncia e atitudes seme-

lhantes, de tal modo que é dificil diferencia-los. Mas os

pais de gémeos “idénticos” sabem que cada um deles é
diferente, e suas diferen¢as tornam-se mais aparentes com a idade.
Um gémeo pode se tornar autoconfiante e o outro, timido. Um
pode se tornar atleta e o outro, artista. Mais tarde, embora tenham
aparéncia semelhante, um gémeo pode sucumbir a uma doenca
cronica, como diabetes, mas o outro, ndo; na idade avancada, um
pode ter doenga de Alzheimer e o outro, ndo. Essas diferencas des-
pertaram nossa curiosidade porque sabemos que esses tipos de
gémeos comecaram a vida com gendtipos idénticos. O ovécito
fertilizado dividiu-se e formou dois embrides, que deram origem
a pessoas diferentes. Para ressaltar a origem do mesmo ovécito
fertilizado, dizemos que esses gémeos sdo monozigéticos.

Em 2005, uma equipe de pesquisa internacional explorou a
possibilidade de que gémeos idénticos poderiam ter diferencas
epigenéticas.’ Eles estudaram 40 pares de gémeos monozigéticos
espanhdis. Esses gémeos tinham de 3 a 74 anos de idade e graus
variados de compartilhamento das experiéncias de vida. Os pes-
quisadores examinaram dois tipos de modificaces epigenéticas na
cromatina de leucécitos retirados dos gémeos: metilagdo de DNA
e acetilagdo de histona.

A maioria dos pares de gémeos apresentou perfis epigenéti-
cos espantosamente semethantes. No entanto, em 35% dos pares,
houve diferencas notéveis dos niveis gerais de metilagdo de DNA e
acetilagdo de histona. Essas diferengas foram mais prevalentes nos
pares mais velhos e nos que passaram menos tempo de vida juntos
ou que tinham diferentes histérias de satide. Uma andlise mais de-
talhada das diferencas de metilagdo do DNA mostrou que cerca de
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metade delas estava associada a retrotranspdsons no genoma dos
gémeos; a outra metade estava associada a genes conhecidos ou
suspeitos. O mapeamento citogenético mostrou que as diferencas
eram distribuidas em todo o genoma. Elas foram localizadas nos
telémeros dos cromossomos e em determinadas regides ricas em
genes, como 0s bragos longo e curto do cromossomo 1, o brago
curto do cromossomo 3 e o brago longo do cromossomo 8. Quan-
do se analisaram os niveis de RNA, as sequéncias de DNA hiper-
metiladas eram silenciosas ou subexpressas. Assim, as diferengas
epigenéticas entre os gémeos pareciam ter significado funcional.

Esse estudo — o primeiro desse tipo — demonstrou que gémeos
com o mesmo gendtipo podem ter “epigendtipos” diferentes, e isso
sugeriu que algumas diferengas fenotipicas entre os gémeos pode-
riam ser causadas por diferengas epigenéticas, o que poderia, por
sua vez, ser causado por diferentes histérias de vida dos gémeos.
Portanto, esse estudo significa que, com o tempo, as experiéncias
de uma pessoa — alimentagdo, atividades sociais e ffsicas, trata-
mentos clinicos, exposicdo a diferentes ambientes, e assim por di-
ante — poderiam participar da moldagem do “epigenoma”, o que
pode influenciar o modo de expressdo do genoma.

No outono de 2010, outra equipe internacional se formou para
estudar as diferencas epigenéticas em gémeos. Esse projeto
“Epitwin” € liderado por cientistas do Reino Unido e da China e pes-
quisa modificacBes epigenéticas que influenciam a suscetibilidade a
vérios distdrbios e doencas, como obesidade, diabetes, osteoporose
e longevidade. Cinco mil gémeos serdo analisados. Portanto, esse es-
tudo em larga escala pode revelar como a expressao génica regulada
de modo epigenético afeta a etiologia de tracos complexos.

'Fraga, M. F. et al., 2005. Epigenetic differences arise during the lifetime of
monozygotic twins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 10604-10609.

A heterocromatina estd associada a represséo da transcri¢@o

o A variegacdo por efeito de posicdo é um exemplo da regulacdo epigenética da expressio génica
¢ A transcrigdo ocorre preferencialmente na cromatina com organizagdo frouxa

o O DNA transcricionalmente ativo tende a ser mais sensivel a digestdo por DNase I

o Durante a ativagao da transcrig@o, a cromatina é remodelada por complexos multiproteicos

o A metilacdo de DNA estd associada ao silenciamento génico em mamiferos

e A expressdo de um geneimprinted é condicionada pela origem parental do gene.

Mamiferos, moscas e vermes tém mecanismos diferentes
de compensacao das diferentes doses de cromossomos X
em machos e fémeas.

Organismos com um sistema de determinac¢io de sexo
XX/XY ou XX/XO enfrentam o problema de igualar a
atividade de genes ligados ao X nos dois sexos. Nos ma-

miferos, esse problema é resolvido pela inativagio aleat6-
ria de um dos dois cromossomos X em fémeas; portanto,
cada fémea tem o mesmo nimero de genes ligados ao
X transcricionalmente ativos que um macho. Em Droso-
phila, nenhum dos dois cromossomos X na fémea € ina-
tivado; em vez disso, a transcricio dos genes no tnico
cromossomo X do macho é intensificada para que seu
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produto final esteja de acordo com os genes nos dois cro-
mossomos X de uma fémea. Ainda outra solugao para o
problema de niimeros diferentes de genes ligados ao X
foi encontrada no nematédeo Caenorhabditis elegans. Nes-
se organismo, individuos XX sdo hermafroditas (atuam
como macho e fémea) e individuos XO sio machos. A
atividade de transcricio ligada ao X é igualada nesses
dois genétipos por repressao parcial dos genes nos dois
cromossomos X em hermafroditas. Portanto, mamiferos,

moscas e vermes resolveram o problema da dose de gene
ligado ao X de diferentes maneiras (Figura 19.14). Em ma-
miferos, um dos cromossomos X nas fémeas é inativado;
em Drosophila, o unico cromossomo X em machos € hi-
perativado; e em C. elegans, os dois cromossomos X em
hermafroditas sao hipoativados.

Esses trés diferentes mecanismos de compensacao da dose
— inativa¢do, hiperativagdo e hipoativagdo — tém uma carac-
teristica importante em comum: muitos genes diferentes
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B FIGURA 19.13 Metilacdo e imprinting do gene Igf2 em camundongos. O gene é metilado em fémeas, mas ndo em machos.
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B FIGURA 19.14 Trés mecanismos de compensagdo de dose para ge-
nes ligados ao X: inativagdo, hiperativacdo e hipoativagdo.

sao regulados coordenadamente porque estio no mesmo
cromossomo. Essa regulacao global do cromossomo é su-
perposta a todos os outros mecanismos reguladores usa-
dos na expressdo espacial e temporal desses genes. Qual
seria o responsdvel por esse sistema regulador global?
Durante décadas, os geneticistas vém tentando elucidar
a base molecular da compensacao de dose. A hipétese
de trabalho € a de que existe um ou mais fatores que se
ligam especificamente ao cromossomo X e alteram suas
atividades de transcricao. Descobertas recentes indicam
que essa ideia estd correta.

INATIVACAO DE CROMOSSOMOS X
EM MAMIFEROS

Em mamiferos, a inativacdo do cromossomo X comeca
em um sitio especifico denominado centro de inativacdo X
(XIC) e propaga-se em sentidos opostos até as extremida-
des do cromossomo. Curiosamente, nem todos os genes
do cromossomo X inativado sao transcricionalmente si-
lenciosos. Um que permanece ativo é denominado XIST
(X mactive specific franscript [transcrito especifico do
X inativo]); esse gene estd dentro do XIC (Figura 19.15).
Em seres humanos, o gene XIST codifica um transcrito
de 17 kb que ndo tem nenhuma matriz aberta de leitura
relevante. Portanto, parece improvavel que o gene XIST
codifique uma proteina. Em vez disso, provavelmente o
préprio RNA é o produto funcional do gene XIST. Em-
bora poliadenilado, esse RNA € restrito ao niicleo e estd
localizado especificamente nos cromossomos X inativa-
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B FIGURA 19.15 Expressdo do gene X/ST no cromossomo X inativo de
mulheres. Para comparagao, € mostrada a expressdo do gene HPRT no
cromossomo X ativo. Esse gene codifica a hipoxantina fosforribosil-
transferase, enzima que participa do metabolismo de purinas.

dos; nao parece estar associado a cromossomos X ativos
em machos nem em fémeas.

Em camundongos, nos quais foi possivel fazer uma
anilise experimental detalhada, os pesquisadores cons-
tataram que o homélogo do gene XIST humano € trans-
crito durante os estagios iniciais do desenvolvimento em-
briondrio em baixo nivel de ambos os cromossomos X
presentes nas fémeas. Os transcritos de cada gene Xist
da fémea de camundongo sao instaveis e permanecem
intimamente associados a seus respectivos genes. Ao lon-
go do desenvolvimento, os transcritos de um dos genes
estabilizam-se e acabam por envolver todo o cromosso-
mo X no qual esse gene esta localizado; os transcritos do
outro gene Xist desintegram-se, € a transcricao adicional
desse gene é reprimida por metilacao de nucleotidios no
promotor do gene. Assim, na fémea do camundongo,
um cromossomo X —aquele cujo gene Xist continua a ser
transcrito — € envolvido pelo RNA Xist e o outro, nao. Ao
que tudo indica, a escolha do cromossomo a ser reves-
tido € aleatéria. Embora o mecanismo de revestimento
ainda nao seja compreendido, a consequéncia € clara: a
maioria dos genes no cromossomo revestido é reprimida
€ esse cromossomo torna-se o cromossomo X inativo. No
sistema de compensacao de dose de mamiferos, portan-
to, o cromossomo X que permanece ativo ¢, paradoxal-
mente, 0 que reprime seu gene Xist.

Os cromossomos X inativos sao facilmente identifica-
dos em células de mamiferos. Durante a intérfase, eles se
condensam em uma massa escura associada a membrana
nuclear. Essa massa, o corpusculo de Barr, desconden-
sa-se durante a fase S para possibilitar a replicacao do cro-
mossomo X inativo. Entretanto, como a descondensacao
leva algum tempo, a replicacao do cromossomo X inativo
ocorre mais tarde que a dos demais cromossomos. Desse
modo, os cromossomos X inativos tém obrigatoriamente
uma estrutura de cromatina muito diferente da estrutura
dos outros cromossomos. Essa diferenca é determinada
em parte pelos tipos de histonas associadas a0 DNA. Uma
das quatro histonas centrais, H4, pode ser quimicamente
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Cromossomos X

B FIGURA 19.16 Ligagdo do produto proteico de um dos genes ms! de Drosophila ao tinico cromossomo X de machos.

modificada pelo acréscimo de grupos acetila a qualquer
uma das varias lisinas na cadeia polipeptidica. A H4 ace-
tilada estd associada a todos os cromossomos do genoma
humano. No entanto, no cromossomo X inativo parece
estar restrita a trés bandas bem estreitas, cada uma delas
correspondente a uma regiao que contém alguns genes
ativos. Também ha deplecao da H4 acetilada em areas de
heterocromatina nos outros cromossomos. Esses achados
sugerem que a deplecao de H4 acetilada é uma caracte-
ristica basica do cromossomo X inativo.

HIPERATIVACAO DE CROMOSSOMOS X
EM DROSOPHILA

Em Drosophila, a compensacao de dose requer os pro-
dutos proteicos de pelo menos cinco genes diferentes.
As mutacdes nulas nesses genes acarretam letalidade es-
pecifica do macho porque o tinico cromossomo X dos
machos nao é hiperativado. Os machos mutantes costu-
mam morrer durante o fim do estagio larvar ou o inicio
do estdgio pupal. Portanto, esses genes de compensagao
de dose sao denominados loci letais macho-especificos
(msl) e seus produtos sio denominados proteinas MSL..
Os anticorpos preparados contra essas proteinas foram
usados como sondas para localizar as proteinas dentro
das células. O achado significativo é que cada protei-
na MSL liga-se especificamente ao cromossomo X em
machos (Figura 19.16). Essas proteinas ndo se ligam aos
outros cromossomos no genoma masculino e nao se li-
gam a nenhum cromossomo, inclusive os X, no genoma
feminino. A ligacdo das proteinas MSL ao cromossomo
X masculino é facilitada por dois tipos de moléculas de
RNA denominadas 70X1 e 10X2 (do inglés, RNA on the X

chromosome [RNA no cromossomo X]) que sdo transcri-
tos de genes no cromossomo X.

O modelo atual propde que as proteinas MSL formam
um complexo ao qual se unem os RNA nX. Entdo, esse
complexo liga-se a 30 a 40 sitios ao longo do cromossomo
X masculino, inclusive aos loci que contém os dois genes
r0X. A partir de cada um desses sitios de entrada, o com-
plexo MSL/ 70X propaga-se nos dois sentidos até alcancar
todos os genes no cromossomo X masculino que precisam
ser hiperativados. O processo de hiperativa¢ao pode impli-
car remodelagem da cromatina pelo complexo MSL/ 70X
Uma das proteinas MSL é uma histona acetiltransferase, e
uma versdo acetilada especifica da histona H4 esta exclusi-
vamente associada aos cromossomos X hiperativados.

HIPOATIVAGAO DE CROMOSSOMOS X
EM CAENORHABDITIS

Em C. elegans, a compensacdo de dose implica a repressao
parcial de genes ligados ao X nas células somdticas de
hermafroditas. O mecanismo nio é totalmente compre-
endido, mas ha participacio de produtos de varios genes.
Assim como as proteinas MSL em Drosophila, as proteinas
codificadas por esses genes ligam-se especificamente ao
cromossomo X. No entanto, ao contrario da situacao em
Drosophila, elas s6 se ligam quando ha dois cromossomos
X. Aparentemente, as proteinas nao se ligam ao cromos-
somo X tinico em machos nem se ligam a nenhum autos-
somo em machos ou hermafroditas. Portanto, a compen-
sacdo de dose em C. elegans parece implicar um mecanis-
mo exatamente oposto ao que ocorre em Drosophila. Um
complexo proteico liga-se aos cromossomos X e reprime
a transcricao em vez de estimula-la.
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de seus genes

Exercicios

Aplique a analise genética

1.

Organize 0os processos a seguir em ordem cro-
nolégica, partindo do que ocorre primeiro: (a)
recomposicao de uma molécula de RNA, (b) mi-
gracdo de uma molécula de mRNA para o cito-
plasma, (c) transcricio de um gene, (d) degra-
dacao de uma molécula de RNA, (e) sintese de
polipeptidio.

Resposta: c-a-b-e-d.

2.

Que fator induz a expressio do gene hsp70 em Dro-
sophila?

Resposta: O gene Asp70¢é induzido pelo estresse por calor.

3.

Indique se cada um destes fenémenos relacionados

com a regulagao da expressao génica ocorre no ni-

cleo ou no citoplasma de uma célula eucariotica.

(a) Estimulagdo da expressio génica por um fator de
transcricao.

(b) Recomposicdo alternativa do transcrito primdrio de
um gene.

(c) Poliadenilacdo do transcrito primdrio de um gene.

(d) Tradugao de um RNA mensageiro.

(e) Inibicao da tradugao por ligacdo de um microRNA a
um RNA mensageiro.

(f) Degradacio de um RNA mensageiro induzido por
um RNA de interferéncia curto.

(g) Ligagdo de um horménio peptidico a seu receptor.

(h) Ligacdo de um hormdnio esteroide a seu receptor.

(1) Silenciamento da expressao génica pela heterocro-
matina.

(j) Inativacdo de todo o cromossomo.

Resposta: O item (h) pode ocorrer no citoplasma ou

no nicleo, dependendo do horménio esteroide
especifico. Os itens (a), (b), (c), (i) e (j) ocor-

Autoavaliacao

4.

547

Capitulo 19 | Regulacdo da Expressdo Génica em Eucariotos

A inativacdo de um cromossomo X em fémeas XX de mamiferos é mediada por um RNA ndo
codificador transcrito do gene XIST nesse cromossomo

o A hiperativagdo do vinico cromossomo X em machos de Drosophila é mediada por um
complexo RNA-proteina que se liga a muitos sitios nesse cromossomo e estimula a transcri¢do

« A hipoativagdo dos dois cromossomos X em hermafroditas de C. elegans é mediada por protei-
nas que se ligam a esses cromossomos e reduzem a transcricdo de seus genes.

rem no nucleo. Todos os outros itens ocorrem no
citoplasma.

Cite algumas diferencas entre eucromatina e hete-
rocromatina.

Resposta: A heterocromatina adquire coloragao escura

durante todo o ciclo celular; a eucromatina nao
adquire coloracdo escura durante a intérfase. A
heterocromatina é rica em sequéncias repetidas de
DNA e em elementos transponiveis; a eucromatina
pode conter sequéncias repetidas e transpésons,
mas geralmente nio no mesmo grau que a hetero-
cromatina. A heterocromatina tem poucos genes
codificadores de proteinas; a eucromatina tem mui-
tos genes codificadores de proteinas.

Indique se os itens a seguir estao associados a ativi-
dade ou inatividade do gene: (a) metilacao do DNA,
(b) acetilacao de histona, (c) metilacio de histona,
(d) heterocromatina, (e) regido de controle de locus,
(f) proteina GAL4, (g) sensibilidade a2 DNase I.

Resposta: (a) inatividade, (b) atividade, (c) inatividade,

(d) inatividade, (e) atividade, (f) atividade, (g) ati-
vidade.

Qual é o mecanismo de igualacao do nivel de ex-
pressio de genes ligados ao X nos dois sexos em (a)
seres humanos, (b) moscas e (c) vermes?

Resposta: (a) Em seres humanos, um dos cromossomos

X nas fémeas é inativado aleatoriamente. (b) Em
moscas, 0 unico cromossomo X em machos é hi-
perativado. (c¢) Em vermes, os dois cromossomos X
em hermafroditas sdo hipoativados.

1.

O gene lacZ bacteriano para B-galactosidase foi in-
serido em um elemento P transponivel de Drosophi-
la (Capitulo 17) de modo que pudesse ser transcri-

to do promotor do elemento P. Esse gene de fusao
foi entdo injetado na linhagem germinativa de um
embrido de Drosophila junto com uma enzima que
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catalisa a transposicao de elementos P. Durante o
desenvolvimento, o elemento P modificado foi in-
serido nos cromossomos de algumas células da li-
nhagem germinativa. Entdo, a prole desse animal
foi cruzada individualmente com moscas de um es-
toque padrao do laboratério para criar linhagens
que tivessem o gene de fusao P/lacZ em seus geno-
mas. Em trés dessas linhagens, analisou-se a expres-
sao de lacZ por coloracgio de tecidos dissecados de
moscas adultas com X-gal, substrato cromogeénico
que se torna azul na presenca de B-galactosidase.
Na primeira linhagem, apenas os olhos coraram-se
de azul; na segunda, apenas o intestino corou-se de
azul; e na terceira, todos os tecidos coraram-se de
azul. Como vocé explica esses resultados?

Resposta: Sem divida, as trés linhagens tinham diferentes
insercoes do gene de fusido P/lacZ (ver diagrama).
Em cada linhagem, a expressio do gene de fusao P/
lacZfoi necessariamente influenciada por uma dife-
rente sequéncia reguladora, ou acentuador, capaz
de interagir com o promotor P e iniciar a transcri-
¢do no gene lacZ. Na primeira linhagem, o elemen-
to P modificado certamente se inseriu perto de um
acentuador especifico para o olho, o que promoveu
a transcri¢do apenas no tecido ocular. Na segunda
linhagem, certamente se inseriu perto de um acen-
tuador que promove a transcricao nas células in-
testinais e, na terceira linhagem, inseriu-se perto
de um acentuador que promove a transcricao em
todas ou quase todas as células, qualquer que seja
a associacdo tecidual. Provavelmente todos esses di-
ferentes acentuadores estao perto de um gene que

Gene de fusdo P/lacZ

normalmente seria expresso sob seu controle. Por
exemplo, o acentuador especifico para o olho es-
taria perto de um gene necessirio para algum as-
pecto da funcio ou do desenvolvimento ocular. Es-
ses resultados mostram que insercoes aleatérias do
gene de fusao P/lacZ podem ser usadas para identi-
ficar diferentes tipos de acentuadores e, por meio
deles, os genes que eles controlam. Portanto, essas
insercdes de gene de fusio frequentemente sao de-
nominadas capturas de acentuador (enhancer traps).

Em seu artigo seminal sobre interferéncia por
RNA, Andrew Fire e colaboradores (1988 Nature
391: 806-811) descreveram os resultados de ex-
perimentos nos quais o RNA derivado do gene
mex-3 foi injetado em hermafroditas de C. elegans.
Embrides obtidos desses hermafroditas foram ana-
lisados por hibridiza¢io in situ usando sondas para
RNA mex-3. As sondas foram projetadas para se li-
garem ao RNA mensageiro de mex-3, que normal-
mente se acumula nas gonadas de hermafroditas e
em seus embrides. A ligacao das moléculas de son-
da ao mRNA nos embrides é facilmente detectada
se as moléculas de sonda forem marcadas. Ao fazer
esses experimentos de hibridizacao in situ, Fire e
seus colegas constataram que embrioes de vermes
nos quais foi injetado RNA mex-3 bifilamentar nao
foram marcados pelas moléculas de sonda, en-
quanto embrides de vermes nos quais foi injetado
RNA unifilamentar complementar ao mRNA mex-3
— isto é, com RNA mex-3 antisense — foram marca-
dos, embora nao tao intensamente quanto os em-
brides de vermes que nao receberam injecao. O
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que esses resultados indicam sobre a eficicia do
RNA antisense bifilamentar wversus unifilamentar
para silenciar a expressdao génica?

Resposta: Os resultados desses experimentos de hibridi-

zacao ¢n situ indicam que o RNA bifilamentar é um
forte silenciador da expressio do gene mex-3 em
embrides de C. elegans. Em contraposicdo, o RNA
antisense unifilamentar quase ndo tem efeito sobre
a expressao do gene mex-3. Os embrides de vermes
nos quais foi injetado o RNA mex-3 bifilamentar nao
apresentam RNA mensageiro mex-3 detectivel. A
auséncia de RNA mensageiro mex-3 nesses embrides
é consequéncia de interferéncia por RNA induzida
pelo RNA bifilamentar injetado. Os embrides de
vermes nos quais foi injetado o RNA mex-3 antisense
unifilamentar apresentavam algum RNA mensagei-
ro mex-3. Assim, o0 RNA mex-3 antisense unifilamentar
nao é tao eficaz quanto o RNA mex-3 bifilamentar
na inducao de RNAI.

O fenétipo desigual de gatos com pelagem tartaruga
(Capitulo 5) é consequéncia da inativacao aleatéria
de cromossomos X em fémeas heterozigotas para di-
ferentes alelos de um gene ligado ao X para cor da
pelagem; um alelo produz pelagem clara e o outro,
pelagem escura. O fenétipo desigual de ginandro-
morfos em Drosophila (Capitulo 6) é consequéncia
da nao disjuncao dos cromossomos X durante uma
das divisoes iniciais de clivagem. Se um zigoto XX for
heterozigoto para os alelos selvagem e mutante do

Avaliacao adicional
Entenda melhor e desenvolva a capacidade anali
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gene whiteligado ao X, a nao disjun¢ao pode produ-
zir uma linhagem de células XO que t€m apenas o
alelo mutante, e se essas células formam um olho, ou
parte de um olho, esse tecido ocular sera branco. Em
contraposic¢do, o tecido derivado de células XX sera
vermelho porque essas células tém o alelo selvagem
do gene white. Algum desses fenétipos desiguais é
um exemplo da regulacio epigenética da expressao
génica? Explique sua resposta.

Resposta: O fenétipo desigual de gatos com pelagem tar-

taruga é consequéncia de um fenémeno epigenéti-
co — inativacdo aleatéria de um cromossomo X em
cada célula destinada a formar células produtoras
de pigmento no adulto. Todas as células produtoras
de pigmento sdo geneticamente equivalentes — isto
é, tém o mesmo conteiiddo de DNA. O fenétipo tar-
taruga nao € causado por alteracao do genoétipo du-
rante o desenvolvimento embriolégico do animal.
Na verdade, a causa é a mudanca no estado de um
dos cromossomos X, o X que é inativado, e a heran-
¢a desse estado € clonal por divisao celular. Assim,
as manchas claras e escuras da pelagem do gato
tém diferencas epigenéticas, ndo genéticas. Ja o fe-
nétipo desigual de ginandromorfos de Drosophila
deve-se a uma mudancga genética ocorrida durante
o desenvolvimento. Um dos cromossomos X € per-
dido. As manchas vermelhas e brancas de tecido no
olho de um ginandromorfo nao sio geneticamente
equivalentes. Portanto, a diferenca entre elas é ge-
nética, nio epigenética.

Os 6perons sao comuns em bactérias, mas nao em
eucariotos. Sugira uma raziao para isso.

Em bactérias, a traducio de um mRNA comeca an-
tes da conclusao da sintese desse mRNA. Por que
esse “acoplamento” da transcri¢ao e traducao nao
¢ possivel em eucariotos?

A distrofia muscular em seres humanos é causada
por mutacoes em um gene ligado ao X que codifica
uma proteina denominada distrofina. Que técnicas
poderiam ser usadas para verificar se esse gene € ati-
vo em diferentes tipos de células, por exemplo, célu-
las cutaneas, células nervosas e células musculares?

Por que os horménios esteroides interagem com
receptores dentro da célula, enquanto hormdnios
peptidicos interagem com receptores na superfi-
cie celular?

Nos cromossomos politénicos de larvas de Droso-
phila (Capitulo 6), ha formacdo de grandes pufes
em algumas bandas quando as larvas sao expostas
a temperatura elevada. Como vocé poderia de-

19.6

19.7

19.8

monstrar que esses pufes contém genes que sao in-
tensamente transcritos em resposta ao tratamento
de choque térmico?

Como ¢ possivel distinguir um acentuador de um
promotor?

As tropomiosinas sio proteinas mediadoras da in-
teracdo de actina e troponina, duas proteinas que
participam das contracdes musculares. Em ani-
mais superiores, as tropomiosinas existem como
uma familia de proteinas intimamente relaciona-
das que tém algumas sequéncias de aminodcidos
em comum e outras diferentes. Explique como
essas proteinas poderiam ser criadas a partir do
transcrito de um unico gene.

Um polipeptidio € constituido de trés segmentos de
aminodcidos, A-B—C. Outro polipeptidio contém
os segmentos A e C, mas nao o segmento B. Como
seria possivel determinar se esses dois polipeptidios
sao produzidos por traducao de versoes alternativa-
mente recompostas de RNA de um tnico gene ou
por traducao de mRNA de dois genes diferentes?
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Que técnicas poderiam ser usadas para mostrar
que um gene vegetal é transcrito quando a planta
¢ iluminadar

Quando os introns foram descobertos pela primei-
ra vez, acreditava-se que fossem o “lixo” genético —
isto €, sequéncias sem funcao ttil. Na verdade, pa-
reciam ser piores que lixo porque interrompiam as
sequéncias codificadoras dos genes. Entre eucario-
tos, porém, os introns sao disseminados e tudo que
€ disseminado em biologia geralmente tem uma
funcao. Que funcio poderiam ter os introns? Que
beneficio eles poderiam conferir a um organismo?

O fator de transcricio GAL4 em leveduras regula
dois genes adjacentes, GALI e GALI0, por ligacdo a
sequéncias de DNA entre eles. Esses dois genes sdo
transcritos em sentidos opostos no cromossomo,
um para a esquerda do sitio de ligacao da proteina
GAL4 e o outro para a direita desse sitio. Que pro-
priedade dos acentuadores essa situacao ilustrar

Usando as técnicas de engenharia genética, um
pesquisador construiu um gene de fusao conten-
do os elementos de resposta ao choque térmico de
um gene hsp70 de Drosophila e a regiao codifica-
dora de um gene de dgua-viva (gfp) para proteina
fluorescente verde. Esse gene de fusao foi inserido
nos cromossomos de Drosophila vivas pela técnica
de transformacio mediada por transpéson (Capi-
tulo 17). Em que condic¢bes a proteina fluorescen-
te verde serd sintetizada nessas moscas transforma-
das geneticamente? Explique.

Suponha que o segmento do gene Asp70 usado
para produzir o gene de fusio hsp70/gfp do proble-
ma anterior tivesse mutacoes em todos os seus ele-
mentos de resposta ao choque térmico. A proteina
fluorescente verde codificada por esse gene de fu-
sdo seria sintetizada nessas moscas transformadas
geneticamente?

Os produtos polipeptidicos de dois genes diferen-
tes, A e B, atuam como fatores de transcricao. Esses
polipeptidios interagem e formam dimeros: ho-
modimeros AA, homodimeros BB e heterodime-
ros AB. Se os polipeptidios A e B siao igualmente
abundantes nas células e se a formacao de dimeros
é aleatéria, qual é a razdo esperada entre homodi-
meros e heterodimeros nessas células?

Um determinado fator de transcricao ligase a
acentuadores em 40 genes diferentes. Preveja o
fenétipo de individuos homozigotos para uma
mutacao por mudanca de matriz de leitura na se-
quéncia codificadora do gene que especifica esse
fator de transcricao.

As formas alternativamente recompostas do RNA
do gene doublesex de Drosophila codificam proteinas
necessarias para bloquear o desenvolvimento de
um ou outro conjunto de caracteristicas sexuais.
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A proteina produzida nas fémeas bloqueia o de-
senvolvimento de caracteristicas masculinas, e a
proteina produzida em machos bloqueia o desen-
volvimento de caracteristicas femininas. Preveja o
fenétipo de animais XX e XY homozigotos para
uma muta¢io nula no gene doublesex.

O RNA do gene Sex-lethal (Sxl) de Drosophila é
recomposto alternativamente. Em machos, a se-
quéncia do mRNA derivado do transcrito primdrio
contém todos os oito éxons do gene Sxi. Em féme-
as, o mRNA s6 contém sete éxons porque, durante
a recomposicdo, o éxon 3 € removido do transcri-
to primdrio junto com seus introns flanqueadores.
Portanto, a regido codificadora no mRNA femi-
nino é mais curta que no mRNA masculino. No en-
tanto, a proteina codificada pelo mRNA feminino
é mais longa que a proteina codificada pelo mRNA
masculino. Como vocé explicaria esse paradoxo?

Em Drosophila, a expressao do gene yellow é neces-
saria para a formacao de pigmento escuro em mui-
tos tecidos diferentes; sem essa expressao, a cor do
tecido é amarela. Nas asas, a expressao do gene
yellow é controlada por um acentuador em posicao
5’ em relacdo ao sitio de inicio da transcri¢ao do
gene. Nas garras tarsais, a expressao é controlada
por um acentuador localizado no tinico intron do
gene. Suponha que, por técnicas de engenharia
genética, o acentuador da asa seja posto no intron
e o acentuador da garra, em posicao 5’ em relacao
ao sitio de inicio da transcricao. Uma mosca que
tivesse esse gene yellow modificado em vez do gene
yellow natural teria asas e garras escuras? Explique.

Um pesquisador suspeita de que um intron com
550 pb contenha um acentuador que promova a
expressao especifica de um gene de Arabidopsis no
tecido da extremidade da raiz. Descreva um expe-
rimento para testar essa hip6tese.

Qual é a natureza de cada uma das seguintes classes
de enzimas? Qual é a acdo de cada tipo de enzima
sobre a cromatina? (a) HAT, (b) HDAC e (c) HMT.

Em larvas de Drosophila, o inico cromossomo X
de machos parece difuso e inflado nas células po-
liténicas das glandulas salivares. Essa observacao €
compativel com a ideia de que os genes ligados ao
X sao hiperativados em machos de Drosophila?

Suponha que a LCR do agrupamento de genes da
B-globina fosse deletada de um dos dois cromosso-
mos 11 de um homem. Que doenca essa delecao
poderia causar?

O RNA bifilamentar derivado de um intron seria
capaz de induzir interferéncia por RNA?

A interferéncia por RNA foi implicada na regula-
¢io de elementos transponiveis. Em Drosophila, duas
das principais proteinas implicadas na interferén-



cia por RNA sdo codificadas pelos genes aubergine
e piwi. Moscas homozigotas para alelos mutantes
desses genes sao letais ou estéreis, mas moscas he-
terozigotas para esses alelos sao viaveis e férteis. Su-
ponha que vocé tenha linhagens de Drosophila hete-
rozigotas para alelos mutantes aubergine ou piw:. Por
que a taxa de mutacao gendmica nessas linhagens
mutantes poderia ser maior que a taxa de mutacio
gendmica em uma linhagem selvagem?

19.25 Suponha que fémeas de camundongos homozigo-
tas para o alelo a do gene Igf2 sejam cruzadas com
machos homozigotos para o alelo b desse gene.
Qual desses dois alelos sera expresso na prote F,?

19.26 A transmissao dos estados epigenéticos é clonal
por divisdo celular. Que tipos de observagoes in-
dicam que esses estados podem ser revertidos ou
redefinidos?

19.27 Um pesquisador formula a hipétese de que em ca-
mundongos o gene A é transcrito ativamente em
células hepaticas, enquanto o gene B é transcrito
ativamente em células encefdlicas. Descreva pro-
cedimentos que possibilitariam que o pesquisador
testasse essa hipotese.

19.28 Suponha que a hipétese mencionada na questao
anterior esteja correta e que o gene A seja trans-
crito ativamente em células hepidticas e o gene B
seja transcrito ativamente em células encefilicas.
Agora, o pesquisador extrai quantidades equiva-
lentes dos tecidos hepatico e encefélico e trata esse
extratos separadamente com DNase I durante um
periodo limitado. Se o DNA remanescente apés
o tratamento for fracionado por eletroforese em
gel, transferido para uma membrana por Southern
blotting e hibridizado com uma sonda marcada ra-
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dioativamente especifica para o gene A, que amos-
tra (figado ou encéfalo) deve exibir maior sinal na
autorradiografia? Justifique sua resposta.

19.29 Por que as mutac¢oes nulas no gene msl em Droso-

phila nao afetam as fémeas?

19.30 Suponha que uma mulher tenha um cromossomo X

com delecao do locus XIST. O outro cromossomo X
tem um locus XIST intacto. Que padrao de inativacao
de X seria observado em todo o corpo da mulher?

19.31 Em Drosophila, o fenétipo desigual do alelo white

mottled € suprimido por uma mutacao autossémi-
ca dominante que elimina a funcao do gene da
proteina 1 da heterocromatina (HP1), um fator
importante na formacdo da heterocromatina.
Moscas com o alelo white mottled e a mutacao su-
pressora tém cor vermelha quase uniforme nos
olhos; sem a mutagao supressora, os olhos sio mo-
saicos de tecido vermelho e branco. Sugira uma
explicacdo para o efeito da mutacao supressora.

19.32 A ovelha Dolly (Capitulo 2) foi o primeiro mamife-

ro clonado. Dolly foi criada por implantacao do ni-
cleo de uma célula retirada do tibere de uma ovelha
em um ovdcito enucleado. Esse nicleo tinha dois
cromossomos X, €, por ser originado de uma célula
diferenciada, um deles foi necessariamente inativa-
do. Na célula do ubere heterozigota para no mini-
mo um gene ligado ao X cuja expressao vocé pode-
ria analisar, como se poderia determinar se todas
as células de Dolly tinham o mesmo cromossomo
X inativado? Se, na analise, as células de Dolly mos-
trassem ser mosaicos da atividade do cromossomo
X - isto é, atividade de diferentes cromossomos X
em diferentes clones de células — o que teria acon-
tecido durante o desenvolvimento embriolégico?

://www.ncbi.nlm.nih.gov

Os genes da B-globina humana estio localizados em um 4. Obtenha a sequéncia de texto do gene da B-globina

agrupamento no braco curto do cromossomo 11.

1. Pesquise o gene homoénimo do agrupamento, o gene
da B-globina de adulto, no banco de dados do genoma
humano. Qual é o simbolo oficial desse gene? Quan-
tos éxons ele contém?

2. Use a funciao Map Viewer para localizar o agrupamento
do gene da B-globina no ideograma do cromossomo 11.
Em que banda citolégica ele estd localizado? Estd mais
préximo do telémero do brago curto ou do centrémero?

3. Use o Sequence Viewer para examinar em detalhes o
gene da B-globina do adulto. O gene transcrito estd
proximo do centréomero ou do telomero? Qual € o
comprimento do transcrito do gene? Qual é o com-
primento do mRNA maduro? Quantos aminoicidos o
mRNA especifica? Quais sdo os trés primeiros aminod-
cidos e por que cédons sao especificados?

2

do adulto clicando no botao ATGC na pagina Sequen-
ce Viewer. Localize o c6don de inicia¢ao para metio-
nina no primeiro éxon. Como a sequéncia mostrada
na janela é a do filamento-molde do DNA, a leitura
desse cédon é 5'-CAT-3’ da esquerda para a direita na
tela.

GATA1 e MyoD sao dois fatores de transcricio que
reconhecem sequéncias curtas nos genomas de ma-
miferos. A sequéncia reconhecida por GATAl é
5'-TGATAG-3', e a sequéncia reconhecida por MyoD &
5'-CAAATG-3'. Copie a sequéncia da porgao transcri-
ta do gene da B-globina do adulto em um arquivo de
texto e procure cada uma dessas sequéncias de reco-
nhecimento. Onde estio localizadas? Qual desses dois
fatores de transcri¢do poderia participar da regulacao
da expressdo do gene da B-globina do adulto?



