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1 - O MATERIAL GENETICO

1.1 - ESTRUTURA QUIMICA DO MATERIAL GENETICO

Foi apenas em 1944 que Griffith demonstrou que a hereditariedade era transmitida
pelos acidos nucleicos. A experiéncia realizada demonstrou que a capacidade de
matar um ratinho era conferida a uma estirpe bacteriana nao virulenta, pelo DNA
de uma outra estirpe bacteriana. Em 1952, Hershley e Chase demonstraram que o
fago T2 (um virus que infecta bactérias) transmite os seu codigo genético a bactéria
infectada, através da injeccdo do seu DNA na bactéria, alargando assim o numero
de organismos que demonstradamente utilizam o DNA como registo genético.
Sabemos hoje que com a excepgao de alguns tipos de virus, todos os organismos
utilizam o DNA como portador da sua informagao genética. Os virus que fogem a
esta regra utilizam o RNA para o mesmo efeito. Com a aceitacao generalizada por
volta dos anos 50 de que a informagao genética residia no DNA, a grande questio
passou a ser o mecanismo de armazenamento dessa informagao. Com efeito, nesta
altura nao se compreendia como ¢ que um polimero tao simples (apenas
constituido por 4 tipos de unidades diferentes) e que se pensava ser homogéneo
em toda a sua extensao podia codificar a enorme variedade de proteinas que
compunham os organismos. Para tal, houve necessidade de elucidar de forma
precisa a estrutura dos acidos nucleicos.

Sabemos hoje que os acidos nucleicos sio polimeros de nucledtidos. Cada
nucleétido contém um anel heterociclico de carbono com 5 atomos de azoto (a
base nitrogenada), 1 anel de 5 carbonos (uma pentose) e um grupo fosfato. As
bases nitrogenadas sao de 2 tipos: purinas e pirimidinas, sendo o numero total de
bases disponivel de cinco (fig. 1). No entanto, cada tipo de acido nucleico utiliza
apenas 4 das cinco bases: o DNA contém Adeninas (A), Timidinas (T), Guaninas
(G) e Citosinas (C); enquanto o RNA contém Adeninas (A), Uracilos (U),
Guaninas (G) e Citosinas (C). As pentoses encontradas nos acidos nucleicos sao de
2 tipos: 2-desoxirriboses e riboses (Fig. 2) dando origem ao Acido
Desoxirribonucleico (DNA) e a0 Acido Ribonucleico (RNA).
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Figura 1 - As bases azotadas que entram na composi¢ao dos nucledtidos.
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Figura 2 - As pentoses sao o componente dos acidos nucleicos que definem o seu tipo. A desoxirribose entra na composicao do
DNA, enquanto a ribose compoe o RNA .
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Figura 3 - Os nucle6tidos unem-se por ligacoes fosfodiester para dat otigem aos 4cidos nucleicos.

Os nucledtidos sao as unidades de construcao dos acidos nucleicos, sendo unidas
por uma ligacio 5-3" o carbono 5 da pentose de um nucleétido une-se ao
carbono 3’ da pentose do nucleétido seguinte por uma ponte fosfodiester, ficando
a base nitrogenada exterior ao esqueleto da ligagao (Fig.3).

Em 1953, uma importante descoberta realizada por Watson & Crick transformou a
visao do material genético. Dados de difrac¢ao de raios X mostraram que o DNA
tem a forma de uma hélice regular. Das dimensGes obtidas para a hélice na
difracgao de raios X, e da densidade do DNA, inferiu-se entdo que a hélice era
composta por duas cadeias polinucleotidicas, com as bases de cada cadeia viradas
para o interior da hélice. As bases de cada hélice emparelham de tal modo que uma
purina se opde sempre a uma pirimidina. Estes dados, conjugados com a
observagao anterior de Chargaff indicando que independentemente da quantidade
de cada base, a propor¢io G:C e AT é sempre a mesma no DNA, indicam que G
emparelha com C e A com T na dupla hélice do DNA. Watson & Crick
propuseram que o emparelhamento nao se realizava por ligagao covalente, mas por
pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas (Fig. 4). Para tal, as 2 cadeias
devem orientar-se de modo antiparalelo (Fig. 4). Obteve-se assim para o DNA o
modelo ilustrado na figura 5A.




Flenine

Guanine

r
A mga

Pripsphete-dronsribom B Sairs Piwiphale -deangribose
backbing backioes

Figura4 - O DNA ¢ formado por duas cadeias com orientagio antiparalela, com
as bases de cada uma das cadeias a hibridarem entre si.

Figura 5 - Estruturas possiveis para a dupla hélice do DNA

A estrutura do DNA identificada por Watson & Crick, e ilustrada na figura 5A ¢ a
que em situagdes fisioldgicas é mais frequente. No entanto nem todo o DNA da
célula se encontra nesta estrutura, e certamente 7z vitro é possivel manipular as
condi¢coes do meio, favorecendo outras conformacoes. Na tabela 1 encontram-se
sumariadas as caracteristicas das 4 conformagdes teoricamente possiveis para a
conformagao dos 4cidos nucleicos, podendo na figura 5B e C ver-se
comparativamente a conformagao prevista.







Tabela 1 - Caracteristicas dos tipos de hélice que 0 DNA pode tomar

Tipo de Hélice N.° Bases por  Rotagao por Elevagao por Diametro da

Volta par de Bases par de bases hélice
A 11 +32.7° 256 A 23 A
B 10 +36° 338 A 19 A
C 9.33 +38.6° 332A 19 A
Z 12 -30° 371 A 18 A

1.2 - A ESTRUTURA DA CROMATINA

A dimensio do material genético no Homem coloca o problema de como
conseguir compactar 1,8m de DNA num nucleo que pode ser tao pequeno como
oum (6x10-°m). Este empacotamento tem ainda que ser flexivel ja que deve mudar
ao longo do ciclo celular, aumentando durante as mitoses de tal modo que os
cromossomas se tornam individualizados e visfveis a0 microscopio optico.

A cromatina é Durante a maior parte do ciclo celular a cromatina pode ser dividida em dois tipos
composta pela de material genético (Fig. 6): a Eucromatina ¢ a que ocupa a maior regiao do
eucromatina e nacleo, sendo composta por material muito menos compactado que os
pela cromossomas; a Heterocromatina é composta por material muito compactado,
heterocromatina formando fibras (encontra-se num estado intermédio entre a compactacao dos

cromossomas ¢ a relativa descompactaciao da eucromatina). a heterocromatina e a
eucromatina nao representam fibras de DNA diferentes, ja que as mesmas fibras
passam pelas duas zonas do nucleo. Constituem assim partes das fibras com
diferentes estados de condensacio: a heterocromatina ¢ constituida por regides do
DNA que ndo sdo habitualmente expressas na célula em causa, enquanto os genes
expressos se localizam na eucromatina (muito embora os genes na eucromatina
nao estejam todos a ser expressos).

Figura 6 - Tipos de cromatina nuclear

Os nucleosomas Em 1974, foi descoberta a estrutura basica de organiza¢ao da cromatina em todos
séo a estrutura os eucariotas. Esta subunidade organizativa basica (nucleosoma) contem cerca de
basica da 200 bp de DNA, organizados por um octamero de proteinas pequenas e basicas
cromatina (histonas) numa estrutura tipo rosario em que o DNA se localiza no exterior das




“contas”, e as proteinas no seu interior (Fig.7). Esta organiza¢ao explica porque os
locais de ligacio a proteinas se encontram por vezes tao espagados na sequéncia do
DNA (Fig. 8). O octamero de histonas é constituido por 2 cadeias de cada uma das
histonas H1, H2A, H2B e H3, existindo ainda, por vezes, uma 5" histona (H1) a
estabilizar as 2 voltas de DNA ao octamero (Fig. 9).

Figura 7 - a dupla hélice de DNA dd duas voltas ao nicleo central de proteinas do nucleosoma
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Figura 8 - A organiza¢io do DNA nos nucleosomas coloca proximas sequéncias de DNA distantes na sequéncia linear
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Figura 9 - Organizagio estrutural das histonas no nucleosoma
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Figura 10 - A compacta¢io das histonas na fibra de DNA de 10nm

A andlise da cromatina ao microscopio electrénico revelou a existéncia de 2 tipos
de fibras: a fibra de 10nm e a 30nm. A fibra de 10nm ¢é essencialmente 1 sequéncia
continua de nucleosomas (Fig. 11). Esta fibra ocorre em condi¢oes de baixa for¢a
i6nica, e na auséncia de histonas H1. Em condi¢oes de alta forga ionica e na
presenca da histona H1, forma-se a fibra de 30nm, a qual ¢ essencialmente um
enrolamento de 6 nucleosomas por volta (Fig. 11).

A transcrigao (copia dos genes em mRNA), como veremos na secgao 3.1, envolve
a deslocagao no DNA de uma complexa maquinaria enzimatica, e inclui a abertura
da dupla cadeia do DNA. Este facto, nao ¢ compativel com um elevado grau de
empacotamento das fibras do DNA, pelo que se compreende que os genes
transcripcionalmente activos se localizem na eucromatina. No entanto, os
resultados experimentais indicam que a estrutura dos genes transcripcionalmente
activos envolve o empacotamento em nucleosomas, ainda que seja necessatio
admitir que durante a transcricdo estes sejam temporariamente “desmontados”
pela maquinaria enzimatica.
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Figura 11 - A otganizacio dos nucleosomas na fibra de DNA de 30nm.

1.3 - AESTRUTURA DO CROMOSSOMA

Um cromossoma, quando na conhecida forma de X é composto por um par de
cromatideos (cada metade do X constitui um cromatideo). Cada cromatideo ¢é
composto por uma unica fibra de DNA altamente compactado. Assim, em cada
cromossoma estao representadas as 2 copias dos genes do cromossoma (1 em cada
cromatideo). Como a mitose envolve a duplicagao de cada cromossoma, para que
as células filhas possuam também elas 2 copias de cada /s génico, durante a
mitose podem ser observados dois cromossomas de cada tipo (logo nesta fase do
ciclo celular a célula possui 4 copias de cada lwus génico: estado 4n). Apds a
segregacao de cromatideos que ocorre na fase final da meiose, cada nucleo filho
regressa ao estado normal 2n.

Os cromossomas sdao constituidos por 2 bragos: um braco curto (p) e um brago
longo (q), entre os quais existe o centrébmero, o qual permite ao cromossoma ligar-
se aos microtibulos que durante a mitose vao organizar a segregacao dos
cromatideos.

Uma outra caracteristica essencial em todos os cromossomas é o telomero. Esta
estrutura situa-se na extremidade de cada cromossoma, contendo um elevado
numero de curtas sequéncias repetitivas, possivelmente para facilitar uma eficiente
duplicacao de todo o material genético. Certos autores especulam que a progressiva
danificacao dos telémeros em cada divisao celular constitui um relégio biologico de
contagem do numero de divisoes.

1.4 - O CODIGO GENETICO

A descoberta do codigo genético pretendeu responder a questio ja por nos
formulada (Cap. 1.1) sobre o mecanismo que permite aos acidos nucleicos, com
uma estrutura baseada em apenas quatro tipos de nucleétidos, conter a informagao
que codifica um enorme numero de proteinas, as quais possuem 20 tipos de
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aminoacidos. A elucida¢ao do cédigo genético pretendeu ainda explicar como é
que a expressao génica é regulada. No entanto, antes de esta questio poder ser
estudada, era necessario estabelecer definitivamente a veracidade do dogma central
da genética: Um gene - uma cadeia polipéptidica. Uma caracteristica essencial do
DNA ¢ que a sua estrutura basica é independente da sequéncia (ao contrario das
proteinas cuja conformagao ¢ directamente dependente da sequéncia). Assim, a
sequéncia do DNA ndo parece ser importante devido a conformacao, mas porque
codifica uma sequéncia bem definida de aminoacidos. Note-se que o préprio
conceito de que uma proteina contem sequéncias bem definidas de aminoacidos
data dos anos 50 (a caracterizagao da insulina por Sanger), e portanto ¢é estabelecida
sensivelmente na mesma altura que se estuda a informacgao genética. A esta relacao
entre a sequéncia do DNA e a sequéncia proteica correspondente chamou-se
codigo genético.

Como vimos, a sequéncia nucleotidica tem que conter informacao suficiente para
codificar aminoacidos diferentes. Como sé ha quatro tipos de nucleétidos no
DNA, um calculo simples indica que sao necessarios 3 nucleétidos (um tripleto ou
coddo) para codificar um aminoacido. As combinag¢oes possiveis com  trés
nucledtidos sao 4°=64, pelo que o codigo genético ¢ degenerado, isto €, mais do
que um tripleto deve codificar o mesmo aminoacido (Tabela 2).

Podem agrupar-se os coddes segundo o aminoacido que codificam (Tabela 2).
Quando tal ¢ realizado, pode observar-se que com frequéncia, a base na 3* posi¢ao
nao ¢ significante, porque os 4 coddes com as mesmas 1% e 2* bases codificam o
mesmo aminoacido (Tabela 2). Por vezes apenas distingue entre uma pirimidina e
uma purina a 3" posicao. A esta especificidade reduzida na 3* base chama-se
degenerancia da 3" base. Esta caracteristica, em conjunto com a tendéncia para
aminoacidos semelhantes (isto é polares, hidrofébicos, etc.) serem codificados por
codoes relacionados minimiza o efeito das mutagoes.




Tabela 2 - Cédigo genético: significado dos 64 codons

SEGUNDA BASE
U C A G
U uuU ucu UAU UGU
UUC}P he ucc vacf ™" UGC}CyS
UUA uca [ UdA UGA — STOP
Uyg}Le“ UCG UAg}STOP UGG - Trp
C CuU ccu CAU CGU
cuc cce CAC}HZS CGe
cua e ceafPre cad cGa[A8
CUG ccG CAG}Gh‘ CGG
A AUU AAU AAU AGU
AUC }le AAC AAC}AS" AGC}SEV
AUA aaal™" AA4 AGA
AUG - Met AAG AAG}L’V * AGG}Arg
G GUU GCU GAU GGU
Guc GCe GAC}ASP GGC
Gua[" aea 4 GAA Goa [V
GUG GCG GAG}G’” GGG

Trés coddes nao codificam aminoacidos. Como se pode observar na tabela 2, estes
coddes (UUA, UAG e UGA) indicam o fim da sequéncia génica, sendo por isso
chamados de coddes stop.

O cbdigo genético foi inicialmente estudado na bactéria E.Cok, pelo que a
universalidade deste necessitou de estudo aturado. Sabemos hoje, que
genericamente o codigo genético ¢ similar em todos oOs organismos Vivos
estudados. As excepgbes conhecidas sdo representadas por pequenas alteragoes em
algumas espécies de microorganismos, e no codigo genético mitocondrial, o qual
possui algumas particularidades em alguns organismos (Tabela 3).

Tabela 3 - Exemplos de excepgdes a universalidade do codigo genético

Organismo Codon Significado Significado
Provavel na habitual
mitocondria

Todos UGA Triptofano Terminacio
Levedura CUA Treonina Leucina
Moscada fruta AGA Serina Arginina
Mamiferos AGA Terminagao Arginina
AUA Metionina Isoleucina




Mutacoes
frameshift

Mutacoes pontuais

Polimorfismos

1.5 - TIPOS DE MUTAGOES

Uma vez que o codigo genético ¢ lido em tripletos nao sobreponiveis, a inser¢ao
ou remoc¢ao de um nucledtido causa uma alteracdo na fase de leitura, alterando os
codoes subsequentes. Este tipo de mutagio ¢ denominado em Inglés
“frameshift”. Mutacoes deste tipo sao susceptiveis de reverterem através da
muta¢do inversa, isto é, se a primeira mutagao foi uma inser¢ao e a segunda uma
delecgio, ou vice-versa, apenas a zona do gene situada entre as duas mutagdes se
encontra mutada. A segunda mutagao, é denominada supressora, ja que suprime o
efeito da primeira, limitando a zona atingida (fig. 12)

As mutagdes pontuais sao mutagoes que ocorrem devido a substituicio de um
nucleétido por outro. A forma mais frequente de mutagoes pontuais ¢ a transigio,
a qual ocorre quando uma pirimidina é substituida por outra, ou uma putina por
outra. A transversao ¢ menos frequente, e implica a substituicio de uma
pirimidina por uma purina, ou vice-versa. As muta¢oes pontuais podem ser de 3
tipos, de acordo com o efeito que provocam no aminoacido codificado. Se nao
afectam o aminodcido codificado sio chamadas silenciosas, s¢ mudam o
aminodcido codificado sio chamadas missense, e se transformam o codio num
codio stop sao chamadas nonsense.

As mutagoes pontuais foram durante muito tempo consideradas as principais
causas de mutagoes. Sabe-se no entanto hoje, que as delecgbes sao também muito
frequentes, representando uma significativa por¢ao das mutagoes identificadas.

As mutagoes podem ser vantajosas, desvantajosas ou neutras, segundo as
consequéncias funcionais que provocam. As mutagoes neutras, apesar de causarem
alteracdo na sequéncia nao ocasionam mudanga funcional. Neste caso, deve falar-se
em polimorfismo e ndo em mutagao.

Selvagem GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCu
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Al
Insercio (+) GCU GCU AGC UGC UGC UGC UGC UGC uGC U
Ala Ala  Ser Cys Cys Cys Cys Cys Cys
Deleccio () GCU GCU GCU GCU GCU _CuGCUG cCu

Ala  Ala  Ala Ala  Ala  Leu ILeu
Duplo mutante (+-) GCU GCU AGC UGC UGC _UCUGCU GCU
Ala Ala  Ser Cys Cys Ser Ala Al
tiplo mutante (+++) GCU GAC UGC AUG CUG CAU GCU GCU GCU
Ala Asp Cys Met Leu His Ala Ala Al
ttiplo mutante (--) GCU _CUG CU_C UGC U_CU GCU GCU
Ala TLeu ILeu Cys Ser Ala Al

Figura 12 - Mutagdes frameshift e seus efeitos. Note-se que as inser¢oes e as delecgdes podem anular-se mutuamente, fora da
zona entre as duas mutacoes
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Tipos de
sequéncias
genéticas

Gene-clusters

DNA satélite

2 - A ANATOMIA DE UM GENE

2.1 - A ORGANIZAGAO DOS GENES NO GENOMA

O genoma pode, de uma forma genérica, ser classificado em DNA ndo repetitivo e
DNA repetitivo. A abundancia relativa dos dois tipos de DNA podem ser
experimentalmente determinados, tendo por base a diferente cinética de re-
hibridacio (DNA repetitivo encontra mais rapidamente uma sequéncia
complementar com quem pode hibridar). O DNA nao repetitivo representa
sequéncias unicas, ou seja genes de copia tnica no genoma. O DNA repetitivo é
constituido por DNA moderadamente repetitivo, representando genes com vatias
copias no genoma, e DNA altamente repetitivo. A funcio do DNA altamente
repetitivo permanece até a0 momento uma incoégnita. Como ja vimos, um exemplo
deste tipo de DNA ¢ o que existe nos telémeros, onde provavelmente tem a
funcio de estabilizar o cromossoma. Existem no entanto, repeticbes de pequenas
unidades de sequéncias espalhadas pelo genoma (mini e microssatélites), os quais
constituem em pequenas sequéncias, repetidas um determinado numero de vezes.
O numero de repeticdes é em muitos casos altamente polimorfico, pelo que estas
sequéncias tém sido utilizados como marcadores no mapeamento genético.

Sequéncias moderadamente repetitivas: Nos genomas eucariéticos, os genes
que existem em copia unica sio poucos. Na maior parte dos casos, existem
sequéncias com alguma similaridade, algumas das quais nido funcionais (os
pseudogenes). A vantagem da existéncia de mais que uma copia dos genes ¢ ébvia
ja que assim os organismos podem conservar uma copia intacta do gene, mutando
a outra, numa tentativa de evoluir. Neste processo de evolu¢ao, algumas copias
ficam com a sua funcionalidade comprometida, tornando-se pseudogenes. No
entanto, uma vez que uma outra copia funcional existe, nenhum efeito nefasto daf
ocorfe para O 0rganismo.

Um conjunto de genes que descende por duplicagio e variacio de um gene
ancestral é chamado de familia génica. Os seus membros podem estar arranjados
em grupos sequenciais (“gene clusters”), dispersos no genoma (muitas vezes
mesmo em cromossomas diferentes), ou numa combinacdo de ambos os arranjos.
Os “gene clusters” podem conter desde 2 até centenas de genes idénticos,
alinhados em sequéncia. A dispersao dos genes ocorre por translocacio de um
gene ap6s a duplicagao. Os membros de um “gene cluster” tém func¢do similar,
mas podem ser expressos em tipos celulares diferentes ou em diferentes condigdes
(Ex. Gene da globina). Em alguns casos, o gene cluster responde a grande
necessidade de proteinas ou de RNA (ex.: rRNA e histonas).

Sequéncias altamente repetitivas: As sequéncias altamente repetitivas tomam a
forma de sequéncias muito curtas, repetidas muitas vezes em sequéncia. Formam-
se assim blocos de material gendémico, consistindo cada bloco em longas repeti¢oes
de uma unidade. Em alguns casos as unidades sdo rigorosamente iguais, noutros
sao relacionadas. A repeticao sequencial de unidades de sequéncia forma blocos de
DNA com caracteristicas fisicas distintas do resto do genoma, o que pode ser
utilizado para as isolar. Uma das propriedades fisicas do DNA que depende da
sequéncia ¢ a densidade, a qual depende do conteddo GC. A densidade e
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Minisatelites e
Microsatelites

Colinearidade
entreo DNA e a
proteina

habitualmente determinada mediante a centrifugacdo do DNA num gradiente de
Cloreto de Césio (CsCl). O DNA forma assim bandas correspondentes a sua
propria densidade. Quando este procedimento e realizado para DNA genémico
eucariota, forma um pico algo largo, consistindo numa mistura de sequéncias com
densidades proximas (a banda principal). Por vezes forma-se ainda um ou mais
picos adicionais, de menor intensidade. A este material chama-se o DNA satélite.

O DNA satélite existe no genoma de varias espécies eucariotas, pode ter uma
densidade supetior ou inferior a banda principal, mas representa habitualmente
menos de 5% do genoma total.

O DNA satélite encontra-se frequentemente localizado na heterocromatina, nao
sendo habitualmente possivel encontrar as suas sequéncias entre o RINA.

Nos mamiferos, as sequéncias que compdem cada satélite mostram divergéncia
apreciavel entre as repeticoes de cada. Habitualmente existem sequéncias curtas
predominantes, mas outras relacionadas com estas, mas contendo adi¢des,
substituicdes e delecgbes formam o restante satélite. Frequentemente, pode
observar-se uma hierarquia nas repeticdes dos satélites, com uma sequéncia base a
repetir-se, a qual por vezes sofre modificagoes, as quais por sua vez se repetem
também de forma mais ou menos ciclica. Este facto originou uma hierarquia de
nomenclatura: DNA satélite, minisatelites, microsatelites.

2.2 - Estrutura do DNA, sua regulacao e funcao

A comparagao directa entre a sequéncia do DNA de um gene, e a sequéncia da
proteina respectiva, permite determinar se o gene e a proteina sio ou nao
colineares: se a sequéncia do gene corresponde exactamente a sequéncia de
aminoacidos da protefna. Nas bactérias e virus, a equivaléncia e perfeita: cada gene
contem uma sequéncia continua de nucleétidos, cuja sequéncia e comprimento
esta directamente  relacionada com a da proteina. Quando falamos em
correspondéncia entre o gene e a protefna, estamos no entanto a simplificar o que
realmente se passa. Como veremos mais tarde, um gene nao codifica directamente
uma proteina, ja que a informacao tem que passar por u estado intermédio: o
RINNA. Assim, mesmo o mais simples dos genes tem que conter sequéncias de
varios tipos:

e sequéncias reguladoras ou nio codificantes: sequéncias que permitem a
célula controlar que genes estao activos em cada momento, possibilitando assim
uma resposta diferenciada dependente das necessidades de cada momento. As
sequéncias reguladoras podem existir em cada extremidade do gene, e em
alguns casos estar mesmo bastante distanciadas das sequéncias codificantes.

e sequéncias codificantes: sequéncias que sio directamente transcritas para
RNA, e deste codificadas em proteinas. Note-se que enquanto o DNA e de
cadeia dupla, o RNA e de cadeia simples, pelo que apenas uma das cadeias do
DNA pode ser idéntica a do RNA (codificante ou +), sendo a outra cadeia
complementar do RNA ().
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Como acima foi dito, o gene nao e no entanto tao simples nos eucatiotas. Ao
contrario das bactérias e virus, nos organismos eucariotas, os genes e as proteinas
nao sao colineares, isto ¢é, a regido codificante dos genes (exons) ¢ interrompida a
espagos irregulares por sequéncias nao codificantes (introns). Este facto faz com
que nos eucariotas, a expressao genica envolva um passo adicional: o splicing do
RINA, ou processamento do RNA (com exons e introns) em mRNA.

2.2.1- SEQUENCIAS REGULADORAS: OS PROMOTORES

Um promotor e uma sequéncia de DNA, habitualmente na extremidade 5' de um
gene, com a func¢ao de se ligar a proteinas, e controlar a inicia¢ao da transcricao. As
proteinas a que um promotor se deve ligar, sao varias, disso dependendo a sua
dinamica funcional. genericamente pode falar-se de proteinas repressoras, proteinas
activadoras, ¢ da RNA polimerase. As proteinas repressoras, ao ligar-se ao
promotor impedem a ligagio da RNA polimerase, impedindo assim o iniciar da
transcri¢ao, enquanto a ligacao das proteinas activadoras tem o efeito inverso. As
propriedades do promotor que lhe conferem afinidade para as diversas proteinas
dependem da sua sequéncia, pelo que esta varia de gene para gene, conferindo aos
diversos genes caracteristicas de regulagiao diferentes. No entanto, a ligagdo a
polimerase do RNA e universalmente necessaria, pelo que deve ser possivel
encontrar uma sequéncia "consenso" para os promotores. Esta sequéncia consenso
consiste na sequéncia minima comum entre os varios promotores, ¢ deve incluir a
sequéncia absolutamente necessaria para a ligacao a polimerase do RNA.

2.2.1.1 - ORGANISMOS PROCARIOTAS

Para os procariotas foi possivel definir a regido 44-50bp "upstream” do ponto de
iniciagio ate 20bp "downstream" com sendo a regido que interactua com a
polimerase do RNA, tendo sido definida uma sequéncia consenso consistindo de
varios padroes:

Pribnow box ou sequéncia -10- imediatamente upstream do ponto de iniciagao
(-18 a -12) existe uma regido com a sequéncia TgnAgsT45A50A50T9¢g (0s
nimeros representam a frequéncia com que as bases ocorrem). A func¢ao desta
sequéncia parece ser a de permitir que apo6s a ligacdo da polimerase do RNA esta
possa iniciar a sua evolugio ao longo do gene, possivelmente por permitir a
iniciacdo da abertura da cadeia do DNA (o facto de ter alto conteudo AT facilita a
abertura da dupla hélice).

Sequéncia de reconhecimento ou Sequéncia -35 - O seu nome deriva do facto
de esta ser parte da sequéncia que a polimerase tem que reconhecer, mas que nao

fica fortemente ligada a esta. A sequéncia consenso e: Tg2Tg4G78A(5C54A45. A

fungio desta regiao parece ser a de conferir a capacidade de ligacao a polimerase do

RNA.

2.2.1.2 ORGANISMOS EUCARIOTAS

No caso de organismos eucatiotas, o estudo dos promotores e bem mais
complexo, ja que existem nio uma RNA polimerase, mas trés. A acrescentar a esta
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dificuldade, esta o facto de ndo se conhecer com precisio todos os componentes
da maquinaria de transcricdo eucariota, pelo que os estudos Iz wvirw ficam
comprometidos.

A partida 2 particularidades existem nos eucariotas, relativamente ao que se passa
nos procariotas: 1) o promotor da polimerase III fica localizado downstream do
gene; 2) nao e possivel conhecer as particularidades do promotor da polimerase 1,
ja que esta transcreve apenas os genes dos tRNA os quais sao todos idénticos.

No entanto o promotor da RNA polimerase 11, a responsavel pela transcricio da
maioria dos genes nos eucariotas sao conhecidos com alguma profundidade. As
principais sequéncias consenso identificadas nos promotores da RNA polimerase
IT dos eucariotas sao:

4 Y|
TATA BOX - sequéncia consenso: Ty, Ay, — Ag; —% Também conhecida por

37 37
Hogness box. Trata-se de uma sequéncia quase universalmente presente em
mamiferos, aves, anffbios e insectos. Posiciona-se a uma distancia do ponto de
iniciagao entre 19 e 27bp. Como pode ver-se da sequéncia consenso, a TATA Box
e constituida quase exclusivamente por AT, sendo as mutagdes que inserem um
GC muito raras. Esta sequéncia e habitualmente rodeada por sequéncias ricas em
GC, o que pode ser importante para a sua fungio.

T
CAAT BOX - sequéncia consenso GGE CAATCT . Esta sequéncia esta

presente em alguns promotores, mas nao em todos. A sua distancia ao ponto de
iniciagao ronda os 70 a 80bp.

As analises I viro identificaram uma estrutura semelhante ao promotor bactetiano,
imediatamente upstream do ponto de iniciacdo. No entanto, estudos In wvivo
revelaram a dependéncia de zonas ainda mais upstream da TATA box. Este
componente pode consistir em duas regioes, uma entre -80 e -110 e a outra entre -
50 e -70. esta ultima pode ou nao conter a CAAT box. Juntos, estas duas regides
tem uma forte influencia na frequéncia de iniciacao, possivelmente por influencia a
ligagao da RNA polimerase II.

Junto ao ponto de iniciagao, em redor da TATA box existe um componente que
parece nao ter influencia na frequéncia de iniciagdo, antes determinando o ponto
de iniciacao. Na auséncia deste elemento, a transcricao tem uma iniciacao erratica.

2.2.2 - SEQUENCIAS REGULADORAS: 0S ENHANCERS

Os promotores eucaribticos sao bem mais complexos que dos procariotas. Ao
contrario dos promotores procarioticos, € contrariamente ao que até agora
assumimos, um promotor eucariético nao funciona sé. A sua actividade é
enormemente aumentada de acordo com a regulagao efectuada por outro tipo de
sequéncias reguladoras: os “enhancers”. Estas sequéncias sao distingufveis dos
promotores devido a duas caracteristicas essenciais:




Terminadores e
anti-terminadores

® a sua posi¢do relativamente ao promotor ¢ muito variavel, podendo ser
consideravel, e funcionando em qualquer sentido (“upstream” ou
“downstream”) e orientacio.

e Um enhancer nao actua apenas num promotor, podendo interactuar com
qualquer promotor colocado na sua area de influéncia.

Virios virus contém enhancers. Destes, os mais perigosos para a célula que o virus
infecta sdao os enhancers presentes nos retrovirus. Como estes virus se integram no
genoma da célula infectada, a presenga de enhancers pode levar a inactivagao de
um ou mais genes celulares que de outra forma estariam silenciosos. Desta forma,
os retrovirus podem de forma indirecta, originar patologias, mesmo no seu estado
“dormente”, ja que mesmo na auséncia de transcrigio viral, podem induzir
alteragoes no programa genético da célula infectada.

O modo de funcionamento dos enhancers permanece desconhecido. Foram no
entanto colocadas varias possibilidades, entre as quais:

¢ Formagdo de estrutura no DNA em cadeia Z (ver figura 5). Os
enhancers contém habitualmente uma sequéncia alternada de pirimidinas-
purinas. Esta sequéncia tem elevada probabilidade de formar uma
estrutura em z-DNA. Se, por um lado, o modo como esta estrutura
poderia afectar a transcricdo nao esta esclarecido, por outro lado, este
mecanismo poderia explicar porque os enhancers funcionam
independentemente da sua otientagao.

e Ligacao do DNA a uma estrutura como a matriz nuclear

e ligacao directa a polimerase

2.2.3- SEQUENCIAS REGULADORAS: OS TERMINADORES

Quando a polimerase do RNA inicia a transcricao, este prossegue com o complexo
enzimatico a percorrer o DNA, até que a enzima encontra um sinal para cessar a
actividade. Neste ponto, a enzima para de adicionar nucleétidos, liberta a cadeia de
RNA nascente, e dissocia-se do DNA. Assim, a termina¢ao envolve a quebra de
todas as pontes de hidrogénio entre o DNA e o RNA, e a reassociacao da dupla
hélice do DNA. A sequéncia de DNA que da o sinal para que este processo ocorra
chama-se terminador (ou abreviadamente t). Em alguns genes procaridticos,
existem factores denominados anti-terminadores, que permitem a polimerase
continuar a transcricao passando por um terminador, num processo chamado de
“read-through”). Assim, a terminagdao nao constitui simplesmente uma forma de
terminar a transcricdo, mas também uma forma de controlar esta, j4 que a
existéncia dos anti-terminadores pode determinar a transcricdo ou ndo de
determinados genes que se encontrem apds o terminador.

Pouco se sabe dos terminadores dos genes eucaridticos. A principal dificuldade no
estudo dos terminadores em eucaridticos ¢ a incerteza quanto ao local de
terminagao da transcricio. Ainda que a maior parte das espécies de mRNA




Splicing

eucaridticas conhecidas possuam extremidades 3° bem definidas, é muito dificil
saber se esta extremidade foi produzida por terminagao ou por processamento. No
caso dos produtos da polimerase II, o problema ¢ exacerbado pelo extenso
processamento que ocorre com a adi¢ao da cauda poli-A. Pelo menos em alguns
casos foi possivel determinar que a extremidade 3’ observada no RNA ¢ de facto
originada por corte de uma cadeia de RNA mais longa.

Estudos efectuados com sequéncias de histonas (ndo poliadeniladas), permitiram
verificar que o mRNA termina numa estrutura semicircular (“stem-loop”). Com
efeito, mutagdes que impecam a formagao desta estrutura, impedem a terminacao,
enquanto que outras mutagdes que revertam a mesma estrutura, embora com uma
sequéncia diferente, restauram a terminagdo. Assim, a estrutura parece mais
importante que a sequéncia que a determina.

2.2.4 - EXONS E INTRONS: ORGANIZAGAO ESTRUTURAL

Os genes Eucaridticos e procatidticos diferem numa caracteristica essencial. Ao
contrario dos genes procaridticos, os gene dos organismos eucaribticos nao sao
continuos, mas interrompidos. Significa isto, que no meio das sequéncias
codificantes, surgem sequéncias que tém que ser retiradas do RNA, antes de este
poder servir de molde a construgao das proteinas. Este processo de transformagao
que o RNA sofre nos organismos eucarioticos ¢ chamado de processamento,
ocorre no nucleo, e como veremos envolve nao apenas a remog¢ao das sequéncias
extra (“splicing”) como outras transformagoes quimicas.

Os genes eucaridticos sao assim formados por dois tipos de sequéncias transcritas
(isto é copiaveis para RNA) os exons e os introns (também chamados de
intervening sequences). Os primeiros compdem as sequéncias que estardao
presentes no RNA maduro, sendo os segundos as sequéncias que serdo removidas
durante o splicing.

A comparagao das sequéncias nucleotidicas nas extremidades dos exons permite
descrever as suas caracteristicas:

e Nio existe homologia entre extensa entre as duas extremidades de um intron, o
que exclui a possibilidade da formacio de uma estrutura secundaria que
determine os pontos de corte.

e As jungdes possuem uma sequéncia consenso conservada mas curta, a qual
pode estar envolvida no processo de splicing:

Exon Intron Exon
\? d

Ast G73 G100 T100 As2 Aes Gsa Tes . .. 6Py7as7 N Cos A1oo Groo N




2.3- ESTRUTURA DOS VARIOS TIPOS DE RNA, E SUA FUNGAO
Na célula existem varias formas de RNA, as quais possuem estruturas e fungdes
diferentes:

e mRNA - O mRNA ou RNA mensageiro, ¢ a espécie de RNA que
transporta a informacdo para a sintese das protefnas no ribossoma. O
mRNA ¢ formado no nicleo na transcricaio do DNA, passando ainda por
uma fase de processamento antes de atingir o citoplasma na forma madura
(mRNA). O processamento efectuado inclui o “Splicing”, isto ¢ a remogao
das sequéncias nao codificantes ou introns. Outras altera¢oes introduzidas
no processamento que ocorre no nucleo consistem na adi¢ao de uma cauda
poli-adenina a extremidade 3, e metilacaio CAP da extremidade 5. A
estrutura CAP resulta da ligagao de um G a purina com que a transcricao
habitualmente se inicia, ficando este G na orientacdo inversa, e ligado pelo
trifosfato deixado livre pela purina:

Gppp + pppApNpNp... = GpppApNpNp

G softre entao uma ou mais metilagdes.

e tRINA - o tRNA ou RNA de transporte ¢ um tipo de RNA que se encontra
covalentemente ligado a um aminoacido, tendo como funcao o transporte do
aminoacido para o ribossoma, onde este vai ser posicionado com precisao,
sempre que o ribossoma estiver a ler um codao complementar do tripleto que o
tRINA possui (anticodao). As 64 espécies de tRNA (correspondentes aos 64
codoes), possuem uma estrutura basica semelhante.

e rRNA - trata-se do RNA ribossomal, o qual é como o nome indica um dos
componentes dos tibossomas. O tRINA constitui a maior parte da massa do
ribossoma, e provavelmente todas as proteinas do ribossoma se associam ao
rRNA. Assim, o tfRNA forma como que o esqueleto do ribossoma,
determinando a posicao das varias subunidades proteicas.
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3 - AFISIOLOGIA DO GENE

3.1 - A TRANSCRIGAO DO DNA

O RNA ¢ a espécie de acido nucleico com um papel mais alargado na genética
molecular dos organismos. Nao s6 o RNA tem o papel mais “mediatico” de
mensageiro, mas ¢ também a espécie que assegura a descodificacao da informagao
genética ( o rRNA e o tRNA). Para além destes papeis centrais em todos os
organismos, existem ainda virus que utilizam o RNA como material de
armazenamento de informagao genética (os retrovirus). A produgao do RNA tem
habitualmente uma origem comum: a transcricao do DNA. No caso do mRNA, o
produto formado é um intermediario cuja funcao requer ainda a tradugio. No caso
do tRNA e do rRNA, o produto formado ¢ o efector da funcio a que se destina.

A transcrigdo ¢ talvez o passo por exceléncia para a regulagio da expressao génica.
A decisao principal na regulagio de um gene, ¢ habitualmente a decisio de
transcrever ou nao esse mesmo gene. O que se traduz possivelmente numa
necessidade de economia de energia e materiais por parte da célula.

A transcrigdo ¢ catalisada pela RNA polimerase, e envolve a sintese de uma cadeia
de RNA complementar da cadeia molde do DNA (a outra cadeia do DNA ¢ a
imagem do RNA, isto ¢ a sua sequéncia ¢ equivalente a do RNA, excepto no facto
de em vez de possuir Uracilos possui Timidinas). A transcrigio ocorre pelo
processo habitual de emparelhamento de bases num processo altamente regulado e
encadeado. Em primeiro lugar, a polimerase deve ligar-se a0 DNA de cadeia dupla.
Em seguida, as duas cadeias do DNA devem ser separadas (abertura da dupla
hélice), para tornar a cadeia complementar acessivel a maquinaria de transcri¢ao. A
abertura da hélice do DNA ¢é um processo localizado, e a medida que a transcrigao
prossegue, novas zonas do DNA vao ficando acessivels, enquanto as zonas ja
transcritas se vao emparelhando de novo, por forma a preservar a dupla hélice. A
fase de iniciagdo da transcrigdo envolve assim, o reconhecimento do DNA pela
polimerase, a abertura da hélice do DNA, e a incorporag¢ao do primeiro nucleétido
na cadeia do RNA nascente. O local do gene onde se processa todo este processo
¢ naturalmente o promotor. O local da incorporacio do primeiro nucleédtido ¢é
designado “start site” ou “startpoint”.

Depois da fase de iniciagao inicia-se a fase de elongagdo, a qual produz a
extensao da cadeia de RNA nascente, originando um hibrido de emparelhamento
DNA-RNA. No entanto, 2 medida que a elongagdo se processa, a polimerase
caminha para novas regides do DNA, abrindo a hélice noutras zonas do gene, e
fechando nas regides ja transcritas, o que implica o desemparelhamento DNA-
RNA.

A terminagdo envolve o reconhecimento de um sinal indicando que nio devem
ser adicionados mais nucledtidos. Nesta fase, termina a ligagdlo DNA-RNA da
cadeia nascente, com libertacao da polimerase e da molécula de RINA.
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Desta descricdo se pode inferir que a polimerase do RNA (a enzima que catalisa a
adigao de nucleétidos a cadeia de RNA nascente) nao funciona so6, necessitando de
um conjunto de outros componentes com fungdes essencialmente reguladoras e
assessorias. Assim, quer a inicia¢ao quer a abertura do DNA, quer a terminacio sao
exemplos de processos em que intervem outros factores para a progressio
organizada e controlada da expressio génica. A maquinaria de transcricio das
células eucaridticas é mais complexa e menos bem definida que a dos procariotas.
Existem 3 polimerases nucleares, as quais ocupam diferentes locais do nucleo, e
sao cada qual composta por varias subunidades. Para complicar ainda mais o
problema, existem ainda outras polimerases do RNA em mitocondrias e
cloroplastos.

A maior parte da actividade de polimerase do RNA ¢ realizada, nos eucariotas, pela
RINA polimerase I, a qual se encontra no nucléolo, e é responsavel pela transcricao
dos genes codificando os rfRNA (cerca de 50-70% do RNA total sintetizado). A
segunda enzima, é a RNA polimerase 1T (20-40% da actividade total de sintese de
RINA), e ¢ responsavel pela sintese do RNA heterogéneo (hnRNA), o percursor do
mRNA. A RNA Polimerase III é responsavel pela restante actividade de produgiao
de RNA (até 10% do total), tem localizacao nucleoplasmatica e é responsavel pela
produgao dos tRNA e muitos dos “small nuclear RNA” (snRNA).

3.2 - A INSTABILIDADE DO mRNA

Nenhum mecanismo de controlo da transcricao pode ser uma forma eficaz de
controlar a expressio génica, se o produto da transcricio (0 mRINA) nao tivesse
uma vida curta. Se assim nao fosse, previsivelmente ocorreria uma acumulagio de
mensageiro, ou pelo menos o mensageiro formado permaneceria activo tanto
tempo que nao setia possivel parar de sintetizar a respectiva proteina. Na realidade,
a instabilidade do mRNA ¢ muito acentuada. As duas formas de determinar a
instabilidade do DNA baseiam-se ambas no bloquear da sintese de 7oro do mRNA
(transcri¢do), medindo entdo a sua capacidade para servir na sintese proteica (semi-
vida funcional), ou a sua capacidade para hibridar com uma sonda (semi-vida
quimica). De modo geral, a semi-vida funcional ¢ ligeiramente inferior a semi-vida
quimica, o que sugere que pequenas degradagdes como um simples corte poderao
ser suficientes para a inactivacao biologica do mRNA. Verifica-se que este primeiro
passo inicial ¢ seguido da degradacaio do mRNA nos seus nuclebtidos

componentes, de forma mais ou menos sequencial na direcgao 5—3".

3.3 - TRANSCRIGAO REVERSA. OS RETROVIRUS

O dogma central da genética molecular afirma que os genes sao unidades que se
perpetuam a si proprios, e que funcionam através da sua expressao em proteinas,
através de um intermediario de RNA. Note-se que o dogma, na sua versio original
define um paradigma que considera que a informagio genética é transmitida

unidirecionalmente: DNA—>RNA—Proteina.

Hoje em dia, sabemos que a restricio do dogma central nio ¢é absoluta.
Efectivamente, a informagao genética pode ser transmitida de forma diferente da
acima prevista. Alguns virus de RNA, utilizam o RNA para a propagaciao da sua
informagao genética. Se esta pode parecer uma extensao relativamente pequena do
dogma central, ja a existéncia nos retrovirus (virus de RNA de cadeia simples que
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utilizam o DNA de cadeia dupla como intermediaria na sua replicagio) de
transcriptases reversas constitui uma grande mudanga no paradigma da genética
molecular. As transcriptases reversas sao enzimas que catalisam a sintese de um
DNA de cadeia simples a partir de uma cadeia de RNA. Esta cadeia de DNA pode
entdo ser utilizada para sintetizar DNA de cadeia dupla, utilizando a maquinaria
habitual da célula,, efectivamente revertendo um dos passos acima indicado:

RNA—DNA. Este facto tem implicagoes profundas nao sé na forma de pensar a
genética, mas também na biologia da infecgdo viral, ja que este DNA de cadeia
dupla formado, e que é uma copia do RNA viral, vai agora integrar-se no genoma
da célula, fazendo com que a infeccdo se propague de forma mais ou menos
inofensiva a progenia da célula infectada ( a integracao no genoma celular ¢ uma
parte normal do ciclo de vida do virus sendo necessaria a transcricdo dos genes
virais). Uma outra implica¢do deste mecanismo ¢é a possibilidade de uma infecgao
de virus deste tipo poder mediar a inser¢ao de mRINA celular no genoma, como se
de RNA viral se tratasse, originando duplicacao génica, e/ou inser¢io de uma copia
do gene sob a accdo de um promotor diferente, efectivamente alterando o
programa genético da célula. Uma outra implicagao da infecgdo por este tipo de
virus, foi ja por n6s abordada aquando da discussiao da existéncia de enhancers, e
constitui na possibilidade de colocar genes celulares sob a ac¢ao de enhancers
virais, uma vez mais alterando o programa genético da célula infectada.

Os tipos de retrovirus de que existe mais informagao disponivel sao os que
originam as particulas tipo C em aves e mamiferos. Estes virus contém duas
copias de RNA em cada virido. Assim, quando uma célula ¢ infectada por dois
virides diferentes, podem-se originar virides heterozigbticos, o que pode ser
importante na aquisi¢do de sequéncias celulares por parte do virus, ja que mesmo
que em contrapartida perca algumas sequéncias do seu genoma, a restante copia do
RINA viral permite-lhe continuar a ser capaz de efectuar uma infecgao eficaz.

3.4 - A TRADUGAO (sintese proteica)

A sintese proteica efectua-se no citoplasma, envolvendo uma complexa maquinatia
genética centrada no ribossoma. Esta maquinaria genética pode ser vista como
migrando ao longo do mRNA, lendo-o e utilizando a informacao nele contida para
alinhar com precisao cada aminoacil-tRNA, promovendo a ligacao peptidica entre
este e a cadeia peptidica nascente. O proprio ribossoma ¢ assim um altamente
elaborado e preciso complexo enzimatico com diversificados componentes e
varios centros activos, que requer varios cofactores para a sua actividade, e que
obtém a energia quimica que necessita com a hidrolise de GTP.

A sintese proteica pode ser dividida em varias fases:

Iniciagdo: envolve as reac¢oes que precedem a formacgao da ligagio peptidica.
Requer a ligacdo do ribossoma ao mRNA, a forma¢ao de um complexo de
iniciagdo contendo o primeiro aminoacil-tRNA. Trata-se de um processo
relativamente lento em comparagao com as restantes fases da sintese proteica.

Elongagio: inclui todas as reacgbes desde a sintese da primeira ligacdo peptidica,
até a adi¢do do ultimo aminoacido da cadeia polipeptidica. Os aminoacidos sao
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adicionados um a um, naquele que constitui o processo mais rapido da sintese
proteica.

Terminagdo: inclui todos os passos necessarios para a libertagio da cadeia
polipeptidica formada, bem como a dissociagao do ribossoma do mRNA. Este ¢
um processo lento, em comparacio com o tempo necessatio para adicionar um
aminoacido na fase de elongagao.

Um ribossoma é composto por duas unidades (60S e 40S nos eucariotas) as quais,
apesar de funcionarem em conjunto medeiam reacgOes diferentes na sintese
proteica. O mRNA associa-se a subunidade menor, ficando associado a este por
cerca de 30-40 nucledtidos. Apenas 2 moléculas de tRNA se podem associar ao
ribossoma em cada momento, pelo que apenas 2 dos cerca de 30 codons
associados ao ribossoma se encontram a ser processados em cada momento.

Cada tRNA liga-se ao ribossoma num local diferente deste, tendo cada um dos
dois locais de ligagao propriedades diferentes. Apenas o Local A (local de entrada)
pode receber um aminoacil-tRNA. Antes da entrada do aminoacil-tRNA, este
local expbe o codon a ser descodificado. O ultimo dos codons ja descodificados
encontra-se no local P (local dador), sendo este local ocupado pelo peptidil-tRNA
(um tRNA contendo o aminoacido ja covalentemente ligado por uma ligacao
peptidica a restante cadeia polipeptidica nascente). Quando estes locais (A e P)
estdo ambos ocupados ocorre a formacao da ligacao peptidica com transferéncia
do polipéptido nascente para o tRNA do local A. O ribossoma desloca-se entdo no
mRNA libertando o tRNA do local P e transferindo para este local o peptidil-
tRINA do local A, e expondo um novo codon no local A.

Nos eucariotas a iniciagdo comega com a ligagao de GTP a um factor de iniciagao
denominado elF-2 (eucariotic iniciation factor 2). De seguida efectua-se a ligagao
de um N-formil-metionil-tRNA ao este complexo. E o conjunto de factores assim
formado e que é denominado por complexo terciario, que se liga entio a
subunidade 40S do ribossoma, a qual com o auxilio de outros factores de iniciacao
reconhece entdo a extremidade 5 do mRNA (na qual se encontra a estrutura
conhecida como CAP) por parte da subunidade 40S do ribossoma. A subunidade
40S migra entio no mRNA até encontrar um codon de iniciagao. Neste ponto,
liga-se a subunidade 60S, ap6s a remogao de elF-2 do complexo de iniciagao.

Assim que a subunidade 60S se liga a0 complexo de inicia¢ao, o ribossoma fica
pronto a iniciar a elongacao. Para tal necessita de aminoacil-tRNA, o qual entra o
local A, num processo mediado pelo factor eEF-1 (eucariotic elongation factor 1).
Assim que o aminoacil-tRNA se encontra correctamente posicionado no local A, a
peptidil transferase (uma funcao da subunidade 60S) catalisa a formagao da ligagao
peptidica entre os aminoacidos dos locais P e A.

O ultimo passo na elongacao é a translocagao, processo em que o ribossoma
avanga trés nucledtidos de forma concertada( e que requer o factor adicional eEF-
2). Este processo envolve a libertagio do tRINA do local P, a passagem do peptidil-
tRINA do local A para o local P, e a exposigiao do préximo codon no local A agora
vazio.
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Dos 64 tripletos, apenas 61 codificam para aminoacidos, sendo os restantes trés
codons stop, ou de terminacao. Qualquer destes trés codons (UAG, UAA e UGA)
¢ suficiente para terminar a sintese proteica.

Aos codons de terminacio nao corresponde nenhum tRNA, sendo estes
reconhecidos directamente pelo factor proteico eRF (eucatiotic release factor).

A reacgdo de terminagao envolve a libertagao do polipéptido do ultimo tRNA, a
expulsao do tRNA do ribossoma, e a dissociacao deste do mRNA.

A célula eucaribtica é uma estrutura finamente organizada, cujas fungdes sao
efectuadas em locais celulares definidos. A sintese proteica nao constitui excepcao,
podendo os polirribossomas ser classificados em 2 tipos (livres e ligados a
membranas), aos quais corresponde a sintese de diferentes grupos de proteinas .
Os polirribossomas livres sintetizam proteinas que nao interagem com membranas,
enquanto os que se encontram associados as membranas sintetizam proteinas cuja
futura localizagao depende da sua capacidade para se ligarem as membranas. Note-
se no entanto que a denominagao polirribossomas livres nao significa que estes se
encontrem livres em solugdo no citoplasma. Estes polisomas encontram-se
associados ao citoesqueleto para o que provavelmente dependem do mRINA.

Os polirribossomas tendem a estar localizados perto de nicleos, nos locais de
entrada do mRNA no citoplasma. A maior parte das proteinas sintetizadas sao
soluveis, e uma vez libertadas rapidamente difundem para longe do local de sintese.
As proteinas que irdo compor o citoesqueleto, tendem a integrar-se neste num
local nao muito distante do ponto de sintese.

As proteinas sintetizadas pelos ribossomas ligados a membranas tém varios
destinos. Algumas sdo sequestradas em compartimentos celulares , outras sio
componentes membranares, e outras ainda sao proteinas que se destinam a ser
secretadas. Na maior parte dos casos das proteinas de membrana, a sua futura
localizagao nao depende da sequéncia da proteina madura, mas antes de uma
sequéncia denominada “leader”, e que se localiza na zona terminal da cadeia
polipeptidica nascente. Esta sequéncia, depois de ter determinado o destino da
proteina sera excisada do resto da proteina, originando a protefna madura.
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4 - A DIVERSIDADE IMUNOLOGICA:
REARRANJO GENOMICO

4.1 - Introducao

Durante a evolug¢ao do sistema imunolégico para fungoes de reconhecimento
especifico, a natureza teve que resolver o problema gigantesco de codificar num
genoma limitado, um numero suficiente de genes capaz de reconhecer o mundo
exterior e interior do organismo. A solugdo encontrada ¢, se bem que econémica,
complexa, como o revela o facto de nao ser ainda possivel construir sistemas de
recombinacao 2 vitro isentos de células. Os receptores para antigénios sao de 2
tipos: 1) as imunoglobulinas, capazes de reconhecer o antigénio na forma nativa,
sao  produzidas pelos linfécitos B, e existem na forma soluvel e na forma
membranar; 2) o receptor da célula T reconhece o antigénio depois de processado
por células apresentadoras do antigénio, e apresentado no contexto do MHC dessa
célula, existe fisiologicamente apenas na forma membranar.

4.2- Aspectos genéticos

Dos dois tipos de linfécitos, a célula T é a responsavel pela resposta imunolégica
dita celular. Para tal, estas células estao equipadas a sua superficie com um receptor
para o antigénio (TCR do inglés T-Cell-Receptor), através do qual a célula madura
recebe um estimulo de activagdo quando encontra o antigénio para o qual ¢é
especifica. Este receptor é composto por um de dois tipos de heterodimeros (o3

ou yd). Sao portanto 4 os genes do TCR, dos quais apenas 2 estardo a ser
transcritos em cada célula T. Cada um dos genes é composto por um maximo de 4
tipos de segmentos (V ou variavel, D ou de diversidade, | ou de juncao, C ou
constante). Cada um destes segmentos ¢ composto por mais que um elemento
génico, dos quais cada clone celular escolhera um e apenas um para ser utilizado no
TCR que ira expressar. As células T diferem assim de todas as restantes células do
organismo (com excep¢ao dos linfocitos B), pois o conteudo genético da célula
madura ¢ diferente do de qualquer outra célula que ndo pertenca a0 mesmo clone.

4.2.1 - Estrutura somatica dos genes do TCR

Os genes do TCR, tal como os das imunoglobulinas possuem uma configuracao
somatica, igual em todas as células ndo linféides. Nos linfécitos, a configuracao
destes genes ¢ alterada no processo denominado recombinacio, para dar origem a
um gene funcional.

Os 4 genes do TCR existem em 3 locus cromossomicos, ja que o gene O estd
localizado no intetior do gene o (Fig. 13). Os locus 3 e & possuem 4 classes de

segmentos (V,D,],C), e os locus a e y apenas 3 (V,],C). Como se pode ver na
Fig.13, no Homem, a organizagdo basica dos locus do TCR é que tem sido
denominada “extended”, em que os varios tipos de segmentos se organizam
separadamente no genoma (V.V. (etc.) .D.D. (etc.) .J.J. (etc.)). No caso do locus
00, uma variagao a esta configuracio permite ao gene 0 partilhar segmentos V com

o gene a. (Lewis, 1994).
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Figura 13 - Diagrama simplificado da estrutura somatica dos genes do TCR humano. Os elementos génicos representados por caixas brancas sio pseudogenes
(Adaptado de : * Toyonaga et al., 1985; ** LeFranc et al., 1989;* Yoshikai, 1991).
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GGTTTTTGT-23-CACTGTG | CACAGTG-12-ACAAAAACC

Figura 14 - Equagio padrio para a recombinagio V(D)]. Os sinais de jun¢do sdo indicados por tridngulos e os segmentos
codificantes por quadrados (Extraido de Lewis, 1994)

4.2.2 - Mecanismo de rearranjo somatico dos genes do TCR

Sinais de jungao O mecanismo de rearranjo somatico dos genes do TCR ndo ¢ diferente do
observado para as imunoglobulinas. Na verdade, foi possivel clonar células B com
os genes do TCR rearranjado (O’Connor et al,, 1985), sugerindo que ambos os
receptores sao substractos do mesmo conjunto de enzimas. O processo de
recombinacao quer do TCR quer das imunoglobulinas (doravante denominada
recombinagao V(D)J) depende primariamente de sequéncias sinal que flanqueando
os segmentos a recombinar constituem todos os elementos necessarios para indicar
aos componentes enzimaticos onde efectuar a recombinacao (Lewis et al., 1985;
Akira et al., 1987; Hesse et al., 1987). Estes sinais de juncdo variam em sequéncia,
mas seguem de muito perto o consenso heptamero-espacador-nonamero, em que
as sequéncias consenso do heptamero e do nonamero sio respectivamente
CACAGTG e ACAAAAACC. O espagador tem uma sequéncia muito variavel,
mas o seu comprimento tem 12 ou 23 pares de bases (bp) (Max et al., 1979; Sakano
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et al,, 1979,1981; Kurosawa et al., 1981). A regra base que dita a orientagao dos
rearranjos é a de que apenas podem rearranjar elementos com espagadores
diferentes, isto ¢, um elemento com uma sequéncia sinal composta por um
espagador de 12 bp apenas rearranja com uma outra cujo espagador for de 23 bp e
vice-versa. Desta forma rearranjos envolvendo elementos do mesmo grupo (V
com V; ] com J) sao impedidos. O mecanismo molecular que origina esta restricio
¢ no entanto ainda hoje desconhecido (Lewis, 1994).

Quando dois segmentos génicos se envolvem no processo de recombinagao, ¢
feito um corte na fronteira entre a sequéncia sinal e a sequéncia codificante, em
cada um. As quatro extremidades assim formadas sio entdo ligadas formando uma
“juncao codificante”, e uma “juncao sinal” (Fig. 14). Devido a configuracao
cromossomica, as sequéncias codificantes sio retidas no genoma, sendo as
“Jungoes sinal” excisadas sob a forma de DNA circular extracromossémico
(Fujimoto et al., 1987; Okazaki et al., 1987).

A junc¢ao codificante, ndo ocorre no entanto sempre numa posicao fixa. Por um
lado a quantidade de material genético com que cada elemento contribui pode
variar em até 10 nucledtidos (Max et al, 1979; Sakano et al 1979; Weigert et al
1980). Por outro lado, residuos extra nao incluidos na configuragio “‘germline”,
podem ser incluidos (Sakano et al., 1981; Lafaille et al., 1989; McCormack et al.,
1989). Estes residuos extra podem ser de dois tipos fundamentais: os “residuos N
(do Inglés Non-germline-regions) e os “residuos P (de Palindromicos).

- N G

_{TD c_
= + A\_

CATG

v
v

GTAC
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A Nuclestidos "P"

Figura 15 - Mecanismo proposto para a origem dos nucleétidos P (Adaptado de Lewis, 1994).

Os “residuos N” tém tipicamente um elevado conteido G/C (Alt et al., 1982;
Roth et al, 1989), nio ultrapassam os 15 nucledtidos, e ocorrem mais
frequentemente nas jungdes codificantes que nas jungoes de sinal (Lewis, 1994).
Estes residuos sio adicionados pela enzima TdT (do Inglés Terminal
deoxynucleotidil transferase) como o demonstram os modelos de animais
transgénicos com inactivagao do gene desta enzima (Gilfillan et al, 1993; Komori et
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al., 1993). No entanto, o facto de estes modelos resultarem em uma muito grande,
mas nao completa abolicio da frequéncia de “residuos N” parece indicar a
existéncia de um mecanismo alternativo, independente da expressaio de TdT
(Lewis, 1994). A regulacao de TdT na ontogenia, origina a menor frequéncia de
“residuos N”” no periodo fetal ou neonatal, possivelmente para permitir o dominio

de alguns receptores com especificidades necessarias numa fase mais precoce da
ontogenia (Gu et al., 1990; Feeney, 1991, 1992).

Os “residuos P parecem ter origem numa molécula intermediaria tipo “hairpin”
gerada (apds o corte na sequéncia sinal) pela ligagio covalente das duas cadeias da
dupla hélice do DNA, a qual seria posteriormente clivada num ponto diferente do
inicial (Fig. 15.; Lieber, 1991; Roth et al., 1992).

O agente ou agentes de recombinacdo permanecem ainda largamente
desconhecidos, ou incompletamente caracterizados e purificados (Lewis, 1994). A
tendéncia actual é no entanto no sentido de aceitar que a recombinacao V(D)J se
realiza ndo por um factor, mas por uma colec¢ao de factores com actividades
pouco relacionadas. Os factores ja identificados incluem RAG-1 ¢ RAG-2 (do
inglés Recombination activating Gene; Schatz et al., 1988, 1989; Oecttinger et al.,
1990;), NBP (do inglés nonamer binding protein; Halligan et al., 1987; Li et al,,
1989), T-160 (Shirakata et al., 1991), Rc (Wu et al, 1993), RBP-Jk (Hamaguchi et
al., 1989), Rp (do inglés recognition protein; Muegge et al, 1993). Dos factores
identificados com base na sua capacidade para produzir cortes no DNA, nenhum
apresentava a especificidade necessaria (Desiderio et al, 1984; Kataoka et al., 1984;
Hope et al., 19806). Apenas um factor foi identificado com base na sua actividade de
ligase, tendo sido denominado VDJP (do inglés V(D)] Joining Protein; referido em
Lewis, 1994). A actividade de ligase desta proteina s6 pdode ser observada em
fragmentos contendo sinais de ligacao, pelo que possui a especificidade necessaria
para estar envolvida na recombinagio V(D) (Lewis, 1994).

4.3 - O TCR na populagcao normal
4.3.1 - Polimorfismos do TCR

As delecgdes de regioes variaveis foram dos primeiros polimorfismos a serem
detectados no genoma do TCR, tanto em murganhos de laboratério (Behlke et al,
1986; Haqqi et al., 1989a., 1989b) como em murganhos selvagens (Pullen et al.,
1990; Jouvin-Marche et al., 1989). Polimorfismos mais pontuais foram no entanto
também detectados no gene de VB17 de ratinho, verificando-se que as 2
substituicdes de aminoacidos afectavam a especificidade final do receptor
(Cazenave et al., 1990).

No Homem, apenas uma deleccio de VB foi documentada, consistindo na
deleccao de VB36.2 (mas nao de qualquer outro dos genes de VB3 testados) num
unico individuo venezuelano pertencente a tribo india waraos (Concanon et al.,
1987). No entanto os polimorfismos das regides variaveis do TCR parecem ser
quase universalmente representados, ainda que nao frequentes na populagio
(Concanon et al., 1987). Com efeito, uma busca sistematica por RFLP indicou a
existéncia de polimorfismos em 12 das 14 familias de VB3 estudadas (Concanon et
al., 1987). Alguns destes polimorfismos podem constituir variagdes silenciosas,
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como ¢ o caso de um polimorfismo encontrado em VB12.2 (Day et al, 1992),
outras no entanto afectam a expressao do gene em linfécitos T maduros, como sio
os casos dos polimorfismos de VB1 (Robinson, 1989), VB18 (Charmley et al.,
1993), VB33 (Posnett et al., 1994a) e VB36.7 (Posnett et al., 1986; Li et al., 1990;
Prashar et al., 1991). Este ultimo com a particularidade de ser detectavel com um
anticorpo (Posnett et al., 1986), o que permitiu mapear o epitope de ligagio do
anticorpo numa zona de possivel ligacdo a superantigénios (Prashar et al., 1991).
Também o polimorfismo descrito para VB33 ¢ unico, ja que este polimorfismo se
localiza no espacador, constituindo assim, o unico exemplo conhecido de uma
mutagao numa zona nao codificante do TCR, que afecta a expressao do respectivo
gene (Posnett et al., 1994a). Finalmente, a variacao alélica identificada no V318 é a
unica que introduz um codao stop, originando um “buraco” no repertdrio presente
em 11% dos individuos estudados (Charmley et al., 1993).

Estes dados indicam que mesmo variagoes moderadas de apenas 1 ou 2 pares de
bases nas sequéncias codificantes ou nao codificantes do genoma do TCR podem
ter repercussoes significativas no repertorio do TCR (Vissinga et al., 1994).
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Passos na
extraccao de DNA

DNAses e RNAses

5 - METODOLOGIA DE ESTUDO EM GENETICA
MOLECULAR

5.1 - PREPARAGAO DE DNA E RNA

Qualquer andlise em genética molecular requer, obviamente, o estudo do DNA ou
do RNA, pelo que o primeiro passo em qualquer técnica genética consiste no
isolamento e purificacdo de uma ou mesmo das espécies de acidos nucleicos. As
variadas técnicas disponiveis para esse efeito, as quais originam DNA ou RNA
com diferentes propriedades de pureza e integridade fisica, possuem principios
semelhantes. Todas se iniciam com uma lise suave das células a estudar, seguida de
ataques enzimaticos e/ou quimicos para destruir os componentes proteicos da
mistura. Finalmente, a purificagio do DNA ou RNA faz-se por um de varios
métodos, de acordo com os objectivos pretendidos.

A purificacdo e correcto manuseamento de RNA é bem mais dificil que para o
DNA. Este facto ndo resulta de uma maior complexidade de procedimentos, mas
da maior estabilidade das RNAses. Com efeito, ao contririo das DNAses, as
RNAses sao extremamente estiveis, ¢ nao necessitam de cofactores para
funcionarem. Desta forma, nao ¢é possivel inactiva-las com a adi¢ao de quelantes
do magnésio (EDTA) como acontece para as DNAses. A inactivagao das RNAses
¢ eficiente com a utilizagdo de dietilpirocarbonato (DEPC), mas a alta toxicidade
deste composto, aliada a necessidade da sua eliminagdo por autoclavagem, impede
a sua utilizacdo em todas as solu¢oes. Em reacgbes enzimaticas é possivel utilizar
inibidores especificos de RNAses (RNAse inhibitor ou abreviadamente RINAsin),
como o extraido do tecido placentario, para inactivar as RNAses provenientes do
material celular donde é extraido o RNA, mas este nao ¢ um método pratico para o
tratamento generalizado dos reagentes e material de plastico do laboratorio. Se
aliarmos a este facto, a presen¢a em grandes quantidades de DNAses e RNAses
nas maos humanas, facilmente se compreende a imperiosa necessidade de utilizar
luvas no laboratério de Genética Molecular, ndo para a protecgao do operador,
mas para proteger a amostra do ataque das RNAses e DNAses do manuseador da
amostra e restantes materiais de laboratorio.

5.2 - ANALISE DE DNA

5.2.1 - ELECTROFORESE

A grande maioria dos métodos de genética molecular requer num determinado
momento o fraccionamento de acidos nucleicos segundo o seu comprimento. Para
tal utilizam-se as técnicas de electroforese, que consistem na separa¢ao dos acidos
nucleicos numa matriz porosa (habitualmente géis de agarose, ou acrilamida) sob a
forca de um campo eléctrico (os acidos nucleicos tém carga negativa, pelo que
migram em direc¢ao ao polo positivo).

A matriz na qual os acidos nucleicos devem ser separados depende essencialmente
do tamanho dos fragmentos a separar, mas também do destino final a dar a estes
uma vez separados. Existem diferentes tipos matrizes:
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e agarose - A agarose tem relativamente a acrilamida a vantagem de constituir
uma matriz nao toxica de muito facil preparagao (basta solubilizar a agarose
em p6 num tampao (TAE ou TBE) a quente, ¢ deixar entao arrefecer.
Virias agaroses existem, as quais permitem separar fragmentos com mais ou
menos nucledtidos. A agarose normal, permite uma boa resolugio para
fragmentos relativamente grandes, utilizando-se em baixas concentragoes
(0.8-2%). Ja a agarose Nusieve (FMC-bioproducts) permite separar com
grande resolucdo fragmentos com menos de 1000bp, pelo que se adapta
melhor aos fragmentos habitualmente obtidos por PCR. Uma variacao
destas duas agaroses (Nusieve 3:1), ndo é mais que uma mistura de 3 partes
de Nusieve com uma parte de agarose normal, o que origina um gel com
uma viscosidade aceitavel em altas concentragoes (normalmente até 4%, tal
como a Nusieve), mas com um poder de resolugdo superior quer a Nusieve,
quer a agarose normal. Existem ainda agaroses com baixa temperatura de
fusdo. Estas agaroses tém a desvantagem de ser mais sensiveis a aumentos
de temperatura durante a electroforese, mas a vantagem de facilitarem a
purificagio do DNA separado.

e Acrilamida - Os géis de acrilamida baseiam-se na formagao de uma matriz
porosa, de polimeros de acrilamida. Para a fazer, utilizam-se monomeros de
acrilamida, um reagente bifuncional (bis-acrilamida), e um gerador de
radicais livres (iniciador da reaccao de polimerizagao; normalmente peroxido
de amonio), bem como um catalisador da polimerizagio (temed). A
resolucdo dos géis de acrilamida ¢ muito grande podendo facilmente separar
fragmentos com apenas um nucleétido de diferenga, pelo que habitualmente
se utiliza como matriz nos géis de sequenciacio. A grande desvantagem
deste tipo de matriz consiste na sua grande fragilidade, toxicidade e
complexidade de preparacao.

5.2.2 - SHOUTHERN BLOT E HIBRIDAGAO

Frequentemente, apds a separacio dos acidos nucleicos, torna-se necessatio
identificar o fragmento de interesse, numa mistura complexa de fragmentos
separados. A técnica de elei¢ao para esse efeito ¢ a técnica de Southern Blotting (ou
Northern Blotting, conforme o acido nucleico seja DNA ou RNA
respectivamente), seguida de hibridagio com uma sonda especifica para o
fragmento de interesse. Esta técnica consiste na passagem dos fragmentos de
DNA (ou RNA) separados , depois de desnaturados, para uma membrana de
Nylon ou celulose, por capilaridade ou por vacuo, seguida da fixacao do acido
nucleico 2 membrana. Esta ¢ entdo utilizada numa reac¢ao de hibridacao, em que é
colocada uma sonda de cadeia simples de DNA (ou de RNA) em contacto com a
membrana, em condi¢bes quimicas e de temperatura que asseguram que a sonda
hibrida apenas com o fragmento complementar. A ligacio da sonda ¢é entio
revelada por autorradiografia (no caso de sondas radioactivas), ou por
quiimoluminescéncia (ECL; Amersham).
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5.2.3 - DOT E SLOT BLOT

O dot-blot, e a sua variante slot blot, constitui na aplicagio do DNA directamente
na membrana de Nylon ou de Celulose, sem a prévia separagiao electroforética.
Esta transferéncia faz-se habitualmente por aplicagio de um vacuo numa zona da
membrana bem definida, em aparelhos especificamente construidos para o efeito.
Consegue-se assim concentrar a amostra numa area bem definida, a qual pode ser
um circulo (dot-blot) ou um fino rectangulo (slot-blot). A membrana assim
conseguida pode entdo ser utilizada numa hibridagiao tal como no processo de
southern-blot, o qual serve ndo para identificar segmentos, mas para verificar da
existéncia ou nao de uma determinada espécie de DNA na amostra inicial.

5.4 - MANIPULAGAO ENZIMATICA DE DNA E RNA

5.4.1 - ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

Pensa-se que a funcao bioldgica das endonucleases de restricio e a protecgao das
células contra DNA externo a célula. Esta assuncao tem como base o facto de a
grande maioria das enzimas descobertas efectivamente cortarem o DNA
extracelular que in vitro se insere. Simultaneamente o DNA endégeno e protegido
devido a metilagao especifica de nucledtidos na sequéncia reconhecida, efectuada
por uma metiltransferase especifica. O conjunto da endonuclease de restricao e
respectiva metiltransferase formam o que se designa por sistema de modificacao de
restricao (R-M system).

Existem pelo menos 4 tipos de sistemas R-M, distinguidos pela composicao das
suas subunidades, pelo tipo de sequéncias reconhecidas, e pelos cofactores
necessarios para a sua actividade. Cerca de 93% das enzimas caracterizadas
pertencem a classe tipo 1I. Juntamente com as enzimas da classe tipo IIs (cerca de
5% das enzimas descritas) constituem o grosso das enzimas comercialmente
disponfveis. As enzimas de tipo I (cerca de 1%) e as de tipo III (<1%) sido
relativamente pouco frequentes. Algumas outras enzimas existem que nio podem
ser inclufdas em nenhuma destas classes.

5.4.1.1 - SISTEMAS R-M TIPO II

As enzimas de tipo II sio as mais simples. Reconhecem sequéncias de DNA
simétricas, cortando entre as sequéncias, deixando um terminal 3' hidroxil e um
terminal 5'fosfato. Requerem apenas magnésio para a sua actividade, ¢ as
metiltransferases respectivas requerem apenas s-adenosylmetionina. Reconhecem
uma variedade de sequéncias quase ilimitada, mas poucas reconhecem sequéncias
com menos de 4 ou mais de 8 bp.

Estas enzimas sao habitualmente compostas por um homodimero, pelo que
necessariamente interactuam com uma sequéncia de repeticao invertida, ja que cada
subunidade reconhece o mesmo motivo em cadeias de DNA opostas.

As metiltransferases do tipo II sdo habitualmente compostas por um monomero, o
que pode reflectir a necessidade de metilar apenas uma das cadeias de DNA
nascentes (durante a duplicacio do DNA, uma das cadeias ja se encontra metilada),
ao contrario das endonucleases de restricio que tem que reconhecer e cortar as

duas cadeias do DNA.
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5.4.1.2 - SISTEMAS R-M TIPO IIS

As enzimas do tipo 1Is utilizam geralmente os mesmos cofactores que as enzimas
tipo II, mas as suas sequéncias de reconhecimento sao assimétricas e
ininterrompidas, tendo 4 a 7 bp. O local de corte nao se situa no intetior da
sequéncia de reconhecimento, mas a uma distancia de ate 20bp num dos sentidos.
Nestes sistemas, a metilagdo e efectuada por duas metiltransferases (uma para cada
cadeia), sendo em alguns sistemas metiladas bases diferentes em cada cadeia do
DNA.

5.4.1.3 - MONTAR UMA REACCAO DE RESTRICAO

As enzimas de restricio (como todas as enzimas) devem ser sujeitas a menor
variagdo térmica possivel. A temperatura a que as enzimas sao habitualmente
conservadas e -20°C, pelo que quando se transportam para a bancada, devem
permanecer em gelo, ou idealmente num congelador de bancada, os quais mantém
uma temperatura de -20°C durante cerca de 2 horas (depende do fabricante).
Devido a instabilidade das enzimas a temperatura ambiente, estas devem ser os
ultimos componentes da mistura de reacgdo a adicionar, para minimizar quer o
choque entre a composi¢io do tampao de conservagdo e a da mistura, quer o
tempo de permanéncia a temperatura ambiente.

Para aumentar o tempo de conservagdo, as enzimas de restricao sao habitualmente
conservadas em 50% de glicerol. No entanto, um excesso de glicerol na mistura de
reaccao ( >5%) ocasiona um comportamento erratico da enzima. Assim, o volume
de enzima adicionado nunca pode exceder os 10% do volume total da reacgio.

As diferentes enzimas tem actividades diferentes em determinados tampdes.
Assim, as companhias que as fornecem estudaram um conjunto de tampoes
concentrados (habitualmente 10X), os quais sio optimizados para a actividade das
varias enzimas. Estes tampoes devem sempre que possivel ser utilizados com as
respectivas enzimas, pois a actividade de uma enzima num tampao diferente do
sugerido pode ser quase nula. Se a experiéncia obrigar a utilizacio de varias
enzimas no mesmo tubo de reac¢ao, deve ser escolhido o tampao que apresentar o
melhor compromisso entre a actividade das duas enzimas (os fornecedores
fornecem habitualmente uma tabela com a %actividade de cada enzima em cada
um dos tampoes que fornecem). Finalmente, algumas enzimas necessitam da
adi¢do de componentes extra aos tampoes padrao (ex. BSA). Também neste caso,
solucoes concentradas destes compostos aso fornecidas com a enzima.

Actividade das enzimas: Por defini¢ao, 1 unidade de enzima de restricao digere
completamente 1ug de DNA num volume de 50ul, ao fim de 1 hora. No entanto
esta actividade e apenas indicativa, ja que tipos diferentes de DNA podem possuir
conformacdes diferentes, ¢ um numero diferente de locais de restricio. Assim,
utiliza-se de modo geral 2 a 3 vezes mais enzima, e entre 3 a 16 horas de incubacao.
O volume da reacgao nao deve ser inferior a 50ul, j4 que aumentam os erros de
pipetagem, e a probabilidade de a concentragao de glicerol ser supetior a 5%.

Um factor critico na boa execu¢do de qualquer reaccdo enzimdtica e a
homogeneidade da mistura. Deve-se homogeneizar a mistura de reacgio por
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inversdo e pipetagem repetida, mas nunca utilizar o vortex ja que a violéncia deste
pode desnaturar a enzima, deixando-a inactiva.

A temperatura de incubacio da maioria das endonucleases de restri¢ao e de 37°C,
mas algumas enzimas, isoladas de bactérias termofilicas necessitam de incubagoes
entre 50-60°C (verifique a temperatura ideal para cada enzima, junto do
fornecedor).

5.4.2 - MODIFICACAO E MARCACAO DE ACIDOS NUCLEICOS
5.4.2.1 - RADIOISOTOPOS

O is6topo mais comumente utilizado para a marcagio radioactiva de acidos
nucleicos ¢ o #P. Este radioisétopo emite particulas ¢ tem uma actividade
especifica elevada (9200 Ci/mmol na sua forma pura) e um tempo de semi-vida
relativamente curto (14 dias). Existem comercialmente disponiveis todas as
espécies de trifosfatos de nucleétidos marcados com P, e com variadissimas
actividades especificas. Note-se o atomo radioactivo do dNTP para a marcagio de

acidos nucleicos deve ser o y (os 4tomos o e P sdo libertados na formagio da
ligagdo com o nucledtido seguinte).

Recentemente foi langado um novo radionucleétido com menor energia que o 3P,
mas idéntica capacidade de penetragio: o 33P. Devido a sua menor energia, este
radionucleétido origina bandas mais bem definidas que o 3P.

O %S emite particulas com energia ainda mais baixa que a do 3°P (a sua actividade
especifica é de 1500 Ci/mmol na forma pura), tendo no entanto um tempo de
semi-vida mais longo (87 dias). Os nucle6tidos marcados com S possuem um
grupo tiol em substituicao de um oxigénio no grupo fosfato, o que pode inibir a
actividade de algumas enzimas. Por outro lado, uma vez que a sua energia ¢ menor,
este radioisétopo induz menos danos no DNA, pelo que as sondas com ele
marcadas sio mais estaveis. A menor energia deste nucleétido permite também
obter bandas ainda mais bem definidas que as obtidas com *P, muito embora
possa levar mais tempo a imprimir o filme fotografico. E de salientar ainda o facto
de este radiois6topo ser menos nocivo para o operador de laboratério, pese no
entanto o facto de também ser mais dificil de detectar contaminacoes com o
auxilio de um contador Geiger.

O tritio ¢ o radioisétopo de menor energia que ¢ utilizado para a marcagao de
acidos nucleicos. Com a sua actividade especifica de apenas 29 Ci/mmol na forma
pura, e um tempo de semi-vida de 12 anos, é o is6topo mais fraco de todos os
procedimentos autorradiograficos. A sua baixa capacidade de penetragdo torna-o
também o is6topo menos petrigoso no laboratério, mas também mais dificil de
detectar com contadores portateis tipo Geiger.

Ainda que tal aconte¢a com muito menos frequéncia, também é possivel utilizar
14C ¢ %] para a marcagao de acidos nucleicos.
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5.4.2.2 - POLIMERASES DO DNA

Estao hoje em dia disponiveis uma vasta gama de polimerases do DNA, com
propriedades e aplicagdes diferentes. Os principais factores a ter em conta na
escolha da polimerase certa para cada tipo de trabalho sao:

e remogao de nucledtidos existentes: da existéncia desta actividade pode
depender a fidelidade do produto formado. Todas as polimerases cometem
erros. Da sua capacidade de verificar o trabalho realizado, e remover os
nucleétidos erroneamente incorporados depende a fidelidade do produto
final. Obviamente, a existéncia desta actividade também resulta numa menor
velocidade de reaccao, o que pode dificultar a obtencao de produtos longos.
Pode assim concluir-se que a op¢ao pela existéncia ou nao desta actividade
na enzima escolhida deve ser realizada com base no resultado pretendido.
Tipicamente, as reac¢des que se destinam a sequencia¢ao, ou a clonagem
devem ser sempre realizados por enzimas com esta actividade.

¢ Estabilidade térmica: também esta caracteristica pode ser benéfica ou
prejudicial, dependendo do objectivo e protocolo especificos a utilizar. Por
exemplo, numa reac¢ao de PCR, a utilizacao de enzimas termoestaveis evita
a destruicdo da enzima no passo de desnaturacio. No entanto, se o
protocolo envolver a posterior inactivagao da enzima pelo calor, é necessario
escolher uma enzima termossensivel.

5.4.2.3 - FOSFATASES E QUINASES

Estas enzimas sio utilizadas com frequéncia na marcagao radioactiva de zonas
terminais de DNA. As fosfatases (por ex.. Fosfatase alcalina bacteriana (BAP) ou
fosfatase intestinal de vitela (CIP)) sio enzimas que procedem a hidrolise dos
residuos fosfato no nucledtido terminal 5 de uma cadeia de DNA ou RNA, ou
ainda de nucleétidos isolados. O produto final da desfosforilagao possui um grupo
hidroxilo 5’, o qual pode ser marcado radioactivamente com a T4 polinucle6tido

quinase, utilizando uma fonte de fosfato radioactiva ([y-?P]-ATP).

Ambas as fosfatases acima mencionadas requerem zn?" para a sua actividade, mas
a CIP ¢ termosensivel, sendo facilmente inactivada a 70°C ao fim de 10 min,
possuindo ainda 10 a 20 vezes mais actividade nas mesmas condigdes
experimentais.
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5.4.3 - POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR)
5.4.3.1 - PRINCIPIOS GERAIS DO PCR

O PCR (Polimerase Chain Reaction) é um procedimento rapido para a
amplificagdo enzimatica 7 vitro de segmentos especificos de DNA. A descoberta
desta tecnologia teve um enorme impacto na genética molecular, provocando uma
revolu¢ao de tal ordem que em 1994 foi atribuido ao “inventor do PCR um
Prémio Nobel.

A base tedrica do PCR ¢é muito simples, baseando-se na propriedade das
polimerases do DNA para catalisar a forma¢ao de uma cépia de uma cadeia de
DNA, apenas quando encontram uma extremidade 3’ livre. Desta forma, foi
possivel partir de uma molécula de DNA de cadeia dupla, desnatura-la pelo calor,
baixando de seguida a temperatura até um valor que permita a ligacao especifica de
um oligonucleétido sintético, especifico para a regiao 5” do segmento a amplificar.
Depois desta hibridacao especifica, a polimerase inicia entio a sintese da cadeia
complementar ao “molde”. Entretanto, um processo semelhante devera ter
ocorrido em simultaneo para a restante cadeia da dupla hélice inicial, pelo que no
fim deste ciclo, efectivamente foi duplicada a quantidade de DNA da zona de
interesse. O processo prossegue com nova desnaturacdo pela temperatura,
repetindo-se este ciclo um numero definido de vezes. Como em cada ciclo se
duplica a quantidade de DNA de interesse que existia no inicio do ciclo, no final do
processo amplificamos 2" vezes o segmento de DNA em que se estava
interessado. Na maior parte dos casos, utilizam-se entre 24 e 35 ciclos de
temperatura, pelo que no final existem 224=16,777,216 a 233=34,359,738,368 vezes
mais copias do segmento de interesse que inicialmente.

Para implementar este procedimento ¢ necessario incluir na mistura de reacgao nao
s6 o DNA a estudar, mas também os oligonucle6tidos especificos (primers),
desoxinucleétidos  trifosfatados  (ANTP’s), e uma polimerase do DNA
termosensivel (para resistir as flutuacoes de temperatura necessarias para realizar as
varias fases da reacgdo). Na pratica outros componentes sao também adicionados,
para que as condi¢Oes de reaccdo serem as ideais para a enzima utilizada. Um dos
componentes que todas as enzimas até agora descobertas utilizam é o MgCly, de
cuja concentracio dependente em larga medida a especificidade, e qualidade do
DNA amplificado.

Os primers sido utilizados num largo excesso relativamente ao DNA a ser
amplificado, ja que sio necessarias pelo menos tantas moléculas de primer quantas
as cadeias de DNA que se deseja formar. Os primers sao desenhados por forma a
que um tenha a sequéncia complementar invertida da extremidade 3’ do segmento
a amplificar (pelo que hibrida directamente com esta zona do molde, deixando livre
uma extremidade 3’ para que a polimerase inicie o seu trabalho produzindo uma

nova cadeia na direccio 5—3’). O restante primer ¢ desenhado por forma a ter a
sequéncia da extremidade 5 do fragmento a amplificar. Desta forma este primer
hibrida com esta extremidade da cadeia complementar do DNA, deixando livre
uma extremidade para a copia da respectiva cadeia. Como a polimerizacio sé
termina quando a temperatura se eleva para a fase de desnaturacao, no primeiro
ciclo produzimos 2 tipos de fragmentos, ambos com inicio bem definido, mas com
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terminagao incerta. No entanto, como os fragmentos produzidos no primeiro ciclo
vao ser os moldes para a polimerizacao da cadeia complementar no ciclo seguinte,
aos poucos, o produto preponderante tem ambas as extremidades determinadas
pelos locais de ligagao de ambos os primers.

5.4.3.2 - RT-PCR

A reacgao de RT-PCR (reverse transcriptase-polimerase chain reaction), nao é mais
do que um PCR normal realizado a partir de um DNA sintetizado por transcricao
reversa a partir de RNA. Assim, sdo necessarios neste processo dois tipos de
polimerases do DNA: primeiro uma DNA polimerase dependente do RNA (isto é
a transcriptase reversa), ¢ depois a polimerase normal. Este processo pode assim
ser efectuado quer pela utilizacao sequencial de 2 enzimas diferentes, ajustando as
condi¢oes da reaccio a enzima, quer através da utilizacao de enzimas especiais que
possuem ambas as actividades, embora em condi¢bes diferentes de reacgao.

5.4.4 ANALISE DE MUTAGOES

Dois tipos basicos de analises podem ser efectuadas quando se pretende analisar as
mutagbes de um dado gene: andlises dirigidas a detec¢ao de mutagoes conhecidas,
ou analises que procuram identificar mutagées que nao sao previamente
conhecidas.

Os métodos dirigidos a identificagdo de mutagdes bem caracterizadas dirigem-se
especificamente a zona do gene onde se sabe residir a mutagao. Utiliza-se neste
caso uma qualquer particularidade da sequéncia mutada para a distinguir da
sequéncia normal, seja por acgao enzimatica, seja pela hibridagao especifica de uma
sonda, seja ainda pela amplificagio selectiva de genes quimera, formados pela
jungao de dois fragmentos genémicos habitualmente distantes.

No caso de a mutagdo que se procura nao se encontrar ainda caracterizada, os
métodos de deteccdo baselam-se em caracteristicas mais genéricas do
comportamento dos acidos nucleicos quer de cadeia simples, quer em cadeia dupla.

5.4.4.1 - ANALISE DE MUTACOES CONHECIDAS

As tecnologias a seguir designadas permitem identificar com precisio mutagdes
conhecidas:

a) RFPL (Restriction Fragment Length Polymorphism): Se a mutagao em
causa originar a criacao ou destrui¢ao de uma sequéncia reconhecida por
uma enzima de restricao, pode-se utilizar esta enzima para identificar a
presenca ou auséncia da muta¢ao num fragmento amplificado por PCR.
Esta mesma técnica pode ser utilizada com DNA genémico, mas neste
caso, a detecgao tem que ser realizada por Southern Blotting e hibridagao,
0 que torna o processo bastante moroso.

b) ASO (Allele Specific Oligonucleotide): Neste caso utiliza-se uma sonda
constituida por um oligonucleétido sintético, que hibrida apenas com a
sequéncia normal ¢ ndo com a mutada (ou vice-versa). No caso de
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d)

mutagOes pontuais (as mais frequentes) pode ser dificil estabelecer
condig¢bes de adstringéncia que permitam a distingao das duas sequéncias.

PASA (PCR Allele Specific Amplification):Durante uma reac¢ao de PCR
utiliza um “primer” que hibrida apenas com o alelo mutante (ou vice-
versa), pelo que s6 este ¢ amplificado. Neste caso, a presenga ou auséncia
de produto de PCR indica a presenga ou auséncia de mutagao.

Amplificagido de genes quimera: Algumas mutagdes oncologicas
consistem na troca de material genético entre cromossomas, ou Nno
equivalente nao visfvel microscopicamente, mas detectavel por técnicas
genéticas. Como resultado destas trocas de material genémico, sequéncias
que numa célula normal se encontram muito distantes (até mesmo em
cromossomas diferentes) ficam agora muito préximas, sendo passiveis de
amplificagdo por PCR. Assim, a existéncia de produto de um PCR, em
que os dois primers utilizados se ligam a genes normalmente muito
afastados, permite identificar este tipo de mutagoes com grande precisao
e sensibilidade.

5.4.4.2 - ANALISE DE NOVAS MUTACOES

O despiste de novas mutagoes pode fazer-se mediante o recurso as seguintes
tecnologias:

2)

b)

d)

Corte de pontos “mismatch”: Neste método a existéncia de um ponto
de nio complementaridade no emparelhamento de uma molécula hibrida
DNA-RNA ou RNA-RNA (em que uma das cadeias representa o alelo
normal), serve de substracto ao corte com RNAse A, sendo o resultado
da reacgao visualizado por electroforese e autorradiografia. A presenca de
bandas indicando o corte indica a presenga da mutagao

Métodos baseados na temperatura de fusdo: Nestes métodos
(DGGE - Denaturing Gradient gel electrophoresis; TGGE -
Temperature Gradient Gel electrophoresis) utiliza-se a temperatura de
fusdo dos acidos nucleicos para os separar numa electroforese.

Métodos conformacionais: A mobilidade electroforética de espécies de
DNA de cadeia simples depende da sua conformagao. Como esta
conformacao ¢, pelo menos em parte, uma funcao da sequéncia, pode-se
através deste método, nas condigoes certas distinguir 2 espécies de DNA
com apenas um nucleétido de diferenca.

sequenciagdo: O mais trabalhoso método para a analise de mutagdes,
mas também o que fornece informacao mais precisa e completa sobre a
mutag¢ao ¢ a sequenciagao.

1A temperatura de fusdo do DNA ¢ a temperatura a que as duas cadeias da dupla hélice se abrem, pela
quebra das pontes de hidrogénio que as unem. Esta temperatura de fusio ¢ uma fungio do conteido GC
do DNA, ja que existem 3 ligagdes de hidrogénio no emparelhamento GC, e apenas 2 no
emparelhamento AT.
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6 - INTRODUCAO

O advento da biologia molecular, e da genética molecular trouxeram consigo
algumas descobertas com implicagdes no diagnostico, terapcutica e “follow up” de
doentes do foro das mais diversas especialidades médicas. A Hematologia, nao
sendo excep¢ao beneficiou também dos avangos da genética molecular, em 3 areas
distintas: As doengas linfoproliferativas, o estudo das doengas viricas, e as doengas
genéticas do foro hematoldgico. Os dois primeiros grupos sao talvez aqueles em
que o poder da genética molecular é mais pronunciado, ja que permite nio s
detectar e caracterizar a doenga, sendo um util auxiliar de diagnéstico, mas
disponibiliza ainda uma forma de avaliagio da progressao da doenga,
proporcionando elementos de avaliagdo preciosos quanto ao tipo de resposta a
terapéutica. No caso das doencas genéticas, o beneficio maior ocorre nos estudos
familiares, e de despiste em populagoes randomizadas, permitindo detectar
individuos assintomaticos portadores da doenca (quer sejam homozigdticos quer
heterozigbticos), permitindo em muitos casos que O tratamento se inicie antes
mesmo de existir doenca clinica, prevenindo a formagao de lesoes. E ainda de
salientar, no caso das doengas genéticas, a possibilidade de efectuar diagndstico
pré-natal. A possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades de amostra
introduzida pelas tecnologias de PCR, aliada a2 grande sensibilidade destas técnicas
permite com seguranca, e partindo de colheitas de material muito reduzidas,
efectuar o diagnodstico pré-natal a fetos de alto risco.

42



7 - HEMOPATIAS MALIGNAS

7.1 - Deteccao de anomalias genéticas

A possibilidade de detectar anomalias genéticas especificas de células malignas,
fornece nao s6 elementos importantes na caracterizagdo da hemopatia maligna,
como permite seguir o evoluir da doenga, bem como a resposta a terapia. A doenga
residual minima ¢ definida como o nivel mais baixo de doenga detectavel pelos
métodos analiticos disponfveis. A sensibilidade dos métodos analiticos disponiveis
tem variado muito ao longo do tempo. Tradicionalmente, as células malighas eram
caracterizadas por métodos morfoldgicos ou citoquimicos. Mais recentemente
foram utilizadas técnicas citogenéticas, as quais permitiram detectar alteragoes bem
determinadas, e altamente especificas de células malignas. No entanto, todas estas
técnicas envolvem o estudo e caracterizacio de um numero muito limitado de
células, pelo que nao permitem grande sensibilidade no estudo de doenga residual
minima. O advento da genética molecular, trazendo de inicio um aumento da
especificidade, mas sem grandes vantagens ao nivel da sensibilidade (Southern Blot
- ver fig.16), permitiu um grande avango com a introduc¢ao da tecnologia de PCR, a
qual permite em alguns casos identificar 1 célula maligna num universo de 10°
células normais (fig. 16).

Morfologia
Southern Blot

Marcadores
Imunolégicos

Figura 16 - Sensibilidade de varias metodologias na detecgao da Doenga Residual Minima (101-106= detecgdo de 1 célula
maligna em 10 - 10° células normais)
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7.1.1 - (9;22) (q34;911): BCR/ABL

A primeira anomalia cromossomica consistente em tumores humanos foi
identificada por Nowell e Hungerford (19xx) na Leucemia Mieléide Cronica
(CML) em 1960. Porque este achado foi realizado em Filadélfia, utilizou-se o nome
desta cidade para designar esta translocacao (t(9;22)(q34;q11) ou ainda
cromossoma Ph. Estudos moleculares revelaram que esta translocagao envolvia no
cromossoma 9 o gene ABL(Abelson proto-oncogene) e no cromossoma 22 o gene
BCR(Breakpoint Cluster Region gene) originando um gene quimera codificando 1
proteina com capacidade oncogénica. O cromossoma Ph mais frequente, surge em
cerca de 90% dos casos de CML, e variantes citogenéticas surgem em mais 5%.
Dos restantes 5%, cerca de metade possui rearranjos do gene BCR ndo detectados
por cariotipagem, mas visfveis por métodos moleculares, sendo os restantes 2.5%
considerados Ph. O cromossoma Ph ¢é ainda frequente em Leucemias
Linfoblasticas Agudas (ALL; 5% das criancas e 20% dos adultos), e mais raramente
em Leucemias Mieloblasticas Agudas (AML; cerca de 1%).

O cromossoma Ph ¢é, como vimos, originado pela jungio dos genes BCR e ABL.

Esta jungdo, ocorre sempre no mesmo ponto no gene ABL, mas pode ocorrer em

3 locais diferentes do gene BCR. Estas diferentes jungoes, dao origem a 2 tipos de

proteinas: a p190, resultante da juncao do exon el do gene BCR com o a2 do gene

ABL (transcrito ela2) e a p210 resultante da jungao do exon a2 do gene ABL com

os exons b2 ou b3 do gene BCR (transcritos b2a2 e b3a2). A vasta maioria dos

casos de CML (95%) expressam a proteina p210. Ja na

,;1 o2 b1 b2 b3 b4 ALL, cerca de 70% dos casos de ALL expressam a

BCA —— L Vit B p190, e os restantes 30% a p210.

e Uma vez que o gene quimera BCR-ABL ¢é apenas

- - expresso nas células malignas, a sua detecgao molecular
ABL —;—/ 1 i constitui um poderoso método de avaliar a progressao
Trarslocation - da doenca. Com efeito, varios autores servindo-se da
Dreakpoint Sarsiocaton. grande sensNibiJidade e .especiﬁc%dade da metodologia de
breakpoint PCR (reacgdo em cadeia de polimerase), desenvolveram

p190 in M-bor estratégias para avaliar a doenga residual minima,
inferindo mesmo dados wvalidos na avaliacio de

prognoéstico. Foi assim possivel observar que se ¢

frequente a detec¢ao permanente ou intermitente de

o1 a2a3 células residuais BCR-ABL?*, varios meses ap0s
p210 transplante de medula e remissao citogenética

el completa, ja a sua detecgdao 1 ano ap6s o transplante ¢é

—E—f L o indicadora de pior progndstico que o dos casos em que

se observe remissio por PCR. Nao obstante estes
dados, a validade da avaliagao de prognostico com base
! nos dados obtidos por PCR constitui, presentemente
b1b2b3 a2 a3 .
motivo de aceso debate e estudo.

el b3a2 a3

Figura 17 - Os genes BCR e ABL normais, e as translocagdes que originam
as proteinas p190 e p210 do gene quimera BCR-ABL. A proteina p210 é
caractetistica da CML, sendo a p190 a proteina BCR-ABL encontrada na
maioria dos casos de ALL (ver texto).
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7.1.2 - t(15;17) (q22;21): PML/RARA

A Leucemia Aguda Promielocitica (APL) ¢ um subtipo da Leucemia Mieloblastica
Aguda (FAB-M3), citogenéticamente caracterizada pela presen¢a da translocagao
t(15;17)(q22;q21). Os genes envolvidos na translocagio sao o gene PML no
cromossoma 15, e o gene RARa (Receptor do Acido Retinéico) no cromossoma

17. Os pontos de rotura no /leaus RARO nio estao distribuidos ao acaso, mas
localizados numa zona de 16 Kb do intron 2. De igual modo, os pontos de rotura
no /ocus PML ndo sao aleatérios, concentrando-se em apenas 3 regioes do gene:
intron 3 (ber3: 47% dos casos), exon 6 (ber2: 4% dos casos), e intron 6 (berl: 49%
dos casos). Como consequéncia da translocagao, formam-se genes quimera
(PML/RARa e RARo /PML).

O gene quimera PML/RARa ¢é transcripcionalmente funcional, pelo que origina
uma espécie de mRNA passivel de deteccio por RT-PCR. Foi assim possivel
determinar a presenga deste transcrito em 100% dos casos de APL ( em contraste
com apenas 70% dos casos expressando o gene RARow /PML), esta é uma
tecnologia de grande valor na detecgao de doenca residual minima nesta patologia.
Se os estudos efectuados no final do tratamento parecem ter pouco valor
prognostico, ja os estudos
efectuados ~ mais  tarde
parecem ter grande valor
prognostico, com resultados
positivos em RT-PCR a
indicarem uma  recaida.
Com efeito, estudos de
doentes em remissao por
periodos prolongados de
tempo (4-12 anos)
revelaram que a sobrevida
esta  associada com a
- erradicacio  das  células

PML/RARa, pelo que este

L

DNA LIGAND

BINDING __BINDING deve ser o objectivo
ma —{ NN 77 +—— A
~B C D E F terapéutico. Desta forma,
;12 foi sugerido que um teste
o — NN TT x ST
DNA positivo deve ser indicativo
BINDING . ~
da continuaciao do
PMLRARA 20 20 Zn  LZ PMLYRARA
150, — MM T NN D7 tratamento, a0 passo que
BN & e 2 um T doentes com 2 testes
BINDING BINDING . .
. negativos, ¢ mais de 2 meses
RARA-PML _PARAY PML fook
e — | de remissio  completa,

A podem ser poupados a

Figura 18 - A localiza¢io cromossémica e estrutura normal dos genes PML e sessoes terapéuticas.
RARa, e a translocacio t(15;17)(q22;21) que origina o gene quimera PMI_-
RARA.
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7.1.3 - O Linfoma de Burkitt e a translocacao t(8;14)(q24;q32)
No Linfoma de Burkitt, ocorrem 3 tipos de translocagoes reciprocas, todas
envolvendo o gene MYC (8q24), e genes dos cromossomas 2 (IgK), 14 (IgH) e 22

(Ig)). A translocagio mais frequente ¢ a t(8;14)(q24;q32), a qual ocorre em mais de
75% destes linfomas. O gene MYC ¢é conhecido pela sua importancia na
proliferacio celular, mas nao ¢é expresso nas células B maduras. No entanto, estas
translocagoes colocam este gene dependente de enhancers das imunoglobulinas,
pelo que o gene passa a estar activo nas células B que possuem estas translocagdes,
dando origem a niveis de mRNA semelhantes aos encontrados nas células normais
em proliferacdo.

Estudos moleculares revelaram a existéncia de 2 mecanismos de geracdo da
translocaco t(8;14)(q24;q32). O ptimeiro, ocorre no, Linfoma endémico da Africa
equatorial, associado a infeccio por EBV, o gene MYC nio ¢ rearranjado,
encontrando-se intacto, se bem que préximo das regides DH ou JH do gene IgH.
Esta mutagio ocorre no estadio celular pré-B, quando a maquinaria de
recombinagao dos genes das Imunoglobulinas esta activa. O segundo mecanismo
de geracao desta translocacdo nao esta associado a infec¢ao pelo EBV. Neste caso,
a translocagdo ocorre imediatamente 3’ do gene MYC, ou dentro deste,
envolvendo ainda a regiao de “switch” do gene IgH. As células neste caso
apresentam um fenétipo mais maduro, compativel com a ocorréncia da mutagao

Flgura 19 Diagrama mostrando 0s eventos genéticos geradores de uma das trés translocagoes encontradas no Linfoma de Burk.ltt.
O oncogene c-MYC esta normalmente localizado no brago longo(q) do cromossoma 8. A translocagao t(8;14) coloca este
oncogene junto ao loc

numa altura em que a célula efectuava o “switch” de imunoglobulinas.

7.1.4 - t(14;18)(q32;921): BCL2/IGH

Em cerca de 85% dos “Folicular Limphomas” (FL), e 25% dos Linfomas Difusos
(DL), surge a translocacao t(14;18)(q32;q21), envolvendo os genes BCL-2 (B-Cell
Lymphoma/Leukemia-2 gene) no cromossoma 18 ¢ um dos segmentos JH do
gene da IgH no cromossoma 14. O gene BCL-2 codifica uma proteina que parece
ter potencial oncogénico sendo importante na fase pré-B do desenvolvimento do
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Figura 20 - Diagrama mostrando os cromossomas 14 e 18 normais, bem como os cromossomas resultantes da
translocacio t(14;18)(q32;q21), a qual envolve os genes BCL-2 (18q21) e IgH (14¢32).

linfécito B, ao prevenir a morte celular por apoptose. Duas regides de quebra
foram identificadas no cromossoma 18: 2/3 das translocacoes envolvem uma
regiao de 150 bp na zona 3’ nao traduzida do gene (o Major Breakpoint region ou
mbr). As restantes translocagdes envolvem o Minor cluster region (mcr) localizado
cerca de 20 Kb apds o inicio do gene. A translocagio parece nao afectar a
sequéncia do BCL-2, mas tio somente os niveis de mRNA deste gene, e ocorre
presumivelmente por erro na maquinaria genética de recombinacao das Ig. Esta
interpretacao parece ser suportada pela descoberta de regides N na jun¢io dos
“breakpoints”, bem como pela existéncia de mutagdes somaticas na mesma zona.

O advento do PCR transformou o estudo molecular das mutacbes envolvendo o
gene do BCL-2, e particularmente a translocagao t(14;18), tanto a nivel do mbr
como do mcr. Desta forma foi possivel detectar 1 célula mutante num universo de
100,000 células normais, permitindo uma nova sensibilidade na detecgiao de doenca
residual minima.

7.1.5 - Mutacoes de p53 em CLL

Apesar de anomalias citogenéticas envolvendo 17p13 serem raras, o gene p53 ai
localizado encontra-se mutado (como determinado por SSCP) em 10-15% dos
casos de CLL. Os doentes com delec¢des ou translocagdes que envolvem esta
zona, possuem quase invariavelmente mutagOes deste gene. Existe ainda uma forte
correlagdo entre a existéncia de mutagdes no gene p53, e um estadio avangado,
resistente a quimioterapia, e curta sobrevida.

7.2 - Deteccao de monoclonalidade

A detecgio de monoclonalidade das células T e B, ainda que facilitada pela
presenca de genes rearranjados de forma especifica para cada clone tem-se
mostrado laboriosa, pelo que mais propicia ao laboratério de investigacio que ao
de rotina. Apesar disto, o interesse clinico pela definicio laboratorial precisa de
monoclonalidade permanece, ja que este parece ser um critério de discriminagao
entre situagdes malignas e situagoes reactivas. O valor diagnéstico deste critério foi
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no entanto recentemente posto em causa com a descoberta de expansoes
monoclonais em individuos sem qualquer expressao clinica. Estas expansoes, cuja
frequéncia parece aumentar com a idade, nado podem assim ser interpretadas como
evidéncia de malignidade. Ainda assim, nao sé a possibilidade de excluir
monoclonalidade pode indicar a existéncia de situagdes reactivas, como a
possibilidade de detectar quantidades pequenas de células com um determinado
rearranjo permanece uma util ferramenta no acompanhamento da acgio
terapéutica, dando indicagoes relativas a doenga residual minima.

A tecnologia de PCR, aumentando a sensibilidade e especificidade, relativamente a
outras técnicas de genética molecular, abriu novas potencialidades de deteccao de
doengca residual minima, reduzindo o numero minimo de células malignas passiveis
de detec¢ao. No entanto, devido a complexidade dos ks génicos do Receptor da
célula T (TCR) e das imunoglobulinas (Ig), s6 recentemente foi possivel utilizar
com sucesso esta técnica na detec¢do de expansoes clonais de linfécitos, e ainda
assim limitados a linhagem yd. No entanto, trabalhos independentes com outros
objectivos, colocaram a mercé do laboratério de Hematologia Clinica, as
ferramentas necessarias para a montagem de estratégia semelhante na deteccao de

monoclonalidade de linfocitos ofs.
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8 - DETECCAO E CARACTERIZACAO DE VIRUS

8.1 - O virus da Hepatite B (HBV)

O titulo de virus da Hepatite B necessario para causar infecgio é reconhecidamente
inferior ao titulo que é passivel de detec¢ao por marcadores serolégicos. Assim, a
deteccao molecular do genoma viral, para além de constituir uma forma altamente
especifica de deteccdo do virus, permite ainda a deteccdo de titulos virais mais
baixos e patoldgicamente activos, bem como o acompanhamento da eficacia da
accao terapéutica. Se a especificidade da reacgiao de hibridagdo, for ainda aliada a
sensibilidade da reac¢io de PCR, obtém-se um método analitico extremamente
sensivel e especifico, e portanto de grande utilidade clinica.

8.2 - O Virus da Hepatite C (HCV)

O virus da Hepatite C (HCV), isolado pela primeira vez em 1989, parece ser um
importante factor causador de doenga hepatica crénica, cirrose e carcinoma
hepatocelular, em todo o mundo. Hoje em dia foram ja isoladas varias estirpes
virais do HCV, o que permitiu desenvolver testes seroldgicos e de genética
molecular (detec¢ao de RNA viral) para a determinagao da virémia.

O genoma do HCV possui 9379 nucledtidos, sendo constituido por uma cadeia
simples de RNA com um unico e longo “open reading frame”. O produto
genético ¢ uma proteina precursora com 3011 amimo-acidos, que por protedlise
pos-traducional origina proteinas estruturais (core e envelope) e nao estruturais
(proteases, elicases, polimerases do RINA).

A deteccao do HCV nao ¢é possivel de ser realizada por testes padrao de detecgao
de antigénios no soro, ja que as particulas virais circulam no soro em concentragoes
abaixo das detectaveis por imunoensaios. Assim, a maioria dos estudos
epidemiolégicos foram inicialmente baseados na prevaléncia de anticorpos contra
o antigénio c100-3. Presentemente, ¢ ainda testada a presenca de anticorpos contra
outros antigénios virais (testes ELISA de segunda geragio). No entanto, estes
testes originam um grande numero de falsos positivos, pelo que se tornou
necessario o desenvolvimento de testes confirmativos. Estes testes, baseando-se
na deteccao de RNA viral, apés ou na auséncia de amplificagao por PCR.

Como ja foi referido, varias estirpes do gene da Hepatite C foram ja identificadas
(estirpes la, 1b, 2, 2a, 2b, 3a, 4, 5), sendo neste momento incerto, se estirpes
diferentes tém progndsticos e/ou repostas terapéuticas diferentes.

8.3 - 0 virus Linfotrépico Humano (HTLV-1 e HTLV-II)

O virus HTLV tipo I foi o primeiro retrovirus humano descrito, sendo
considerado o agente causador da Leucemia/linfoma da célula T de Adultos
(ATLL). Este virus tem ainda sido associado com uma familia de doencas
neurologicas incluindo “spastic paraparesis e Mielopatia associada a HTLV-1. Mais
recentemente, também a polimiositose e a poliartrite tém sido associadas a
infecgdes por HTLV-I. As manifestagGes clinicas, e epidemiologia do HTLV-II
si0 no entanto menos claras, nao havendo nenhum sindroma clinico
especificamente associado a infecgdo por este virus.
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Devido a razao custo/beneficio particularmente boa dos testes de detec¢ao do
HTLV baseados em ELISA, este ¢ habitualmente o método de elei¢io para o
screening de produtos sanguineos. No entanto, e dado o elevado numero de falsos
positivos apresentados, um resultado positivo deve ser confirmado por um método
diferente. Os métodos de deteccao do genoma viral baseados em PCR e hibridagao
constituem testes poderosos complementares a ELISA. Devido a grande
sensibilidade e especificidade do PCR, aliada a enorme sensibilidade da hibridacao
de DNA, este método permite com rapidez, sensibilidade e especificidade
determinar a presenga mesmo de niveis muito baixos de particulas virais, bem
como seguir a resposta a terapéutica muito depois de os resultados por ELISA
serem negativos.

8.4 - O virus do sindroma da imunodeficiéncia adquirida (HIV)

O virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é demonstradamente o causador do
Sindroma Humano de Imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Sendo um retrovirus, é
capaz de inserir uma copia de DNA do seu genoma de RNA no genoma da célula
infectada, podendo manter-se desta forma num estado latente.

Dos testes disponfveis para a detecgio do HIV, o EIA ou o ELISA sio
habitualmente utilizados. No entanto, e devido ao elevado numero de falsos
positivos, um resultado positivo deve ser confirmado por uma técnica
complementar, habitualmente Southern Blot. Os métodos baseados na reacgao de
PCR, ainda que de uso relativamente recente, constituem poderosos meios
complementares ao ELISA, ja que associam a enorme sensibilidade da reaccio de
PCR com a especificidade quer do PCR quer da hibridizagao. Estes métodos tém
ainda a vantagem de detectar directamente o genoma viral, independentemente do
estado imunolégico ou replicativo do virus, aumentando por isso a sua eficiéncia
de deteccdo. Estes testes sao ainda importantes na avaliacao clinica da infeccao em
criangas nascidas de maes seropositivas, ja que ¢é independente da presenca de
anticorpos ou antigénios provenientes do sangue materno.

8.5 - O virus do Epstein bar (EBV)

O virus do Epstein Bar (EBV). é um virus Herpes humano associado a tumores.
Cerca de 95% dos adultos estao infectados por este virus, sendo a infeccao
permanente. O EBV esta classicamente associado ao Linfoma de Burkitt (BL), o
qual é endémico em Africa e a doenca linfoproliferativa do linfécito B (BLPD),
caracterfstica dos individuos imunocomprometidos. Recentemente foram ainda
identificadas associagdes entre o EBV e subtipos de Linfoma de Hodgkin e de
Linfomas T.

O genoma viral é composto entre outros pelos genes de expressao latente: 6 genes
de expressao nuclear (EBNA- Epstein Bar nuclear antigens), 3 genes codificando
proteinas membranares (LMP e TP1 e 2). Todas as proteinas de expressao latente,
com a excep¢ao de EBNAI1 sido apresentadas pelo HLA, e reconhecidas pelas
células citotoxicas, contribuindo para a manutengao da infeccio num estado
suportavel pelo hospedeiro. Isto mesmo ¢ exemplificado no facto de a maioria dos
tumores associados a EBV que surgem nos doentes imunossuprimidos, regredirem
quando a imunossupressao ¢ reduzida ou retirada.
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O Linfoma de Burkitt (BL) ¢é fundamentalmente diferente da Doenga
Linfoproliferativa do Linfécito B, ja que a primeira surge num individuo
imunocompetente. Neste caso, o virus parece escapar a vigilancia do sistema
imune, expressando apenas o gene EBNAI, o qual como vimos ndo ¢
apresentado pelo HILA. No caso do BL, e como vimos (sec¢ao 2.1.3), existem
ainda anomalias genéticas associadas a infec¢do pelo EBV, conduzindo a
desregulagiao do c-myc e ou p53, o que contribui para o fenétipo maligno da célula
infectada. Ainda que a implica¢ao definitiva do EBV na etiologia dos linfomas que
ocorrem em individuos infectados com o virus da SIDA seja ainda motivo de
investigacao, o facto de a replicagio do EBV nestas células ser muito alta, e de uma
unica estirpe parece favorecer a implicagio do EBV.

Assim, parece ser importante controlar a replicagigo do EBV nos individuos
afectados por estes tumores, sendo ainda necessario dispor de tecnologias
laboratoriais para detectar a existéncia de baixos niveis de virus replicativamente
activos nos individuos em tratamento.
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9 - ESTUDO DE DOENCAS GENETICAS

9.1 - DOENGAS GENETICAS DO GLOBULO RUBRO

9.1.1 - Anemias Nao esferociticas Congénitas
9.1.1.1 - DEFICIENCIA EM GLUCOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (GO6PD) é uma anomalia genética
muito frequente, sendo estimado que afecte cerca de 400 milhSes de individuos em
todo o mundo. A maioria dos portadores desta deficiéncia é assintomatica,
correndo no entanto o risco de desenvolver anemias hemoliticas agudas, quando
expostos a certas infecgdes, drogas, ou ingestao de favas. Uma pequena por¢ao dos
portadores da deficiéncia sofre de uma doen¢a mais pronunciada: anemia nao-
esferocitica congénita.
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Figura 21 - Gel de sequenciagio do exon 5 do gene AILAS2, indicando uma transversiao C para A na posicao 547, prevendo a
substituicio de uma Phe por uma Leu no aminodcido 165 da enzima.

A G6PD ¢é um homodimero. O gene que codifica o respectivo polipéptido de 514
amimodcidos é extremamente conservado na escala evolutiva, estando localizado
no homem no cromossoma X (Xq28). Este gene ¢ expresso em todas as células do
organismo, sendo essencial a viabilidade celular. Até ao momento foram
identificadas 75 mutagoes de GOPD, correspondendo a mais de 100 variantes
enzimaticos. As mutagdes constituem quase exclusivamente mutagdes Missense,
causando portanto a substituicdo de um unico aminoacido. Dois grupos de
situagoes siao de relevancia clinica: a primeira é composta pelas mutagoes que
afectando a actividade enzimatica, deixam no entanto actividade suficiente para o
metabolismo normal do eritrocito. Neste caso, os portadores sao assintomaticos,
enquanto ndo existirem factores externos propensores ao desenvolvimento de
anemia hemolitica aguda. No segundo caso, a deficiéncia em G6PD ¢ tio severa,
que os individuos desenvolvem anemia nao esferocitica congénita.
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A caracterizagdo das deficiéncias genéticas da GOPD permitiu verificar que
mutagOes diferentes podem originar uma deficiéncia com semelhantes
caracterfsticas bioquimicas, e vice-versa.

9.1.1.2 - DEFICIENCIA EM PIRUVATO QUINASE

A Deficiéncia em Piruvato Quinase (PKD) é a causa mais comum de Anemia
Hemolitica Nao esferocitica Hereditaria. Geralmente assintomatica nos portadores
(heterozigdticos), a deficiéncia de Piruvato Quinase manifesta-se nos individuos
homozigéticos (ou duplamente heterozigdticos) como anemia hemolitica cronica,
com severidade variavel.

No Homem existem dois genes de piruvato quinase: PKLR (codificando as
isoenzimas L e R) e PKM2 (codificando as isoenzimas M1 e M2). o primeiro é o
unico habitualmente expresso em eritrocitos, sendo o responsavel pela PKD nestas
células.

A caracterizacdo bioquimica da PK permitiu identificar cerca de 300 variantes
enzimaticos, no entanto a caracterizagao molecular das mutagdes que afectam o
gene da PK permitiu verificar uma heterogeneidade mais limitada, ja que a mesma
mutagdo parece estar associada a variedades bioquimicas diferentes (ex.: PK
Nagasaki, PK Toéquio e PK Beirut resultam da mutacio 'ACCG-ATG, e as
variantes PK Fukushima e PK Maebashi resultam da mutacio 3*CAG - AAG).

As mutagdes encontradas gene PKLR, responsaveis pela PKD, incluem mutagoes
tipo “wmissensé’, “nonsense” e inser¢oes. Estas mutagoes foram encontradas quer na
regido codificante quer na regido promotora. De grande utilidade nos estudos
familiares da PKD foi a descoberta de polimorfismos de microssatélites no intron
11, bem como de um polimorfismo C/A na posi¢io 1705, os quais podem ser

utilizados para seguir os haplotipos herdados dos progenitores.

9.1.1.3 - DEFICIENCIA EM 8-AMINOLEVULINATO SINTETASE (ANEMIA
SIDEROBLASTICA)

A enzima d-aminolevulinato sintetase (ALAS) catalisa o ptimeiro passo da sintese
do grupo heme. Nos vertebrados existem 2 formas de ALLAS: uma forma transcrita
constitucionalmente em todas as células, e uma forma apenas existente nas células
eritroides.

No Homem, a forma eritréide (ALLAS2) ¢ codificada num gene localizado no
cromossoma X (Xpl1.21), estando a sua actividade reduzida na anemia
sideroblastica ligada ao cromossoma X. Que a origem da anemia sideroblastica esta
relacionada com este gene ficou claramente demonstrado quando em 1992 Bishop
descreveu a primeira mutagdo neste gene, € a sua segregacao ao longo de 8
geragbes de uma familia afectada. A identificagio molecular desta mutagio,
permitiu ainda pela primeira vez desenhar métodos de diagnostico e estudo de
transmissao familiar para esta doenca.
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9.1.2 - Talassémias (anomalias das o e R-globinas)

Os /loci genéticos das a- e 3-globinas incluem varios genes arranjados em ““clusters”.
g g g J

O cluster humano da a-globina, inclui um gene enbriénico (£2), dois genes

fetais/adultos (0.2 e al), e varios pseudogenes (WC1, yo2 e yal) bem como um

gene sem funcdo conhecida (B1). Os genes da globina sao expressos em niveis
muito elevados nas células eritroides, mas ndo sao expressos em nenhuma outra

célula.

A o-talassémia resulta da producdo deficiente das cadeias o0 da hemoglobina
embrionica (02€2), fetal (02y2) e adulta (@2P2). As formas mais frequentes
consistem na delecgio de um ou ambos os genes & do cromossoma 16. Desta

forma, os portadores de o—talassémia possuem 3 (—-o/ao) ou dois

IVS-1-110
-A codon 6

IVS-1-6
IVS-1-1

3°39

3°37

Figura 23 - Posigoes das muta¢es do gene da B3-globina mais frequentes na zona
mediterranica.

(—o/—0, —/a) genes, ao passo que os doentes
possuem apenas 1 gene (—/—a). Os doentes com
sindtoma de “Hb Bart’s hydrops fetalis” nao
possuem genes o (—/—). Outras causas menos
frequentes de oi-talassémia sao mutagdes pontuais
no gene da o-globina, e muito raramente em
elementos reguladores destes genes.

A [B-talassémia caracteriza-se por uma sintese
reduzida da [3-globina, levando a um desequilibrio da
sintese das cadeias o./ndo a que € o factor major na
gravidade da doenca.
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Figura 24 - Distribuiciao geogrifica de algumas mutac¢es na 3-globina

Os genes da [B-globina estio arranjados num cluster no brago curto do
cromossoma 11, na ordem 5-g—y—Ay—y—0—B—3". O cluster contem muitos
polimorfismos de restricio (RFLP). Uma caracteristica destes polimorfismos, é que
a sua associacao as varias formas de B-globina nio é ao acaso. Assim, em cada
populagao foi encontrado um numero limitado de haplétipos B (padrao de arranjos
dos RFLP), pelo que a analise destes haplotipos fornece informacgao clinica
(dependente do background genémico em que as mutagoes ocorrem). No inicio
dos anos 80 esta era a estratégia de eleicao para o screening da B-talassémia. Esta
tecnologia era entio complementada com a clonagem e sequenciagao dos genes
mutantes, completando-se assim a caracterizagao destes. Com o desenvolvimento
da tecnologia de PCR em 1985, foi possivel amplificar o gene da [3-globina
directamente a partir de DNA genémico, sequenciando directamente os produtos
amplificados, facilitando deste modo a caracterizagao das mutagoes.

Ao contratio das mutacoes causadoras de o-talassémia, as (3-talassémias sdo
geralmente formas nao delecionadas, podendo ocorrer na regiao codificante do
gene, ou na regido promotora. Existem mutagoes particularmente frequentes em
determinadas comunidades, o que aliado a tecnologia de PCR em combinagiao com
a utilizagdo de reac¢oes de restricdo, simplifica grandemente a detec¢do e
caracterizacio de mutagoes em estudos de sreening, e de modo particular em

estudos familiares.




9.1.3 - Esferocitose e eliptocitose hereditaria

A esferocitose hereditaria (HS), eliptocitose hereditairia (HE) e a sua forma
agravada Poiquifcitose hereditaria (HP) sio um conjunto heterogéneo de anemia
hemoliticas congénitas. Estas patologias resultam de alteragbes nas proteinas da
célula vermelha, e seu esqueleto membranar.

9.1.3.1 - ESFEROCITOSE HEREDITARIA (DEFICIENCIAS DE ANKIRINA E
BANDA 3)

Cerca de 40% dos casos de HS apresentam mutagoes afectando o gene da
anquirina. Mutagdes tipo “‘frameshiff’ causam alteragGes estruturais muito grandes
na proteina, causando formas dominantes (anquirina de estutgarda, e anquirina de
Marburg). Alteragdes menos severas sio causadas por mutagdes pontuais, €
originam formas recessivas (anquirina de Diisseldorf, anquirina de Walsrode). Em
alguns casos, as alteragdes s6 sao visiveis no mRNA, ja que resultam de jungoes
splicing anormais (anquirina de praga, anquirina de Rakivnik).

Cerca de 20 a 30% dos casos de HS resultam de mutagdes no gene da proteina
banda 3 (mutacio de praga e mutacio de Coimbra). Outro tipo de mutagbes
(mutante de tuscaloosa e mutante de Montefiore), ocorrendo na zona
citoplasmatica da banda 3, causam perturbagdes na sua ligacdo a proteina 4.2,
resultando num menor nivel desta proteina na membrana eritrocitaria.

9.1.3.2 - ANEMIA HEMOLITICA HEREDITARIA (DEFICIENCIA DE
PROTEINA 4.2)

A total, ou quase total auséncia de banda 4.2 resulta num quadro clinico diferente
da HS. Os esferécitos nao existem, e a fragilidade osmotico ¢ pouco alterada. A
hemolise é muito severa, e o padrio de transmissao recessivo. Foram identificados
4 mutantes do gene da proteina 4.2, os quais estao na origem deste quadro clinico
(mutante de Nippon, mutante de Toseur, e mutante de Lisboa).

9.1.3.3 - ELIPTOCITOSE E POIQUILOCITOSE HEREDITARIA

(DEFICIENCIAS DE a- E B-ESPECTRINA; PROTEINA 4.1 E
GRICOFORINA C)

Sao conhecidas 25 mutagbes de o-espectrina, as quais se localizam em zonas onde
perturbam o processo de auto-associa¢ao. Dependendo de o alelo nao mutado ser
de alta ou baixa expressdo, assim a mutagio pode ter uma representagao suave ou
mais acentuada.

Todas as mutagdes de B-espectrina conhecidas que originam HE localizam-se na
repeticao 17, a qual contem o local responsavel pela auto-dimeriza¢ao. Mutagoes
pontuais na hélice 2 ou mesmo na hélice 1 desta repeticao possuem um padrao de
transmissao recessivo. No entanto outras mutagoes, ocasionando truncagens de 3
espectrina sao transmitidas segundo um padriao dominante.

Cerca de 30% dos casos de HE resultam de alelos N#/ (ndo expressos ou nao
funcionais) do gene da proteina 4.1. Esta condigao ¢ clinicamente silenciosa na
forma heterézigotica. Duas mutagdes foram descritas: uma mutagiao pontual no
codon de iniciagao “downstream” (o unico existente no percursor do eritrocito), e
uma deleccdo de um aminoacido no local de ligagdo do complexo actina-
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espectrina. Outros exemplos de defeitos a este nfvel constituem os alelos que
originam erros de splicing.

Mutagoes raras originam a falta de glicoforina C. Como a proteina 4.1 se liga a
glicoforina, a falta desta origina a falta de proteina 4.1.
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9.2 - DOENCAS GENETICAS EM HEMOSTASE

A hemostase, constitui um riquissimo campo de intervengao da genética molecular
no diagnostico, estudos familiares e rastreio populacional, ja que o numero de
mutagbes e polimorfismos associados a doengas genéticas em hemostase ¢é
relativamente elevado (tabela 1). As técnicas utilizadas para o estudo das doengas
genéticas em hemostase cobrem o espectro completo das técnicas de genética
molecular, sendo portanto um 6ptimo exemplo da larga gama de tecnologias hoje
disponfveis para estes estudos (tabela 1).

9.2.1 - Resisténcia a proteina C Activada (mutacao FV-Leiden)
Recentemente, apenas 10% dos individuos que apresentavam tromboembolismo
venoso possuiam uma anomalia genética predispondo a doenca. Este grupo de
doentes tinha uma deficiéncia absoluta ou funcional de um dos principais
componentes dos mecanismos de regulacao da coagulagio (ATIII, Prot.C, Prot.S).
Recentemente, um novo mecanismo foi encontrado para justificar esta patologia: a
Resisténcia a Proteina C Activada (APCR). Este mecanismo, estando implicado na
origem de cerca de 50% dos casos de trombose venosa (dependendo da selecgio
dos casos), parece ter origem numa mutagao pontual do gene do Factor V (Factor
V de Leiden).

E hoje habitualmente accite que todos os casos de APCR tém origem nesta
mutacio, a qual estd presente em cerca de 5% da populacdo normal, sendo cerca
de 20-50% dos doentes com tromboembolismo portadores heterozigoticos desta
mutagdo. No entanto, nao parece haver um aumento da frequéncia de portadores
da mutacdo em doentes que tenham sofrido enfarte do miocardio ou ataque
cardfaco, sugerindo um papel limitado na doenca arterial.

A presenga da mutagao, a qual pode ser facilmente detectada por PCR seguido de
corte por enzima de restricdo, aumenta em cerca de 8 vezes o risco de
tromboembolismo. Este risco pode ainda ser aumentado por factores adicionais,
que podem ser genéticos ou adquiridos.

——| Factor V exon 10 Ii—

FV-10A FV-506*
L

PCR

Normal 5’--- GACAGGCGAGCTTTACAG---3’

Mutado 5’--- GACAGGCAAGCTTTACAG---3’
HIND 11

Figura 25 - Estratégia de identificagio da mutag¢io FV-Leiden. O exon 10 do factor V é amplificado por PCR. O fragmento
amplificado contem um local de restri¢ao para Hind IIT no caso de existir a muta¢io, mas nio no caso do gene nao mutado.
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Tabela 4 - Resumo de polimorfismos identificados em genes responsaveis por doengas hemorragicas e tromboticas hereditatias

Gene  Localizagio® Tipo de Enzimade N°Alelos Heterozigozidade

polimorfismo restrricio (%)

F VIII Intron 13 Repeticao CA - 8 80
Intron 18 RFLP Bcll 2 42

Intron 19 RFLP Hind III 2 42

Intron 22 RFLP Xbal 2 48

Intron 22 Repeticaio CA - 2 44

FIX Intron 1 RFLP Ddel 2 36
Intron 3 RFLP Xmnl 2 41

Intron RFLP Taql 2 45

Extr. 3’ RFLP Hhal 2 48

vWF Intron 2 RFLP Smal 2 45
Intron 2 RFLP Hhal 2 45

Exon 14 RFLP Accl 2 46

Exon 18 RFLP Rsal 2 45

Intron 19 RFLP Mspl 2 44

Exon 28 RFLP Hphl 2 50

Exon 28 RFLP Bstell 2 46

Intron 40 Repeticao(TCTA), - 8 75

PC 7Kb 5 RFLP Mspl 2 42
Exon 1 RFLP Rsal 2 48

Exon 6 RFLP Xbal 2 48

Exon 8 Sequéncia - 2 45

PS Exon 15 RFLP BstXI 2 49
ATIII Extr. 5 Distancia - 2 37
Exon 4 RFLP Pstl 2 37

RFLP Ddel 2 50

Repeticio (ATT)a - >10 28

9 Nos introns a numeragio corresponde a0 nucledtido, nos exons a numeracdo corresponde ao aminoacido;
Extr.=extremidade

9.2.2- Doenca de von Willebrandt (Mutagoes no gene do vWF)

A doenga de von Wildebrand (VWD) ¢ a mais comum doenga hemorragica no
homem, sendo causada por uma deficiéncia qualitativa ou quantitativa no factor de
von Wildebrand n(VWF). Esta doenga pode ser transmitida segundo padroes
dominantes ou recessivos, de acordo com a muta¢io em causa.

A clonagem do gene do VWFE (180 Kb, contendo 52 exons, e localizado em
12p12) permitiu a identificagdo molecular das mutagbes responsaveis pela WWD.
Os estudos iniciais permitiram a identificagio de delecgoes neste gene. Contudo, e
devido a dimensio do gene do VWF, a maior parte dos estudos posteriores
centraram-se em zonas do gene importantes para fun¢des determinadas da
proteina, nomeadamente a dimerizagao e processamento intracelular (exons 1-16),
ligagdo ao factor VIII (exons 17-25), ligacdo a colagénio (exons 28-34). Neste
sentido, a classificaciao funcional do VWF constitui um valioso auxiliar no estudo
genético de cada doente, ja que permite concentrar esforcos numa area restrita de
um gene excessivamente longo para ser estudado por inteiro.
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9.2.3- Trombose familiar (Mutacdes nos genes da Antitrombina Ill, Proteina
C e Proteina S)

Existem essencialmente 2 mecanismos inibidores da actividade das proteinases de
serina envolvidas na coagulacao: antitrombina III (ATIII), e o sistema Proteina C
(PO)- Proteina S (PS)- trombomudolina (TM). A falha dos mecanismos inibidores
predispde para a trombose, e esta predisposi¢ao pode ser hereditaria, como ficou
demonstrado pela primeira vez em 1965 para a antitrombina (Egeberg et al., 1965).
Desde entio ficou demonstrada uma forte relacio entre deficiéncias da PC e PS e
tromboembolismo venoso.

A identificacio de deficiéncias hereditarias a nivel molecular da deficiéncia em
antitrombina III ocorreu em 1984. Desde entao, os avangos na genética molecular
dos inibidores permitiu a identificagdo de outros defeitos genéticos, permitindo
assim estudar a transmissao nas familias afectadas.

O gene da antitrombina III esta localizado em 1q23-25, tendo 13.5 Kb e 7 exons.
A sequencia¢ao dos exons permitiu a identificacio de um numero consideravel de
mutag¢Oes pontuais originando deficiéncia tipo I. A mutacao mais comum consiste
numa alteracao da fase de leitura (Shift mutation), a qual resulta na presenca de um
codido stop prematuro. Outras alteragdes frequentes envolvem a formagio de
cododes stop directamente resultantes de uma mutagao pontual.

A deficiéncia tipo II parece resultar em todos os casos uma mutagao pontual
ocasionando a alteracio de um aminoacido. Parece existir uma forte correlagao
entre a localizacdo do aminoacido substituido, e a alteracao funcional observada:
alteracao dos aminoacidos 24,27 e 129 (aminoacidos positivamente carregados), ou
dos aminoacidos 41 e 99 (aminoacidos electricamente neutros) origina uma
reducdo na afinidade para a heparina (negativamente carregada); mutagdes nos
aminoacidos 382-394 resultam na deficiente inibicio da trombina; mutacdes nos
aminoacidos 402-407 e 429 produzem mutantes com alteragoes multiplas.

O gene da PC (uma glicoproteina dependente da vitamina K) foi localizado em
2q13-14. Trata-se de um gene com 12 Kb e 9 exons. A sequenciacdo deste gene
permitiu a identificagdo de varias mutagoes associadas a deficiéncia de Proteina C
tipo I com um predominio de substitui¢des de aminoacidos.

O gene da PS (uma proteina do plasma dependente da vitamina K) estd localizado
no cromossoma 3 (3p11.1-11.2, possui cerca de 80Kb de DNA e contem 15
exons. Na sua vizinhanga encontra-se ainda um pseudo-gene com uma estrutura
muito homologa. Os estudos para a identificacao de mutantes nesta proteina sao
ainda poucos, mas foram ja encontrados varios mutantes, responsaveis pelas
deficiéncias de PS observadas.

9.2.4- Hemofilias (Mutacoes nos genes dos factores Vill e IX)

A hemofilia A é uma das doengas hemorragicas mais frequentes, sendo causada
por uma deficiéncia do factor VIII (FVIII) circulante, cujo gene esta localizado no
cromossoma X (Xg28). A doenca ¢ heterogénea, tanto a nivel molecular, como a
nivel da severidade clinica. A dimensao do gene do FVIII impediu até a pouco
tempo atras a analise genética das mutagdes causando o gene, dificultando a




caracterizacdo da transmissao familiar. O uso de polimorfismos intragénicos ou
extragénicos permitiu No entanto recentemente iniciar uma caracterizacao precisa
do cromossoma X dos familiares de individuos afectados. Esta estratégia, nao pode
no entanto ser universalmente empregue, ja que nem sempre existem marcadores
polimoérficos associados 2 mutacao em causa. Nestes casos, apenas a determinagao
da mutagio especifica permite estudar com clareza os individuos em causa. Neste
intuito, um esfor¢o consideravel foi desenvolvido no sentido de empregar métodos
de identificagdo de alterages genéticas pontuais, obviando a sequenciacio de
grandes extensoes genoémicas. Com este proposito, técnicas como “‘single strand
conformation polimorphism” (SSCP),”’denaturing gradiente gel electroforese
(DGGE) e chemical cleavage of mismatch (CCM) foram utilizadas com sucesso na
identifica¢ao de mutagoes. Estes estudos permitiram determinar que a maioria dos
doentes com doenga moderada ou suave possuem mutagoes tipo missense,
enquanto a maioria dos doentes graves possuem mutagdes tipo “frameshiff’. Em
alguns casos de doenga grave foi ainda possivel identificar um defeito no splcing
dos exons 22-23.

A hemotfilia B ¢ uma doenca hereditaria de transmissao recessiva, devida a total
auséncia, ou quantidades reduzidas de factor IX (FIX). O gene do FIX foi
totalmente sequenciado, contendo 8 exons. Cerca de 40% dos aminoacidos do
FIX parecem ser essenciais para a fun¢ao da proteina, pelo que nio é de admirar
que a doenca seja causada por um largo espectro de mutagdes. Assim, e uma vez
que ndo é possivel dirigir o estudo para uma regiao especifica do gene, as técnicas
de estudo que tém sido utilizadas para identificar as mutagdes causadoras da
Hemofilia tém sido essencialmente as mesmas técnicas acima descritas.

9.3 - HEMOCROMATOSE

A hemocromatose hereditaria (HH) é uma doenca genética de transmissao
autossomica recessiva. Contrariamente ao que se pensava, sabemos hoje que a
hemocromatose nao é uma doenga rara, ja que a sua frequéncia é comparavel a da
anemia da “Sickle cell”, fibrose cistica ou distrofia muscular (Nichols & Bacon,
1989). Foi estimado que s6 nos Estados Unidos devem existir entre 600,000 e
1,000,000 de doentes, bem como cerca de 27,000,000 de individuos portadores do
gene (Nichols & Bacon, 1989).

A HH ¢ caracterizada por uma falha na regulagao da absorcao do ferro da dieta,
mantendo-se a absor¢ao mesmo na presenga de altos niveis de ferro armazenado
(Alper et al,, 1951; Cox & Peters, 1978; Williams et al., 1986; Lynch et al., 1989;
Whittaker et al., 1989). Os individuos com HH possuem depésitos de ferro
supetiores a 4 g, ndo sendo raros individuos com depdsitos superiores a 20 g,
contrastando assim com os habituais 500-1000 mg nos individuos normais
(Nichols & Bacon, 1989). O quadro completo de HH envolve a deposi¢ao de ferro
em varios 6rgaos, nomeadamente: figado, resultando em cirrose hepatica; coragao
com diminuicao da funcio cardfaca e perturbagio do ritmo; articulagoes com
formagao de poliartropatia; pele, com formagao de pigmentacao dérmica
caracterfstica; e glandulas enddcrinas, originando falhas endécrinas como diabetes e

gonadopatias (Milder et al., 1980).
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A hemocromatose hereditaria, nao sendo uma doenga para a qual exista uma cura é
no entanto facilmente tratavel por flebotomias (Bomford & Williams., 1976;
Niederau et al., 1985). O tratamento ainda que seja meramente correctivo, e por
isso exija intervencao durante toda a vida do doente, é bastante eficaz, consistindo
numa primeira fase em 1 a 2 flebotomias semanais (tratamento intensivo), a que se
seguem, apds a deplecio dos dep6sitos de ferro, flebotomias mensais ou
trimestrais (tratamento de manuten¢ao). Uma vez que a sobrecarga de ferro é
passivel de correcgdo, a hemocromatose hereditaria, como modelo de estudo da
interacgao entre o metabolismo do ferro e o sistema imunologico, tem a grande
vantagem de nos fornecer dados sobre a direcgao das interacgoes. Com efeito, se a
sobrecarga de ferro exercer um efeito fisiologicamente relevante no sistema
imunoldgico destes individuos, a remocao da sobrecarga devera corrigir esse
defeito. Inversamente, se o sistema imunoldgico tiver uma acgdo relevante na
homeostase do ferro, entdo esta devera preceder a sobrecarga de ferro, nao sendo
corrigida com a remogao de ferro.

A origem precisa do erro na regulacao da absor¢ao do ferro na HH constitui ainda
hoje um mistério, tal como o ¢ a identidade do gene ou genes responsaveis pela
doenca. No entanto, e dada a aparente falta de relagio entre a doenca e
perturbagbes da fungio imunoldgica classica (ocorréncia de infecgoes, a ja descrita
estreita associa¢ao entre o fenotipo HLLA-A3 e o caractere hemocromatose (Simon,
1975, 1977a, 1977b) tem vindo a ser interpretado pelos geneticistas como
indicador da estreita ligagio fisica entre o /lws HLA-A e o gene da
hemocromatose(Simon, 1977a).

9.3.1 - Estudos de marcadores genéticos no locus do HLA

Devido 4 estreita associagao entre o /foeus HLA-A no cromossoma 6 (6p21.3) o
gene da hemocromatose, nos ultimos anos tem-se assistido a um crescente ritmo
de estudo de marcadores polimoérficos tipo microssatélite nesta regiao do genoma
humano, procurando-se definir marcadores mais estreitamente ligados a
hemocromatose que o proprio HLA-A3. No momento presente estao disponiveis
varios microssatélites, cuja segregacdo familiar permite definir haplétipos
estendidos, dando maior rigor que a determinacio HLA a classificagio dos
familiares como homozigéticos ou heterozigéticos, bem como na determinagao de
individuos potencialmente portadores do gene em estudes de “screening” da
populagao. Deve no entanto notar-se que para o estudo da populagio normal, os
estudos genéticos na hemocromatose sao muito limitados, servindo apenas de
elemento de apoio aos dados bioquimicos mais relevantes como os nfveis séricos
de ferritina, de transferrina, de ferro, e a taxa de saturagao da ferritina

9.3.2 - Estudos dos IRE e IRP

Os IRE (do inglés Iron Responsive Elements) sio sequéncias existentes nos
mRNA do receptor da transferrina, ferritina, aconitase mitocondrial e eALAS (5-
aminolevulinato sintetase). Trata-se de sequéncias muito conservadas na evolugao
(95% entre o homem, o rato e a galinha no caso do receptor da transferrina), e que
possivelmente permitem a formacao de 1 estrutura no mRNA em forma de ansa
(Kihn, 1994). Estas sequéncias sao as principais responsaveis pela regulagio pos-
translacional dos genes a que pertencem, conferindo-lhes a capacidade de se
modularem dependendo da concentragao intracelular de ferro (Kithn, 1994). Esta
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regulagdo ¢ mediada por uma proteina citoplasmatica denominada IRP (do Inglés
Iron Responsive Protein), mas previamente também conhecida como IRF, IRE-
BP e FRP (Millner et al., 1989; Rouault et al., 1988; Walden et al., 1988).

O efeito regulador do IRE (e consequentemente da IRP) depende da localizacao
do IRE no mRNA. No mRNA do receptor da transferrina, os 5 IREs estio
presentes na regiao 3’ nao traduzida, pelo que a ligacio da IRP aumenta a
estabilidade do mRNA, prolongando o seu tempo de semi-vida (Kithn, 1994). No
caso do mRNA dos genes da ferritina, da aconitase mitocondrial e da eALAS, o
IRE encontra-se situado na regiao 5’ nao traduzida do mRNA, a curta distancia da
sequéncia CAP, pelo que a ligagao da IRP bloqueia a inicia¢ao da tradugio pelos
ribossomas (Kihn, 1994).

A IRP é uma proteina bi-funcional (Klausner et al., 1993; Hitling et al., 1994). Na
presenca de ferro, a sua capacidade de ligar aos IRE ¢ minima, o que pode derivar
da incorporagao de 1 grupo 4Fe-4S na proteina. Nestas condigdes, a IRP é capaz
de funcionar como aconitase citoplasmatica, catalisando a formagao de isocitrato
(Emery-Goodman et al., 1993). Pelo contrario, na auséncia de ferro, a IRP liga-se
com grande especificidade aos IRE, perdendo a actividade de aconitase.

O sistema imunoldgico parece utilizar este duplo papel do IRP para controlar a sua
actividade, e assim controlar o metabolismo intracelular do ferro.

Experiéncias descritas em 1993 por Drappier et al., comprovam a existéncia de
efeitos reguladores de citoquinas, nomeadamente do IFN-y e TNF-a na indugao
da ligagao de IRP a IRE em macréfagos em cultura devido a modulagao da sintese
de 6xido nitrico proveniente da via da L-arginina (Drappier et al., 1993).

O o6xido nitrico, mercé da sua reduzida dimensido tem acesso ditecto a0 nucleo
4Fe-4S da IRP, onde induz a sua degradacao (Kiihn, 1994). Assim, a presenca de
oxido nitrico (regulada pelo IFN-y e TNF-o) ¢ um factor tendente a aumentar a

“pool” de IRP capaz de ligar ao IRE, diminuindo a “pool” capaz de funcionar
como aconitase (Kiithn, 1994).

9.3.3 - Estudos Genéticos do Repertério da Célula T

Os resultados do grupo da Prof. Maria de Sousa, revelando a existencia de uma
correlacio entre a razio CD4/CD8 e os niveis de ferro dos doentes, levou este
mesmo grupo a procurar anomalias no repertério das células T nesta patologia.
Este estudo revelou a existéncia de uma correlagio entre anomalias na
representagao do TCR VB0.7 entre as células CD8+ e a severidade da expressao
clinica da doenga, nomeadamente o desenvolvimento de cirrose hepatica. Estes
resultados, sugerindo intervengoes do sistema imune na regulagio de sistemas
internos, reforcam a visao crescente do sistema imune como um sistema regulador,
nio s6 das potencialmente nocivas interferéncias externas, mas também das
frequentemente fatais perturbacdes dos delicados equilibrios homeostaticos
internos do organismo. Esta interpretagio faz com que estes reultados tenham
implicagoes clinicas de grande relevo ndo s6 na hemocromatose hereditaria mas
também em todas as formas de sobrecarga de ferro (Porto, 1993; Cabeda, 1995).

63



LEITURA COMPLEMENTAR

Anemias Nao Esferociticas Congénitas

Beutler E. N.Engl.J.Med. 324:169-174, 1991

Beutler E. Am.J.Hematol. 42:53-58, 1993

Vulliamy T., Beutler E. & Luzatto L. Hum.Mutat. 2:159-167, 1993
Cell 67:641-4, 1991

PNAS 89: 4028, 1992

Cotter PD., Ruckmagel DL. & Bichop DF. Blood 84:3915-24, 1994
Baronciani L.,Magalhaes 1Q. Blood Cells, Molecules and Diseases
21:49-55, 1995

Miwa S., Kanno H., Fujii H. Am.J.Hematol. 42:31-35, 1993

Noguchi T., Yamada K., Inoue H. et al. J.Biol.Chem. 262:14366-77,
1987

Noguchi T., Inoue H., Tanaka T. J.Biol.Chem. 261: 13807-12, 1986
Baronciani L., Beutler E. PNAS 90:4324-7, 1993

Beutler E., Kuhl W., Gelbart T. et al. J.Biol. Chem. 266:4145-50, 1991
Lenzner C., Jacobasch G., Reis A. et al. Hum.Mol.Genet. 3:523, 1994
Kanno H., Fujii H., Hirono A. et al. Blood 79: 1347-50, 1992

Kanno H., Fujii H., Hirono A. et al. PNAS 88:8218-21, 1991

Kanno H. Blood 84:13a, 1994

Neubauer B., Lakomek M., Winkler H et al. Blood 77: 1871-5, 1991
Kanno H. Fujii H., Miwa S.Blood 81:2439-41, 1993

Kanno H., Ballas SK., Miwa S. et al. Blood 83:2311-6, 1994

Kanno H., Wei DCC., Miwa S. et al. Blood 82(suppl 1): 97a, 1993
Lenzner C., Nirnberg P., Thiele BJ. et al. Blood 83:2817-22, 1994
Bianchi P., Terragna C., Zappa M. et al. Blood 84: 14a, 1994
Kanno H., Wei DC., Chan LC. et al. Blood 84: 3505-9, 1994
Weiming X., Westwood B., Bartsocas CS. et al. Blood 85:257-63,
1995(review)

Beutler E. Blood 84: 3613-36, 1994 (review)

Talassémias

Higgs DR., Bailliére’s Clinical Haematol. 6: 117-50, 1993

Grosveld F.Dillon N., Higgs D. Bailiére’s Clinical Haematol. 6:31-56,
1993

Molina MA., Romero MJ., Abril E. et al. Sangre 39:253-256, 1994
Lindeman R,Hu SP,Volpato F. et al. Brit.J.Haematol. 78:100-4,1991
Spiegelberg R., Aulehla-Scholz C., Erlich H et al. Blood 73:1695-98,
1989

Hazazian H.H & Boehm CD. Blood 72: 1107-16, 1988

Esferocitose e Eliptocitose Hereditaria

Eber SW., Lux ML., Gonzales JM. et al. Blood 82:(s1), 3087 (abstract),
1993
Jarolim P., Rubin HL., Liu SC. et al. J.Clin.Invest. 93: 121-130, 1994

Alloisio N., Texier P., Forissier A. et al., Blood 82:(s1),4a(abstract), 1993

Bouhassira EE., Schwatz RS., Yawata Y. et al., Blood 79: 1846-54,
1992

Palek J. & Sahr KE. Blood 80: 308-30, 1992 (review)

Delanay J & Dhermy D. Semin.Hematol. 30:21-33, 1993 (review)
Wilmotte R., Maréchal J., Morlé L. et al. J.Clin.Invest. 91:2091-6, 1993
Conboy JG., Sem.Hematol. 30: 58-73, 1993 (review)

Dalla Venezia N., Gilsanz F. Alloisio N. et al. J.Clin.Invest.90:1713-
17,1992

Cartron JP, le-van-Kin C.& Colin Y. Semin.Hematol.30:152-68, 1993
(review)
von Weldebrandt Disease

e Ginsburg D., Sadler JE. Thrombosis and Haemostasis 69:177-84, 1993

Eikenboom JCJ., Reitsma PH., Peerinck KMJ. et al.Lancet 341:982-6,
1993

FV-Leiden

Dahlback B., Carlsson M. &Svensson P. PNAS 90:1004-8, 1993

Heijboer H,Brandjes DPM, Buller HR et al. N.Engl.J.Med. 323:1512-

6,1990

Halbmayer W., Haushofer A., Schon R. et al. Blood

Coag.Fibrinolysis 5:51-7,1994

Griffin JH., Evatt B. Weideman C. et al. Blood 82:1989-93,1993

Svensson PJ., Dahlback B. N.Engl.J.Med. 330:517-522, 1994

Dahlback B & Hidelbrand B. PNAS 91:1396-1400, 1994

Bertine R., Koeleman B., Koster T. et al. Nature 369:64-6, 1994

Koster T. Rosendal F., de-Rond H. et al. Lancet 342:1503-6, 1993

Ronde H., Bertina RM., Thrombosis and hemostasis 72:880-6, 1994

Ireland H,Bayston T,Thompson E et al. Thrombosis and hemostasis

73:727-38,1995

Gandrille S., Alhenc-Gelas M. & Aiach M. Blood Coag. and

Fibrinolysis 6:245-8,1995

Dahlbéck B. Thrombosis and Hemostasis 73:739-42,1995

Zoller B., Svensson PJ., He X. et al. J.Clin.Invest. 94:2521-4,1994

,1995

Peake IR., Bowen D., Bignell P. et al Blood 76:555-61, 1990

Trombose Familiar

e Lane DA, Olds RJ.et al. Thrombosis and Haemostasis 70:361-9,
1993

e Olds R,, Lane DA., Chwdhury V. et al. Biochemistry 32:4216-24,

1993

Lane DA., Olds R., Conard J. et al. J.Clin.Invest. 90:2422-33, 1992

Reitsma PH., Poort SR., Allaart CF. et al. Blood 78:890-4, 1991

van Amstel HKP., Teisma PH. et al. Biochemistry 29: 7853-61,

1990

Sacchi E., Pinotti M., et al. Thrombosis and Haemostasis 73:746-

9,1995

Reitsma PH., Poort SR. et al. Thrombosis and Haemostasis 69:77-

84, 1993

Lind B., Schwartz M., Throrsen S. Thrombosis and Haemostasis

73:186-93, 1995

Soria JM., Brito D., Barcelo J. et al. Thrombosis and Haemostasis

72:65-9,1994

Reitsma PH., Bernardi F. et al. Thrombosis and Haemostasis

73:876-99, 1995

e Lind B., van-Soling WW., Schwartz M. Blood 82:2423-32, 1993

.

Hemocromatose

« Nichols GM & Bacon BR.. Am.J. Gastroenter.1989;84:851-62

« Alper T, Savage DV, Bothwell TH. J.Lab.Clin.Med. 1951;37:665-75

e Cox TM & Peters TJ. Lancet 1978;1:123-4

e Williams R, Manenti F, Williams HS, Pitcher CS. Br. J. Med.

1986;2:78-81

Lynch SR, Skikne BS, Cook JD. Blood 1989;74:2187-2193

Whittaker P, Skikne BS, Covell AM. J.Clin.Invest. 1989; 83:261-7

Milder MS, Cook JD, Stray S, Finch CA. Medicine (Baltimore)

1980;59:34-49

Bomford A., & Williams R. Q.J.Med. 1976; 45:611-623

Niederau C., Fischer R., et al. N-Engl.J.Med. 1985; 313:1256-62

Simon M, Pawlotsky Y, Bourel M, et al. Nouv. Presse Med. 1975;

4:1432

Simon M, Bourel M, Genetet B. et al. N.Engl.J.Med. 1977a;

297:1017-1021

B y . e Simon MJ, Alerandre JL, Bourel M. Clin. Genet. 1977b; 11:327-341

* Sadler JE. Thrombosis and Haemostasis 71:520-5, 1994 « Kiihn LC. Bailiiére’s Clinical Haematology 1994; 7: 763-785.
e Zhang ZP., Falk G., Blombackm et al. Human Molec. Genet.1:767-8, « Miillner EW, Neupert B & Kiihn LC. Cell 1989; 58:373-382

1992 _ _ ) « Rouault TA, Hentze MW, Haile DJ et al. PNAS 1988; 86:5768-5772
o Sadler JE., Ginsburg D.Thrombosis and Haemostasis 69:185-91, 1993 « Walden WE, Daniels-McQueen S, et al. PNAS 1988: 85:9503-9507
Inbal A., Kornbrot N., et al. Thrombosis and Haemostasis 73:324-9 « Klausner le Rouault TA & Harfc;rd JB' Cell 1993'7,2'15-28
Hemofilias « Hirling H, Henderson BR & Kilhn LC. EMBO J.1994; 13:453-461
e Tizzano EF., Doménech M. Baiget M. Thrombosis and Haemostasis o Emery-Goodman A, Hirling H. et al. Nucleic Acids Research 1993;

73:6-9, 1995 21: 1457-1461

e de-la-Salle C. et al. Thrombosis and Haemostasis 70:370-376, 1993
« Nielsen LR., Scheibel E. et al. Thrombosis and Haemostasis 73:774-8, 3643-3649

1995 Cabeda JMC. Tese de Doutoramento. ICBAS, 1995
e Saad S., Rowley G. et al. Thrombosis and Haemostasis 71:563-70, 1994 « Porto G. Tese de doutoramento, 1993

Drappier JC, Hirling H., Wietzerbin J., et al. EMBO J.1993; 12:

64



PARTE

MANUAL PRATICO




10 - HEMOPATIAS MALIGNAS

10.1 - Anomalias de Cariétipo. t(9;22) (q34;q11): BCR/ABL

a) Preparar a master mix da reac¢ao de RT

Protocolo componente Volume (ul) concentragio final
# de tubos— 1 5 10
BCR/Abl dd-H.O 19 95 190
10x RT buffer 5 25 50 1x
dNTP (10 mM cada) 5 25 50 1 mM
random hexamers 5 25 50
Rnasin 1 5 10
RT enzime 5 25 50
amostra 10 50 100
Volume total 50 250 500

Nota: A amostra de RNA ¢é preparada como nos procedimentos gerais, depois de a master mix estar pronta

b) Incubar no termociclador (2h - 37°C; hold at 4°C)
¢) preparar a master mix da reac¢gio de PCR

componente Volume (ul) concentragio final
# de tubos— 1 5 10
dd-H>O 26.8 134 268
dNTP (10mM) 1 5 10 0.25 mM
primer mix” 5.2 26 52
10x tampio 5 25 50 1x
Genzyme 2 10 20
cDNA 10 50 100
Volume Total 50 250 500

* a primer mix é feita dissolvendo as 5AU em 1 ml de 4gua, e misturando os primers em
proporgoes iguais
d) incubar no termociclador:
35x (307-96°C; 30”-64°C; 30”-72°C)
1x (10-72°C)
e) Fazer gel de 2% Nusieve agarose
f) carregar 10 ul de PCR product + 2y loading buffer e correr ~1h a 100V




11 - DETECCAO E CARACTERIZACAO DE VIRUS

11.1 - Caracterizacao genotipica do HCV

Protocolo a) Fazer a master mix da reacgiao de RT (a master mix pode ser congelada sem a

RNASIn e o soro):
Genoétipo HCV componente Volume (ul) concentragao final

# de tubos— 1 5 10 25

dd-H2O 4 20 40 100

tampao RT (5x) 5 25 50 125 1Ix

dNTP (2.5 mM) 4 20 40 100 0.4 mM

Primer 1AS (10 5 25 50 125 2pmol/ul

pmol/ul)

RNASIn 1 5 10 25

NP40 (10%) 1 5 10 25 0.4%

Soro 5 25 50 125

Volume Total 25 125 250 625
b) incubar no termociclador (progama 10):
1x (57 - 42°C; 30” - 92°C; 5 - 4°C)
¢) centrifugar
d) adicionar 1 ul de RT
e) Incubar no termociclador (programa 11):
1x (1h - 42°C; 10>-95°C; soak 4°C)
f) centrifugar e colocar em gelo
@) Fazer a mistura do 1° PCR:

componente Volume (ul) concentragao final
# de tubos—> 1 5 10 25
dd-HO 415 2075 415 10375
10x tampao 10 50 100 250  1Ix
MgCl (15 mM) 10 50 100 250 1.5mM
dNTP (2.5mM) 8 40 80 200 02mM
primer 2AS (505 25 50 125 25 pmol/ul
pmol/ul)
Taq pol (2.5 U/ul) 05 25 5 125 1.25U/100
cDNA (obtido em f) 25 125 250 625
Volume Total 100 500 1000 2500

h) incubar no termociclador (programa 16):

1x (5-94°C)

34x (17 - 94°C; 1’-55°C; 2°-72°C)
1x (17 - 94°C; 1°-55°C; 7-72°C)
soak at 4°C

1) centrifugar e guardar no gelo
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j) Fazer a master mix do 2° PCR:

componente Volume (ul) concentragao final
# de tubos— 1 5 10 25
dd-H>O 51.5 2575 515 12875
10x tampao 10 50 100 250 1x
MgCl> (15 mM) 10 50 100 250 1.5mM
dNTP (2.5mM) 8 40 80 200 0.2
primer 3S 5 25 50 125
primer 4S 5 25 50 125
primer 5AS 5 25 50 125
Taq pol (2.5 U/ul) 0.5 2.5 5 125  1.25U0/100 w
cDNA (obtido em f) 5 25 50 125
Volume Total 100 500 1000 2500
k) incubar no termociclador (método 19):
1x (5-94°C)

24x (17 - 94°C; 17-55°C; 2°-72°C)
1x (1’-94°C; 1-55°C; 7-72°C)

1x (5™-4°C; 10-100°C; soak - 4°C) ( desnaturagao do produto do PCR)
) retirar os tubos do termociclador minutos antes de serem necessarios e

centrifugar

m) distribuir 100ul de cada subtipo de sonda nas tiras e deixar O.N. a 4°C)
n) lavar. Adicionar 100ul de sol. de hibridagao+10ul de produto de PCR

0) incubar 1h a 55°C.

p) preparar o a-DS-DNA (300ul anticorpo+14.7 ml diluente)

q) lavar. adicionar 100 ul d a-DS-DNA. incubar 1h a RT

1) preparar o enzime tracer (300ul tracer+14.7ml diluente)

s) lavar. adicionar 100ul de enzime tracer. incubatr 1h a RT

t) prepatrar o chromogen/substrate (9 ml de cada reagente). manter no escuro
u) lavar. adicionar 100ul de chromogen/substrate. incubar 30’ a RT

v) adicionar 200ul de blocking reagent na mesma ordem e ve/lridade que o

chromogen/substrate

w) ler a densidade optica a 430 e 630nm (resultado = OD450-ODeg30). Valores

superiores a 0.15 indicam hibridacao




Protocolo

Factor V - Leiden

12 - DOENCAS GENETICAS

12.1 - Resisténcia a proteina C Activada (Mutacao FV-Leiden)

a) preparar a master mix da reac¢ao de PCR

componente Volume (ul) concentragao final
# de tubos— 1 5 10

dd-H>O 26.8 134 268

dNTP (10mM) 1 5 10 0.25 mM

primer mix” 52 26 52

10x tampao 5 25 50 1x

Genzyme 2 10 20

DNA 10 50 100

Volume Total 50 250 500

* a primer mix ¢ feita dissolvendo as 5AU em 1 ml de 4gua, e misturando os ptimers em proporgdes iguais

Nota: A amostra de DNA ¢ preparada como nos procedimentos gerais, depois

de a master mix estar pronta

d) incubar no termociclador (método 55):

1x (5-94°C)

30x (607-93°C; 307-62°C; 607-72°C)

1x (10-72°C)

e) fazer a master mix da reacgao de RE

componente Volume (ul) concentragao final
# de tubos— 1 5 10

dd-H>O 75 375 750

Tampao NEBuffer2 10 50 100 1x

Mnl I 5 25 50 250/100ul
Produto do PCR 10 50 100

Volume Total 100 500 1000

f) incubar pelo menos 2h a 37°C
e) Fazer gel de 2% Nusieve agarose

f) carregar 10 ul de produto de PCR + 2u loading buffer e correr *1h a 100V




12.2 - Caracterizagcao da mutacao de B-globina na B-talassémia

Protocolo a) preparar a master mix da reac¢ao de PCR
componente Volume (ul)

Genétipo # de tubos— 1 5 10

B-talassémia dd-ILO 61 305 610
dNTP (10mM) 2 10 20
primer (CD7) 6 30 60
primer (SR10) 6 30 60
10x tampao 10 50 100
MgClp 3 15 30
Genzyme 2 10 20
DNA 10 5x 10 100
Volume Total 100 500 1000

Nota: A amostra de DNA ¢ preparada como nos procedimentos gerais, depois
de a master mix estar pronta
d) incubar no termociclador:

1x (5°-94°C)

35x (307-94°C; 30”-57°C; 307-72°C)

1x (10-72°C)

1 x (hold at 4°C)

e) fazer a master mix das reac¢bes de RE

componente Volume (ul) (por reacgao)
BSA BI BSU36I AVAII
dd-HxO 3375 275 32.5
Tampao NEBuffer2 5 - -
Tampao NEBuffer 3 - 5 -
Tampao NEBuffer 4 - - 5
Enzima (como indicado) 1.25 2.5 2.5
BSA - 5 -
Produto do PCR 10 10 10
Volume Total 50 50 50

f) incubar pelo menos 2h (a reac¢ao com BSA Bl a 60°C, as restantes a 37°C)
e) Fazer gel de 2% Nusieve agarose

f) carregar 10 pul de produto de PCR + 2u loading buffer e correr *1h a 100V
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