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Capitulo 1

1 A genética Molecular da Célula nao
Patoldgica
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1.1 Conceitos basicos de Genética Molecular

1.1.1 O material genético

1.1.1.1 Acidos Nucleicos (DNA e RNA)

Foi apenas em 1944 que Griffith demonstrou que a hereditariedade era
transmitida pelos &cidos nucleicos. A experiéncia redlizada demonstrou
gue a capacidade de matar um ratinho era conferida a uma egtirpe
bacteriana ndo virulenta, pdo DNA de uma outra estirpe bacteriana
virulenta (fig.1.1).
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Fig. 1.1 — Expeiéncia de Griffith demongrando que a viruléncis
bacteriana era uma caracteristica genética transmitida pelos écidos
nucleicos.
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Figura 1.2 —Experiéncia de Hershley e Chase demonstrando que a
transmissdo genética nos fagos T2 estava associada ao DNA.

Em 1952, Hershley e Chase demonstraram que o fago T2 (um virus
gue infecta bactérias) transmite os seu codigo genético a bactéria
infectada, através dainjeccéo do seu DNA nabactéria, dargando assm
0 nUmero de organismos que demonstradamente utilizam o DNA
como registo genético (fig.1.2).

Sabemos hoje que com a excepcado de aguns tipos de virus, todos os
organismos utilizan o DNA como portador da sua informagéo
genética. Os virus que fogem a edta regra utilizam o RNA para o
mesmo efeito.
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Figura 1.3 - As bases azotadas que entram na composicdo dos
nucledtidos.

1.1.1.1.1 A estrutura do DNA

Com a aceitacéo generdizada por volta dos anos 50 de que a
informacdo genética residia no DNA, a grande questdo passou a ser 0
mecanismo de armazenamento dessa informagdo. Com efeito, nesta
dtura ndo se compreendia como é que um polimero tdo smples
(apenas condtituido por 4 tipos de unidades diferentes) e que se
pensava ser homogéneo em toda a sua extensdo podia codificar a
enorme variedade de proteinas que compunham os organismos. Para
td, houve necessdade de eucidar de forma precisa a edtrutura dos
&cidos nucleicos.

Sabemos hoje que os acidos nucleicos séo polimeros de nucledtidos.
Cada nucledtido contém um anel heterociclico de carbono com 5
&omos de azoto (a base nitrogenada), 1 anel de 5 carbonos (uma
pentose) e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas sfo de 2 tipos.
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purines e pirimidinas, sendo o nimero total de bases disponivel de
cinco (fig. 1.3). No entanto, cada tipo de &cido nucleico utiliza gpenas
4 das cinco basess 0 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 &cidos nucleicos sfo de 2 tipos. 2 desoxirriboses e riboses (Fig.
1.4) dando origem ao Acido Desoxirribonucleico (DNA) e a0 Acido
Ribonucleico (RNA).

CH:OH OH CHZOH OH Figural.4 - As pentoses sdo
5/ O 0 0 componente dos acidos
a4 5‘1 - w nucleicos que definem o seu
| i tipo. A desoxirribose entrana
M 2 \'r—"\/ composi¢do do DNA,
OH OH OH enquanto aribose compde o
Ribose 2-deoxyribose RNA

Figurals- Os
nucledsidos sdo
COmMpOostos por
umabase e uma
pentose.

Adenosine 2' -deoxythymidine
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Figura 1.6 - Os nucle6tidos unem-se por ligacdes fosfodiester para dar
origem aos &cidos nucleicos.

Os nucledsidos s8o compostos por uma base nitrogenada e uma
pentose (fig. 1.5). Um nucleésido com um grupo fosfato no carbono 5
chama- se nucledtido. Os nucledtidos so as unidades de construgdo dos
&cidos nucleicos, sendo unidas por uma ligacdo 5'-3': o carbono 5’ da
pentose de um nucedtido une-se a0 carbono 3' da pentose do
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nucledtido seguinte por uma ponte fosfodiester, ficando a base
nitrogenada exterior ao esqueleto daligacéo (Fig.1.6).

Em 1953, uma importante descoberta realizada por Watson & Crick
transformou a visdo do materid genético. Dados de difraccéo de raios
X mostraram que o DNA tem a forma de uma hélice regular. Das
dimensdes obtidas para a hélice na difraccdo de raios X, e da densidade
do DNA, inferiu-se entéo que a hélice era composta por duas cadeias
polinuclectidicas, com as bases de cada cadeia viradas para o interior
da hélice. As bases de cada hélice emparelham de ta modo que uma
purina se opde sempre a uma pirimidina. Estes dados, conjugados com
a observacéo anterior de Chargaff indicando que independentemente
da quantidade de cada base, a proporcéo G:.C e A:T € sempre amesma
no DNA, indicam que G emparedhacom C e A com T na dupla hélice
do DNA. Watson & Crick propuseram gue o emparelhamento ndo se
redlizava por ligagdo covaente, mas por pontes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas (Fig. 1.7). Para tal, as 2 cadeias devem orientar-se
de modo antiparddo (Fig. 1.7). Obteve-se assm para 0 DNA o
modelo ilustrado nafigura 1.8.
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Figura 1.7 - O DNA é formado por duas cadeias
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Figura 1.8 - Edruturas possivels para a dupla hélice do DNA. O
modelo da esquerda é o da forma A, o do meio o daformaB edo da
direitao daformaZ.

A estrutura do DNA identificada por Watson & Crick, e ilustrada na
figura 1.8B (forma B) € a que em Stuaghes fisologicas € mas
frequente. No entanto nem todo o DNA da célula se encontra nesta
estrutura, e certamente in vitro é possivel manipular as condices do
meio, favorecendo outras conformagOes. Na tabela 1 encontram-se
Sumariadas as caracteristicas das 4 conformagBes teoricamente
possiveis para a conformacéo dos &cidos nucleicos, podendo na figura
1.8 ver-se comparativamente a conformacdo prevista.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas dos tipos de hélice que o DNA pode tomar

Tipo de N.°Bases Rotacdopor Elevacdopor Diametro
Hélice por Volta par deBases par debases dahédice

A 11 +32.7° 2.56 A 23A
B 10 +36° 3.38A 19A
C 9.33 +38.6° 3.32A 19A
z 12 -30° 3.71A 18 A

A dimensio do materid genético no Homem coloca o problema de
como conseguir compactar 1,8m de DNA num nucleo que pode ser téo
pequeno como Bpm (6x10°°m). Este empacotamento tem ainda que ser
flexivdl j& que deve mudar a0 longo do ciclo cdular, aumentando
durante as mitoses de td modo que 0s cromossomas se tornam
individuaizados e visivels ao microscopio optico.

L
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Durante a maior parte do ciclo celular acromatina pode ser dividida
em doais tipos de materid genético (Fig. 1.9): a eucromatina € a que
ocupa a maior regido do nucleo, sendo composta por materid muito
menos compactado que 0s cromossomas, a heterocromatina é
composta por material muito compactado, formando fibras (encontra-
Se num estado intermédio entre a compactacdo dos cromossomeas e a
relativa descompactacd da eucromating). A heterocromatina e a
eucromatina ndo representam fibras de DNA diferentes, ja que as
mesmas fibras passam pelas duas zonas do nucleo. Condituem assm
pates das fibras com diferentes estados de condensacéo: a
heterocromatina € congtituida por regibes do DNA que ndo o
habitudmente expressas na cdula em causa, enquanto oS genes
expressos s localizam na eucromatina (muito embora 0s genes na
eucromatina ndo estgjam todos a ser expressos).

Em 1974, foi descoberta a estrutura basica de organizacdo da
cromatina em todos os eucariotas. Esta subunidade organizativa bésica
(nucleosoma) contém cerca de 200 bp de DNA, organizados por um
octémero de proteinas pequenas e basicas (histonas) numa estrutura
tipo rosario em que 0 DNA se locdiza no exterior das “contas’, e as
proteinas no seu interior (Fig.1.10). Esta organizac@o explica porque os
locais de ligacdo a proteinas se encontram por vezes tdo espacados na

Figura 1.10 - A duple
hélice de DNA da duas
voltas a0 nlcleo centra
de proteinas do

nucleosoma
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Figura 1.11 - A organizacéo do DNA nos nucleosomas coloca
proximas sequéncias de DNA distantes na sequéncia linear

sequéncia do DNA (Fig. 1.11). O octamero de histonas € congtituido
por 2 cadeias de cada umadas histonas H1, H2A, H2B e H3, existindo
ainda, por vezes, uma 52 histona (H1) a etabilizar as 2 voltas de DNA
ao octamero (Fig. 1.12).

Figura 1.12 — Vigta de cima da organizagdo das histonas no
nucleosoma. Existe ainda um par H2A/H2B por baixo, e
por vezes uma histona H1 exterior a0 nucleosoma



[
=
—
e
i 1 &—I
a1

Figura1.13 - A compactacdo das histonas nafibra de DNA de 10nm

A andise da cromatina ao microscopio eectronico revelou a existéncia
de 2 tipos de fibras: a fibra de 10nm e a 30nm. A fibra de 10nm é
essencidmente 1 sequéncia continua de nucleosomas (Fig. 1.13). Esta
fibra ocorre em condigdes de baixa forca idnica, e na auséncia de
hisgonas H1. Em condi¢bes de dta forca idnica e na presenca da
hisona H1, forma-se a fibra de 30nm, a qua €é essenciamente um
enrolamento de 6 nucleosomeas por volta (Fig. 1.14).

A transcricdo (cdpia dos genes em mRNA), como veremos no capitulo
1.1.2.1, envolve a deslocagdo no DNA de uma complexa maquinaria
enzimdtica, e indui a abertura da dupla cadeia do DNA. Este facto, ndo
€ compativel com um elevado grau de empacotamento das fibras do
DNA, pdo que se compreende que 0s genes transcripciondmente
activos s localizem na eucromatina. No entanto, os resultados
experimentais ndicam que a edtrutura dos genes transcripciona mente
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activos envolve 0 empacotamento em nucleosomas, ainda que sga
necessaio admitir que durante a transcricdo edes  sgam
temporariamente “ desmontados’ pela maguinaria enzimética

Figural.14 - A organizagéo
dos nucleosomas nafibrade
DNA de 30nm.

o I "4 71 = 2 e Ny peTa— T
el (T

Figura 1.15 — hierarquia de condensagédo do
X e DNA nacromatina.

1.1.1.1.2 A estrutura do RNA

Na cdula exigem vérias formas de RNA, as quais possuem estruturas
e fungOes diferentes:

1.16

MRNA - O mRNA ou RNA mensageiro, € a espécie de RNA
que transporta a informacdo para a sintese das proteinas no
ribossoma. O mMRNA é formado no nicleo na transcricdo do
DNA, passando ainda por uma fase de processamento antes de
aingir o ctoplasma na forma madura (MRNA). O
processamento efectuado inclui o “Splicing”, isto € a remocéo
das sequéncias ndo codificantes ou introns. Outras ateracOes
introduzidas no processamento que ocorre no nucleo consstem
na adicdo de uma cauda poli-adenina a extremidade 3', e




metilagdo CAP da extremidade 5'. A estrutura CAP resulta da
ligacdo de um G a purina com que a transcricéo habitua mente se
inicia, ficando ete G na orientacdo inversa, e ligado peo
trifosfato deixado livre pdapurina:

Gppp + ppPAPNPNp... ® GpppApNpNp
G sofre entdo uma ou mais metilagoes.

tRNA - 0 tRNA ou RNA de transporte € um tipo de RNA que se
encontra covaentemente ligado a um aminoacido, tendo como
funcdo o trangporte do aminoéacido para o ribossoma, onde este vai
Ser posicionado com precisao, sempre que o ribossoma estiver aler
um codéo complementar do tripleto que o tRNA possui (anticodéo).
As 64 espécies de tRNA (correspondentes aos 64 coddes), possuem
uma estrutura bésica semelhante.

Fgural1l.16 — Estrutura do tRNA

rRNA - trata-se do RNA ribossomd, o qua é como 0 nome indicaum
dos componentes dos ribossomas. O rRNA condtitui a maior parte da
massa do ribossoma, e provavelmente todas as proteinas do ribossoma
se associam ao rRNA. Assm, o rRNA forma como que o esqueleto do
ribossoma, determinando a posi¢do das varias subunidades proteicas.

1.17



1.1.1.2 A ORGANIZAGCAO DOS GENES NO GENOMA

O genoma pode, de uma forma genérica, ser classificado em DNA néo
repetitivo e DNA repetitivo. A abundancia relaiva dos dois tipos de
DNA podem ser experimentamente determinados, tendo por base a
diferente cinética de re-hibridacdo (DNA repetitivo encontra mais
rgpidamente uma sequéncia complementar com quem pode hibridar).
O DNA néo repstitivo representa sequéncias Unicas, ou sgja genes de
copia unica no genoma O DNA repetitivo € congtituido por DNA
moderadamente repetitivo, representando genes com varias copias no
genoma, e DNA dtamente repetitivo. A funcdo do DNA dtamente
repetitivo permanece até ab momento uma incognita. Como ja vimos,
um exemplo deste tipo de DNA € o que existe nos teldmeros, onde
provavelmente tem a funcéo de estabilizar 0 cromossoma. Existern no
entanto, repeticbes de pequenas unidades de sequéncias espahadas
pelo genoma (mini e microssatélites), os quais congtituem em pequenas
sequéncias, repetidas um determinado nimero de vezes. O nimero de
repeticdes € em muitos casos dtamente polimorfico, pelo que estas
sequéncias tém ddo utilizados como marcadores no  mapeamento
gendtico.

Sequéncias moder adamente repetitivas. Nos genomas eucari6ticos,
0S genes que existem em cdpia Unica so poucos. Na maior parte dos
casos, existem seguéncias com adguma smilaridade, dgumeas das quais
néo funcionais (0s pseudogenes). A vantagem da existéncia de mais
gue uma cdpia dos genes € dbvia ja que assm os organismos podem
consarvar uma cépia intacta do gene, mutando a outra, numa tentativa
de evoluir. Neste processo de evolucéo, agumas copias ficam com a
sua funciondidade comprometida, tornando-se pseudogenes. NoO
entanto, uma vez que uma outra cdpia funciond exigte, nenhum efeito
nefasto dai ocorre para o organismo.

Um conjunto de genes que descende por duplicacdo e variagdo de um
gene ancestrd € chamado de familia génica. Os seus membros podem
edtar arranjados em grupos sequenciais (“gene clusters’), dispersos no
1.18



genoma (Mmuitas vezes mesmo em cromossomas diferentes), ou numa
combinacéo de ambos os arranjos. Os “gene clusters’ podem conter
desde 2 até centenas de genes idénticos, ainhados em sequéncia. A
dispersdo dos genes ocorre por trandocacdo de um gene apos a
duplicagdo. Os membros de um “gene clugter” tém funcéo smilar, mas
podem ser expressos em tipos celulares diferentes ou em diferentes
condigdes (Ex. Gene da globing). Em dguns casos, 0 gene cluster
responde a grande necessidade de proteinas ou de RNA (ex.: rRNA e
histonas).

Sequéncias altamente repetitivas:. As sequéncias dtamente
repetitivas tomam a forma de sequéncias muito curtas, repetidas muitas
vezes em sequéncia. Formam-se assim blocos de materid gendmico,
consgtindo cada bloco em longas repeticbes de uma unidade. Em
dguns caxos as unidades sfo rigorosamente iguals, noutros s&o
relacionadas. A repeticdo sequenciad de unidades de sequéncia forma
blocos de DNA com caracterigicas fiscas distintas do resto do
genoma, 0 que pode ser utilizado para as isolar. Uma das propriedades
fiscas do DNA que depende da sequéncia é a densidade, a qud
depende do contelido GC. A densidade e habituamente determinada
mediante a centrifugacdo do DNA num gradiente de Cloreto de Césio
(CsCl). O DNA forma assm bandas correspondentes a sua propria
densidade. Quando este procedimento € realizado para DNA genémico
eucariota, forma um pico ago largo, conssindo numa mistura de
sequéncias com densidades proximas (a banda principal). Por vezes
forma-se anda um ou mais picos adicionais, de menor intensidade. A
este materid chama-se 0 DNA satdlite.

O DNA satdlite existe no genoma de varias epécies eucariotas, pode
ter uma densdade superior ou inferior & banda principa, mas
representa habitua mente menos de 5% do genomactotal.
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O DNA sadite encontrase frequentemente locdizado na
heterocromating, ndo sendo habitudmente possivel encontrar as suas
sequéncias entre 0 RNA.

Nos mamiferos, as sequéncias que compdem cada satélite mostram
divergéncia gpreciavel entre as repeticbes de cada. Habitualmente
existem sequéncias curtas predominantes, mas outras rel acionadas com
estas, mas contendo adigbes, substituicdes e delecgbes formam o
restante satélite. Frequentemente, pode observar-se uma hierarquia nas
repeticoes dos satdlites, com uma sequéncia base a repetir-se, a qua
por vezes sofre modificagbes, as quais por sua vez se repetem também
de forma mais ou menos ciclica. Este facto originou uma hierarquia de
nomenclatura DNA satdlite, minisatelites, microsatelites.

1.1.1.3 Estrutura de um Gene

A comparagdo directa entre a sequéncia do DNA de um gene, e a
sequéncia da proteina respectiva, permite determinar se 0 gene e a
proteina sG0 ou ndo colineares. se a sequéncia do gene corresponde
exactamente a sequéncia de aminoacidos da proteina. Nas bactérias e
virus, a equivdéncia é pefeta cada gene contém uma sequéncia
continua de nucledtidos, cuja sequéncia e comprimento edta
directamente relacionada com a da proteina Quando falamos em
correspondéncia entre 0 gene e a proteina, estamos no entanto a
samplificar o que redmente se passa Como veremos mais tarde, um
gene ndo codifica directamente uma proteing, ja que a informacdo tem
gue passar por um estado intermédio: 0 RNA. Assim, mesmo 0 mas
simples dos genes tem que conter sequéncias de véariostipos:

sequéncias reguladoras ou ndo codificantes. sequéncias que
permitem a célula controlar que genes etd activos em cada
momento, possibilitando assm uma resposta diferenciada
dependente das necessidades de cada momento. As sequéncias
reguladoras podem exigtir em cada extremidade do gene, e em

1.20



aguns casos estar mesmo bastante distanciadas das sequéncias
codificantes.

sequéncias codificantes. sequéncias que S0 directamente
transcritas para RNA, e deste codificadas em proteinas. Note-se que
enquanto o DNA é de cadeia dupla, 0 RNA ¢é de cadela smples,
pelo que apenas uma das cadeias do DNA pode ser idéntica a do
RNA (codificante ou +), sendo a outra cadeia complementar do
RNA (-).

Como acima foi dito, 0 gene ndo é no entanto tdo Smples nos
eucariotas. Ao contrario das bactérias e virus, nos organismos
eucariotas, 0s genes e as proteinas ndo sao colineares, io €, a regido
codificante dos genes (exons) € interrompida a espagos irregulares por
sequéncias ndo codificantes (introns). Este facto faz com que nos
eucariotas, a expressio genica envolva um passo adiciond: o splicing
do RNA, ou processamento do RNA (com exons e introns) em
MRNA.

Um promotor é uma sequéncia de DNA, habitud mente na extremidade
5 de um gene, com a funcéo de e ligar a proteinas, e controlar a
iniciacdo da transcricdo. As proteinas a que um promotor se deve ligar,
s20 véaias, disso dependendo a sua dinamica funciond. Genericamente
pode falar-se de proteinas repressoras, proteinas activadoras, e daRNA
polimerase. As proteinas repressoras, a0 ligar-se ao promotor impedem
a ligacdo da RNA polimerase, impedindo assm o inicar da
transcricdo, enquanto a ligacdo das proteinas activadoras tem o efeito
inverso. As propriedades do promotor que Ihe conferem afinidade para
as diversas proteinas dependem da sua sequéncia, pelo que esta varia
de gene para gene, conferindo aos diversos genes caracteristicas de
regulacéo diferentes. No entanto, a ligacdo a polimerase do RNA é
universalmente necessaria, pelo que deve ser possivel encontrar uma
sequéncia "consenso” para 0s promotores. Esta sequéncia consenso
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condste na sequéncia minima comum entre 0s vaios promotores, e
deve incluir a sequéncia adbsolutamente necessiria para a ligacdo a
polimerase do RNA.

Para os procariotas foi possivel definir aregido 44-50bp "upstream™ do
ponto de iniciacdo aé 20bp "downstream' com sendo a regido que
interactua com a polimerase do RNA, tendo ddo definida uma
sequéncia consenso consistindo de varios padroes.

Pribnow box ou sequéncia -10- imediatamente upstream do ponto de
inicdacdo (-18 a -12) exite uma regid com a sequéncia
Tg0A95T45A60A50T9e (0S NUMeros representam a frequéncia com
que as bases ocorrem). A funcdo desta sequéncia parece ser a de
permitir que apos a ligacdo da polimerase do RNA esta possainiciar a
sua evolucdo ao longo do gene, possivelmente por permitir ainiciacéo
da abertura da cadeia do DNA (o facto deter alto conteido AT facilita
aabertura da dupla hdice).

Sequéncia de reconhecimento ou Sequéncia-35- O seu nomederiva
do facto de esta ser parte da sequéncia que a plimerase tem que
reconhecer, mas que néo fica fortemente ligada a esta. A sequéncia
consenso € TgoTg4G78A65C54A45. A funcdo destaregido parece ser
ade conferir a capacidade de ligacdo a polimerase do RNA.

No caso de organismos eucariotas, 0estudo dos promotores € bem
mais complexo, ja que existem ndo uma RNA polimerase, mas trés. A
acrescentar a esta dificuldade, estd o facto de ndo se conhecer com
precisdo todos os componentes da maquinaria de transcricao eucariota,
pelo que os estudos In viro ficam comprometidos.

A partida 2 particularidades existem nos eucariotas, rlaivamente ao
gue se passa nos procariotas. 1) o promotor da polimerase 11l fica
locdlizado downstream do gene, 2) ndo é possivel conhecer as
particularidades do promotor da polimerase |, ja que esta transcreve
apenas 0s genes dos rRNA os quais so todos idénticos.
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No entanto o promotor da RNA polimerase |, a responsavel pela
transcricdo da maioria dos genes nos eucariotas sdo conhecidos com
adguma profundidade. As principais sequéncias consenso identificadas
nos promotores da RNA polimerase |1 dos eucariotas séo:

TATA BOX - sequéncia consenso: TSZAW&A%% Também

37 37

conhecida por Hogness box. Tratase de uma sequéncia quase
universdmente presente em mamiferos, aves, anfibios e insectos.
Podiciona-se a uma disténcia do ponto de iniciagéo entre 19 e 27bp.
Como pode ver-se da sequéncia consenso, a TATA Box € condtituida
quase exclusvamente por AT, sendo as mutagdes que inserem um GC
muito raras. Eta sequéncia é habituamente rodeada por sequéncias
ricas em GC, 0 que pode ser importante para a sua fungéo.

CAAT BOX - seguéncia consenso GG%CAATCT . Eda sequéncia
edta presente em aguns promotores, mas ndo em todos. A sua distancia
a0 ponto de iniciacdo ronda os 70 a 80bp.

As andises In vitro identificaram uma edrutura semehante a0
promotor bacteriano, imediatamente upstream do ponto de iniciacéo.
No entanto, estudos In vivo revelaram a dependéncia de zonas ainda
mais upstream da TATA box. Este componente pode consgtir em duas
regides, uma entre -80 e -110 e a outra entre -50 e -70. Eda Ultima
pode ou ndo conter a CAAT box. Juntos, estas duas regides tém uma
forte influéncia na frequéncia de iniciagdo, possvemente por
influénciar aligagdo da RNA polimerase 1.

Junto a0 ponto de iniciacdo, em redor da TATA box exise um
componente que parece ndo ter influéncia na frequéncia de iniciacéo,
antes de terminando o ponto de iniciagdo. Na auséncia deste e emento,
atranscricdo tem umainiciac@o erréica
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Os promotores eucaridticos sBo bem mas complexos que 0s
procariotas. Ao contré&rio dos promotores procaridticos, e
contrariamente ao que até agora assumimaos, um promotor eucariotico
ndo funciona 6. A sua actividade é enormemente aumentada de
acordo com a regulacdo efectuada por outro tipo de sequéncias
reguladoras. 0s “enhancers’. Edas sequéncias sto didinguiveis dos
promotores devido a duas caracteristicas essencials.

a sua poscdo reldivamente ao promotor € muito variave,
podendo ser consideravel, e funcionando em qualquer sentido
(“upstream” ou “downstream”) e orientacao.

Um enhancer ndo actua gpenas num promotor, podendo

interactuar com qualquer promotor colocado na sua area de

influéncia
Vé&ios virus contém enhancers. Destes, 0s mais perigosos para a cdula
gue o virus infecta sB0 0s enhancers presentes nos retrovirus. Como
edtes virus se integram no genoma da cdlula infectada, a presenca de
enhancers pode levar a activacdo de um ou mais genes celulares que de
outra forma estariam slenciosos. Desta forma, os retrovirus podem de
forma indirecta, originar patologias, mesmo no seu estado “dormente’,
j& que mesmo na auséncia de transcricdo vird, podem induzir
ateracOes no programa genético da cdulainfectada.

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

Formacéo de estrutura no DNA em cadeia Z (ver figura
5). Os enhancers contém habitudmente uma sequéncia
dternada de pirimidinas-purinas. Esta sequéncia tem devada
probabilidade de formar uma estrutura em zDNA. Se, por
um lado, o modo como esta estrutura poderia afectar a
transcricdo ndo estd esclarecido, por outro lado, este
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mecanismo poderia explicar porque os enhancers funcionam
independentemente da sua orientacéo.

Ligacéo do DNA auma estrutura como a metriz nuclear

ligag8o directa a polimerase

Quando a polimerase do RNA inicia a transcricao, esta prossegue com
0 complexo enziméatico a percorrer 0 DNA, até que a enzima encontra
um sna para cessr a actividade. Neste ponto, a enzima péara de
adicionar nucledtidos, liberta a cadeia de RNA nascente e dissocia-se
do DNA. Assm, a terminacéo envolve a quebra de todas as pontes de
hidrogénio entre o DNA e 0 RNA, e areassociagdo da dupla hélice do
DNA. A seguéncia de DNA que da o sind para que este processo
ocorra chama-se terminador (ou abreviadamente t). Em dguns genes
procaridticos, existem factores denominados anti-terminadores, que
permitem a polimerase continuar a transcricdo passando por um
terminador, num processo chamado de “read-through’). Assm, a
terminacd0 ndo conditui smplesmente uma forma de terminar a
transcricdo, mas também uma forma de controlar esta, j& que a
existéncia dos anti-terminadores pode determinar a transcrigdo ou néo
de determinados genes que se encontrem gpos o terminador.

Pouco se sabe dos terminadores dos genes eucaridticos. A principa
dificuldade no estudo dos terminadores em eucaridticos € a incerteza
quanto ao local de terminacdo da transcricéo. Ainda que a maior parte
das espécies de mRNA eucaridticas conhecidas possuam extremidades
3 bem definidas, € muito dificil saber se edta extremidade foi
produzida por terminacdo ou por processamento. No caso dos produtos
dapolimerase 1, o problema é exacerbado pelo extenso processamento
gue ocorre com a adi¢cdo da cauda poli-A. Pelo menos em aguns casos
foi possivel determinar que a extremidade 3' observada no RNA é de
facto originada por corte de uma cadeiade RNA mais longa
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Estudos efectuados com sequéncias de histonas (ndo poliadeniladas),
permitiram verificar que 0 MRNA termina numa estrutura semidrcular
(“stemloop”). Com efeito, mutagdes que impecam a formacéo desta
edrutura, impedem a terminagdo, enquanto que outras mutagoes que
revertam a mesma estrutura, embora com uma sequéncia diferente,
restauram a terminacdo. Assim, a estrutura parece mais importante que
asequéncia que adetermina

Os genes eucaridticos e procaridticos diferem numa caracteristica
essencia. Ao contraio dos genes procaridticos, os gene dos
organismos eucaridticos ndo sio continuos, mas  interrompidos.
Sgnifica id0, que no meo das sequéncias codificantes, surgem
sequéncias que tém que ser retiradas do RNA, antes de este poder
sarvir de molde a construcdo das proteinas. Este processo de
transformacd que o RNA sofre nos organismos eucaridticos é
chamado de processamento, ocorre no nicleo, e como veremos
envolve ndo gpenas a remocao das sequéncias extra (“splicing”) como
outras transformagdes quimicas.

Os genes eucarioticos sdo assm formados por dois tipos de sequéncias
transcritas (ito € copiavels para RNA) os exons e os introns (tambem
chamados de intervening sequences). Os primeiros compdem as
sequéncias que estardo presentes no RNA maduro, sendo os segundos
as sequéncias que serdo removidas durante o splicing.

A comparacdo das sequéncias nucleotidicas nas extremidades dos
exons permite descrever as suas caracteristicas.

N&o existe homologia extensa entre as duas extremidades de um
intron, 0 que exclui a posshilidade da formacdo de uma estrutura
secundéria que determine 0s porntos de corte.

As jungbes possuem uma sequéncia consenso conservada mas
curta, aqual pode estar envolvida no processo de splicing:
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1.1.1.4 O CODIGO GENETICO

A descoberta do codigo genético pretendeu responder a questdo ja por
nos formulada (Cap. 1.1) sobre 0 mecanismo que permite aos acidos
nucleicos, com uma estrutura baseada em gpenas quatro tipos de
nucledtidos, conter a informagdo que codifica um enorme nimero de
proteinas, as quais possuem 20 tipos de aminoacidos. A ducidacéo do
codigo genético pretendeu ainda explicar como € que a expressio
génica € regulada. No entanto, antes de esta questdo poder ser
estudada, era necessirio estabelecer definitivamente a veracidade do
dogma centrd da genética Um gene - uma cadeia polipéptidica. Uma
caracterigtica essencial do DNA é que a sua edtrutura bésica €
independente da sequéncia (a0 contr&io das proteinas cuja
conformacdo € directamente dependente da sequéncid). Assm, a
sequéncia do DNA n&o parece ser importante devido a conformacao,
mas porque codifica uma sequéncia bem definida de aminoécidos.
Note-se que 0 proprio conceito de que uma proteina contém sequéncias
bem definidas de aminoacidos data dos anos 50 (a caracterizacéo da
insulina por Sanger), e portanto € edabeecida sensvemente na
mesma dtura que se estuda a informacdo genética. A esta relacéo entre
a sequénciado DNA e a sequéncia proteica correspondente chamou-se
cbdigo genético.

Como vimos, a sequéncia nuclectidica tem que conter informacéo
auficiente para codificar aminoécidos diferentes. Como s6 ha quatro
tipos de nucledtidos no DNA, um cdculo smples indica que sfo
necessarios 3 nucledtidos (um tripleto ou cod&o) para codificar um
amino&cido. As combinagbes possivels com trés nucledtidos sfo
43=64, pelo que o codigo genético é degenerado, isto &, mais do que
um tripleto deve codificar 0 mesmo aminoacido (tabela 1.2).
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Tabela 1.2 - Codigo genético: significado dos 64 codons

SEGUNDA BASE
U C A G
U UUUg UCUg UAUG UGU(
wuch™ | ucdh uach™' uec) Y
UUAG ucal UAA UGA® STOP
LI(DJ UUG[V)Leu UCGh UAG%STOP UGG ® Trp
< C CUUQ CCUi CAUj CGUii
m cuc} cech cacy™s cael
< cua?™ | cealPO CAAI ceay A
Y CUGH, CcCGh cagyGIn GG}y
T A AUU AAU AAUj AGUj
L i i yAsn ’
AUCylle AACI AAC), AGCY,
; AUAJ, AAAY AAA AGAGj
Y AUG® Met | AAGhH AAGE"yS AGGYAT9
0. G GUU GCU GAU{ GGUu
cuc! cech GAC?;AS'D GGel
cual® | gea¥A? GAA cealY
GUGH, GCG}y GAG%GIU GGG},

Podem agrupar-se os codBes segundo o aminoécido que codificam
(tabela 1.2). Quando ta € redizado, pode observar-se que com
frequéncia, a base na 3% posicdo ndo é significante, porque os 4 coddes
com as mesmeas 12 e 22 bases codificam o mesmo aminoécido (Tabela
1.2). Por vezes gpenas distingue entre uma pirimidina e uma purina a
3 posicén. A esta especificidade reduzida na 3* base chama-se
degenerdncia da 3? base. Esta caracteritica, em conjunto com a
tendéncia para aminoacidos semelhantes (isto é polares, hidrofébicos,
etc.) serem codificados por coddes relacionados minimiza o efeito das
mutacoes.
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Trés codbes ndo codificam aminoécidos. Como se pode observar na
tabda 2, eses coddes (UUA, UAG e UGA) indicam o fim da
sequéncia génica, sendo por isso chamados de coddes stop.

O cddigo genético foi inicidmente estudado na bactéria E.Coli, pelo
gue a universalidade deste necessitou de extenso estudo. Sabemos
hoje, que genericamente o codigo genético € Smilar em todos os
organismos Vvivos estudados. As excepcOes conhecidas sfo
representadas  por pequenas dteragbes em algumas espécies de
microorganismos, € no codigo genético mitocondrid, o qua possui
agumeas particularidades em aguns organismos (Tabela 1.3).

Tabedla 1.3 - Exemplos de excepcles a universdidade do cddigo
genético

Organismo Codon Significado Provavel  Significado
na mitocondria habitual
Todos UGA Triptofano Terminacéo
Levedura CUA Treonina Leucina
Moscadafruta AGA Saina Arginina
Mamiferos AGA Terminacéo Arginina
AUA Metionina Isoleucina
1.1.1.5 Mutacbes e Polimorfismos

Uma vez que o cddigo genético € lido em tripletos ndo sobreponivels, a
insercdo ou remogdo de um nucledtido causa uma dteracdo na fase de
leitura, dterando os coddes subsequentes. Este tipo de mutacéo é
denominado em Inglés “frameshift”. Mutagbes deste tipo sfo
susceptiveis de reverterem através da mutagéo inversa, isto é, e a
primeira mutaggo fol uma inser¢do e a segunda uma deleccéo, ou vice-
versa, apenas a zona do gene Stuada entre as duas mutagOes se
encontra mutada. A segunda mutacéo, € denominada supressora, ja que
suprime o efeito da primeira, limitando a zona atingida (fig. 1.17)
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As mutagBes pontuais sdo mutagbes que ocorrem devido a
subdtituicdo de um nucledtido por outro. A forma mais frequente de
mutacOes pontuais € a transicao, a qua ocorre quando uma pirimidina
€ subdgtituida por outra, ou uma purina por outra. A transversio é
menos frequente, e implica a subgtituicdo de uma pirimidina por uma
puring, ou vice-versa. As mutagdes pontuais podem ser de 3 tipos, de
acordo com o efeito que provocam no aminoacido codificado. Se ndo
afectam o aminoécido codificado sdo chamadas silenciosas, se mudam
0 aminoé&cido codificado s chamadas missense, e se transformam o
coddo num codéo stop sdo chamadas nonsense.

As mutagbes pontuais foram durante muito tempo condderadas as
principais causas de mutagbes. Sabe-se no entanto hoje, que as
delecces sdo também muito frequentes, representando uma
sgnificativa por¢do das mutagdes identificadas.

As mutagles podem ser vantgjosas, desvantgjosas ou neutras, segundo
as consequéncias funcionais que provocam. As mutacOes neutras,
apesar de causarem dteracdo na sequéncia ndo ocasionam mudanca
funciond. Neste caso, deve fdar-s2 em polimorfismo e ndo em

mutagao.

Selvagem GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCcU Gcu ccu
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
Insercdo(+) GCU GCU AGC UGC UGC UGC UGC UGC ucCc U
Ala Ala Ser Cys Cys Cys Cys Cys Cys
Deleccdo(-) GCU GCU GCU GCU GCU _CUGCUG cu
Ala Ala Ala Ala Ala Leu Leu
Duplo mutanteGCU GCU AGC UGC UGC _UCUGCU GCcuU
(+-) Ala Ala Ser Cys Cys Sea Ala Ala
triplo mutanteGCU GAC UGC AUG CUG CAU GCU GCU GcuU
(+++) Ala Asp Cys Met Leu His Ala Ala Ala
triplo mutanteGCU _CUG CU_CUGC U _CU GCU GcU
(---) Ala Leu Leu Cys Sea Ala Ala

Figura1.17 - Mutacgdes frameshift e seus efeitos. Note-se que as inser¢des e as
deleccbes podem anular-se mutuamente, fora da zona entre as duas
mutagtes
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1.1.2 - A FISIOLOGIA DO GENE

1.1.2.1 Transcricdo e transcricado reversa

O RNA ¢€ a espécie de &cido
nucleico com um pape mas
dargado na genética molecular
dos organismos. N&o s6 0 RNA
tem o papel nais “medidico”
de mensageiro, mas € também
a egpécie que assegura a
descodificacdo da informacéo
genética ( 0 rRNA e 0 tRNA).
Paa dém destes papeis
centrais em  todos oS
organismos, exitem  anda
virus que utlizan o RNA
Como meaterial de
armazenamento de informacdo
genética (os retrovirus). A
producdo do RNA tem
habitudmente uma  origem
comum: a transcricdo do DNA.
No caso do mRNA, o produto
foomado é um intermediaio
cuja funcdo requer anda a
traducéo. No caso do tRNA e
do rRNA, o produto formado é
o efector da funcdo a que se
degtina

A transcricdo é talvez 0 paso

por exceléncia para a regulacdo
da expressdo génica. A decisdo

principa na regulagdo de um

— TaTA_|

I TFIID (TER)

— | TFilE

J TFIIF + Pal 11

TFIH + TFIl&

Figura 1.18 — Passos da iniciacéo
datranscricdo
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gene, € habitualmente a decisdo de transcrever ou & esse Mesmo
gene. O que se traduz possvelmente numa necessidade de economia
de energia e materiais por parte da cdlula

svqmingia -35 seqatncia -11 starl

a

Figura 1.19 — Elementos reguladores da iniciacdo da transcricéo
eucaridtica

A transcricéo é catalisada pela RNA polimerase, e envolve a sintese de
uma cadela de RNA complementar da cadela 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 Timidines). A transcricdo ocorre pelo processo habitua de
empardhamento de bases num processo dtamente regulado e
encadeado. Em primeiro lugar, a polimerase deve ligar-se ao DNA de
cadeia dupla num processo complexo que envolve co-factores (fig.
1.18). Em seguida, as duas cadelas do DNA devem ser separadas
(fig.1.19), paratornar a cadeia complementar acessivel a maguinaria de
transcricdo. A abertura da hélice do DNA é um processo locdlizado, e a
medida que a transcrigao prossegue, novas zonas do DNA véo ficando
acessivels, enquanto as zonas ja transcritas se vao emparelhando de
novo, por forma a preservar a dupla hélice. A fase de iniciacdo da
transcricdo envolve assm, o reconhecimento do DNA pea
polimerase, a abertura da hélice do DNA, e aincorporacdo do primero
nucledtido na cadela do RNA nascente. O locd do gene onde se
processa todo este processo € naturalmente o promotor (fig. 1.19). O
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loca da incorporacdo do primeiro nucledtido é designado “start site”
ou “dartpoint” (fig.1.19).

Depois da fase de iniciacéo inicia-se a fase de elongacéo, a qud
produz a extensdo da cadeia de RNA nascente, originando um  hibrido
de emparelhamento DNA-RNA.. No entanto, & medida que a elongacéo
S processa, a polimerase caminha para novas regifes do DNA,
abrindo a hédlice noutras zonas do gene, e fechando nas regides ja
transcritas, o que implica o desemparel hamento DNA-RNA.

A terminacéo envolve o reconhecimento de um snd indicando que
ndo devem ser adicionados mais nucledtidos. Nedta fase, termina a
ligacdo DNA-RNA da cadeia nascente, com libertagcéo da polimerase e
da moléculade RNA.

Desta descricéo se pode inferir que a polimerase do RNA (aenzima
que catalisa a adicdo de nucledtidos a cadela de RNA nascente) ndo
funciona s9, necessitando de um conjunto de outros componentes com
funcbes essencidmente reguladoras e assessOrias. Assm, quer a
iniciagdo quer a abertura do DNA, quer a terminacéo séo exemplos de
processos em que intervém outros factores para a progresséo
organizada e controlada da expressio génica A maguinaria de
transcricdo das cdlulas eucaridticas € mais complexa e menos bem
definida que a dos procariotas. Existem 3 polimerases nucleares, as
quais ocupam diferentes locais do nlicleo, e sdo cada qua composta
por vaias subunidades. Para complicar ainda mais o problema,
exisem anda outras polimerases do RNA em mitocondrias e
cloroplastos.

A maior parte da actividade de polimerase do RNA é redizada, nos
eucariotas, pda RNA polimerase |, a qua se encontra no nucléolo, e é
responsével pela transcricdo dos genes codificando os rRNA (cerca de
50-70% do RNA tota sntetizado). A segunda enzima, € a RNA
polimerase Il (20-40% da actividade total de sintese de RNA), e é
responsavel pela sintese do RNA heterogéneo (hnRNA), o percursor
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do mRNA. A RNA Polimerase Ill é responsavel pela restante
actividade de producdo de RNA (até 10% do total), tem locdizacéo
nucleoplasmética e € responsavel pela producéo dos tRNA e muitos
dos“small nuclear RNA” (shRNA).

Nenhum mecanismo de controlo da transcricdo pode ser uma forma
eficaz de controlar a expressdo génica, se o0 produto da transcricdo (o
MRNA) nd tivesse uma vida cuta Se assm ndo fosse,
previsvelmente ocorreria uma acumulagdo de mensageiro, ou pelo
menos 0 mensageiro formado permaneceria activo tanto tempo que
ndo seria possive parar de sintetizar a respectiva proteina. Na
redidade, a ingtabilidade do mRNA é muito acentuada As duas
formas de determinar a instabilidade do DNA basaglam-se ambas no
bloquear da sintese de novo do mMRNA (transcricdo), medindo entéo a
sua capacidade para servir na sintese proteica (semi-vidafunciond), ou
a sua capacidade para hibridar com uma sonda (semi-vida quimica).
De modo gerd, a semi-vida funciond é ligaeramente inferior a semi-
vida quimica, o que sugere que pequenas degradacbes como um
smples corte poderéo ser suficientes para a inactivagdo bioldgica do
MRNA. Veificase que ede primero paso iniciad € seguido da
degradacéo do mRNA nos seus nucledtidos componentes, de forma
mais ou menos sequencia nadireccio 5® 3.

O dogma centrd da genética molecular afirma que 0s genes S0
unidades que se perpetuam a s proprios, e que funcionam através da
Sua expressdo em proteinas, aravés de um intermedi&io de RNA.
Note-se que 0 dogma, na sua versdo origina define um paradigma que
conddera que a informacdo genética € tranamitida unidireciona mente:
DNA® RNA® Proteina

Hoje em dia, sabemos que arestricdo do dogma central ndo é absoluta.
Efectivamente, a informacdo genética pode ser tranamitida de forma

diferente da acima previga. Alguns virus de RNA, utilizam o RNA
para a propagacdo da sua informacdo genética. Se esta pode parecer
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uma extensdo relativamente pequena do dogma centrd, j& a existéncia
nos retrovirus (virus de RNA de cadeia smples que utilizam o DNA de
cadeia dupla como intermediaria na sua replicacéo) de transcriptases
reverses conditui uma grande mudanca no paradigma da genética
molecular. As transcriptases reversas sGo0 enzimas que cadisam a
sintese de um DNA de cadela smples a partir de uma cadeia de RNA.
Esta cadeia de DNA pode entéo ser utilizada para sintetizar DNA de
cadeia dupla, utilizando a maquinaria habitud da cdula, efectivamente
revertendo um dos passos acima indicado. RNA® DNA. Este facto
tem implicagBes profundas ndo s6 na forma de pensar a genética, mas
também na biologia da infecgdo vird, ja que este DNA de cadeia dupla
formado, e que € uma copia do RNA vird, va agora integrar-se no
genoma da cdula, fazendo com que a infeccdo se propague de forma
mais ou menes inofensiva a progenia da cdula infectada ( a integracéo
no genoma celular € uma parte normd do ciclo de vida do virus sendo
necessaria a transcricéo dos genes virais). Uma outra implicacdo deste
mecanismo é a possibilidade de uma infeccdo de virus deste tipo poder
mediar a inser¢cdo de MRNA cdlular no genoma, como se de RNA vird
e tratasse, originando duplicacdo génica, e/ou insercéo de uma copia
do gene sob a accdo de um promotor diferente, efectivamente dterando
0 programa genético da cdula. Uma outra implicagdo da infeccéo por
este tipo de virus, foi ja por nos abordada aquando da discusséo da
exigéncia de enhancers, e condtitui na possibilidade de colocar genes
celulares sob a acgdo de enhancers virais, uma vez mais aterando o
programa genético da cdulainfectada

Os tipos de retrovirus de que exise mais informacdo disponivel sdo os
gue originam as particulas tipo C em aves e mamiferos. Estes virus
contém duas copias de RNA em cada virido. Assm, quando uma
céula é infectada por dois virides diferentes, podem-se originar virides
heterozigdticos, 0 que pode ser importante na aquisicéo de sequéncias
celulares por parte do virus, ja que mesmo que em contrapartida perca
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adgumas sequéncias do seu genoma, a restante copia do RNA vird
permite-1he continuar a ser capaz de efectuar umainfeccéo eficaz.

1.1.2.2 Traducao

A sintese proteica efectua-se
no citoplasma, envolvendo
uma complexa maguinaria
genética centrada no
ribossoma (fig. 1.20). Edta
maquinaria genética pode ser
vida como migrando a0
longo do mRNA, lendo-o0 e s o
utlizando a informagdo nde = . L
contida para dinhar com Flgura 120 — O ribossoma
precisio  cada  aminoacil- interactuando com o IT.]RNA,,. 0
tRNA, promovendo aligagio  tRNA e a cadeia polipeptidica
peptidicaentre este eacadeia  Nescente.

peptidica nascente.

O ribossoma é assim um atamente elaborado e preciso complexo
enzimético com diversficados componentes e vaios centros activos,
gue requer varios cofactores para a sua actividade, e que obtém a
energia quimica que necessita com a hidrélise de GTP.

Um ribossoma é composto por duas unidades (60S e 40S nos
eucariotas) as quas, gpesar de funcionarem em conjunto medeiam
reacgOes diferentes na sintese proteica O MRNA asocia-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 ligacdo propriedades diferentes. Apenas o Loca
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A (locd de entrada) pode receber um aminoacil-tRNA. Antes da
entrada do aminoacil-tRNA, este local expde o codon a ser
descodificado. O Ultimo dos codons ja descodificados encontra-se no
loca P (locd dador), sendo este local ocupado pelo peptidil-tRNA (um
tRNA contendo o amino&cido ja covadentemente ligado por uma
ligacd0o peptidica a restante cadeia polipeptidica nascente). Quando
estes locais (A e P) estd ambos ocupados ocorre a formagéo da
ligacdo peptidica com transferéncia do polipéptido nascente para o
tRNA do local A. O ribossoma dedoca-se entdo no mRNA libertando
0 tRNA do loca P e transferindo para este locad o peptidil-tRNA do
local A, e expondo um novo codon no local A.

A sintese proteica pode ser dividida em varias fases.

Iniciagcdo: envolve as reacgOes que precedem a formagdo da ligacdo
peptidica. Requer aligacdo do ribossoma ao mRNA, aformagéo de um
complexo de iniciagcéo contendo o primeiro aminoacil-tRNA. Trata-se
de um processo relativamente lento em comparacdo com as restantes
fases da sintese proteica.

Bl a4 TRRA

- @ - > k*h"--"i""—““—-
Figura 1.21 — Passos da fase de iniciagdo e respectivos co-factores
envolvidos
Resumidamente pode dizer-se que nos eucariotas a iniciacdo comeca
com a ligacéo de GTP a um factor de iniciagdo denominado elF-2
(eucariatic iniciation factor 2). De seguida efectua-se a ligagdo de um
N-formil-metionil-tRNA a este complexo. E o0 conjunto de factores
assim formado que se liga entéo a subunidade 40S do ribossoma, a
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qua com o auxilio de outros factores de iniciacdo reconhece entéo a
extremidade 5 do mRNA (ha qua se encontra a estrutura conhecida
como CAP) por parte da subunidade 40S do ribossoma.

A subunidade 40S migra entéd no mRNA até encontrar um codon de
iniciacdo. Neste ponto, liga-se a subunidade 60S, ap6s a remogdo de

T2 3 Round 1{al
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Figura 1.22 — Passos da fase de el ongagéo da traduco eucaridtica

el F-2 do complexo de iniciacéo.

Elongacéo: inclui todas as reacgdes desde a sintese da primeira ligacéo
peptidica, até a adicdo do Ultimo aminoacido da cadeia polipeptidica
1.38



Os aminoécidos <o
adicionados um a um,
naquele que conditui 0
processo mais répido
da sintese proteica.

Assm que a
subunidade 60S < liga
a0 complexo de
iniciagdo, O ribossoma
fica pronto a iniciar a
eongacdo. Paa td
necessita de aminoacil-
tRNA, o qual entra o
loca A, num processo
mediado pelo factor
eEF-1 (eucariotic
eongation factor 1).
Assm que o]
aminoadl-tRNA e
encontra correctamente
posicionado no locd
A, a peptidil
transferase (uma
funcdo da subunidade
60S) cadisa a
formacéo da ligacdo
peptidica entre 0s
aminoécidos dos locais
PeA.

O Utimo paso na

elongacéo é
trandocacdo, processo

RF1

mAhA

ﬁ. Stop

codan
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submt

HF1
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Figura 1.23 — Passos da fase de terminacéo
da traducdo eucaridtica



em que o ribossoma avanca trés nucledtidos de forma concertada( e
que requer o factor adiciond eEF-2). Este processo envolve a
libertacéo do tRNA do local P, a passagem do peptidil-tRNA do loca
A parao loca P, e a exposi¢do do préximo codon no loca A agora
vazio.

Terminacgdo: incui todos 0s passos necessarios para a libertacdo da
cadeia polipeptidica formada, bem como a dissociacdo do ribossoma
do mRNA. Este é um processo lento, em comparagdo com o tempo
necessario para adicionar um aminoacido nafase de e ongacéo.

Dos 64 tripletos, apenas 61 codificam para aminoécidos, sendo os
restantes trés codons stop, ou de terminacdo. Qualquer destes trés
codons (UAG, UAA e UGA) é afficiente para terminar a sintese
proteica. Aos codons de terminacéo néo corresponde nenhum tRNA,
sendo estes reconhecidos directamente pelo factor proteico eRF
(eucariotic release factor).

A reaccéo de terminacdo envolve a libertacdo do polipéptido do ultimo
tRNA, a expulsdo do tRNA do ribossoma, e a dissociacéo deste do
MRNA.

A cdula eucaridtica € uma edrutura finamente organizada, cujas
funcbes sdo efectuadas em locais celulares definidos. A sintese proteica
ndo congtitui excepcdo, podendo os polirribossomas ser classficados
em 2 tipos (livres e ligados a membranas), aos quais crresponde a
sintese de diferentes grupos de proteinas .

Os palirribossomeas livres sntetizam proteinas que ndo interagem com
membranas, enquanto os que se encontram associados as membranas
sintetizam proteinas cuja futura locdizacdo depende da sua capacidade
para se ligarem as membranas. Note-se no entanto que a denominacdo
polirribossomeas livres ndo sgnifica que estes se encontrem livres em
solucdo no citoplasma. Estes polirribossomas encontram: se associados
a0 citoesqueleto para o que provave mente dependem do mRNA.
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Os polirribossomas tendem a
edar locdizados perto de
nucleos, nos locais de entrada
do mRNA no citoplasma. A
maior pate das proteinas
dntetizadas sfo soluveis, e
uma vez libertadas
rgpidamente  difundem para
longe do loca de sintese. As
proteinas que ird compor o
citoequeleto, tendem a
integrar-se neste num loca
ndo muito distante do ponto de
sintese.

As proteinas sintetizadas pelos
ribossomas ligados a
membranas  tém vaios
destinos. Algumas  so
sequestradas em
comparttimentos cdulares
outras saO  componentes
membranares, e outras ainda
S80 proteinas que se destinam
a s secretadas. Na maior
parte dos casos das proteinas
de membrana, a sua futura
locdizacd n&o depende da
sequéncia da proteina madura,
mas antes de uma sequéncia
denominada “leader”, e que se
locdiza na zona termind da
cadeia polipeptidica nascente.
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Figura 124 — A replicacéo ¢€
semiconservativa, tendo como base
0 emparelhamento de nucledtidos
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Esta sequéncia, depois de ter determinado o destino da proteina sera

excisada do resto da proteina,
originando a  proteina
madura.

1.1.2.3 Replicacéao

A descoberta da natureza de
dupla hélice do DNA foi o
ponto de partida para a
compreensdo do mecanismo
de duplicacéo deste &cido
nucleico, o qua é designado
por replicagdn. Com efeito, o
principio basico do
emparelhamento dos
nucledtidos, em que assenta a
estrutura do DNA é também
0 principio essencid para a
compreensdo da replicagéo
do DNA, ja que esta assenta
na nocao de que cada cadeia
de nucdedtidos funciona

&

Figura 1.25 — A replicacéo € continua
numa cadeia (cadela "leading') €
descontinua na outra (Cadeie
"lagging").

como padrdo na sintese da uma nova cadeia (fig. 1.24). Assm, a
replicacéo do DNA é semiconservativa, isto €, gpos a duplicacdo, cada
molécula de DNA tem uma cadeia origind, e uma cadela sintetizada

de novo (fig. 1.24).

Como a sintese se processa sempre no mesmo sentido (5>3') eas
cadeias de DNA tém orientacéo invertida, numa das cadeias, a sintese
é continua, sendo na cadeia complementar descontinua, a partir de
varios pontos de iniciacdo. Forma-se assm, em cada ponto de
replicacdo uma estrutura em formade Y (“Forks’). Como a replicacéo
€ hidirecciona (excepto nos virus de DNA linear), cada ponto de
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iniciacdo da replicacéo da
origem a dois “Forks’
invetidos (31 E%).
Para que a mesma
Sl polimerase possa
‘.|  dntetizaa4 ambas &
cadeias, forma-se uma
; estrutura local em ‘loop”
na cadeia de sintese
descontinua (fig. 1.26).

Em bactérias de DNA
Figura 1.26 — Estrutura em loop que  Circular,  habituamente
permite que uma polimerase sintetize  @Penas  um  ponto de
as duas cadeias de DNA. iniciagéo € suficiente para

replicar todo 0 genoma,
mas em eucariotas, cada cromossoma possui multiplos pontos de
iniciagdo, que cooperam para a rdpida replicacdo do DNA. Estes

pontos possuem uma sequéncia semelhante entre 9. Conhecem-se 3

tipos principais destas sequéncias. a OriC da E.coli a sequéncia do

virus SV40, e a sequéncia de replicacdo autonoma em leveduras. A

OriC (bem como a maior pate das sequéncias equivaentes em

bactérias) € composta por repeticies de sequéncias com 9 e 13 paresde

bases (9-mers e 13-mers) ao longo de uma sequéncia com cerca de
240bp, sendo estes 3mers e 13-mers locais de ligacdo da proteina

DnaA, a qud inicia a replicacdo. A origem de replicagdo do SV40

possui cerca de 65bp. Os 17 cromossomas da levedura S.cerevisiae

possuem mais de 400 sequéncias de iniciacdo da replicacdo. Cada uma
destas sequéncias (denominadas ARS de autonomously replicating
sequence) confere a um plasmideo a cepacidade de se dividir na
levedura. Estudos mutagénicos efectuados ao ARSL (cerca de 180bp)
revelaram a existéncia de apenas uma regido essencia, com cerca de
15bp, designada eemento A. Trés outros elementos (B1,B: e Bs) sGo
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necessarios para o funcionamento efectivo do ARS11. Um complexo
de proteinas chamado ORC (“origin recognition complex”) liga-se a0
ARS1l de modo dependente do ATP. Adicionamente a edas
sequéncias, uma sequéncia a elas adjacente, rica em Adenosinas e
Timidinas facilita a abertura da dupla hélice.

A replicacéo eucaridtica (agui descrita para 0 SV40 — 0 modelo mais

% iEl?lm' :
W i

I
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Figura 1.27 — A sintese descontinua da cadeia "lagging” exige
primes de RNA dntetizados pela primase, formando-se
temporariamente uma molécula mita RNA/DNA (fragmento de
okasaki).




bem conhecido) inicia-se com a ligacdo de uma proteina vird chamada
T antigen ao DNA. Eda proteina multifuncionad desenrola o DNA
com a sua actividade e hedlicase, com a guda de ATP e um factor
denominado RFA (“replicating factor A’"), o quad é uma proteina que
s liga a DNA de cadda dmples. A replicacdo inicia-se entéo
bidirecionamente a partir de primers de RNA produzidos por uma
primase.

Duas polimerases digtintas (@ e d) trabaham no “fork” eucaridtico: a
pol d produz a cadeia “leading”, cuja sintese é continua; a sintese da
cadeia “lagging”, redlizada de modo descontinuo € da responsabilidade
dapol a, aqua se encontra fortemente associada a uma primase. Na
redidade, a sintese da cadeia “leading” € na redidade o trabaho
sequencid das polimerases a e d. O complexo primase-pol a Sntetiza

OA IMDIRG
PFAOTEIN (G668

BkA
o
POLYMERASE 1 r__.;_‘

Figura 128 — Representacd0 esquemética dos varios
componentes que intervém na replicacéo eucaridtica.

o primer de RNA, e inicia a extensdo do DNA, numa actividade
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esimulada pelo factor de replicagdo C. A ligagdo de PCNA
(“proliferating cell nuclear antigen”) libertaapol a. A pol d liga-se
entdo a0 PCNA que activa a polimerase a qua sintetiza entdo a cadeia
“leading”. Findmente enzimas chamadas topoisomerases executam o
importante trabalho de libertar as tensdes de torsfo introduzidas pelo
desenrolar da hélice do DNA padréo.

No fina de cadeias de DNA linear, existe o risco de em cada sintese, a
cadeia “lagging” se tornar progressivamente mais curta, pois a sintese
descontinua necessita sempre de um “template’” maior que a sequéncia
a amplificar. Para obviar a este risco, a cdula possui nas extremidades
do cromossoma edtruturas especias denominadas teddmeros e
compostas por repeticdes de sequéncias oligoméricas (ex. na levedura
€ 5-G13T-3). Os teldmeros sdo sintetizados por um processo
diferente do acima descrito por enzimas especializadas. as telomerases.
Estas enzimas sdo transcriptases reversas modificadas, produzindo
DNA a partir de um “template’ de RNA que a elas se encontra
associado, e que determina portanto a sequéncia do teldmero.

Finamente um outro aspecto da sintese do DNA deve ser dvo da
nossa atencdo: a reparacao de erros. As polimerases, ndo sdo enzimas
isentas de erros, e a incorporacéo de nucledtidos incorrectos por vezes
ocorre. Varios mecanismos de reparacao destes erros existem, e deles
depende a transmissdo do patriménio genético, sem mutagbes. O
primeiro mecanismo de reparacd do DNA edta incorporado nas
propriass polimerases. Estas enzimas, ndo SO dntetizan DNA
(actividade polimerase 5—>3') como exercem uma actividade de
verificacdo (“proofreading”) das bases recentemente adicionadas,
removendo as bases incorrectas (actividade de exonuclease (3 25').
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1.1.2.4 Mecanismos de Mutacado do DNA

1.1.2.4.1 Erros na replicagcédo do DNA

Quando, durante a replicacdo do DNA a polimerase incorpora
nucledtidos errados, produz-se uma mutacdo. Na maior parte dos
casos, td ndo se verifica, apenas porque a maioria das polimerases,
possuem ndo apenas actividade de sintese na direccdo 5 >3, mas
também actividade de proofreading na direccdo 3 >5. Assm, 20
nucledtido incorporado for o errado, a polimerase usa a sua actividade
exonucleolitica, e voltaatentar.

Cada base do DNA exise em uma de véias formas possivels,
chamadas tautomeros. Trata-se de iSOmeras, em que a posicao relativa
e as ligagbes entre os &omos variam. Normamente apenas a forma
ceto aparece no DNA, enquanto as formas enol e imino séo raras. No
entanto, os tautdbmeros enol e imino tém a capacidade ce emparehar
com bases diferentes das que a forma ceto emparelha, levando a erros
na replicagdo. Assm, por exemplo a forma imino da citosna pode
empardhar com a adenina, a forma enol da timina pode emparelhar
com a guaning, a forma imino da adenina pode emparehar com a
citosna e aformaenol da guanina pode emparehar com atimina

Uma outra forma de incorporacdo estével de bases erradas ocorre com
a replicacdo de bases ionizadas, a qua € possvelmente mais frequente
do que a mediada pelos tautdmeros, e judtifica os efeitos mutagéneos
das radiagOes ionizantes.

Os empardhamentos de purinas com purinas e pirimidinas com
pirimidinas, ocasonam distorcBes na dupla hélice, jA que forcam
ateragdes na dimensio exterior da héice. No entanto, mesmo este tipo
de mutagbes (transversbes) ocorrem, tendo inclusvamente sdo
observado por difraccéo deraios X estruturas de DNA abergando este
tipo de emparel hamentos.
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Também mutagbes frameshift podem originar-se por erros de
replicacdo. este tipo de erros ocorre preferencialmente em zonas de
repeticéo de nucledtidos (ex: AAAAA > AAAA; CTCTCT->CTCT),
e pensa-se ser 0 resultado de um “dedizar” excessvo da polimerase,
sem que este provoque uma desestabilizacdo do emparelhamento
imediatamente adjacente a0 locad de polimerizacd. Com 0 mesmo
mecanismo se pode explicar mutagbes frameshift causadas por
insercles, bastando para td admitir que a cadela que “dediza’ € a
cadeia nascente.

1.1.2.4.2 Lesdes espontaneas

As duas mais frequentes lesbes espontaneas causando mutagdes sdo a
despurinacdo e desaminacdo. A mais comum € a despurinacdo, aqua
envolve a interrupcdo da ligacdo glicosdica entre a base e a
desoxirribose, com a conseguente perda de uma base de guanina ou
adenina da molécula de DNA. Uma célula de mamifero perde
espontaneamente cerca de 10* purinas do seu DNA num periodo de 20
horas a 37°C. Assm se compreende a grande necessidade de
mecanismos de reparacdo do DNA, para a manutencéo do codigo
gendtico, garantindo a viabilidade cdlular e a da progenia. Em certas
condigdes, uma base pode ser adicionada a0 nucledtido apurinico
(como um ultimo recurso de reparacdo), existindo neste processo 3
hipdteses em 4 de o resultado se traduzir numa mutacéo.

A desaminag&o de uma citosna origina um uracilo. Se a base assm
dterada néo for reparada, numa replicacéo posterior elava emparel har
com uma adening, originando a subgtituicdo de um C por um G. Note-
S que = 0 nucledtido onde ocorreu a desaminacdo possuir uma 5
meil-citosing, a base desaminada € uma 5-mil-urecilo, ou sga
timina, a qual ndo é reconhecida pela maguinaria de recombinacao,
resultando numa mutacdo ndo reparavel. Por este motivo as 5 metil-

~

uracilo sdo “hot spots” de recombinagéo.
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Uma forma menos frequente de mutacdo esponténea sdo os danos
oxidetivos. Espécies de oxigénio atamente reactivas como os radicais
superdxido (O2'), perodxido de hidrogénio (H202) e o seu derivado
radica hidroxilo (OH) sfo produtos secund&ios do metabolismo
aerdbico, e podem causar danos oxidativos no DNA ou seus
percursores. Por exemplo a 7-hydrodeoxiguanosina ou 8-oxodG (GO)
frequentemente empareha com adenina, resultando num eevado
nimero de mutagcbes G>T.

o o
CHy H
HNg 475 -OH H
f'jj
Thymidine glycol B-0xa-7-hydrodeoxyguanosing
(B-0xod(3)

Figura 1.30 — Formacao do 8-oxodG (GO)
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1.1.2.4.3 Recombinacdo genética

1.1.2.4.3.1 Recombinacao por crossing-over

O crossng-over € um mecanismo norma de troca de materiad genético
entre dois cromossomas homdlogos, durante a meiose. Trata-se de um
fendbmeno complexo em que habituamente é conseguida uma
extraordinaria precisdo, mas de onde podem surgir mutagdes quando
dgo de erado acontece. Exitem hoje varios modeos de
recombinacdo por crossing-over:

Recombinacdo homéloga Ger al

A recombinacéo homdloga gerd ndo envolve nenhuma especificidade
em termos de sequéncia do DNA, para dém de se verificar apenas
entre moléculas de DNA homodlogo. Esta recombinacio envolve a
formacdo de uma estrutura em que uma molécula de DNA (dupla
hélice) empardha parcidmente com outras homdloga, formando uma

Figura 1.31 - Modelo de Holiday para a recombinacéo homéloga
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edtrutura em quiasma. Note-se que de cada cromossoma, gpenas um
dos dois cromatideos (ou uma das duas moléculas de DNA de cadeia
dupla) toma parte na recombinacdo. O loca de corte e juncdo ocorre
entéo no centro do quiasma, resultando dois cromossomas hibridos,
meas intactos em termos do seu contelido genético.

O moddo mais plausivel para explicar 0s passos necessarios para a
recombinacdo foi gpresentado por Robin Halliday (fig.1.31) para
explicar o fendmeno de conversdo génica. Como se pode ver na fig.
1.31, o modelo de Holliday prevé que num dos passo inicias se
verifigue um corte por uma endonuclease numa das cadeias de cada
molécula de DNA, a que se segue a troca de extremidades de uma das
cadeias de cada dupla hdlice. As cadeias so entéo ligadas pela ligase
formando-se cadeias hibridas. A este passo segue-se a migracdo do
ponto de troca, terminando o processo com a resolugdo, a qual pode
ocorrer por um de dois mecanismos (Fig. 1.31): 1) cortando e ligando
mantendo as cadeias originais no resto do DNA ou; 2) cortando e
ligando as cadeias novas, efectivamente trocando todo o materid
cromossomico deste 0 ponto de cross-over até ao teldmero.

Este modelo, se bem que explique os resultados obtidos com fungos,
ndo permite explicar todas as observactes efectuadas com leveduras, o
que levou Mesdlson & Radding a propor um mecanismo diferente.
Este mecanismo, parte ndo de um corte de uma cadela em cada
molécula de DNA, mas gpenas numa ddas, seguindo-se a
polimerizacdo a patir de um dos terminas. Esta polimerizacdo
provoca 0 desemparehamento de pate da cadea em sintese,
originando uma molécula de DNA parcidmente de cadela smples, a
qua pode entdo subgtituir a sua homdloga no outro cromossoma. Os
tltimos passos neste modelo consistem na ligagdo das cadeias com
terminais, seguida da migracdo do ponto de juncéo, e resolucdo
horizontal ou vertical. Note-se que este modelo explica a formacéo de
produtos ndo passivels de serem produzidos pelo modelo de Holliday,
como € 0 caso de cromossomas irmaos que numa divisio possuem
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trocas cromossdmicas desiguais entre S. Um outro tipo de implicagéo
deste modelo é a possibilidade de ocorréncia de conversdo de
cromatideos e de conversdo de meios-cromatideos. Estes fendmenos
ocorrem quando se formam cromatideos com cadeias de DNA néo
homadlogas, isto € quando, por crossing-over, o produto final é uma
molécula de DNA com cadeias pontud mente ndo emparelhadas (locais
GT, GA, CT, CA). Quando isto sucede, 0s mecanismos de
correcgdo do DNA podem corrigir o mal-emparelhamento, do que
resulta uma molécula de DNA convertida (conversio de cromatideos),
ou igua a moléculainicid. Pode ainda néo ter ocorrido correccéo, e a
molécula de DNA possuir o desemparelhamento local (conversdo de
meo-cromatideo). Assim se obtém as proporgoes menos frequentes, e
néo iguals no nimero de cromossomas resultantes de um crossng-
over.

1.1.2.4.3.2 Recombinacdo somatica

Trata-se de um processo enzimético complexo e atamente regulado,
que permite a uma cdula T ou B adquirir um gene especifico para o
TCR ou para umaimunoglobulina respectivamente.

O mecanismo de recombinacdo (ou rearranjo) somética (descrito em
pormenor na seccdo 2.1) é habituamente restrito as culas T e B, e
gpenas aos genes do TCR e Ig. No entanto, a existéncia de sequéncias
de recombinacdo ditas cripticas (sequéncias de recombinacdo
imperfeitas) pode originar a que em casos raros, nestas células, 0s
genes do TCR ou Ig sgam refranjamos indevidamente com outros loci
genéticos, do que resulta uma trandocacdo intra ou intercromossdmica
com perturbacdo do programa genético. O programa genético dacdula
em que ocorrem estas anomalias pode ser perturbado de uma de duas
formas. 1) a formacdo de uma proteina quimera pode desregular a
funcdo dos genes em quetéo; 2) a colocacdo de um gene
habituadmente silencioso nos linfocitos debaixo da accdo do enhancer
do TCR ou das Ig, faz com que este sga expresso de forma
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permanente. Exemplos de anomaias destes tipos, e suas consequéncias
clinicas serdo apresentadas na secgéo 4.2.

1.1.2.4.4 Mutacbes mediadas por elementos de
transposicao

Os dementos de trangposicao

S50 dementos genéticos com a ————
propriedade de serem capazes St '-"L*:“' e

de se mobilizarem, e moverem: A Tom—

se para outro loca do genoma, f-—1 g e --—-\\

ou de criarem copias de S Figura 132 - Elemento de
proprios  noutro loca do  transposicio dmples ou
genoma. Este conceito, criado  sequéncia de inser¢do (IS do
por resultados experimentais  ingiésinsertion sequences).
produzidos por Marcus

Rhoades e Babara McClintock em milho, foram inicidmente
encarados com grande cepticismo. Sabe-se no entanto hoje que estes
elementos so bastante representados em todo 0 mundo bioldgico, dos
Procariotas aos Eucariotas superiores.

As seguéncias de insercéo (fig.1.32) sdo os eementos de trangposicéo
mais smples, sendo congtituidos por sequéncias de nucledtidos que se
podem agrupar em familias, de acordo com a sua sequéncia. Assm, a
IS1 foi historicamente a primeira a ser descrita, possuindo cerca de
800bp, mas muitas outras foram entretanto descritas. Uma das
caracteridticas das IS € a presenca de uma pequena sequéncia que
gparece invertida em cada uma das extremidades (IR do inglésinverted
repeats). Os inverted repeats possuem entre 16 nucledtidos e algumas
dezenas, sendo 0 seu comprimento e sequéncia especifico de cada lS.
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Figura 1.33 — caracterigticas de a guns transposons €
consequéncias da sua insercéo

Um trangposon (Tnl, Tn2, etc.) € um eemento de trangposicdo mais
complexo, contendo dois IS separados por uma sequénciade DNA que
pode conter um ou mais genes. Os dois IS nas extremidades so
idénticos, e podem estar na mesma orientacdo, ou em orientacOes
invertidas. Se estiverem na mesma orientagao os IR presentes sGo os IR
de cada um dos IS. Se estiverem em orientagOes invertidas, todo o IS
funciona como um IR. Os trangposons herdam dos IS que os
congtituem a capacidade de se dedocarem no genoma, mas com uma
habilidade extra que € a de transportarem consigo o(S) gene(s) que os
congtituem. Na verdade, em bactérias, este € 0 mecanismo que muitas
vezes se encontra por detras da aquisicdo de resisténcia a antibidticos
num dnico plasmideo.
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Os mecanismos de trangposSicdo podem s conservativos ou
replicativos. No primeiro ocorre a dedocagdo do eemento de
trangposicao de um local para outro, sem que 0 humero de eementos
tenha variado. No segundo caso, é deixada uma copia do elemento de
trangposicdo no locd origind, isto € o demento de trangposicio €

replicado paraum novo locd.

FrTTTTTTTT R RTEET A
ul.-l.l-l-u-l-l-l-l-l-hl.
Figura 1.35 — Mecanismo de
transposicéo conservativa

Figura 1.36 — Mecanismo de
transposigao replicativa
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Fgura 137 — Os transposons
podem s excisados  por
recombinacdo homologa entre ©s
direct repesats, deixando uma copia
dos repeats no local de insercéo

O mecanismo de
trangposicio  replicativa  é
cataizado por uma
transposase, e envolve um
intermediario que possui todo
0 genoma do plasmideo
dador integrado no genoma
do plasmideo  receptor,
possuindo este intermediario
duas copias do elemento de
trangposicdo (uma em cada
extremidade do genoma
dador). Em seguida, ocorre
COMO Qque Uum Cross-over
(mediado pela sequéncia do
eemento de transgposicao),
gue é depois resolvida pda
transposase (a qua pode ou
ndo s codificada nos
elementos de trangposicao,
peo que a sua accdo €
efectuada em trans ou cis

respectivamente). Uma outra consequéncia da transposicdo € a
ocorréncia de uma duplicacéo do DNA receptor em cada extremidade
dainser¢éo. Esta duplicacéo resulta do facto de o corte em cada cadeia
do DNA receptor ser efectuado em locais diferentes, e de a sequéncia
de DNA de cadeia smples ser depois resolvida peapolimerase.
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A presenca de dementos de trangposicdo origina uma ata frequéncia
de delecgdes na sua vizinhanga. Estas delecgbes ocorrem como eventos
de transposicéo aberrantes e podem incluir ou ndo parte do eemento
de trangposicdo. A propria mobilidade dos elementos de transposicéo
pode ser causa de mutagdes, ja que quando um IS se posicionano meio
de um gene, produz uma interrupcdo deste. Se dtera a sequéncia
codificante, ou a separa do promotor, o resultado pode ser um gene néo
funciond, com funciondidade dterada, ou com baxa ou nula

expressao.
Os dementos de
transposicdo acima

descritos, S30
reaivamente
amples e

pequenos, existindo
nos  procariotas.
Nos Eucariotas
foram também
descritos elementos
de transposicdo
como os Ty
(levedura), 0S
Copialike eements
(drosofila), os FB
elements

(drosofila), os P
elements

(drosofild), e os
retrovirus.

Os Ty dements

possuem uma
sequéncia

Direct repeats ‘\
o~ e
” 5146 bp e
- s
20-80 copies ; } :
Inverted
repeats

~30 copies
Short inverted repeats \\
A a
v 4 2000 bp 7
0 ar -50 coples

Figura 1.38 — Elementos de trangposicéo dos
eucariotas e suas caracteristicas
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dtamente varidvel, mas terminada por uma sequéncia repetida (a
sequéncia d), aqua é também varidvel de demento para elemento. Os
Ty podem ter varios Kb de comprimento, e as sequéncias d cerca de
300bp. Uma particularidade das sequéncias d € que ndo se congtituem
em repeticoes invertidas, mas repetices directas.

Cerca de 10% do genoma da drosofila € composto por fmilias de
elementos de transposicdo disseminados, e que s movem como
elementos discretos no genoma. Na drosofila foram caracterizados 3
tipos de e ementos de transposicéo distintos: (Copia like, Fold Back ou
FB e osP elements).

Os Copia like sGo compostos por 7 familias diferentes, variando em
tamanho de 5 a 8.5Kb. Membros de cada familia sfo representados
com 10-100 elementos no genoma da drosofila. Cada emento possui
uma repeticio directa longa, e uma repeticdo invertida imperfeta e
curta, sendo estrutural mente semelhante ao Ty dalevedura.

Os dementos FB (Fold Back) vaiam em tamanho de adgumes
centenas de pares de bases a dguns Kb. Possuem entre S sequéncias
semdhantes mas néo iguais. Possuem terminais longos em repeticdes
invertidas. Por vezes todo o eemento é congdtituido pelas repeticdes
invertidas, com excepcdo de uma peguena sequéncia entre estas. O seu
nome deriva do facto de em virtude de possuirem estas repeticoes téo
longas estes elementos poderem hibridizar consigo proprios, como que
dobrando-se sobre s mesmos. As propriedades observadas em
elementos FB indicam que estes podem excisar-se a S préprios do
genoma, provocando rearranjos cromossomicos com  eevada
frequéncia

Os edementos P variam em tamanho de 0.5 a 2.9 Kb (os elementos
mais pequenos derivam de delecgbes parcias num eemento P
completo), tendo sempre uma sequéncia repetida invertida perfeita
com 31 bp nas suas extremidades. Na regido centra dos elementos P
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podem exidtir até 3 open reading frames, sugerindo que os eementos
completos codificam para trés proteinas.

Uma propriedade surpreendente dos elementos P € que se uma fémea
sem dementos P for cruzada com um macho com P+, a progenia
gpresenta mutagénese por inser¢éo de elementos P (isto é os elementos
P apresentam-se activos). Em contrgponto, se a fémea for P+ e o
macho P-, a progenia ndo apresenta mutagénese por insercéo 0s
elementos P.

O moddo correntemente aceite para explicar as propriedades dos
elementos P basaia-se na exigéncia no interior do demento de uma
transposase e de produtos repressores dos elementos P. Se a fémea
possuir elementos P, entéo o dvulo possui proteinas repressoras dos
elementos P, pelo que ndo ocorre trangposicdo. Se no entanto a fémea
ndo possuir estes eementos, os eementos P do macho véao estar
activos, inserindo-s2 no genoma, do que resulta mutagénese por
inactivacao de genes.

Os provirus (DNA de cadeia dupla inserida no genoma do hospedeiro)
dos retrovirus podem ser considerados elementos de transposicéo ja
gue podem efectivamente transportar-se de um lugar para outro no
genoma da céula avo. Com €efeito, o genoma dos retrovirus tem
agumas semelhangas com os eementos de trangposicéo habituais. Em
paticular possuem um LTR (long terminal repeat) em cada
extremidade semehantes aos observados nos eementos Tyl da
drosofila
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A insercdo dos retrovirus, tal como a dos elementos de trangposicdo
resulta na duplicago da zona de DNA onde se inserem. Uma outra
forma de descrever esta Smilaridade entre os retrovirus e os dementos
de transposicdo como os Tyl e os copia-like é a de dizer que estes
goresentam  sequéncias  que indicam  serem reminiscéncias  de
retrovirus. Esta forma de ver o problema recebeu suporte experimental
de experiéncias efectuadas por Jef Boeke and Gerald Fink,
demonstrando a exigéncia de um intermedi&io de RNA na inser¢éo
destas segquéncias. Os eementos de transposicdo que utilizam este

Hoss DR Host DA
Ty &l
@l -
! — -—
TR dran LTR
\ Tramscrghor
FAMA » -
\ Splong
Processed RNA [ = ]
| Reverse ranscnpion
{in paricia?)
L]
& #
Double - strarded [
i = =

Aminsartion i kogi DA
¥

Rarasarisd O —a— =
R tanl DA, — -
Figura 1.39 — Os retrotrangoosons e 0S retrovirus possuenr

seme hangas naforma de seintegrar no genoma celular.

intermedi&io de RNA (ex. Tyl e copia-like) sBo denominados
retrotransposons, e sfo frequentes entre os eucariotas, sendo
gerdmente divididos em duas classes: Os retrotransposons viras
(como os Ty1 e os copia-like) e os retrotrangposons ndo virais (os mais
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frequentes entre os mamiferos). Exemplos de retrotrangposons néo
virais entre os mamiferos sfo os LINES (Long interspersed dements;
1-5Kb) e os SINES (short interspersed elements; ex. as sequéncias
au).

1.1.2.5 Mecanismos de reparacédo do DNA

As céulas eucaridticas desenvolveram uma s&rie de mecanismos
integrados de reparacdo de danos no DNA, os quais podem ser
essencidmente de trés tipos: mecan Smos excisativos, Ndo excisaivos e
mecani Smos pos replicativos.

1.1.2.5.1 Mecanismos nao excisativos

Evitar erros antes de surgirem: dguns dstemas enziméaticos
neutralizam compostos potencialmente perigosos antes de poderem
resgir com 0 DNA. Um bom exemplo € 0 mecanismo de
eiminacdo de radicais superdxido, catdizado pela superdxido
dismutaseepelacatdase(Z HO- = H,O, :2H,0o - H,O+ Oz).
Um outro exemplo € o do sstema catalizado pela proteina do gene
muT, o qua previne a incorporacdo do 8-oxodT no DNA
hidrolizando o trifosfato de 8-oxodT em monofosfato.

Reversdo directa do dano: A forma mais directa de reverter uma
lesdo € efectuar 0 seu processo inverso, restaurando assm a
sequéncia aterada. No entanto, a reversdo directa nem sempre é

i ) O B _F@:II'_ “TTIT1I0TT
CGTTAT uv CGTTAT & COar CGTTAT
GCAATA GCAATA GCAATA ™=  GCAATA
S | ) e B o 2 ot o ] D W o

Figura 1.40 — Esquema de ac¢do dafotoliase que por accéo da
luz reverte a formacéo dos anéis de ciclobutano pirimidinico
formadaos por accéo da luz ultravioleta
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Figura 141 — dimero de ciclobutano
pirimidinico formado por accdo da luz
ultravioleta

possivel, ja que agumas reacges sfo no essencid irreversivels.

Um dos casos em que areversdo é possivel é o da fotodimerizacéo
por luz UV. O fotodimero de ciclobutano pirimidinico pode ser
reparado por uma fotoliase (foi encontrada em eucariotas
inferiores e bactérias, mas ndo em humanos).

Eda ezima liga-se a0 dimero, catdisando a sua cisfo em
mondmeros, na presenca de luz visivel de certos comprimentos de
onda

Um outro mecanismo de reversdo directa € catdisado pelas
dquiltransferases. Edtas enzimas removem certos grupos aquilo
adicionados as guaninas na posicdo O-6, por certos agentes
quimicos. Note-se no entanto que este € um processo enzimético

1.62



em que as dquiltransferases ficam inactivadas, do que pode
resultar uma saturacdo deste mecanismo em Situacdes ce grande
aquilacdo do DNA.

1.1.2.5.2 Mecanismos excisativos

Mecanismo de reparacdo geral por excisdo: Também
denominado nucleotide
excision repair, envolve

a quebra da ligagéo e Ry ——
fosfodiester de ambos os : N '
lados da lesio, mas i) | ekt mutt, muts, TR
gpenas  na  cadea a o
nucleotidica lesada A — g

sequéncia  interrompida T i i
dai resultante € reparada - R
por uma polimerase e e

uma ligase, tendo como e Y [ —
padrdo a  cadeia o
nuclectidica .
complementar. Ege Py —
mecanismo e no i o
Homem bastante —

complexo, envolvendo . o
pelo menos 17 proteinas ~ Figura 1.42. — Mecanismo gerd de

reparacdo por excisao.

M ecanismo de reparacdo ligado a transcricdo: A transcricéo e
reparacdo estdo também ligadas, 0 que o demonstra o
envolvimento de TFIIH (um factor de transcricdo) na reparacéo,
bem como o facto de nos eucariotas e nos procariotas, a cadeia
transcrita €, nos genes activos, preferenciamente reparada, em
desfavor da cadeia complementar.
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Mecanismo excisativo especifico: Algumas lesdes provocam
danos geométricamente mais subtis, pelo que a sua deteccéo € mais
dificil (ndo causam grandes distor¢des no DNA). Para estes casos,
as cdulas desenvolveram mecanismos especificos de detecgéo e
reparacéo dos danos:

v Reparacdo de DNA Glicosilase (base excision repair): ASDNA
glicodlase ndo clivam as pontes fosfodiester, mas antes as ligagbes
N-glicoslicas (base-pentose), gerando um nucledtido apurinico ou
gopirimidinico (locais AP). Eda lesfio € poderiormente reparada
pelo mecanismo de reparacdo endonucleolitica AP (ver abaixo).
Exisem numerosas glicoslases, como por exemplo Urecil-DNA
glicoslase, a hipoxantina glicoslase (a hipoxantina € o resultado
de uma desaminacdo da adenind), 3-metiladenina glicoslase, 3-
metilguanina glicoslase, a 7 metilguanina glicoslase, etc.

v Reparacdo endonucleolitica de AP: Todas as cdulas tém

endonucleases que aacam _
T

os locas purinicos e
pirimidinicos (AP ia) | DA giyconylase
endonucleases). A  accdo

T T T D T T T TTCC]

AP she™ o l AP arihenocinanet

destas enzimas € vitd ja que
COMO Vimos a despurinagéo
espontanea € muito elevada

_ f11_1111111'1ll'I'ITI—I—r_l‘I
Edas enzimas produzem

= l DMA polyrmmrase |

qQuebras  das  ligagOes
fosfodiester junto ao
nucledtido apurinico. A este

corte endonucleolitico
segue-se um corte
exonudedlitico, 0

preenchimento do vazio pela
polimerase, e findmente o
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restabel ecimento de continuidade pelaligase.

% O sstema GO: Paraprevenir lesdes mediadas pela 8-oxodG, duas
glicoslases codificadas pelos genes mutM e mutY trabaham em
conjunto com o produto do gene mutT ja referido. Quando surge
um dano oxidativo produz lesbes tipo GO, a glicosilase codificada
pela mutT remove alesdo. No entanto, por vezes as |esdes passam
despercebidas, emparelhando com adenina. Neste caso, o produto
do gene mutY remove a aenina levando a sua subgtituicéo pela
citosna correcta por reparacd de sintese, a que se segue a
remocao do produto GO pelo produto mutM.

1.1.2.5.3 Mecanismos po6s-replicativos

Alguns mecanismos de reparacdo sao capazes de reconhecer 0s erros
no DNA, mesmo apds ou durante a sua replicagao:

Reparacdo de Mismatches. Este mecanismo detecta a existéncia
de bases ma emparelhadas (mismatches) durante areplicacéo. Este
processo envolve trés passos essenciais. 1) a deteccéo da existéncia
de um par de bases ma emparelhado; 2) o reconhecimento de que
a base mal incorporada tem que ser a que existe na cadela a ser
sntetizada; 3) excisar a base incorrecta e reparar o corte. Assm, o
passo critico € o reconhecimento da cadeia Sintetizada de novo, o
gue é conseguido recorrendo ao atraso na metilacéo relativamente
a sintese de DNA. Asim, a cadela de DNA nd metilada é
reconhecida como sendo a que deve ser processada.

Reparacéo por recombinacéo: O gene recA envolvido no bypass

V Ul

'l - v

+ — —_— & —_—

Fiecomiinas iap Mled
Skand pCrmiinatan Gap Med

exchange

Figura 1.44 — Reparacéo por recomtEt;éo



SOS edta também
envolvido na
reparacao por
recombinagdo. Neste

Umul and LimuD

e R

mecanismo 0 :;c.é.TJU{;n GCATTCGA

S.gmla de E,é'l.' ; Fephcation confinues I'_.:{;;'l'j-l é&i
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replicacdo pérajunto Reploatio

a um dano, at dimer

continuando dq)0|s Figura 1.45 — Mecanismo de repara;éo
da lesdo, deixando SOS. este mecanismo apesar de permitir
uma quebra de @ continuagdo da replicagdo, a0
dguns nudedtidos  introduzir - deatoriamente  nucledtidos,
na cadeia sintetizada ~ pode produzir mutacoes.

de novo. Neste

mecanismo de reparacéo, o DNA da zona de quebra é cortado da
outra molécula de DNA homologa, sendo esta depois reparada por
sintese norma. Asim, este mecanismo de reparacdo difere do
SOS, j& que neste sdo adicionados nucledtidos de forma deatdria
na zona de quebra (efectivamente criando mutagdes), enquanto na
reparacdo por recombinacdo ndo sio efectuadas nenhumas
dteraces ao programa genético dacdlula

1.2 O ciclo celular

1.2.1 Divisao celular e anomalias genéticas

De acordo com a sua actividade reprodutora, a célula pode encontra-se
em interfase (a fase entre duas divisdes cdulares), ou em fase M (afase
em que se encontra em mitose). A maior parte do ciclo celular passa-se
portanto em interfase. Durante periodos especificos da interfase a
céulaintegra estimulos e toma decisies centrais para a entrada na fase
de mitose. De acordo com a actividade especifica que se efectua, a
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interfase subdivide-se em = :
fases, com actividades e < ! > _— ‘
papels especificos na |
divisio cdula, e que 3 e &
culminam na mitose Soal i daccdrer .

Fase G1 (de“GAP’
1, 6 a12 horas). Néo
ha qudquer sintese
de é&cidos nucleicos, NS W
mes uma intensa : |
actividade de sintese

proteica prepara a  Figura1.46 — Fasesdo ciclo celular
maquinaria

necessria as fases

subsequentes. A decisdo de avancar para a duplicacdo do DNA
ocorre durante afase G1 (ponto de restricéo).

Gy

Fase S(6 a 8 horas). Inicia-s2 com a replicacdo do DNA, e
continua até que todo o0 DNA se encontra duplicado (contelido em
DNA 4n).

Fase G2 (de“GAP’ 2; 3a4 horas). Decorreentreo fimdafase Se
0 inicio da mitose, durante 0 qua a cdula organiza os seus 2
conjuntos completos de cromossomeas dipldides. No fina desta
fase ocorre a decisdo de avancar paraamitose

Durante a mitose (1 hora), um conjunto dipl6ide de cromossomas
€ segregado para cada nucleo. Apenas nesta fase, 0s cromossomas
s80 observavels como entidades discretas, sendo a organizagéo
celular dedtruida, e organizado o fuso acromético entre os dois
futuros nlicleos. Toda a actividade sintética para durante a mitose.
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Fase GO. Uma fase especifica de cdulas maduras, que pararam a
divisso cdular. No entanto aguns tipos de cdulas, podem ser
estimulados adeixar afase GO e entrar em G1.

1.2.2 Ciclinas e CDK

Durante todo o ciclo cdular, exisem pontos de decisdo, os quais
verificam se a cdula se encontra ja preparada para proceder paraafase
seguinte. Alguns dos mais importantes s5o: O DNA ja se encontra todo
duplicado, e apenas duplicado? Existemn erros na duplicacdo do DNA?
A massa cdular esta ja duplicada? Estes “checkpoints’ existemn sob a
forma de factores activadores e inibidores. Destes, aguns encontram-
s ja identificados enquanto que a existéncia de outros se encontra
apenas deduzida do comportamento observado em fusdes de cdlulas
em fases diferentes do ciclo cdular. Nomeadamente o factor que
determina a decisfo de passar 0 ponto de restricdo € totamente
desconhecido, enquanto que o factor que determina a entradanafase S
se encontra identificado como sendo uma proteina cinase, relacionada
com a cinase que inicia a mitose. Eda ultima (MPF — M phase
promoting Factor ou M phase Kinase), a primeira a ser identificadaéa
mais bem estudada, € um dimero composto por duas subunidades. uma
a subunidade catditica (p34) € activada no inicio da fase S, a outra
(P45 é uma cidina (acumula-se por sintese continua durante a
interfase), sendo destruida durante a mitose, o que € responsavel pela
inactivacdo da cinase dafase M, o0 que sindliza a saida da mitose.

O estudo cristaogréfico do dimero de MPF revelou que a ligacdo da
ciclina provoca uma dteracdo conformaciond na p34, a qua €
essencid para a formagdo do centro catalitico. Uma MPF tem apenas
um tipo de p34, mas pode conter uma de varios tipos de ciclinas.
Basicamente dois tipos de ciclinas pouco relacionadas(A e B) podem
fazer parte da MPF. A amilaridade entre estas duas ciclinas centra-se
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numa estrutura com cerca de 150 aminoacidos chamada a cyclin box.
Em mamiferos exigem ainda doistipos de ciclinas B (B1 e B2).

A p34 encontra-se em nivels congtantes ao longo de todo o ciclo
celular, e como a sintese de ciclina é congtante ao longo de toda afase
G1, a sua presenca ndo congtitui 0 sind de activacdo da MPF. Na
redidade, o dimero acumula-se numa forma inactiva, sendo a
modificacdo da p34 que conditui o evento activador do dimero. A
activacdo da p34 é efectuada por fosforilacgo/desfosforilacéo, ja que
para esta se encontrar activa € necessaria a presenca de grupos fosfatos
em aguns residuocs e a sua auséncia noutros. Como a actividade cinase
da MPF é auto-catditica, basta a activacdo de uma pequena porcao,
para que rapidamente toda a MPF disponivel sga activada. Como a
MPF ndo é uma fodfatase, e é necessrio actividade de cinase e
fosfatase para a activacdo da MPF, esta deve activar directamente a
fosfatase que a activa, criando um circulo auto-catalitico completo.

O evento inactivador € condituido pela destruicdo proteolitica da
ciclina, aqua ocorre durante afase M.

Na redidade, o controlo da divisdo celular € condtituido por uma
intricada rede de reacgOes de cinase e fosfatase, que desencadeiam a
activacdo/inactivacdo de uma séie de factores, permitindo o
desencadear temporamente organizedo das vérias fases do ciclo
ceular. Toda esta s&rie de reacgBes culminam na activagéo da MPF
com a concomitante entrada na fase M. Dois modelos gerais podem
explicar a actividade da MPF. 1) Pode ser um regulador centra que
fodforila proteinas dvo que por sua vez actuam para regular outras
actividades, i.e., pode tratar-se de uma reaccéo classica em cascata;
2)pode ser um regulador centra, que activa ele préprio uma serie de
subgtractos cruciais indispensaveis para redizar trabahos regulatérios
ou reorganizacionals envolvidos no ciclo cdular.

Os subgtratos da MPF tém em comum uma estrutura proteica
congtituida por Ser-Pro flanqueada por residuos bésicos (habitua mente
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na forma Ser-Pro-X-Lys). Subgtratos potenciais incluem a hisona H1
(possivemente necessaria para condensar 0S Cromossomas), lamininas
(possivelmente necessarias para desorganizar 0 envelope nuclear),
nucledlina (possvdmente envolvida na paragem da actividade
ribossomal), bem como outras proteinas estruturais e enziméticas. Dos
modelos acima propostos, 0 mais provavel € que a MPF actue
directamente em todos (ou namaioria) destes substractos.

A proteina p34 foi pela primeira vez identificada no Xenopus, que pela
dimensdo do seu ovo (Imm de didmetro) congtitui um bom modeo
para purificar proteinas envolvidas no ciclo cdular. Pogteriormente
descobriu-se que 0 homdlogo na levedura eram proteinas baptizadas
como cdc2 (S.Pombe) e CDC28 (S.Cerevisae). Dado o grande paraelo
entre as proteinas de levedura e de mamiferos, 0 homdlogo animal é
habitudmente designado por cdc2 ( 0 nome do exemplo mais bem
caracterizado em levedura). Em todas as espécies, a proteina que
emparelha com a cdc2/p34 para formar o dimero activo é uma cicling,
muito embora o nivel de homologia entre espécies nas cidinas sgja
bem menor que na subunidade catditica (p34).

Na levedura o cdc2 € um regulador centra quer da deciséo de
prosseguir de G1 para S quer de prosseguir de G para M. Em cada
fase, cdc2 tem um par diferente no dimero: na mitose cdc2 emparelha
com cdcl3 formando uma cinase da fase M semehante ao p34-cddina
B das cdulas animais. Durante a fase G1, a forma activa de cdc2 tem
um par diferente chamado cig2, e igudmente semehante a ciclina-B.
Note-se que as 2 formas de dimeros cdc2 podem coexigtir na levedura,
meas 20 diferentemente reguladas. Assm, a fase do ciclo cdular pode
também ser definida consoante o tipo de dimero activo em cada
momento.

O produto de cdc25 €é necessario para desfosforilar a cdc2 do dimero
cdc2/cdcl13. Apesar de ndo possuir um dominio classico de fosfatase, a
cdc25 é efectivamente uma fosfatase, que possivelmente tem como seu
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advo a tyr-15 da cdc2. Assm é provavelmente responsavel pela

desfosforilacdo que condtitui
0 evento chave na activacéo
da M phase cinase. Como
mutantes de cdc25 néo
paam a mitose s« a
duplicacéo de DNA né&o
tiver Sdo conseguida, esta
fosfatase é importante para
assegurar que a fase S s
completa antes e s iniciar
afase M.

Mutantes do gene weel
permitem que a fase M s
inicie sam que o crescimento
necessario tenha ocorrido.
Assm, este gene
normamente  impede o
inicio dafase M, se a massa
cdular critica ndo tiver Sdo
atingida Weel codifica para
uma cinase pouco usud.
Pode fosforilar em
serinaltreoninas e tirosnas.
Inibe cdc2 por fosforilagéo
em tyr-15. Um outro gene
mikl tem efeito semdhante.
Este controlo da cdc2 na
transcdo G2/M parece ter
sido preservado ao longo da
evolugdo, j& que genes
homdlogos séo encontrados
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em vaiostipos de leveduras, em anfibios e em mamiferos.

A activacdo da transicdo GL/S requer activacdo da cdc2/cig2 (em S
Pombe), mas também a inactivacéo da cdc2/cdcl3 é indispensavel.
Com efeito, mutantes de cdcl3 ndo sd ndo entram em fase M, como
prosseguem por varios ciclos da fase S, sugerindo que a cdc2/cdcl3 é
um inibidor da fase S. Assm, activacéo de cdc2/cd13 durante a fase
G2 impede a continuacdo da fase S, e estimula o inicio da fase M. A
destruicdo da cd13 no fim dafase M paraafase M e permite um novo
ciclo de fase S antes de se iniciar nova divisdo. O funcionamento deste
ciclo depende, provavelmente de cdc18. Esta proteina € activada apis a
passagem do ponto START, sendo necessaria para entrar na fase S.
Para cdcl8 ser activa é necessario que cdc2/cdcl3 estgja inactiva. A

Cde2—cyclin B
Cdez-gyclin & ™

% Gy

Cdk2—cyelin D
. Cdkd-cyelin O
Cdkb-gyelin D

T Cdk2—cyelin E
Figura 1.48 — Intervencéo das varias ciclinas
em diferentesfases do ciclo cdular.
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activacdo deste dimero na fase M inactiva a cdcl8, impedindo novo
ciclo de sintese de DNA. A actividade de cdc2/cdc13 é dependente do
factor ruml. Sem ede factor, as cdulas entram em mitose
prematuramente. Assm, ruml deve ser um inibidor de cdc2/cdcl3 (M
phase kinase) é expresso entre G1 e G2 mantendo a M phase kinase
inactiva ( 0 que é paticularmente importante em G1 antes da
fodforilacdo emtyr-15), e reprimindo o nivel de cdcl3.

Desta imagem, dois conceitos gerais emergem para o0 controlo da
divisdo cdlular: 1) a presenca de loops de feedback de controlo € 2) a
presenca de duplicidede de efeitos, em que um factor activa a fase
Seguinte e reprime a anterior.

A passagem do ponto START esta também dependente de cdc2. No
entanto, a ciclina que se associa a cdc2 € diferente quando a cinase
controla o ponto start e atransicéo G2M.

Os mecanismos envolvidos na regulacdo do ciclo celular em leveduras
e em animais s8o0 semelhantes, ainda que 0 nimero de subunidades
presentes em animas sga maor, havendo subunidades especificas
para o controlo das transicbes GL/'S e G2/M.

A comparacdo das subunidades envolvidas nos diferentes seres
estudados estéo descritas natabela 1.4.

Como se pode ver, nos animais, a cinase dependente de ciclinas que
regula atransicdo G2/M é Unica, & semelhanca do que se passa com as
leveduras. No entanto, exitem véias ciclinas que com e€la podem
interactuar. O mesmo ndo se passa hatransicdo G1/S, aqua é regulada
por v&ias cinases e varias ciclinas.
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Tabedal4 - comparagdo das subunidades envolvidas nas vérias transic¢oes do
ciclo celular em diferentes organismos

Transicéo
G1/S G2/M
subunidade subunidade subunidade subunidade
catalitica reguladora catalitica reguladora
S.Pombe cdc2 cigl2 cdc2 cdcl3
S.cerevisae cdc28 CLN1-3 cdc28 CLB1-4
Mamiferos cdk2(p33), ciclinasA, D1, p34(cdc2) ciclinasA, B1,
cdk4 D2,D3, E B2

Cdk = cyclin dependent kinases

Uma outra diferenca tem a ver com as ciclinas C e E, as quais
acumulam durante afase G1 como as restantes, mas ndo sfo destruidas
nafase M.

Assim, como vimos, nos animas exisem essencidmente 2 tipos de
cinases : a cdk2 e a cdc2, respectivamente responsavels pela transicéo
GlS e G2/M. Ainda que se trate de componentes diferentes, as
edtruturas regulatorias conhecidas séo similares em ambas, pelo que se
deduz que so similarmente regulados. Assm, a sintese de ciclinas na
fase G1, vai progressivamente aumentando a sua concentraggo, até que
se chega a um ponto em que e inicia a formacdo de dimeros. No
entanto estes ndo B0 ainda activos, sendo necessérias reacgOes de
fodforilacdo nos residuos 15 e 161. A primeira fosforilagdo ocorre por
accdo da Weel cinase, enquanto a segunda é catalisada pela CAK
(cdc2-activating kinase). O dimero activo promove entdo a entradaem
mitose, activando concomitantemente por fosforilacdo a fosfatase
cdc25. Esta por sua vez promove a remogdo do grupo fosfato na
tiroana 15 da cdc2, inactivando-a. A ciclina é por sua vez dvo de
degradacéo proteolitica, resultando apenas a cdc2 fosforilada na thr-
161, terminando assm a mitose. N&o foram identificadas cinases que
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actuem separadamente em thr-14, em aguns casos a mesma enzima
actuanathr-14 etyr-15.

A mitose ocorre como um processo tempord controlado. A mitose,
como vimos, é iniciada pela activagdo da MPK. O progresso da mitose
requer a degradacdo de ciclinas e outras proteinas. Por exemplo a
Separacd dos cromossomas na anafase requer a actividade
proteolitica, mas ndo directamente de ciclinas. Exisem pelo menos 3
avos protedliticos: 0 primeiro evento € a degradagéo da ciclina A na
metafase, seguindo-se a degradacdo de 2 alvos na anafase. Uma
proteina desconhecida tem que ser degradada para a separacéo das
cromatidess irmés e a degradacéo de ciclina B é necess&ia para a
inactivacdo da MPK. No final da mitose as fosforilagOes efectuadas
pelaMPK tém que ser revertidas.

A dintee de ciclinas D é activada pela accdo de factores de
crescimento. Edtas cidlinas tém uma semi-vida muito curta, 0 que
permite a cula responder a factores externos e a sua remocgéo. Estas
ciclinas est@0 provavelmente envolvidas na reentrada na divisio cdular
de células em GO.

O produto do gene de supresséo tumora RB (gene do retinoblastoma)
€ um substracto dos complexos cdk-cidines D, e exerce 0 seu efeito
durante a fase G1 que precede o ponto de restricdo. O produto deste
gene, na austncia de fosforilagdo liga-se ao regulador genético E2F,
actuando como supressor de aguns genes, bloqueando a transicéo
G1/S. Quando por accéo de cdk4,6-ciclinaD1,2,3 é fosforilado, liberta
aE2F, aqud passaaactuar como um activador genético, promovendo
a entrada na fase S. RB é 0 dvo de vaias vias que inibem o
crescimento celular, pelo que pode ser uma forma importante de varios
sinas manterem a cdula em G1 ou GO. Alguns destes sinais (incluindo
0 TGFR) actuam através de inibidores de cinases cdk (chamadas ckis).
Exemplos de ckis sdo a p15/pl16 (ink4), p21(clpL/wAF1) e p27(kipl).
A importéncia das ciks € realcada pelo facto de pl16 ser também um
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gene de supressio tumurd, o que indica que a pl6 e possvelmente
todas as outras ckis S80 necessrias para parar 0 crescimento cdular.
Na verdade, parece que a via das ciks até RB € umaviaventral parao
blogueio do crescimento celular, ja que sGo conhecidos genes de
supressao tumora em todos 0s Seus passos.

1.2.3 Apoptose

Durante a vida de um organismo multicelular, dgumas céulas morrem
num processo naturd designado por Apoptose ou morte celular
programada. Nos vertebrados, os exemplos mais visivels de apoptose
ocorrem no sstema imune e no sistema nervoso. O processo de morte
€ caracterigtico, envolvendo compactacéo cdular, fragmentacdo
membranar, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA. Este
processo € activo, dependendo do RNA e da sintese proteica.

S0 conhecidas vérias formas de activar a gpoptose. Edtas envolvem
insultos moleculares (retirada de factores de crescimento, tratamento
com glucocorticoides, irradiacdo @), bem como estimulos especificos
como os produzidos pelas cdlulas T citotdxicas ou activacéo de p5S3.
Assm, a apoptose é importante na embriogénese e contengdo do
crescimento tecidual, bem como na resposta imune e na contengéo de
cancro.

Foram ja descritas varias mutagOes recessivas associadas com O
estimulo ou o blogqueio da apoptose. Alguns exemplos sfo: 1) alpr no
ratinho (esta mutacdo leva a deficiéncia em faz) que causa a
proliferacdo excessva levando a autoimunidede; 2) a gld (generdized
lymphoproliferative disease) cuja mutacdo ocorre no gene que codifica
para 0 receptor de fas. A proteina faz € um receptor membranar
relacionado com o receptor para o TNF. Tanto o faz como o TNF sdo
capazes de estimular a apoptose. Ao nivel da porcao transmembranar
destes receptores existe uma sequéncia de 80 aminoécidos essencia

para o envio do sind apoptético, pelo que € designado por “dominio da
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morte”’. Pouco se sabe sobre 0 mecanismo de sindizagdo do receptor
faz ou TNF para o interior da cdula Contudo, foram identificadas
adgumeas proteinas que interagem com o “dominio da morte’, as quais
curiosamente também os possuem. Pensa-se assm que este dominio
sgla importante para promover a dimerizagdo destas proteinas. Outros
compostos importantes na via da gpoptose sdo a familia de proteases
designada por ICE. O prot6tipo destas proteases é a“ | L2[3-converting
enzyme’ : uma protease de cisteina que por protedlise converte o
percursor da IL2(3 na sua forma activa. O processo de apoptose
desencadeado pelas ICE éinibido por crmA e pelo bel-2.

Uma outra via apoptotica é desencadeada pelos linfocitos Tc, os quais
matam as cdlulas dvo libertando na sua superficie granulos contendo
proteases de serina e outras proteinas liticas como a perforing, abrindo
buracos na superficie das cdulas avo. As proteases de serina dos
granulos sfo chamadas granzimas, e na presenca de perforina induzem
morte por apoptose nas cdulas avo.

O bcl-2 inibe a agpoptose. Foi origindmente descrito como um
protooncogene activado em linfomas por trandocacdo causando a sua
hiper-expressdo. O bcl-2 tem uma sequéncia de ancoragem membranar
na zona c¢termina, tendo sido encontrado nas membranas externas de
mitocondria, nlcleo e reticulo-endoplasméico. Um outro gene
semedhante a0 bcl-2 nos mamiferos € o gene Bax. O produto do gene
Bax pode dimerizar com bcl-2. O dimero bcl-2, bem como o dimero
Bax blogueiam a apoptose, mas o heterodimero (bcl-2/Bax) néo o faz.
Assm, a susceptibilidade de uma cdula a apoptose é proporciond &
propor¢ao bcl-2/Bax.
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1.3 Actividade Celular

1.3.1 Componentes dos sistemas de sinalizagao
Todos 0s ddemas de comunicacdo intercdular tém  varios
componentes.  Tipicamente, uma molécula denominada ligando é
libertada pela cdula sndizadora Alguns ligandos sfo proteinas,
enquanto outros so pequenas moléculas como péptidos, esterdides ou
vitamina D. O ligando liga-se ao receptor, habituamente uma proteina,
na membrana celular ou no interior da cdula avo. Alguns tipos de
complexo ligando-receptor sdo capazes de dterar a expressao genética

Mo o g Sgranl trarsiucson
- EXTRACELLULAR B ) -
. »  Figua 149 - Os dnas
S A podem ser recebidos na

molécula sindizadora é da
propria enviada para o
citoplasma, enquanto
NOUtros casos é o receptor
que interage com
componentes  intracelulares
para assegurar a passagem
dosnd.

- !ﬂwnﬂhr/
membrana ceular por um
receptor o qua envia o
snad para o interior ds
cdula Em dguns casos a
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directamente, enquanto outros necessitam de enviar sSnais através de
uma cadeia de transducdo, levando o sind da membrana celular até ao
nucleo (fig.1.49).

Alguns ligandos, chamados hormonas vigam a grandes disténcias na
circulagdo sanguines, antes de interactuarem com a sua cdula avo.

Estas moléculas podem actuar como sinais mestres para a actividade de
orgdos diferentes, os quais podem assim responder de forma
coordenada. Outros ligandos ndo actuam a disténcia, mas gpenas nas
céulas vizinhas das que os produziram.

1.3.2 Regulacéao da sinalizacao por modulacéao da

conformacéao proteica

I nteraccdes de pequenas moléculas com as proteinas receptoras podem
provocar intensas ateracBes conformacionais nestas. Por exemplo,
ateragOes conformacionals estéo na origem da regulacdo mediada por
algumas proteinas cinases. A dteracdo da conformacéo coloca ou ndo
amino-&cidos em posigies favoraveis a fodforilagdo. Este mecanismo é
extremamente ficiente, ndo sH porque permite a rapida activacdo dos
shas, mas também porque permite reverté-los rgpida e facilmente,
reciclando os componentes de sinalizacéo.

1.3.3 A Superfamilia dos receptores das
hormonas esterdides
Um grupo diverso de ligandos, incluindo varias hormonas esterdides,
bem como outras peguenas moléculas como a hormona tirdide e a
vitamina D, devido a sua estrutura ndo polar, séo capazes de atravessar
a membrana citoplasmética, actuando directamente no interior da
céula avo. Os receptores para estes ligandos chamam: se globamente
a supefamilia dos receptores esterdides, e etdo estruturd e
funcionalmente relacionados. A ligacdo dedtes ligandos ao seu
receptor, causa uma ateracéo conformacional, a qua provoca a sua
libertaco de uma proteina sequestradora. Nestas condicles, o
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complexo receptor-
ligando dedoca-se para o

nucleo, onde em

. Coampdasn
conjunto  com  outros e,
reguladores da

transcricéo véao activar ou

reprimir directamente a _

expressio  génica, @ \ :

liga-se a sequéncias @_,.z & .y

r®u| adoras chamadas __“*,,.-:’77 y ¢ Cytoplasm

HRE (“hormone Hormone O —~

response elements’). Figura 1.50 — As hormonas esterGides
Nao possuem um receptor membranar,
mas um receptor citoplasmético, ja que
S0 capazes de atravessar livremente a
membrana plasméica

1.3.4 Receptores transmembranares; vias de

transducéao de sinal

A maior parte dos ligandos sBo moléculas demasiado volumosas e/ou
com carga, para poderem atravessar a membrana citoplasmética
Assim, 0s seus receptores sfo habituadmente proteinas de membrana,
as quais medeilam a passagem de um sind para o interior da cdula. Os
receptores transmembranares sdo assm compostos por 3 dominios
principais. 0 extracdular, que e liga ao ligando; o transmembranar,
gue pode atravessr uma Ou Mmas vezes a membrang € 0
citoplasmético, que medeia a transmissdo do sindl.

Muitos ligandos s0 dimeros, podendo assm ligar a mais do que um
receptor. Desta forma, os ligandos colocam a por¢éo citoplasmética de
dois receptores fiscamente proximos, activando a via de sndizacéo
destes receptores (Fig. 1.51). Alguns destes receptores sd0 cinases,
tendo por isso a habilidade de fosforilar certos residuos em proteinas
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Figura 1.51 — Muitos receptores sdo dimerizados pelos seus
ligandos, 0 que activa a zona citoplasmética, a qua pode @) ligar-se
a proteinas cinases ou b) autofosforilar-se activando a sus
capacidade de fosforilar substractos citoplasméticos

avo, enquanto outros S80  serinag/treoninas cinases, e outros ndo tém
qual quer actividade enzimética
Um dos mais bem conhecidos exempl os de receptores deste tipo sfo 0s

receptores tirosna cinase, nomeadamente Os receptores para 0S
factores de crescimento. Estes receptores, gpds ligacdo do ligando
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dimerizam, originando a sua auto-fosforilac@o (fig. 1.51). Esta por sua

vez activa a actividade de cinase, que va fodforilar outras proteinas,
iniciando uma cascata transdutora do sna em que a fosforilagcéo causa

conformagao proteica com consequente activacdo/inactivacdo proteica
Eventualmente a cascata de activacéo leva a fosforilagéo de factores de
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transcricéo, com consequente ateracdo do estado de activacdo de um
Ou mais genes. Mas a auto-fosforilacdo ndo causa gpenas a fosforilagéo
de proteinas avo.

Também a ligacdo a proteinas adaptadoras € estimulada pela auto-
fosforilag@o. Interacgdes entre 0 complexo e outras moléculas causam
a propagacdo do snd. (fig. 1.51) Com frequéncia a propagacéo deste
snd envolve proteinas G (fig. 1.52). As proteinas G s&o proteinas cuja
vida é um ciclo entre a forma ligada a GDP (o0 estado inactivo) e a
forma ligada a GTP (o0 edtado activo); um exemplo particularmente
importante de uma proteina G € a ras, a qua como veremos esta
envolvida na carcinogénese. A propagacéo do sind das RTK leva a
activacdo de uma proteina que se liga a proteinas-G inactivas,
aterando a sua conformacéo, levando-a a ligar-se ao GTP. A proteina
G assm activada liga-se entdo a uma proteina cinase citoplasmética,
dterando a sua conformagdo, activando-a, 0 que a leva a fosforilar
outras proteinas, incluindo proteinas cinases e factores de transcricao.
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Figura 1.53 — Suméario dos varios tipos de receptores e vias de

transducéo desnd.
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