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Capitulo 1

1 A genética Molecular da Célula ndo
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 trangmitida pelos écidos nucleicos. A experiéncia redizada
demonstrou que a capacidade de matar um ratinho era conferida a
uma estirpe bacteriana néo virulenta, pelo DNA de uma outra estirpe
bacteriana virulenta (fig.1.1).
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Fig. 1.1 — Expeiénda de Griffith demondrando que a viruléncie
bacteriana era uma caracteristica genética transmitida pelos &cidos
nucleicos.

1.3

Fago Iy

01 Invélucro proteico

. . DA, .

Meio contendo Meio contendo
32 3k,

P l s

Radicactividade /l\ k.. Radicactividade
56 no P do ([T,Tl z :.\ 156 no 755 da
MR, Sl g \th cdpsula
/ _.1"1\-"
B
Gauter o
i ;

Se esticios
I(,.-: ————, Sem vestigios

S
I

Coop—

Figura 1.2 —Experiéncia de Hershley e Chase demonstrando que a
transmissao genética nos fagos T2 estava associada ao DNA.

Em 1952, Hershley e Chase demonstraram que o fago T2 (um virus
que infecta bactérias) transmite os seu codigo genético a bactéria
infectada, através da injeccdo do seu DNA na bactéria, adargando
assim o nimero de organismos que demondradamente utilizam o
DNA como registo genético (fig.1.2).

Sabemos hoje que com a excepcao de alguns tipos de virus, todos os
organismos utilizan o DNA como portador da sua informacéo
genética. Os virus que fogem a edta regra utilizan o RNA para o
mesmo efeto.
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Figura 1.3 - As bases azotadas que entram na composicao dos
nucledtidos.

1.1.1.1.1 A estrutura do DNA

Com a aceitacdo generdizada por volta dos anos 50 de que a
informacdo genéticaresidiano DNA, agrande questéo passou aser o
mecanismo de armazenamento dessa informacdo. Com efeto, neta
dtura nd se compreendia como é que um polimero t& smples
(apenas condgtituido 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
tal, houve necessidade de eucidar de forma precisa a estrutura dos
&cidos nucleicos.

Sabemos hoje que os &cidos nucleicos sdo polimeros de nucledtidos.
Cada nucledtido contém um and heterociclico de carbono com 5
aomos de azoto (a base nitrogenada), 1 anel de 5 carbonos (uma
pentose) e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas sdo de 2 tipos.
purinas e pirimidinas, sendo o nimero total de bases disponivel de
cinco (fig. 1.3). No entanto, cada tipo de &cido nucleico utiliza apenas

15

4 das cinco bases. 0 DNA contém Adeninas (A), Timidinas (T),
Guaninas (G) e Citognas (C); enquanto o RNA contém Adeninas
(A), Uracilos (U), Guaninas (G) e Citosnas (C). As pentoses
encontradas nos &cidos nucleicos sdo de 2 tipos. 2desoxirriboses e
riboses (Fig. 1.4) dando origem ao Acido Desoxirribonucleico (DNA)
e ao Acido Ribonucleico (RNA).
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Figural.4 - As pentoses sdo
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nucleicos que definem o seu
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RNA
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Figura 1.6 - Os nucle6tidos unem-se por ligagdes fosfodiester para dar
origem aos &cidos nucleicos.

Os nucledsdos sdo compostos por uma base nitrogenada e uma
pentose (fig. 1.5). Um nucledsido com um grupo fosfato no carbono 5
chama-se nucledtido. Os nucledtidos sdo as unidades de construcéo
dos &cidos nucleicos, sendo unidas por uma ligacdo 5'-3': o carbono
5 da pentose de um nucledtido une-se ao carbono 3' da pentose do
nucledtido seguinte por uma ponte fosfodiester, ficando a base
nitrogenada exterior ao esqueleto da ligacéo (Fig.1.6).

1.7

Em 1953, uma importante descoberta realizada por Watson & Crick
transformou a visdo do materia genético. Dados de difraccéo de raios
X mostraram que o DNA tem a forma de uma hdice regular. Das
dimensdes obtidas para a hélice na difraccdo de raios X, e da
densdade do DNA, inferiu-se entd que a héice era composta por
duas cadeias polinucleotidicas, com as bases de cada cadeia viradas
para o interior da hélice. As bases de cada hédlice emparelham de ta

modo gque uma purina se opde sempre a uma pirimidina. Estes dados,
conjugados com a observacdo anterior de Chargaff indicando que
independentemente da quantidade de cada base, a proporcéo G.C e
A:T é sempre amesma no DNA, indicam que G emparehacom C e
A com T nadupla hélice do DNA. Watson & Crick propuseram que
0 empardhamento néo se redizava por ligacdo covalente, mas por

pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas (Fig. 1.7). Paratd,
as 2 cadeias devem orientar-se de modo antipardelo (Fig. 1.7).
Obteve-se assm para o DNA o modelo ilusirado nafigura 1.8.

18
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Figura 1.7 - O DNA é formado por duas cadeias
com orientacdo antiparalela, com as bases
de cada uma das cadeias a hibridizarem
entre .

19

Figura 1.8 - Estruturas possiveis para a dupla hélice do DNA. O
modelo da esquerda é o daforma A, o do meio o daformaB e do da
direitao daformaZ.

A egtrutura do DNA identificada por Watson & Crick, e ilustrada na
figura 1.8B (forma B) é a que em Stuaghes fisologicas é mas
frequente. No entanto nem todo o DNA da céula se encontra nesta
edrutura, e certamente in vitro é possivel manipular as condigdes do
meio, favorecendo outras conformactes. Na tabela 1 encontram-se
sumariadas as caracteristicas das 4 conformagBes teoricamente
possivels para a conformacdo dos écidos nucleicos, podendo na figura
1.8 ver-se comparativamente a conformacado previsa.

1.10



Tabda 1.1 - Caracterigticas dos tipos de hélice que o DNA pode
tomar

Tipo de N.°Bases Rotagdopor 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 nlicleo que pode ser
t30 pegueno como Bum (6x10°m). Este empacotamento tem ainda
gue ser flexivd j& que deve mudar a0 longo do ciclo cdular,
aumentando durante as mitoses de tal modo que 0s cromossomas se
tornam individuaizados e visivels a0 microscopio Optico.

111

Durante a maior parte do ciclo ceular a cromatina pode ser dividida
em dois tipos de materid genético (Fig. 1.9): a eucromatina € a que
ocupa a maior regido do nlcleo, sendo composta por materia muito
menos compactado que 0s cromossomas, a heterocromatina é
composta por material muito compactado, formando fibras (encontra-
se num estado intermédio entre a compactacéo dos cromossomas e a
relativa descompactacéo da eucromating). A heterocromatina e a
eucromatina ndo representam fibras de DNA diferentes, ja que as
mesmas fibras passam pelas duas zonas do nlcleo. Congituem assim
pates das fibras com diferentes estados de condensacéo: a
heterocromatina é condtituida por regides do DNA que ndo sfo
habitudmente expressas na cdula em causa, enquanto 0s genes
expressos e locdizam na eucromatina (muito embora 0s genes na
eucromatina ndo estejam todos a ser expressos).

Em 1974, foi descoberta a estrutura basica de organizacdo da
cromatina em todos os eucariotas.

Figura 1.10 - A dupla hdlice
de DNA d& duas voltas ao
nucleo centra de proteinas do

>N
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Figura 1.11 - A organizacdo do DNA nos nucleosomas coloca proximas
sequéncias de DNA distantes na sequéncia linear

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

1.13

Esta subunidade organizativa basica (nucleosoma) contém cerca de
200 bp de DNA, organizados por um octamero de proteinas pequenas
e basicas (histonas) numa estrutura tipo rosario em que o DNA se
locdiza no exterior das “contas’, e as proteinas no seu interior
(Fig.1.10). Esta organizacéo explica porque os bcais de ligacdo a
proteinas se encontram por vezes t&o espacados na sequéncia do
DNA (Fig. 1.11). O octamero de histonas é constituido por 2 cadeias
de cada uma das histonas H1, H2A, H2B e H3, existindo ainda, por
vezes, uma 5 higona (H1) a edtabilizar as 2 voltas de DNA ao

octamero (Fig. 1.12).

1‘ 20t
-"{KIE uf fﬁ.r.us
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" 5I-mlt-
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I
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allong fiber 21 'f M1 ber

Figura1.13 - A compactacao das histonas na fibra de DNA de 10nm
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A andie da cromatina a0 microscdpio eectronico revelou a

exiténcia de 2 tipos de fibras: a fibra de 10nm e a 30nm. A fibra de
10nm é essencidmente 1 sequéncia continua de nucleosomeas (Fig.
1.13). Edta fibra ocorre em condigdes de baixa forca idnica, e na
ausncia de histonas H1. Em condicles de dta forga idnica e na
presenca da higona H1, forma-se a fibra de 30nm, a qud é
essencidmente um enrolamento de 6 nucleosomas por volta (Fig.
1.14).

A transcricBo (copia dos genes em mRNA), como veremos no
capitulo 1.1.2.1, envolve a dedocacé no DNA de uma complexa
maguinaria enzimética, e inclui a abertura da dupla cadeia do DNA.
Edte facto, ndo é compativel com um elevado grau de empacotamento
das fibras do DNA, peo que se compreende que 0s genes
transcripciondmente  activos se locdizem na eucromatina. No
entanto, os resultados experimentais indicam que a estrutura dos
genes transcripcionamente activos envolve o empacotamento em
nucleosomas, ainda que sga necessaio admitir que durante a

Figura 1.15— hierarquia de condensacgédo do
DNA nacromatina.

Figural.14 - A organizagéo

transcricdo  estes sgam  temporariamente  “desmontados’  pela
meagquinaria enzimética

1.1.1.1.2 A estrutura do RNA

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

MRNA - O mRNA ou RNA mensageiro, € a espécie de RNA
gue transporta a informagéo para a sintese das proteinas no
ribossoma. O MRNA é formado no nicleo na transcricdo do
DNA, passando ainda por uma fase de processamento antes de
aingr o citoplasma na forma madura (MRNA). O
processamento efectuado inclui 0 “Splicing”, isto é a remocéo
das sequéncias ndo codificantes ou introns. Outras dteractes
introduzidas no processamento gue ocorre No nacleo consistem
na adicdo de uma cauda poli-adenina & extremidade 3', e
metilacdo CAP da extremidade 5. A estrutura CAP resulta da
ligacdo de um G a purina com que a transcri¢do habituamente
s inicig, ficando este G na orientagdo inversa, e ligado peo
trifosfato deixado livre pela purina:

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

tRNA - 0 tRNA ou RNA de transporte € um tipo de RNA que se
encontra cova entemente ligado a um amino&acido, tendo como
funcado o transporte do aminoacido para o ribossoma, onde este vai
Ser posicionado com precisao, sempre que o ribossoma estiver a
ler um cod@ complementar do tripleto que o tRNA possui
(anticodao). As 64 espécies de tRNA (correspondentes aos 64

dos nucleosomas nafibrade
DNA de 30nm.

coddes), possuem uma estrutura basica semelhante.
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Figura 1.16 — Estrutura do tRNA

rRNA - trata-se do RNA ribossomd, o qua é como o nomeindica
um dos componentes dos ribossomas. O rRNA congtitui a maior
parte da massa do ribossoma, e provavelmente todas as proteinas
do ribossoma se associam ao rRNA. Assm, o rRNA forma como
gue o0 esqueleto do ribossoma, determinando a posicdo das varias
subunidades proteicas.

1.1.1.2 A ORGANIZAGCAO DOS GENES NO GENOMA

O genoma pode, de uma forma genérica, ser classficado em DNA
ndo repetitivo e DNA repetitivo. A abundancia relaiva dos dois tipos
de DNA podem ser experimental mente determinados, tendo por base
a diferente cinética de re-hibridacdo (DNA repetitivo encontra mais
rapidamente uma sequéncia complementar com quem pode hibridar).
O DNA néo repetitivo representa sequéncias Unicas, ou sga genes de
cdpia Unica no genoma. O DNA repetitivo é congtituido por DNA
moderadamente repetitivo, representando genes com vérias copias no
genoma, e DNA atamente repetitivo. A funcdo do DNA dtamente
repetitivo permanece aé a0 momento uma incognita. Como ja vimos,
um exemplo deste tipo de DNA € o que existe nos telOmeros, onde
provavelmente tem a funcdo de estabilizar o cromossoma. Exitem no
entanto, repeticdes de pequenas unidades de sequéncias espa hadas
peo genoma (mini e microssadites), os quas condituem em
pequenas sequéncias, repetidas um determinado nimero de vezes. O
ndmero de repeticdes € em muitos casos dtamente polimorfico, pelo
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que edtas sequéncias tém Sdo utilizados como marcadores no
mapeamento genético.

Sequéncias moderadamente  repetitivas. Nos  genomas
eucaridticos, 0s genes que existem em cOpia Unica séo poucos. Na
maior parte dos casos, existemn sequéncias com adguma smilaridade,
agumas das quais ndo funcionais (os pseudogenes). A vantagem da
exigéncia de mais que uma cdpia dos genes € Obvia ja que assm 0s
organismos podem conservar uma copia intacta do gene, mutando a
outra, numa tentativa de evoluir. Neste processo de evolucéo,
adgumas cdpias fican com a sua funciondidade comprometida,
tornando-se pseudogenes. No entanto, uma vez que uma outra copia
funciond existe, nenhum efeito nefasto dai ocorre para 0 organismo.

Um conjunto de genes que descende por duplicac@o e variacdo de um
gene ancestra € chamado de familia génica. Os seus membros podem
estar arranjados em grupos sequencias (“gene clusters’), dispersos no
genoma (muitas vezes mesmo em cromossomes diferentes), ou numa
combinacdo de ambos os arranjos. Os “gene clusters’ podem conter
desde 2 até centenas de genes idénticos, alinhados em sequéncia. A
dispersdo dos genes ocorre por trandocacdo de um gene apos a
duplicacdo. Os nembros de um “gene cluster” tém funcdo smilar,
mas podem ser expressos em tipos cdulares diferentes ou em
diferentes condigdes (Ex. Gene da globing). Em aguns 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 assm blocos de materid
gendmico, consistindo cada bloco em longas repeticdes de uma
unidade. Em aguns casos as unidades s20 rigorosamente iguas,
noutros s20 relacionadas. A repeticdo sequencial de unidades de
sequéncia forma blocos de DNA com caracteristicas fisicas didtintas
do resto do genoma, 0 que pode ser utilizado paraasisolar. Umadas
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propriedades fiscas do DNA que depende da sequéncia € a
densidade, a qua depende do conteldo GC. A densidade e
habitualmente determinada mediante a centrifugagdo do DNA num
gradiente de Cloreto de Césio (CsCl). O DNA forma assm bandas
correspondentes a sua prépria densidade. Quando este procedimento
€ redizado para DNA gendmico eucariota, forma um pico ago largo,
consstindo huma mistura de sequéncias com densdades proximeas (a
banda principd). Por vezes forma-se anda um ou mas picos
adicionais, de menor intensdade. A este materia chama-se o DNA
sadite.

O DNA sadlite existe no genoma de varias espécies eucariotas, pode
ter uma denddade superior ou inferior & banda principa, mas
representa habitual mente menos de 5% do genomatotal.

O DNA saélite encontrase frequentemente locdizado na
heterocromating, ndo sendo habituamente possivel encontrar as suas
sequéncias entre 0 RNA.

Nos mamiferos, as sequéncias que compdem cada satélite mostram
divergéncia gpreciavel entre as repeticbes de cada. Habitua mente
exisem sequéncias curtas predominantes, mas outras relacionadas
com estas, mas contendo adigdes, substituicoes e delecces formam o
restante satélite. Frequentemente, pode observar-se uma hierarquia
nas repeticdes dos satdites, com uma sequéncia base a repetir-se, a
qua por vezes sofre modificagles, as quais por sua vez se repetem
também de forma mais ou menos ciclica Ege facto originou uma
hierarquia de nomenclaura DNA sadlite  minisatdites,
microsatelites.

1.1.1.3 Estrutura de um Gene

A comparacdo directa entre a sequéncia do DNA de um gene, e a
sequéncia da proteina respectiva, permite determinar se 0 gene e a
proteina s80 ou ndo colineares. se a sequéncia do gene corresponde
exactamente a sequéncia de aminoacidos da proteina. Nas bactérias e
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virus, a equivdéncia é perfeta cada gene contém uma sequéncia
continua de nucledtidos, cuja sequéncia e comprimento esti
directamente relacionada com a da proteina. Quando fdamos em
correspondéncia entre 0 gene e a proteina, estamos no entanto a
smplificar o que realmente se passa. Como veremos mais tarde, um
gene ndo codifica directamente uma proteing, ja que a informacéo
tem que passar por um estado intermédio: 0 RNA. Assm, mesmo o
mais Smples dos genes tem que conter sequéncias de variostipos:

sequéncias reguladoras ou nao codificantes. sequéncias que
permitem a cdula controlar que genes estéo activos em cada
momento, posshilitando assm uma resposta diferenciada
dependente das necessidades de cada momento. As sequéncias
reguladoras podem exigtir em cada extremidade do gene, e em
aguns casos estar mesmo bastante distanciadas das sequéncias
codificantes.

sequéncias codificantes: sequéncias que sdo directamente
transcritas para RNA, e deste codificadas em proteinas. Note-se
que enquanto 0 DNA € de cadeia dupla, 0 RNA é de cadeia
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 nd é no entanto tdo Smples nos
eucariotas. Ao contrario das bactérias e virus, nos organismos
eucariotas, 0S genes e as proteinas ndo sao colineares, iSto €, a regiao
codificante dos genes (exons) € interrompida a espagos irregulares
por sequéncias ndo codificantes (introns). Este facto faz com que nos
eucariotas, a expressdo genica envolva um paso adiciond: o splicing
do RNA, ou processamento do RNA (com exons e introns) em
MRNA.
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Um promotor € uma sequéncia de DNA, habitudmente na
extremidade 5' de um gene, com a fungéo de se ligar a proteinas, e
controlar a iniciacdo da transcricdo. As proteinas a que um promotor
se deve ligar, sfo varias, disso dependendo a sua dindmica funciond.
Genericamente pode fdar-se de proteinas repressoras, proteinas
activadoras, e da RNA polimerase. As proteinas repressoras, &o ligar-
se ao promotor impedem a ligacdo da RNA polimerase, impedindo
assm o iniciar da transcricdo, enquanto a ligacéo das proteinas
activadoras tem o efeito inverso. As propriedades do promotor que
Ihe conferem afinidade para as diversas proteinas dependem da sua
sequéncia, peo que esta varia de gene para gene, conferindo aos
diversos genes caracteristicas de regulacdo diferentes. No entanto, a
ligagdo a polimerase do RNA é universamente necessaria, pelo que
deve ser possivd encontrar uma sequéncia “consenso” para 0S
promotores. Eda sequéncia consenso consiste na sequéncia minima
comum entre os V&ios promotores, e deve incluir a sequéncia
absol utamente necessaria para a ligacéo a polimerase do RNA.

Para os procariotas foi possivel definir a regido 44-50bp "upstream”

do ponto deiniciacdo até 20bp "downstream” com sendo aregido que
interactua com a polimerase do RNA, tendo sdo definida uma
sequéncia consenso consistindo de varios padrfes:

Pribnow box ou sequéncia -10- imediatamente upstream do ponto
de indagdo (-18 a -12) exige uma regid com a sequéncia
Tg0A95T45A60A50Tge (0S NUMeros representam a frequéncia com
gue as bases ocorrem). A funcdo desta sequéncia parece ser a de
permitir que apos a ligacéo da polimerase do RNA esta possainiciar a
sua evolugdo ao longo do gene, possvelmente por permitir a
iniciac8o da abertura da cadeia do DNA (o facto de ter ato conteido
AT facilitaa abertura da dupla hdice).

Sequéncia de reconhecimento ou Sequéncia -35 - O seu nome
deriva do facto de esta ser parte da sequéncia que a polimerase tem
que reconhecer, mas que ndo fica fortemente ligada a esta A
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sequéncia consenso € TgoTgqG78Ae5C54A45. A fungdo desta

regido parece ser a de conferir a capacidade de ligacdo a polimerase
do RNA.

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

A partida 2 particularidades existem nos eucariotas, relativamente ao
gue se passa nos procariotas: 1) o promotor da polimerase 11 fica
locdlizado downstream do gene, 2) ndo é possivel conhecer as
particularidades do promotor da polimerase I, ja que esta transcreve
apenas 0s genes dos rRNA os quais so todos idénticos.

No entanto o promotor da RNA polimerase Il, a responsdvel pea
transcricdo da maioria dos genes nos eucariotas sBo conhecidos com
dguma profundidede. As principas sequéncias  consenso
identificadas nos promotores da RNA polimerase Il dos eucariotas
s80:

TATA BOX - sequéndia corsenso. T, A, 22 A, 30 Também
37 37
conhecida por Hogness box. Tratase de uma sequéncia quase

universalmente presente em mamiferos, aves, anfibios e insectos.
Posiciona-se a uma disténcia do ponto de iniciacéo entre 19 e 27bp.
Como pode ver-se da sequéncia consenso, a TATA Box é condtituida
quase exclusvamente por AT, sendo as mutagdes que inserem um
GC muito raras. Esta sequéncia € habituamente rodeada por
sequénciasricas em GC, o que pode ser importante para a sua funcéo.
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CAAT BOX - seguéncia consenso GG%CAATCT . Esta sequéncia

eda presente em aguns promotores, mas ndo em todos. A sua
distancia ao ponto de iniciagdo ronda os 70 a 80bp.

As andises In vitro identificaram uma edtrutura semelhante ao
promotor kecteriano, imediatamente upstream do ponto de iniciagéo.
No entanto, estudos In vivo revelaram a dependéncia de zonas ainda
mais upstream da TATA box. Este componente pode consistir em
duas regides, uma entre -80 e -110 e a outra entre -50 e -70. Esta
Ultima pode ou ndo conter a CAAT box. Juntos, estas duas regides
tém uma forte influéncia na frequéncia de iniciacdo, possvemente
por influénciar aligacdo da RNA polimerase 1.

Junto ao ponto de iniciacdo, em redor da TATA box existe um
componente que parece ndo ter influéncia na frequéncia de iniciacéo,
antes de terminando o ponto de iniciagdo. Na auséncia deste
elemento, a transcricdo tem umainiciagéo errética.

Os promotores eucaridticos sBo bem mais conplexos que 0s
procariotas. Ao contraio dos promotores procaridticos, e
contrariamente ao que aé agora assumimos, um promotor eucariotico
né funciona s0. A sua actividade é enormemente aumentada de
acordo com a regulagéo efectuada por outro tipo de sequéncias
reguladoras. 0s “enhancers’. Estas sequéncias sfo distinguivels dos
promotores devido a duas caracteristicas essencias:

a sua posicéo relaivamente ao promotor € muito varidvel,
podendo ser consderavel, e funcionando em quaquer
sentido (“upstream” ou “downstream”) e orientacao.

Um enhancer ndo actua apenas num promotor, podendo
interactuar com qualquer promotor colocado na sua érea de
influéncia
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V&ios virus contém enhancers. Destes, 0S mais perigosos para a
célula que o virus infecta S30 0s enhancers presentes nos retrovirus.
Como estes virus se integram no genoma da cdula infectada, a
presenca de enhancers pode levar a activacdo de um ou mais genes
cdulares que de outra forma estariam slenciosos. Desta forma, os
retrovirus podem de forma indirecta, originar patologias, mesmo no
seu estado “dormente’, ja que mesmo na auséncia de transcricdo
vird, podem induzir dteragbes no programa genético da céula
infectada

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 habituamente uma sequéncia
dternada de pirimidinas-purines. Esta sequéncia tem
elevada probabilidade de formar uma estrutura em zDNA.
Se, por um lado, 0 modo como esta estrutura poderia afectar
a transcricdo ndo estd esclarecido, por outro lado, este
mecanismo poderia explicar porque os enhancers funcionam
independentemente da sua orientac2o.

Ligacéo do DNA auma estrutura como a matriz nuclear
ligag&o directa a polimerase

Quando a polimerase do RNA inicia a transcricéo, esta prossegue
com o0 complexo enzimético a percorrer 0 DNA, aé que a enziima
encontra um sinal para cessar a actividade. Neste ponto, a enzima
para de adicionar nucledtidos, liberta a cadeia de RNA nascente e
dissocia-se do DNA. Assm, a terminacdo envolve a quebra de todas
as pontes de hidrogénio entre 0o DNA e 0 RNA, e a reassociacdo da
dupla hélice do DNA. A sequéncia de DNA que da o sind para que
este processo ocorra chama-se terminador (ou abreviadamentet). Em
adguns genes procaridticos, existem factores denominados anti-
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terminadores, que permitem a polimerase continuar a transcricéo
passando por um terminador, num processo chamado de “read-
through”). Assm, a terminagdo nd conditui Smplesmente uma
forma de terminar a transcricdo, mas também uma forma de controlar
eda, jA que a exigéncia dos anti-terminadores pode determinar a
transcricdo ou ndo de determinados genes que se encontrem apds 0
terminador.

Pouco se sabe dos terminadores dos genes eucarioticos. A principa

dificuldade no estudo dos terminadores em eucaridticos é a incerteza
quanto ao locd de terminacéo da transcricdo. Ainda que amaior parte
das espécies de mMRNA eucaridticas conhecidas possuam
extremidades 3 bem definidas, é muito dificl ssber se eda
extremidade foi produzida por terminagéo ou por processamento. No
caso dos produtos da polimerase 11, o problema é exacerbado pelo
extenso processamento que ocorre com a adicdo da cauda poli-A.
Pdo menos em dguns casos foi possivd deerminar que a
extremidade 3' observada no RNA é de facto originada por corte de
uma cadela de RNA maislonga

Estudos efectuados com sequéncias de histonas (néo poliadeniladas),
permitiram verificar que o MRNA termina numa edrutura
semicircular (“stemloop”). Com efeito, mutagbes que impegcam a
formagéo desta estrutura, impedem a terminacdo, enquanto que outras
mutagies que revertam a mesma estrutura, embora com uma
sequéncia diferente, restauram a terminacd. Assm, a edrutura
parece mais importante que a sequéncia que a determina.

Os genes eucaridticos e procaridticos diferem numa caracterigtica
essencid. Ao contr&rio dos genes procaridticos, os gene dos
organismos eucaridticos ndo s continuos, mas interrompidos.
Sgnifica ig0, que no meo das sequéncias codificantes, surgem
sequéncias que tém que ser retiradas do RNA, antes de este poder
sarvir de molde a construcéo das proteinas. Este processo de
transformacdo que o RNA sofre nos organismos eucaridticos €
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chamado de processamento, ocorre no nicleo, e como veremos
envolve ndo apenas a remocgdo das sequéncias extra (“splicing”)
como outras transformagdes quimicas.

Os genes eucaridticos sGo assim formados por dois tipos de
sequéncias transcritas (isto € copiavels para RNA) 0s exons e 0s
introns (também chamados de intervening sequences). Os primeiros
compdem as sequéncias que estardo presentes no RNA maduro,
sendo 0s segundos as sequéncias que serdo removidas durante o
saliang.

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

N&o existe homologia extensa entre as duas extremidades de um
intron, o que exclui a possbilidade da formacéo de uma estrutura
secundéria que determine os pontos de corte.

As juncbes possuem uma Sequéncia consenso conservada mas
curta, aqual pode estar envolvida no processo de splicing:

Exon Intron Exon

A64Gr3Gioo T100As2 Aes Gaa Tes . .. 6Py74.87 N Co5 A 100 Groo N
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1.1.1.4 O CODIGO GENETICO

A descobertado cddigo genético pretendeu responder & questéo ja por
nos formulada (Cap. 1.1) sobre 0 mecanismo que permite aos acidos
nucleicos, com uma estrutura baseada em apenas quatro tipos de
nucledtidos, conter a informagdo que codifica um enorme nimero de
proteinas, as quais possuem 20 tipos de aminoécidos. A eucidacéo do
codigo genético pretendeu ainda explicar como € que a expressio
génica € regulada. No entanto, antes de esta questdo poder ser
estudada, era necessario estabelecer definitivamente a veracidade do
dogma central da genéticac Um gene - uma cadeia polipéptidica. Uma
caracterigtica essencid do DNA é que a sua edtrutura basica é
independente da sequéncia (a0 contrario das proteinas cuja
conformacdo € directamente dependente da sequéncia). Assm, a
sequéncia do DNA néo parece ser importante devido a conformacao,
mas porgue 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
caracterizacd0 da insulina por Sanger), e portanto é estabelecida
sengvelmente na mesma dtura que se estuda a informacdo genética
A edta relacéo entre a sequéncia do DNA e a sequéncia proteica
correspondente chamou-se codigo genético.

Como vimos, a sequéncia nuclectidica tem que conter informagéo
suficiente para codificar aminoécidos diferentes. Como s0 hé quatro
tipos de nucledtidos no DNA, um cdculo smples indica que so
necessarios 3 nucledtidos (um tripleto ou coddo) para codificar um
aminoé&cido. As combinagbes possiveis com trés nucledtidos sdo
43=64, pelo que o codigo genético é degenerado, isto é mais do que
um tripleto deve codificar o mesmo aminoéacido (tabela 1.2).

Tabda 1.2 - Codigo genético: significado dos 64 codons
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SEGUNDA BASE
U C A G
U UUUg UCU UAUG UGUg

wucp™ | ucd uach™" uec) >

UUAG ucal Ser UAAG UGA® STOP
LICOJ UUGF\’;Leu UCGh UAG ySTOP UGG ® Trp
<[ C CuUG CCU CAUy CGUU
m cucl cech cac)he cacl

cua?™ | cealPO CAAil ceayA'
é CUGH ccah CAGgG In GG}
T A AUUU AAU{ AAUj AGUjj
L AUCYlle AAC} AAcf{,Asn AGCY,
; AUA, AAA-IYThr AAA AGA(
Y AUG® Met | AAGhH raGHS AceyA'9
0| G GUU GCUj GAU{ GGUj

euc | eccl cach P Gect

cual? ccal™® GAAG el

GUGH, GCG} GAGE;G'“ GGG}

Podem agrupar-se os coddes segundo o aminoacido que codificam
(tabela 1.2). Quando ta € redizado, pode observar-se que com
frequéncia, a base na 3? posicdo ndo € sgnificante, porque os 4
coddes com as mesmas 12 e 22 bases codificam 0 mesmo aminoacido
(Tabda 1.2). Por vezes gpenas digtingue entre uma pirimidina e uma
purinaa 32 posigdo. A esta especificidade reduzida na 32 base chama-
se degenerancia da 3? base. Esta caracteristica, em conjunto com a
tendéncia para aminoacidos seme hantes (isto € polares, hidrofdbicos,
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
tabela 2, estes coddes (UUA, UAG e UGA) indicam o fim da
sequéncia génica, sendo por isso chamados de codfes stop.

O cbdigo gendtico foi iniciamente estudado na bactéria E.Coli, pelo
gue a universalidade deste recessitou de extenso estudo. Sabemos
hoje, que genericamente o codigo genético é similar em todos os
organismos vivos estudados. As excepgdes conhecidas  sGo
representadas por pequenas dteragbes em agumas espécies de
microorganismos, e no codigo genético mitocondrid, o qua possui
agumas particul aridades em aguns organismos (Tabda 1.3).

Tabela 1.3 - Exemplos de excepgdes a universdidade do codigo
genético

Organismo Codon Significado Provavel  Significado

na mitocondria habitual
Todos UGA Triptofano Terminacdo
Levedura CUA Treonina Leucna
Moscadafruta AGA Serina Arginina
Mamiferos AGA Terminagéo Arginina
AUA Metionina Isoleucina

As mutacBes pontuais sd0 mutagbes que ocorrem devido a
subgtituicdo de um nucledtido por outro. A forma mais frequente de
mutagdes pontuais € a transicdo, a qua ocorre quando uma
pirimidina € subgtituida por outra, ou uma purina por outra. A
transversdo é menos frequente, e implica a subgtituicdo de uma
pirimidina por uma puring, ou vice-versa As mutagdes pontuals
podem ser de 3 tipos, de acordo com o efeito que provocam nho
aminoécido codificado. Se ndo afectam o aminoécido codificado so
chamadas silenciosas, se mudam o amino&cido codificado sdo
chamadas missense, e se transformam o codd num coddo stop sfo
chamadas nonsense.

As mutagOes pontuais foram durante muito tempo consideradas as
principais causas de mutagbes. Sabe-s2 no entanto hoje, que as
deleccbes sfo também muito frequentes, representando uma
sgnificativa por¢do das mutagdes identificadas.

1.1.1.5 Mutacbes e Polimorfismos

Uma vez que o codigo genético € lido em tripletos ndo sobreponivels,
ainsercéo ou remocdo de um nucledtido causa uma ateracdo na fase
de leitura, dterando os coddes subsequentes. Este tipo de mutacéo é
denominado em Inglés “frameshift”. Mutagbes deste tipo s8o
susceptiveis de reverterem através da mutagdo inversa, isto é, £ a
primeira mutacdo foi uma inser¢do e a segunda uma delecgdo, ou
vice-versa, apenas a zona do gene Situada entre as duas mutagOes se
encontra mutada. A segunda mutac@o, € denominada supressora, ja
que suprime o efeito da primeira, limitando a zona atingida (fig. 1.17)
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Selvagem GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU Gcu ey
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
Inser¢io(+) GCU GCU AGC UGC UGC UGC UGC UGC UucCc 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 GCU
(+-) Ala Ala Ser Cys Cys Ser Ala Ala
triplo mutanteGCU GAC UGC AUG CUG CAU GCU GCU GCU
(+++) Ala Asp Cys Met Leu His Ala Ala Ala
triplo mutanteGCU _CUG CU_CUGC U _CU GCU GCU

(---) Ala Leu Leu Cys Sa Ala Ala

Figura 1.17 - Mutacdes frameshift e seus efeitos. Note-se que as insercdes e as
deleccbes podem anular-se mutuamente, fora da zona entre as duas
mutagoes

As mutagbes podem ser vantgosas, desvantgosas ou nheutras,
segundo as consequéncias funcionals que provocam. As mutagOes
neutras, gpesar de causarem alteracdo na sequéncia ndo ocasionam
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mudanca funciona. Neste caso, deve faar-se em polimorfismo e ndo
em mutacao.

1.1.2- AFISIOLOGIA DO GENE
1.1.2.1 Transcrigcdo e transcrigcao reversa

| TaTA |

O RNA ¢ a espécie de &cido
nucleico com um papd mais ’TF"D“-TE"i
dargado na genética molecular (e

dos organismos. Nao s6 o RNA ~

tem o pgpd mas “medidico’
de mensageiro, mas é também a — | TFIE
epécie que assegura a (o )
descodificagio da informagio | ﬂA@
genética ( 0 rRNA e 0 tRNA). e
Para dém destes papels centrais
em todos 0s organismos,
exigem anda virus que
utilizan o RNA como materid
de armazenamento de
informagdo  genéica (oS
retrovirus). A producdo do
RNA tem habitudmente uma
origem comum: a transcricéo
do DNA. No caso do mRNA, o
produto formado € um
intermediaio  cya  funcéo
requer ainda a tradugdo. No
caso do tRNA e do rRNA, o
produto formado € o efector da
funcdo a que se destina

j TFIIF + Pal 11

TFIH + TFlA

A transcricdo é tavez o passo
por exceléncia paraaregulagdo  Figura 1.18 — Passos da iniciagdo
datranscricéo

da expressio génica. A decisfo principa ha regulacdo de um gene, €
habitualmente a decisdo de transcrever ou ndo esse mesmo gene. O
que se traduz possvemente numa necessdade de economia de
energiae materiais por parte da cdlula.

A transcricdo é catalisada pela RNA pdlimerase, e envolve a sintese
de uma cadela de RNA complementar da cadeia molde do DNA (a
outra cadela do DNA é aimagem do RNA, isto é a sua sequéncia €
equivdente a do RNA, excepto no facto de em vez de possuir
Urecilos possui Timidines). A transcricBo ocorre pelo processo
habitual de empardhamento de bases num processo dtamente
regulado e encadeado. Em primeiro lugar, a polimerase deve ligar-se
a0 DNA de cadeia dupla num processo complexo que envolve co-
factores (fig. 1.18). Em seguida, as duas cadeias do DNA devem ser
separadas (fig.1.19), para tornar a cadeia complementar acessivel a
maguinaria de transcricdo. A abertura da hélice do DNA é um
processo locdizado, e & medida que a transcricdo prossegue, novas
zonas do DNA véo ficando acessivels, enquanto as zonas ja
transcritas se véo emparelhando de novo, por forma a preservar a
dupla hélice. A fase de iniciacdo da transcricdo envolve assm, o
reconhecimento do DNA pela polimerase, a abertura da héice do
DNA, e a incorporacdo do primeiro nucledtido na cadela do RNA
nascente. O local do gene onde se processa todo este processo é
naturadmente o promotor (fig. 1.19). O local da incorporagéo do

sequincia -15 apgeimela -1 stari

J
_v

Figura 1.19 — Elementos reguladores da iniciacdo da transcricdo
eucaridtica
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primero nucledtido é dedgnado “start site” ou “startpoint”
(fig.1.19).

Depois da fase de iniciagéo inicia-se a fase de elongacéo, a qua
produz a extensdo da cadeia de RNA nascente, originando um
hibrido de empardhamento DNA-RNA. No entanto, & medida que a
elongacdo se processa, a polimerase caminha para novas regides do
DNA, abrindo a hélice noutras zonas do gene, e fechando nas regides
jatranscritas, o que implica o desemparelhamento DNA-RNA.

A terminagdo envolve o reconhecimento de um sind indicando que
nédo devem s adicionados mais nucledtidos. Nedta fase, termina a
ligacdo DNA-RNA da cadeia nascente, com libertacdo da polimerase
edamoléculade RNA.

Desta descricdo se pode inferir que a polimerase do RNA ( aenzima
gue catdisa a adicdo de nucledtidos a cadeia de RNA nascente) ndo
funciona s0, necessitando de um conjunto de outros componentes
com fungBes essencid mente reguladoras e assessorias. Assm, quer a
iniciacdo quer a aberturado DNA, quer aterminacéo so exemplos de
processos em que intervém outros factores para a progressao
organizada e controlada da expressio génica A maguinaria de
transcricéo das cdlulas eucaridticas € mais complexa e menos bem
definida que a dos procariotas. Existern 3 polimerases nucleares, as
quais ocupam diferentes locais do nlcleo, e sdo cada qua composta
por véarias subunidades. Para complicar ainda mais o problema,
exigem anda outras polimerases do RNA em mitocondrias e
cloroplastos.

A maior parte da actividade de polimerase do RNA é redlizada, nos
eucariotas, pela RNA polimerase |, aqua se encontrano nucléolo, e é
responsavel pela transcricdo dos genes codificando os rRNA (cerca
de 50-70% do RNA tota sntetizado). A segunda enzima, € a RNA
polimerase 1l (20-40% da actividade tota de sintese de RNA), e
responsavel pela sintese do RNA heterogéneo (hnRNA), o percursor
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do mRNA. A RNA Polimerase Il é responsavel pela restante
actividade de producéo de RNA (até 10% do tota), tem localizagdo
nucleoplasmética e é responsavel pela producéo dos tRNA e muitos
dos“smdl nuclear RNA” (snRNA).

Nenhum mecanismo de controlo da transcricéo pode ser uma forma
eficaz de controlar a expressao génica, se 0 produto da transcricdo (o
MRNA) ndo tivesse uma vida curta Se assim ndo fosse
previsvelmente ocorreria uma acumulacdo de mensageiro, ou pelo
menos 0 mensageiro formado permaneceria activo tanto tempo que
ndo seria possivel parar de dntetizar a respectiva proteina. Na
redidade, a ingabilidade do mMRNA €& muito acentuada. As duas
formas de determinar a instabilidade do DNA basaiam-se ambas no
bloquear da sintese de novo do mMRNA (transcricao), medindo entdo a
Sua capacidade para servir na sintese proteica (semi-vida funciond),
ou a sua capacidade para hibridar com uma sonda (semi-vida
quimica). De modo gerd, a semi-vida funcdond € ligaramente
inferior & semi-vida quimica, 0 que sugere que pequenas degradacoes
como um smples corte poderdo ser suficientes para a inactivacéo
bioldgica do mRNA. Verificase que este primeiro passo inicid é
seguido da degradacéo do mRNA nos seus nucledtidos componentes,
de formamais ou menos sequencial nadireccao 5® 3.

O dogma centrd da genéica molecular afirma que os genes o
unidades que se perpetuam a s proprios, e que funcionam atraveés da
Sua expressdo em proteinas, através de um intermediario de RNA.
Note-se que o dogma, na sua \ersio origind define um paradigma
que conddera que a informacdo genética € transmitida
unidireciondmente: DNA® RNA® Proteina.

Hoje em dia, sabemos que a restricdo do dogma centrd néo é
absoluta. Efectivamente, a informacdo genética pode ser trangmitida
de forma diferente da acima prevista. Alguns virus de RNA, utilizam
0 RNA para a propagacdo da sua informagéo genética. Se esta pode
parecer uma extensdo relativamente pequena do dogma centrd, ja a
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exigéncia nos retrovirus (virus de RNA de cadeia smples que
utilizan o DNA de cadea dupla como intermediaia na sua
replicacdo) de transcriptases reversas conditui uma grande mudanga
no paradigma da genética molecular. As transcriptases reversas s8o
enzimas que catdisam a sintese de um DNA de cadeia smples a
partir de uma cadeia de RNA. Esta cadeia de DNA pode entéo ser
utilizada para dntetizaa DNA de cadea dupla, utilizando a
maguinaria habitua da cdula, efectivamente revertendo um dos
passos acima indicado: RNA® DNA. Ese facto tem implicagdes
profundas ndo O na forma de pensar a genética, mas também na
biologia da infecgéo vird, j& que este DNA de cadeia dupla formado,
e que é uma copia do RNA vird, va agora integrar-se no genomada
cédula, fazendo com que a infecgdo se propague de forma mais ou
menos inofensiva a progenia da cdula infectada ( a integracdo no
genoma celular é uma parte norma do ciclo de vida do virus sendo
necessria a transcricdo dos genes virais). Uma outraimplicacdo deste
mecanismo é a posshilidade de uma infeccdo de virus deste tipo
poder mediar a inser¢cdo de mRNA celular no genoma, como se de
RNA vird se tratasse, originando duplicacéo génica, e/ou inser¢do de
uma copia do gene sob a accdo de um promotor diferente,
efectivamente dterando o programa genético da cdula. Uma outra
implicacdo da infecco por este tipo de virus, foi ja por nos abordada
aguando da discussio da existéncia de enhancers, e conditui na
possibilidade de colocar genes celulares sob a acgdo de enhancers
viras, uma vez mas dterando o programa genético da céula
infectada.

Os tipos de retrovirus de que existe mais informacéo disponivel sfo
0s que originam as particulas tipo Cem aves e mamiferos. Estes
virus contém duas copias de RNA em cada viri&. Assm, quando
uma cdula é infectada por dois virides diferentes, podem-se originar
virides heterozigdticos, o que pode ser importante na aquisicdo de
sequéncias cdulares por pate do virus, jA que mesmo que em
contrgpartida perca agumas sequéncias do seu genoma, a restante
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cdpia do RNA vird permite-lhe continuar a ser capaz de efectuar uma
infecgéo eficaz.

1.1.2.2 Traducao

A sintese proteica efectua-se
no ctoplasma, envolvendo
uma complexa maquinaia
genética centrada no
ribossoma (fig. 1.20). Edsta
maguinaria genética pode ser
viga como migrando a0
longo do mRNA, lendo-o0 e
utilizando a informacéo nele e

contida paa dinhar com Figua 120 - O ribossoms
precisio  cada  aminoacil-  Interactuando com o mMRNA, o
tRNA, promovendo aligagdo tRNA e a cadeia polipeptidice
peptidicaentre ete eacadeia  "NAeNte:

peptidica nascente.

O ribossoma € assm um adtamente eaborado e preciso complexo
enziméico com diversificados componentes e varios centros activos,
que requer varios cofactores para a sua actividade, e que dotém a
energia quimica que necessita com a hidrdlise de GTP.

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

Cada tRNA liga-se a0 ribossoma num loca diferente deste, tendo
cada um dos dois locais de ligac&o propriedades diferentes. Apenas o
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Loca A (local de entrada) pode receber um aminoacil-tRNA. Antes
da entrada do aminoacil-tRNA, este loca expbe o codon a ser
descodificado. O ultimo dos codons ja descodificados encontra-se no
local P (loca dador), sendo este loca ocupado pelo peptidil-tRNA
(um tRNA contendo o amino&cido ja covaentemente ligado por uma
ligacdo peptidica a restante cadeia polipeptidica nascente). Quando
estes locais (A e P) estdo ambos ocupados ocorre a formacéo da
ligacdo peptidica com transferéncia do polipéptido nascente para o
tRNA do local A. O ribossoma ded oca-se entdo no mRNA libertando
0 tRNA do locdl P e transferindo para este loca o peptidil-tRNA do
loca A, e expondo um novo codon no loca A.

A sintese proteica pode ser dividida em varias fases.

Iniciacdo: envolve as reaccdes que precedem a formacdo da ligacéo
peptidica Requer a ligacdo do ribossoma ao mRNA, a formagéo de
um complexo de iniciagdo contendo o primeiro aminoacil-tRNA.
Trata-se de um processo relaivamente lento em comparacdo com as
restantes fases da sintese proteica.

Pl
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Figura 1.21 — Passos da fase de iniciagéo e respectivos co-factores

envolvidos
Resumidamente pode dizer-se que nos eucariotas a iniciacdo comega
com a ligacéo de GTP a um factor de iniciacdo denominado elF-2
(eucariotic iniciation factor 2). De seguida efectua-se aligagéo de um
N-formil-metionil-tRNA a este complexo. E o conjunto de factores
assm formado que e liga entdo a subunidade 40S do ribossoma, a
qua com o auxilio de outros factores de iniciacdo reconhece entéo a
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extremidade 5 do mRNA (na qua se encontra a estrutura conhecida
como CAP) por parte da subunidade 40S do ribossoma.

A subunidade 40S migra ent& no mRNA até encontrar um codon de
iniciacdo. Neste ponto, liga-se a subunidade 60S, ap06s a remocdo de
el F-2 do complexo de iniciacéo.

P
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Figura 1.22 — Passos da fase de elongac8o da traducdo eucariotica

Elongacgéo: inclui todas as reacgbes desde a sintese da primeira
ligac2o peptidica, até a adicdo do Ultimo amino&cido da cadeia
polipeptidica. Os aminoécidos sfo adicionados um a um, naquele que
congtitui 0 processo mais rgpido da sintese proteica.
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Assm que a
subunidade 60S e liga
a0 complexo de
iniciacdo, o ribossoma
fica pronto a inicar a
eongacédo. Paa td
necessta de aminoacil-
tRNA, o qua entra o
loca A, num processo
mediado pelo factor
eEF-1 (eucariotic
elongation factor 1).
Assm que o aminoadil-
tRNA s encontra
correctamente
posicionado no locd A,
a peptidil transferase
(uma  funcéo da
subunidade 60S)
catadisa a formacdo da
ligacéo peptidica entre
0S aminoéacidos dos
locaisPeA.

O Utimo paso na
elongacéo é a
trandocacdo, processo
em que o0 ribossoma
avanca trés nucledtidos
de forma concertada( e
que requer o factor
adiciond eEF-2). Egte
processo  envolve a
libertacdo do tRNA do
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Figura 1.23 — Passos da fase de terminacao
da traducdo eucaridtica
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local P, a passagem do peptidil-tRNA do locd A paraoloca P, ea
exposi¢cao do proximo codon no loca A agoravazio.

Terminacdo: inclui todos 0s passos necessarios para a libertacdo da
cadeia polipeptidica formada, bem como a dissociacéo do ribossoma
do mRNA. Este € um processo lento, em comparacdo com o tempo
necessario para adicionar um aminoacido na fase de € ongacéo.

Dos 64 tripletos, gpenas 61 codificam para aminoacidos, 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 terminacdo réo corresponde nenhum tRNA,
sendo estes reconhecidos directamente pelo factor proteico eRF
(eucariotic release factor).

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

A cdula eucaridtica € uma edrutura finamente organizada, cujas
funches sfo efectuadas em locais cdulares definidos. A sintese
proteica ndo congtitui excepcdo, podendo os polirribossomas ser
classficados em 2 tipos (livres e ligados a nembranas), aos quais
corresponde a sintese de diferentes grupos de proteinas .

Os poalirribossomas livres dntetizam proteinas que ndo interagem
com membranas, enquanto 0s que Se encontram associados as
membranas Sntetizam proteinas cuja futura locdizacdo depende da
sua capacidade para se ligarem as membranas. Note-se no entanto
que a denominacdo polirribossomas livres ndo sgnifica que estes s
encontrem livres em solugdo no citoplasma. Estes polirribossomas
encontram-se associados ao citoesqueleto para o que provavelmente
dependem do mRNA.

Os polirribossomas tendem a estar localizados perto de nucleos, nos
locais de entrada do mMRNA no citoplasma. A maior parte das
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proteinas  dntetizadas S0
olivels, e uma vez libertadas
rgpidamente difundem para
longe do locd de sintese. As
proteinas que irdo compor o
citoesqueleto, tendem a
integrar-se  neste num loca
né muito distante do ponto de
sintese.

As proteinas sintetizadas pelos
ribossomas ligados a
membranas  tém  vaios
destinos. Algumas  so
sequestradas em
compatimentos cdulares
outras Sd0  componentes
membranares, e outras ainda
S30 proteinas que se destinam
a s secretadas. Na maior
parte dos casos das proteinas
de membrang, a sua futura
localizagdo ndo depende da
sequéncia da proteina madura,
mas antes de uma sequéncia
denominada “leader”, e que se
localiza na zona termind da
cadeia polipeptidica nascente.
Esta sequéncia, depois de ter
determinado o destino da
proteina sera excisada do resto
da proteina, originando a
proteina madura.
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Figura 124 — A replicagdo €
semiconsarvativa, tendo como base

0 emparelhamento de nucledtidos
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1.1.2.3 Replicacéao

A descoberta da naturezade l
dupla hélice do DNA fai o
ponto de partida para a
compreensdo do mecanismo
de duplicacio deste &cido - y®
nucleico, o qua é designado
por replicacéo. Com efeito, 0
principio bésico do
emparelhamento dos
nucledtidos, em que assentaa
estrutura do DNA é também
0 principio essenciad para a
compreensdo da replicacéo
do DNA, jAque estaassenta
na nocdo de que cada cadeia  Figura 1.25 — A replicagdo é continua
de nucledtidos funciona numa cadeia (cadeia "leading") e
como padréo na sintese da  descontinua  na  outra  (Cades
uma nova cadeia (fig. 1.24).  "lagging").

Assm, areplicacdo do DNA

€ semiconservativa, isto €, gpds a duplicacdo, cada molécula de DNA
tem umacadela origind, e uma cadeia 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 iniciagdo. Forma-se assm, em cada ponto de
replicacdo uma edrutura em forma de Y (“Forks’). Como a
replicacdo € bidirecciona (excepto nos virus de DNA linear), cada
ponto de iniciagdo da replicacdo da origem a dois “Forks’ invertidos
(%1 E¥%). Paraque amesma polimerase possa sintetizar ambas as
cadeias, forma-se uma estrutura local em “loop” na cadeia de sintese
descontinua (fig. 1.26).
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Em bactérias de DNA
crcular, habituamente
goenas um ponto de
; inicdecdo  é auficiente

P para replicar todo o
genoma, mas em
eucariotas, cada
cromaossoma possui
multiplos  pontos de
iniciacdo, que cooperam
para a rapida replicacdo
do DNA. Estes pontos possuem uma sequéncia semelhante entre s.
Conhecem-se 3 tipos principais destas sequéncias. a OriC da E.coli a
sequéncia do virus SV40, e a sequéncia de replicacéo auténoma em
leveduras. A OriC (bem como a maor parte das sequéncias
equivaentes em bactérias) é composta por repeticdes de sequéncias
com 9 e 13 pares de bases (9-mers e 13-mers) a0 longo de uma
sequéncia com cerca de 240bp, sendo estes 9-mers e 13-merslocas
de ligacdo da proteina DnaA, a qud inicia a replicacéo. A origem de
replicacdo do SV40 possui cerca de 65bp. Os 17 cromossomas da
levedura S.cerevisiae possuem mais de 400 sequéncias de iniciacéo
da replicacdo. Cada uma destas sequéncias (denominadas ARS de
autonomously replicating sequence) confere a um plasmideo a
capacidade de se dividir na levedura. Estudos mutagénicos efectuados
a0 ARSI (cerca de 180bp) revelaram a existéncia de apenas uma
regido essencia, com cerca de 15bp, designada elemento A. Trés
outros eementos (B1,B; e Bs) s80 necessarios para o funcionamento
efectivo do ARS11. Um complexo de proteinas chamado ORC
(“originrecognition complex”) liga- se a0 ARS1 de modo dependente
do ATP. Adiciondmente a estas sequéncias, uma sequéncia a elas
adjacente, rica em Adenosinas e Timidinas facilita a abertura da dupla
hélice.

Figura 1.26 — Edrutura em loop que
permite que uma polimerase Sintetize
as duas cadeias de DNA.
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A replicacdo eucaridtica (aqui descrita para 0 SV40 — o modelo mais

DA pulpriscans |
M.‘w m usas nich rarslsion
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Figura 1.27 — A sintese descontinua da cadeia "lagging” exige
primers de RNA dntetizados pela primase, formando-se
temporariamente uma molécula mita RNA/DNA  (fragmento de
okasaki).

bem conhecido) inicia-se com a ligacd de uma proteina vird
chamada T antigen ao DNA. Esta proteina multifuncional desenrola.o

DNA com a sua actividade de helicase, com a guda de ATP e um
factor denominado RFA (“replicating factor A”), o qud € uma
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proteina que se liga a DNA de cadeia smples. A replicacdo inicia-se
entéo hidireciondmente a partir de primers de RNA produzidos por
uma primase.

Duas polimerases digtintas (a e d) trabadham no “fork” eucaridtico: a
pol d produz a cadeia “leading”, cuja sintese é continua; a sintese da
cadela “lagging”, redizada de modo descontinuo € da
responsabilidade dapol a, a qua se encontra fortemente associada a
uma primase. Na redidade, a sintese da cadeia “leading” € na
redidade o trabalho sequencia das polimerases a e d. O complexo

D BRI
FRAOTEIN (&5}

DA -
POLYMERASE | )

Figua 128 — Representagd esquemdtica dos Vvéarios
componentes que intervém na replicacdo eucaridtica.

primase-pol a dntetiza o primer de RNA, e inicia a extensdo do
DNA, numa actividede estimulada pelo factor de replicacdo C. A
ligacdo de PCNA (“proliferating cell nuclear antigen”) libertaa pol
a. A pal d ligase entdo a0 PCNA que activa a polimerase a qua
dntetiza entéo a cadela “leading”. Findmente enzimas chamadas
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topoisomerases executam o importante trabalho de libertar as tensdes
de torsdo introduzidas pelo desenrolar da hélice do DNA padréo.

No final de cadeias de DNA linear, existe o risco de em cada sintese,
a cadeia “lagging” se tornar progressvamente mais curta, pois a
sintese descontinua necessita sempre de um “template’ maior que a
sequéncia a amplificar. Para obviar a ete risco, a cdula possui nas
extremidades do cromossoma estruturas especiais denominadas
teldmeros e compostas por repeticdes de sequéncias oligoméricas (ex.
na levedura & 5-G;.3T-3'). Os telomeros sfo sintetizados por um
processo diferente do acima descrito por enzimas especidizadas. as
telomerases. Estas enzimas sd0 transcriptases reversas modificadas,
produzindo DNA a partir de um ‘template’ de RNA que a €las s2
encontra associado, e que determina portanto a sequéncia do
telomero.

Finamente um outro aspecto da sintese do DNA deve ser dvo da
Nossa atencao: a reparacao de erros. As polimerases, ndo séo enzimas
isentas de erros, e aincorporacdo de nucledtidos incorrectos por vezes
ocorre. Varios mecanismos de reparacdo destes erros existem, e deles
depende a transmisso do patriménio genético, sem mutagdes. O
primeiro mecanismo de reparacdo do DNA esta incorporado nas
proprias polimerases. Edas enzimas, ndo 0 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 > 5').

1.1.2.4 Mecanismos de Mutacao do DNA

1.1.2.4.1 Erros na replicagcdo do DNA

Quando, durante a replicacdo do DNA a polimerase incorpora
nucledtidos errados, produz-se uma mutagdo. Na maior parte dos
casos, td ndo se verifica, gpenas porque a maioria das polimerases,
possuem ndo apenas actividade de sintese na direcgdo 5 >3, mas
também actividade de proofreading na direccdo 3 >5'. Assm, se0
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nucledtido incorporado for o errado, a polimerase usa a sua actividade
exonucleolitica, e volta a tentar.

Cada base do DNA existe em uma de véaias formas possivels,
chamadas tautomeros. Trata-se de isOmMeros, em que a posicao
relativa e as ligages entre os &omos variam. Norma mente apenas a
forma ceto gparece no DNA, enquanto as formas enol e imino sfo
raras. NO entanto, os tautdmeros enol e imino tém a capacidade de
empardhar com bases diferentes das que a forma ceto emparelha,
levando a erros na replicagdo. Assm, por exemplo a forma imino da
citosna pode emparelhar com a adening, aforma enol da timina pode
empardhar com a guaning, a forma imino da adenina pode
empardhar com a citosna e a forma enol da guanina pode
emparelhar com atimina

Uma outra forma de incorporacéo estével de bases erradas ocorre
com a replicacdo de bases ionizadas, a qua é possvelmente mais
frequente do que a mediada pelos tautomeros, e judtifica os efeitos
mutagéneos das radiaces ionizantes.

Os empardhamentos de purinas com purinas e pirimidinas com
pirimidinas, ocasonam distorgdes na dupla hélice, j& que forcam
ateracbes na dimensdo exterior da hélice. No entanto, mesmo este
tipo de mutages (transversdes) ocorrem, tendo inclusivamente sdo
observado por difracgdo de raios X estruturas de DNA albergando
este tipo de emparelhamentos.

Também mutagbes frameshift podem originar-se por erros de
replicacdo. este tipo de erros ocorre preferencialmente em zonas de
repeticdo de  nudedtidos (ex: AAAAA > AAAA;
CTCTCT->CTCT), e pensase s 0 resultado de um “dedizar”
excessvo da polimerase, sem  que ede provogque uma
desestabilizacdo do emparelhamento imediatamente adjacente ao
local de polimerizacd. Com 0 mesmo mecanismo se pode explicar
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mecanismos de reparacdo do DNA, para a manutencdo do codigo
genético, garantindo a viabilidade celular 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
hipoteses em 4 de o resultado se traduzir numa mutagzo.

A desaminacgdo de uma citosna origina um uracilo. Se a base assm
dterada ndo for reparada, numa replicacdo podterior e€a va
emparehar com uma adening, originando a subgtituicdo de um C por
um G. Note-se que se 0 nucledtido onde ocorreu a desaminacéo
posslir uma 5-meil-citosng, a base desaminada é uma 5-metil-
uracilo, ou sga timing, a qual néo é reconhecida pela maguinaria de
recombinacdo, resultando numa mutacdo ndo reparavel. Por este
motivo as 5-méil-uracilo sfo “hot spots’ de recombinagéo.

Uma forma menos frequente de mutacdo esponténea s80 0s danos
oxidativos. Espécies de oxigénio atamente reactivas como os radicais
superdxido (O2'), perdxido de hidrogénio (H20-) e 0 seu derivado
radicad hidréxilo (OH') sdo produtos secundarios do metabolismo
aerobico, e podem causar danos o Figura 1.29 — Desaminagic

percursores. Por exemplo a 7-hydre e pases nucleotidicas.
(GO) frequentemente emparelha cor
elevado nimero de mutacbes G> T.
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1.1.2.4.3 Recombinacédo genética

1.1.2.4.3.1 Recombinacao por crossing-over

O crossng-over € um mecanismo norma de troca de materid
genético entre dois cromossomas homdlogos, durante a meiose.
Trataase de um fendmeno complexo em que habitudmente é
conseguida uma extraordinaria precisio, mas de onde podem surgir
mutagbes quando algo de errado acontece. Existemn hoje varios
model os de recombinacdo por crossing-over:

Recombinacdo homdloga Ger al
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A recombinacdo homodloga ged ndo envolve nenhuma
especificidade em termos de sequéncia do DNA, para aém de se
verificar gpenas entre moléculas de  DNA homdlogo. Esta
recombinacéo envolve a formacdo de uma edtrutura em que uma
molécula de DNA (dupla hélice) emparelha parcia mente com outras

Figura1.31 - Modelo de Holiday para a recombinacéo homdéloga

homadloga, formando uma estrutura em quiasma. Note-se que de cada
cromossoma, apenas um dos dois cromatideos (ou uma das duas
moléculas de DNA de cadeia dupla) toma parte na recombinacéo. O
locd de corte e juncéo ocorre entdo no centro do quiasma, resultando
dois cromossomeas hibridos, mas intactos em termos do seu contelido
genético.

O modelo mais plausivel para explicar 0s passos necessarios para a
recombinagdo foi apresentado por Robin Holliday (fig.1.31) para
explicar o fendmeno de conversdo génica. Como se pode ver na fig.
1.31, o modelo de Halliday prevé que num dos passo inicias
verifique um corte por uma endonuclease numa das cadeias de cada
molécula de DNA, a que se segue atroca de extremidades de uma das
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cadeias de cada dupla hédlice. As cadeias sdo entéo ligadas pela ligase
formando-se cadeias hibridas. A este passo segue-se a migracéo do
ponto de troca, terminando o processo com a resolucéo, a qua 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 materia
Cromaossomico deste 0 ponto de cross-over até ao teldmero.

Este modelo, se bem que explique os resultados obtidos com fungos,
néo permite explicar todas as observagdes efectuadas com leveduras,
0 que levou Mesdlson & Radding a propor um mecanismo diferente.
Este mecanismo, pate ndo de um corte de uma cadeia em cada
molécula de DNA, mas goenas numa delas, seguindo-se a
polimerizagdo a partir de um dos terminais. Edta polimerizacéo
provoca 0 desempardhamento de pate da cadeia em sintese,
originando uma molécula de DNA parcidmente de cadeia smples, a
qual pode entdo substituir a sua homdloga no outro cromossoma. Os
Gltimos passos neste modelo consistem na ligacdo das cadeias com
terminals, seguida da migracdo do ponto de juncdo, e resolucéo
horizontal ou vertical. Note-se que este modelo explicaaformagéo de
produtos néo passivels de serem produzidos pelo modelo de Halliday,
COMo € 0 caso de cromossomas irmaos que numa divisdo possuem
trocas cromossdmicas desiguais entre 5. Um outro tipo de implicacéo
deste modelo é a posshilidade de ocorréncia de conversio de
cromatideos e de conversio de meios-cromatideos. Estes fendmenos
ocorrem quando se formam cromatideos com cadeias de DNA néo
homdlogas, isto € quando, por crossing-over, o produto find € uma
molécula de DNA com cadeias pontudmente ndo emparelhadas
(locas G:T, G:A, C.T, C:A). Quando isto sucede, os mecanismos de
correcgdo do DNA podem corrigir 0 mal-emparelhamento, do que
rellta uma molécula de DNA convertida (converséo de
cromatideos), ou igual a molécula inicia. Pode ainda néo ter ocorrido
correccdo, e a molécula de DNA possuir o desemparelhamento local
(conversdo de meio-cromatideo). Assim se obtém as proporces
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menos frequentes, € ndo iguais N0 nUmero de cromossomas
resultantes de um crossng-over.

1.1.2.4.3.2 Recombinacao somatica

Trata-se de um processo enzimético complexo e dtamente regulado,
que permite auma 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 secgdo 2.1) é habituamente restrito s cdulas T e B, e
gpenas aos genes do TCR e lg. No entanto, a existéncia de sequéncias
de recombinacdo ditas cripticas (sequéncias de recombinacdo
imperfeitas) pode originar a que em casos raros, nestas cdulas, 0s
genes do TCR ou Ig sgam refranjamos indevidamente com outros
loci genéticos, do que resulta uma trandocacdo intra ou
intercromossomica com perturbagdo do programa genético. O
programa genético da cdula em que ocorrem estas anomdias pode
ser perturbado de uma de duas formas: 1) aformacéo de uma proteina
quimera pode desregular a funcdo dos genes em questdo; 2) a
colocagdo de um gene habitudmente dlencioso nos linfécitos
debaixo da accdo do enhancer do TCR ou das Ig, faz com que este
sga expresso de forma permanente. Exemplos de anomalias destes
tipos, e suas consequéncias clinicas serdo apresentadas na secgéo 4.2.

1.1.2.4.4 Mutagcb8es mediadas por elementos de
transposicao

Os dementos de transposicio
s80 elementos genéticos com a
propriedade de serem capazes ——

de s mobilizarem, e moverem- e
Se para outro local do genoma, /f S — __\\

ou de crizem copias de S  Figura 132 — Elemento de
proprios  noutro  loca  do  transposico smples ou
1.52 sequéncia de inser¢do (IS do

inglésinsertion sequences).



genoma. Ege conceito, criado por resultados experimentais
produzidos por Marcus Rhoades e Barbara McClintock em milho,
foram inicidmente encarados com grande cepticismo. Sabe-se no
entanto hoje que estes eementos sfo bastante representados em todo
0 mundo biolégico, dos Procariotas aos Eucariotas superiores.

As sequéncias de insercéo (fig.1.32) séo os e ementos de transposi¢éo
mais smples, sendo congtituidos por sequéncias de nucledtidos que
s podem agrupar em familias, de acordo com a sua sequéncia.
Assm, a ISl foi higoricamente a primeira a ser descrita, possuindo
cerca de 800bp, mas muitas outras foram entretanto descritas. Uma
das caracteristicas das | S é a presenca de uma pequena sequéncia que
gparece invertida em cada uma das extremidades (IR do inglés
inverted repeats). Osinverted repeatspossuem entre 16 nucledtidose
algumas dezenas, sendo 0 seu comprimento e sequéncia especifico de
cadalS.
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Figura 1.33 — caracteristicas de aguns trangposons e
consequéncias da suainsergéo

Um transposon (Tnl, Tn2, etc.) € um eemento de transposicdo mais
complexo, contendo dois IS separados por uma sequéncia de DNA
que pode conter um ou mais genes. Os dois IS nas extremidades séo
idénticos, e podem estar na mesma orientacdo, ou em orientagbes
invertidas. Se egtiverem na mesma orientacéo os IR presentes sGo 0s
IR de cadaum dos IS. Se estiverem em orientacOes 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 trangportarem consigo o(s) gene(s) que 0s
congtituem. Na verdade, em bactérias, este € 0 mecanismo que muitas
vezes se encontra por detrés da aquisicdo de resisténcia a antibidticos
num Unico plasmideo.
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Os mecanismos de transposicio podem ser conservativos ou
replicativos. No primeiro ocorre a dedocacdo do eemento de
trangposicéo de um locd para outro, sem que 0 numero de eementos
tenha variado. No segundo caso, é deixada uma copia do eemento de
trangposicao no loca origind, iso € o demento de trangposicéo €
replicado para um novo local.
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Fgura 1.35 — Mecanismo de Figura 1.36 — Mecanismo de
transposi Ao conservativa transposigao replicativa
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. transposicéo  replicativa é

T — - cadizado por uma
trangposase, e envolve um

M, intermedia&rio que posi

todo o0 genoma do
plasmideo dador integrado
no genoma do plasmideo
receptor, possuindo este
intermedi&io duas copias

do demento de transposicéo

(uma em cada extremidade

msteral awoen rapasia do genoma dador). Em

x> FIETRETY seguida, ocorre como que
| em— um crossover (mediado

Figura 1.37 — Os transposons podem pela sequénci.a~do elementq
' .~ Oe transposicéo), que €

s excisados por recombinacdo oo .

homdloga entre os direct repeats, YEPOIS  resovida pela

: - transposase (aqual pode ou
ffc’;a;‘i?n;n;mp'a dos repeats N0 ™ e codificada nos

elementos de transposicéo,
pelo que a sua accdo €
efectuada em trans ou cis respectivamente). Uma outra consequéncia
da trangposicéo é a ocorréncia de uma duplicacdo do DNA receptor
em cada extremidade da inser¢do. Esta duplicacéo resulta do facto de
0 corte em cada cadeia do DNA receptor ser efectuado em locais
diferentes, e de a sequéncia de DNA de cadeia Smples ser depois
resolvida pela polimerase.
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A presenca de elementos de trangposicéo origina uma ata frequéncia
de deecgbes na sua vizinhanga. Estas delecgbes ocorrem como
eventos de trangposicdo aberrantes e podem incluir ou ndo parte do
elemento de transposicdo. A prépria mobilidade dos elementos de
transposicdo pode ser causa de mutagOes, ja que quando um IS se
posiciona no meio de um gene, produz uma interrupcéo deste. Se
altera a sequéncia codificante, ou a separa do promotor, o resultado
pode ser um gene néo funciona, com funciondidade aterada, ou com
baixa ou nula expressao.

Os dementos de

ir ico adma ™ Direct repeals '\\
descritos, S50 7 LR ~
relativamente gmples > : > A
e pequenos, existindo 20,80 copies Y ¢
nos procariotas. Nos Inverted
Eucariotas foram L‘“"‘"i
também descritos

elementos de Long invertad repeats

transposicéo como  0s s - = : A

Ty (levedura), o©s vd R Rl PR
Copia like elements 20 = «
(drosofila), os FB =30 coples

elements (drosofila), os
P elements (drosofila),

, Shorl imverted repaats
e osretrovirus. r : B
Os Ty dements ol S 7
possuem uma PRGN «
sequéncia dtamente 0 or ~50 copies
variavel, M&S Figura 1.38 — Elementos de transposicdo dos

temineda por  UMa g cariotas e suas caracteristicas
sequéncia repetida (a
sequéncia d), aqud €
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também varidvel de emento para e emento. Os Ty podem ter varios
Kb de comprimento, e as sequéncias d cerca de 300bp. Uma
particularidade das sequéncias d € que ndo s condituem em
repetices invertidas, mas repeticoes directas.

Cerca de 10% do genoma da drosofila € composto por familias de
elementos de trangposicdo disseminados, € que s movem como
elementos discretos no genoma. Na drosofila foram caracterizados 3

tipos de elementos de transposicéo digtintos. (Copia like, Fold Back
ou FB eos P elements).

Os Copia like sdo compostos por 7 familias diferentes, variando em
tamanho de 5 a 8.5Kb. Membros de cada familia séo representados
com 10-100 eementos no genoma da drosofila Cada eemento
possui uma repeticdo directa longa, e uma repeticdo invertida
imperfeita e curta, sendo edruturdmente semehante a0 Ty da
levedura.

Os dementos FB (Fold Back) variam em tamanho de agumeas
centenas de pares de bases a dguns Kb. Possuem entre s sequéncias
semedhantes mas ndo iguais. Possuem terminais longos em repeticoes
invertidas. Por vezes todo o demento € congtituido pelas repeticoes
invertidas, com excepcdo de uma pequena sequéncia entre estas. O
seu nome deriva do facto de em virtude de possuirem estas repeticdes
tdo longas estes dementos poderem hibridizar consigo préprios,
como que dobrando-se sobre s mesmos. As propriedades observadas
em dementos FB indicam que estes podem excisar-se as proprios do
genoma, provocando rearranjos cromossomicos com eevada
frequéncia

Os dementos P variam em tamanho de 0.5 a 2.9 Kb (os elementos
mals pequenos derivam de deecgbes parcias num demento P
completo), tendo sempre uma sequéncia repetida invertida perfeita
com 31 bp nas suas extremidades. Na regido central dos elementos P
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podem exidtir até 3 open reading frames, sugerindo que os e ementos
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
goresenta mutagénese por insercdo de eementos P (isto é os
elementos P gpresentam-se activos). Em contraponto, se a fémea for
P+ e 0 macho P-, a progenia ndo gpresenta mutagénese por inser¢éo
0s elementos P.

O modelo correntemente aceite para explicar as propriedades dos
elementos P bassia-se na existéncia no interior do eemento de uma
transposase e de produtos repressores dos elementos P. Se a fémea
possuir eementos P, entdo o évulo possui proteinas repressoras dos
elementos P, pelo que ndo ocorre trangposicdo. Se no entanto afémea
ndo possuir estes eementos, os eementos P do macho véo estar
activos, inserindo-se 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
transposicdo ja que podem efectivamente transportar-se de um lugar
para outro no genoma da cdula dvo. Com efeito, 0 genoma dos
retrovirus tem adgumas semehancas com os edementos de
transposicdo habituais. Em paticular possuem um LTR (long
terminal repeat) em cada extremidade semelhantes aos observados
nos dementos Tyl da drosofila.

A insercéo dos retrovirus, tal como a dos elementos de trangposicéo
resulta na duplicacéo da zona de DNA onde se inserem. Uma outra
forma de descrever esta sSmilaidade entre os retrovirus e os
elementos de trangposicao como os Tyl e os copia-like é a de dizer
gue estes gpresentam sequéncias que indicam serem reminiscéncias
de retrovirus. Esta forma de ver o problema recebeu suporte
experimentad de experiéncias efectuadas por Jef Boeke and Geradd
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Fink, demondrando a exiséncia de um intermedi&io de RNA na
INser¢do destas sequéncias.

fyr e —= - !
—n i
LTR iran LTR
\ Tramscephor
FMA . e
I Splosng
Processed RMNA [ = ]
| Aeverse ranscrpian
| tin parscia?)
L]
Double-stranded DA : :
FAersartion o kosi D
L
s imd D —= &—
Flemir: timcl DPA —= =
Figura 1.39 — Os retrotrangposons e 0s retrovirus possuem

semel hangas naformade se integrar no genomacdular.

Os dementos de trangposicdo que utilizam este intermediaio de
RNA (ex. Tyl e copia-like) sBo denominados retrotrangposons, e sdo
frequentes entre os eucariotas, sendo gerdmente divididos em duas
classes. Os retrotransposons virais (como os Tyl e os copia-like) e os
retrotrangposons Ndo virals (0s mais frequentes entre os mamiferos).
Exemplos de retrotrangposons ndo virais entre os mamiferos so 0s
LINES (Long interspersed dements; 1-5Kb) e os SINES (short
interspersed elements; ex. as sequéncias au).

1.1.2.5 Mecanismos de reparacao do DNA
As cdulas eucaridticas desenvolveram uma s&ie de mecanismos
integrados de reparacdo de danos no DNA, os quais podem ser
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essenciamente de trés tipos: mecanismos excisativos, Nao excisativos
€ mecanismos pos replicativos.

1.1.2.5.1 Mecanismos ndo excisativos

Evitar erros antes de surgirem: dguns ssemas enzimé&icos
neutrdizam compostos potencidmente  perigosos  antes  de
poderem reagir com 0 DNA. Um bom exemplo € o mecanismo
de diminacéo de radicais superdxido, catdizado pela superdxido
dismutaseepelacatdase(z HO- - H,0,:2H,0, > H,O+ 02).
Um outro exemplo é o do sstema catdlizado pela proteina do
gene muT, o qua previne a incorporacdo do 8 oxodT no DNA
hidrolizando o trifosfato de 8-oxodT em monofosfeto.

Reversdo directa do dano: A formamais directa de reverter uma
lesfio € efectuar 0 seu processo inverso, restaurando assm a
sequéncia dterada. No entanto, a reversdo directa nem sempre é
possivel, ja que dgumeas reacgdes sGo no essencid irreversivels,

Um dos casos em que a reversio é possivd € o da
fotodimerizacdo por luz UV. O fotodimero de ciclobutano
pirimidinico pode ser reparado por uma fotoliase (fol encontrada
em eucariotas inferiores e bactérias, mas ndo em humanos).

T ) T [ N O 110 T 10171 _r@"l__ LT TR
CGTTAT uv CGTTA o cBmMT CGTTAT
GCAATA GCAATA GCAATA ™=  GCAATA
== o IR 53 ol s - o ik O S 0 D N

Figura 1.40 — Esquema de ac¢do dafotoliase que por accéo da
luz reverte a formac@o dos anés de ciclobutano pirimidinico
formados por acgdo daluz ultravioleta.
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Figura 141 - dimero de ciclobutanc
pirimidinico formado por accdo da luz
ultravioleta

Eda enzima liga-se a0 dimero, catdisando a sua cisdo em
monomeros, na presenca de luz visivel de certos comprimentos
de onda.

Um outro mecanismo de reversdo directa é catalisado pelas
aquiltrandferases. Estas 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
em que as dquiltrandferases ficam inactivadas, do que pode
resultar uma saturacdo deste mecanismo em Stuacoes de grande
aquilacdo do DNA.
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1.1.2.5.2 Mecanismos excisativos

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

a (Quebra da ligacdo T ’ % ——
fosfodiester de ambos os e ———
lados da lesfo, mas | . mat, e, AT
goenas na  cadea P o

nucleotidica lesada. A j— -

sequéncia  interrompida
dai resultante é reparada
por uma polimerase e

uma ligase, tendo como .

padrdo a  cadeia -
nucleotidica ' o
complementar. Ege 0 | Myt raretormse
mecanismo €  no <, o
Homem bastante

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

reparacao por exciséo.
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CH £H,
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1t | Erhs polymarmss 1 holoanzyme

Mecanismo dereparacdo ligado a transcricao: A transcricdo e
reparacdo etdo também ligadas, o0 que o demonstra o
envolvimento de TFIIH (um factor de transcricéo) na reparacéo,
bem como o facto de nos eucariotas e nos procariotas, a cadeia
transcrita €, nos genes activos, preferenciad mente reparada, em
desfavor da cadeia complementar.

Mecanismo excisativo especifico: Algumas lesbes provocam
danos geoméricamente mais subtis, pelo que a sua deteccéo é
mais dificil (ndo causam grandes distorgdes no DNA). Para estes
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casos, as cdulas desenvolveram mecanismos especificos de
deteccdo e reparacao dos danos:

Reparacdo de DNA Glicosilase(baseexcisionrepair): ASDNA
glicodlase ndo clivam as pontes fosfodiester, mas antes as
ligagbes N-glicodlicas (base-pentose), gerando um nucledtido
gpurinico ou girimidinico (locas AP). Esa lesfo é
posteriormente  reparada pelo mecanismo de reparacdo
endonucledlitica AP (ver abaxo). Exigem numerosss
glicoslases, como por exemplo Urecil-DNA glicoslase, a
hipoxantina glicoslase (a hipoxantina € o resultado de uma
desaminacdo da adenina), 3-meiladenina glicoslase,  3-
metilguanina glicoslase, a 7 metilguanina glicoslass, etc.

Reparacdo endonucleolitica de AP: Todas as cdulas tém
endonucleases que atacam

T T T T I T TITITIT 1]

os locas purinicos e
pirimidinicos (AP e

endonucleases). A accio rrl'—_r‘l_—r']"l'p"l mEEEmem

destas erzimas € vitd ja que
COMO Vimos a despurinagéo

AP she” J‘ AP arihenc i

espontanea é muito elevada. T T I I I LI LI IIILL]

Edas enzimas produzem
quebras  das  ligagOes
fosfodiester junto a0
nucledtido apurinico. A este

corte endonuclealitico
Segue-se um corte
exonudl eolitico, 0

preenchimento do vazio pea
polimerase, e findmente o
restabel ecimento de
continuidade pelaligase.
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v O sistema GO: Para prevenir lesdes mediadas pela 8 oxodG,

duas glicosilases codificadas pelos genes mutM e mutY trabalham
em conjunto com o produto do gene mutT j& referido. Quando
surge um dano oxidativo produz lesdes tipo GO, a glicoslase
codificada pela mutT remove a lesdo. No entanto, por vezes as
lesbes passam despercebidas, emparelhando com adenina. Neste
caso, 0 produto do gene mutY remove a adenina levando a sua
subgtituicéo pela citosina correcta por reparacdo de sintese, a que
Se segue aremocéo do produto GO pelo produto mutM.

1.1.2.5.3 Mecanismos pos-replicativos

Alguns mecanismos de reparacéo so capazes de reconhecer 0s erros
no DNA, mesmo apds ou durante a sua replicacao:

Reparacao de Mismatches: Este mecanismo detecta a existéncia
de bases ma emparelhadas (mismatches) durante a replicacéo.
Este processo envolve trés passos essenciais: 1) a deteccdo da
exigéncia de um par de bases md empadhado;, 2) o
reconhecimento de que a base ma incorporada tem que ser aque
exise na cadela a ser Sintetizada; 3) excisar a base incorrecta e
reparar 0 corte. Assim, 0 passo critico é 0 reconhecimento da
cadeia sintetizada de novo, 0 que € conseguido recorrendo ao
araso na metilacdo redivamente a sintese de DNA. Assm, a
cadeia de DNA ndo metilada é reconhecida como sendo a que
deve ser processada.

Reparacdo por recombinacdo: O gene recA envolvido no

v o v

+ — —_— & —_—

Skrand Recombinaton Gap flad

gachange

Figura 1.44 — Reparacao por recombinagao
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bypass SOS esta
também  envolvido
na reparagdo por
recombinacdo. Neste

UmuC and LimuD

mecanismo 0 GCATTCGA GCATTCGA
dgema de car m é{;;r_ﬂ r::,:;i
replicacdo para junto Replcation £
a um dano, at dimer

continuando  depois  Figura 1.45 — Mecanismo de reparacéo
da lesio, deixando SOS. este mecanismo apesar de permitir
uma quebra de a oontinuagdo da replicacdo, ac
dguns nudedtidos  introduzir  deetoriamente  nucledtidos,
na cadeia Sintetizada ~ pode produzir mutagOes.

de novo. Neste

mecanismo de reparacéo, 0 DNA da zona de quebra é cortado da
outra molécula de DNA homdloga, sendo esta depois reparada
por sintese norma. Assm, este mecanismo de reparacéo difere do
SOS, ja que neste sdo adicionados nucledtidos de forma deatéria
na zona de quebra (efectivamente criando mutagdes), enquanto na
reparacéo por recombinacdo ndo sdo efectuadas nenhumas
ateragbes ao programa genético da cdula.

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 (a
fase em que se encontra em mitose). A maior parte do ciclo ceular
passa-se portanto em interfase. Durante periodos especificos da
interfase a céula integra estimulos e toma decisdes centrais para a
entrada na fase de mitose. De acordo com a actividade especifica que
se efectua, a interfase subdivide-se em fases, com actividades e papeis
especificos nadivisio cdular, e que culminam namitose:
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Fase G1 (de“GAP’

1; 6 a 12 horas). Néo = ; 1
hé qualquer sintese de < > o,
&cidos nucleicos, mas & TR '
uma intensa Comcmeaten  Crogeonsme

actividade de sintese
proteica prepara a
maguinaria necessia
as fases subsequentes. 3
A decisio de avancar el

para a duplicacéo do ‘

DNA ocorre durante

a fase G1 (ponto de  Figura1.46 — Fasesdociclo cdlular
restricdo).

Fase 6 a 8 horas).

Inicia-se com a replicacdo do DNA, e continua até que todo o
DNA se encontra duplicado (contetido em DNA 4n).

Fase G2 (de“GAP’ 2; 3a4 horas). Decorre entreo fimdafase S
e 0 inicio da mitose, durante o qua a céula organiza os seus 2

conjuntos completos de cromossomeas dipldides. No find desta
fase ocorre a decisdo de avancar paraamitose

Gy

Durante a mitose (1 hora), um conjunto dipl6ide de cromossomas
€ segregado para cada niicleo. Apenas nestafase, 0s cromossomas
s20 observaveis como entidades discretas, sendo a organizacdo
celular destruida, eorganizado o fuso acromatico entre os dois
futuros niicleos. Toda a actividade sintética para durante amitose.

Fase G0. Uma fase especifica de c8ulas maduras, que pararam a
divisio cdular. No entanto aguns tipos de células, podem ser
esimulados adeixar afase GO e entrar em G1.
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1.2.2 Ciclinas e CDK

Durante todo o ciclo cdular, exissemn pontos de decisdo, os quas
verificam se a célula se encontra ja preparada para proceder para a
fase seguinte. Alguns dos mais importantes sdo: O DNA ja se
encontra todo duplicado, e apenas duplicado? Existem erros na
duplicacdo do DNA? A massa cdular esta ja duplicada? Edtes
“checkpoints’ exisem sob a forma de factores activadores e
inibidores. Destes, aguns encontram-se ja identificados enquanto que
aexigéncia de outros se encontra gpenas deduzida do comportamento
observado em fusdes de cdulas em fases diferentes do ciclo cdular.

Nomeadamente o factor que determina a decisdo de passar 0 ponto
de restricdo € totamente desconhecido, enquanto que o factor que
determina a entrada na fase S se encontra identificado como sendo

uma proteina cinase, relacionada com a cinase que inicia a mitose.

Edta dltima (MPF— M phase promoting Factor ou M phase Kinase), a
primeira a ser identificada € a mais bem estudada, € um dimero
composto por duas subunidades; uma a subunidade catdlitica (p34) é
activada no inicio da fase S, a outra (p45) € uma ciclina (acumula-se
por sintese continua durante a interfase), sendo destruida durante a
mitose, 0 que € responsavel pela inactivacdo da cinase dafase M, o
que sindiza a saida da mitose.

O egtudo cristaogréfico do dimero de MPF revelou que a ligacdo da
ciclina provoca uma dteracdo conformaciond na p34, a qua é
essencia para aformacdo 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 similaridade entre estas duas ciclinas centra-se
numa estrutura com cerca de 150 aminoécidos chamada a cyclin box.
Em mamiferos exisem ainda dois tipos 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 constante a0 longo de toda afase
G1, a sua presenca ndo @ngitui 0 snd de activacéo da MPF. Na
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redidade, o dimero acumula-se numa forma inactiva, sendo a
modificacio da p34 que condtitui 0 evento activador do dimero. A
activacdo da p34 é efectuada por fosforilagdo/desfosforilacéo, ja que
para esta se encontrar activa € necessaria a presenca de grupos
fofatos em aguns residuos e a sua auséncia noutros. Como a
actividade cinase da MPF é auto-catditica, basta a activacdo de uma
pequena porcdo, para que rapidamente toda a MPF disponivel sga
activada. Como a MPF ndo é umafosfatase, e é necessario actividade
de cinase e fodfatase para a activagédo da MPF, esta deve activar
directamente a fodfatase que a activa, criando um circulo auto-
catalitico completo.

O evento inactivador € congdtituido pela destruic@o proteolitica da
cicling, aqua ocorre durante afase M.

Na redidade, o controlo da divisio celular € condtituido por uma
intricada rede de reacgOes de cinase e fosfatase, que desencadeiam a
activacdolinactivagd de uma s&ie de factores, permitindo o
desencadear temporamente organizado das véarias fases do ciclo
ceular. Toda esta série de reacgBes culminam na activacéo 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
fosforila proteinas avo que por sua vez actuam para regular outras
actividades, i.e., pode tratar-se de uma reaccéo cléssica em cascata;
2)pode ser um regulador centra, que activa ele proprio uma serie de
substractos cruciais indispensaveis para redizar trabalhos regulatorios
ou reorganizacionais envolvidos no ciclo cdular.

Os subgratos da MPF tém em comum uma estrutura proteica
condituida por Ser-Pro flanqueada por residuos basicos
(habitudmente na forma Ser-Pro-X-Lys). Subgtratos potencias
incluem a histona H1 (possivelmente necessria para condensar os
cromossomas), lamininas  (possvelmente  necessaias para
desorganizar 0 envelope nudear), nucdeolina  (possvemente
envolvida na paragem da actividade ribossomal), bem como outras
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proteinas edtruturais e enzimét
mais provavel é que a MPF
maioria) destes substractos.

A proteina p34 foi pela prime
pela dimensdo do seu ovo (
modelo para purificar prot
Posteriormente  descobriu-se

proteinas baptizadas como cdc
Dado o grande pardelo en
mamiferos, o homdlogo anima
0 home do exemplo mais bem
as epécies, a proteina que em
dimero activo € uma cicling,
entre egpécies nas ciclinas ¢
catditica (p34).

Na levedura o cdc2 é um r
prosseguir de G1 para S quer
fase, cdc2 tem um par diferent
com cdcl3 formando uma ci
ciclina B das cdulas animais.

cdc2 tem um par diferente che
ddina-B. Note-se que as 2 for
na levedura, mas sfo diferenter R T
celular pode tambem ser defin subma

em cada momento. Figura 1.47 — via de activacio da

O produto de cdc25 é necesss MPF por fosforilagiio da Y15 e
cdc2/cdc1s. Apesar de ndo pos T161 de Cdc2 respectivamente
a cdc25 é efectivamente uma f mediada pela Weel e CAK, e pela
sau dvo atyr-15 da cdc2. As acgéo da Cdc25

desfosforilacéo que condtitui 0 evento chave na activacdo da M phase
cinase. Como mutantes de cdc25 ndo param a mitose se a duplicacéo
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de DNA néo tiver Sdo conseguida, esta fosfatase € importante para
assegurar que afase S se completa antes de seiniciar afase M.

Mutantes do gene weel permitem que afase M se inicie ssem que o
crecimento  necessaio  tenha  ocorrido.  Assm, este gene
normamente impede o inicio dafase M, se amassa cdular criticando
tiver 9do atingida. Weel codifica para uma cinase pouco usud. Pode
fodforilar em serinaltreoninas e tirosnas. Inibe cdc2 por fosforilacéo
em tyr-15. Um outro gene mik1 tem efeito semelhante. Este controlo
da cdc2 na transicdo G2/M parece ter sido preservado ao longo da
evolucao, ja que genes homdlogos sdo encontrados em véarios tipos de
leveduras, em anfibios e em mamiferos.

A activacdo da transcéo G1/S requer activagéo da cdc2/cig2 (em S
Pombe), mas também a inactivacdo da cdc2/cdcl3 € indispensavel.
Com efeito, mutantes de cdcl3 ndo O ndo entram em fase M, como
prosseguem por Varios ciclos dafase S, sugerindo que a cdc2/cdcl3 é
um inibidor dafase S. Assm, activagéo de cdc2/cd13 durante a fase
G2 impede a continuacéo dafase S, e estimula o inicio dafase M. A
destruicéo da cd13 no fim dafase M paraafase M e permite um novo
ciclo de fase S antes de s iniciar nova divisio. O funcionamento

Cde2—cyelin B
Cae2-ayelin A ™

"G[I

Cdk2—cyclin D
. Colkd-eyelin D
Cdkb-gyclin O
J
Restriction f!f'lll
A

point

L

& e
Celkd=yolin &
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Figura 1.48 — Intervencéo das véias ciclinas

em diferentes fases do ciclo cdular.

deste ciclo depende, provavelmente de cdcl8. Edta proteina é
activada apds a passagem do ponto START, sendo necessaria para
entrar na fase S. Para cdcl8 ser activa € necessario que cdc2/cdcl3
edgainactiva. A 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 este factor, as cdlulas
entran em mitose prematuramente. Assm, ruml deve s um
inibidor de cdc2/cdc13 (M phase kinase) é expresso entre G1 e G2
mantendo a M phase kinase inactiva ( 0 que é particularmente
importante em G1 antes da fosforilagéo em tyr-15), e reprimindo o
nivel de cdcl13.

Desta imagem, dois conceltos gerals emergem para o controlo da
divisdo celular: 1) a presenca de loops de feedback de controlo € 2) a
presenca de duplicidade de efeitos, em que um factor activa a fase
seguinte e reprime a anterior.

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

Os mecanismos envolvidos na regulagdo do ciclo cdular em
leveduras e em animais sSo semdhantes, ainda que o nimero de
subunidades presentes em animais sgja maior, havendo subunidades
especificas para o controlo das transigdes G1/S e G2/M.

A comparagdo 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 a transcdo G2/M é Unica, & semelhanca do que se passa com
as leveduras. No entanto, existemn varias ciclinas que com ea podem
interactuar. O mesmo ndo se passa na transcdo G1/S, a qud é
regulada por vérias cinases e varias ciclinas.
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Tabdal4 - comparagéo das subunidades envolvidas nas vérias transicGes do
ciclo celular em diferentes organismos

Transi¢do
G1/S G2/M
subunidade subunidade subunidade subunidade
catalitica reguladora catalitica reguladora
S.Pombe cdc2 ciglz2 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 cicdlinas C e E, as quais
acumulam durante a fase G1 como as regantes, mas ndo SO
destruidas nafase M.

AsIm, como vimos, nos animas existem essencidmente 2 tipos de
cinases: acdk2 e a cdc, respectivamente responsaveis pela transicao
GlS e G2/M. Ainda que se trate de componentes diferentes, as
edtruturas regulatdrias conhecidas sdo smilares em ambas, pelo que
se deduz que sBo Smilarmente regulados. Assm, a sintese de ciclinas
nafase G1, va progressvamente aumentando a sua concentracéo, até
gue se chega a um ponto em que se inicia a formacdo de dimeros. No
entanto estes ndo sdo ainda activos, sendo necessarias reacgoes de
fosforilacdo 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 entrada
em mitose, activando concomitantemente por fosforilacéo a fosfatase
cdc25. Edta por sua vez promove a remogdo do grupo fosfato na
tirosna 15 da cdc2, inactivando-a. A ciclina € 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
actuem separadamente em thr-14, em dguns casos a mesma enzima
actuanathr-14 etyr-15.
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A mitose ocorre como um processo temporal controlado. A mitose,
como vimas, é iniciada pela activacdo da MPK. O progresso da
mitose requer a degradacdo de ciclinas e outras proteinas. Por
exemplo a separacéo dos cromossomas ha anafase requer a actividade
proteolitica, mas ndo directamente de ciclinas. Exisem pelo menos 3
avos protedliticos. 0 primeiro evento é a degradacéo da ciclina A na
metafase, seguindo-se a degradacdo de 2 advos na anafase. Uma
proteina desconhecida tem que ser degradada para a separacéo das
cromatideas irmas e a degradacdo de ciclina B é necess&ria para a
inactivacéo da MPK. No find da mitose as fosforilagbes efectuadas
pelaMPK tém que ser revertidas.

A dintexe de cidinas D é activada pela accdo de factores de
crescimento. Edtas ciclinas tém uma semi-vida muito curta, 0 que
permite a célula responder a factores externos e a sua remocao. Estas
cicinas eséo provavedmente envolvidas na reentrada na divisio
celular de cdulas em GO.

O produto do gene de supressdo tumora RB (gene do retinoblastoma)
€ um substracto dos complexos cdk-cidinas D, e exerce o seu efeito
durante a fase G1 que precede o ponto de restricdo. O produto deste
gene, na auséncia de fosforilagdo liga-se ao regulador genético E2F,

actuando como supressor de alguns genes, blogueando a transicéo

GL/S. Quando por accdo de cdk4,6-ciclina D1,2,3 é fosforilado,

liberta a E2F, a quad passa a actuar como um activador genético,

promovendo a entrada na fase S. RB é o dvo de vaias vias que
inlbbem o crecimento cdular, peo que pode sr uma forma
importante de va&ios snais manterem a cdula em G1 ou GO. Alguns
destes sinais (incluindo o TGFR) actuam aravés de inibidores de
cinases cdk (chamadas ckis). Exemplos de ckis sdo a pl15/pl6 (ink4),
p21(clpl/wAF1) e p27(kipl). A importancia das ciks é real¢ada pelo
facto de p16 ser também um gene de supressdo tumurd, o que indica
que a p16 e possivelmente todas as outras ckis S80 hecessrias para
parar o crescimento celular. Na verdade, parece que aviadas ciks até
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RB € uma via ventrd para o bloqueio do crescimento cdular, ja que
s80 conhecidos genes de supressdo tumora em todos 0s Seus passos.

1.2.3 Apoptose

Durante a vida de um organismo multicdular, dgumas céulas
morrem num processo natural designado por Apoptose ou morte
ceular programada. Nos vertebrados, os exemplos mais visivels de
apoptose ocorrem no sstema imune e no Sstema nervoso. O processo
de morte € caracteritico, envolvendo compactacdo ceular,
fragmentacdo membranar, condensacéo da cromatina e fragmentacéo
do DNA. Este processo € activo, dependendo do RNA e da sintese
proteica

S0 conhecidas varias formas de activar a gpoptose. Estas envolvem
insultos moleculares (retirada de factores de crescimento, tratamento
com glucocorticoides, irradiagdo @), bem como estimulos especificos
como os produzidos pelas cdulas T citotoxicas ou activacdo de p53.
Assm, a apoptose é importante na embriogénese e contencéo do
crescimento tecidua, bem como na resposta imune e na contencdo de
cancro.

Foram j& descritas varias mutagbes recessvas associadas com o
estimulo ou o bloqueio da gpoptose. Alguns exemplos s&o: 1) alpr no
ratinho (esta mutacdo leva a deficiéncia em faz) que causa a
proliferacdo excessva levando a autoimunidade; 2) a gld (generdized
lymphoproliferative disease) cuja mutacdo ocorre no gene que
codifica para o receptor de fas. A proteina faz € um receptor
membranar relacionado com o receptor para 0 TNF. Tanto o faz
como o TNF sfo capazes de estimular a apoptose. Ao nivel da porcdo
transmembranar destes receptores existe uma sequéncia de 80
aminoacidos essencid para o envio do sinal apoptdtico, pelo que é
designado por “dominio da morte’. Pouco se sabe sobre 0 mecanismo
de sndizacdo do receptor faz ou TNF para o interior da cdlula
Contudo, foram identificadas algumas proteinas que interagem com o
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“dominio da morte’, as quais curiosamente também os possuem.
Pensa-se assim que este dominio sga importante para promover a
dimerizacdo destas poteinas. Outros compostos importantes na via
da apoptose sGo a familia de proteases designada por ICE. O
protétipo destas proteases € a “IL2[-converting enzyme”: uma
protease de cisteina que por protedlise converte o percursor da IL213
na suaforma activa. O processo de apoptose desencadeado pelas | CE
€inibido por crmA e pelo bcl-2.

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

O bcl-2 inibe a gooptose. Foi origindmente descrito como um
protooncogene activado em linfomas por trand ocagdo causando a sua
hiper-expressdo. O bcl-2 tem uma sequéncia de ancoragem
membranar na zona c-termina, tendo Sdo encontrado nas
membranas extenas de mitocdndria, nicleo e  reticulo-
endoplasmético. Um outro gene semelhante ao bcl-2 nos mamiferos é
0 gene Bax. O produto do gene Bax pode dimerizar com bcl-2. O
dimero bcl-2, bem como o dimero Bax bloqueiam a apoptose, mas o
heterodimero (bcl-2/Bax) néo o faz. Assm, a susceptibilidade de uma
célula a apoptose é proporciona & proporcao bcl-2/Bax.
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1.3 Actividade Celular

1.3.1 Componentes dos sistemas de sinalizacao
Todos os gSstemas de comunicacdo intercdular tém varios
componentes.  Tipicamente, uma molécula denominada ligando é
libertada pela cdula sndizadora Alguns ligandos sfo proteines,
enquanto outros sdo pequenas moléculas como péptidos, esterdides
ou vitamina D. O ligando liga-se a0 receptor, habituamente uma
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proteina, na membrana celular ou no interior da cdula avo. Alguns
tipos de complexo ligando- receptor so capazes de dterar a expressao
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genética directamente, enquanto outros necesstam de enviar sinais
aravés de uma cadeia de transducdo, levando o sind da membrana
celular até ao nacleo (fig.1.49).

Alguns ligandos, chamados hormonas vigiam a grandes disténcias na
circulagdo sanguinea, antes de interactuarem com a sua céula avo.

Estas moléculas podem actuar como sinais mestres para a actividade
de drgéos diferentes, os quais podem assm responder de forma
coordenada. Outros ligandos nédo actuam a disténcia, mas apenas nas
cdulas vizinhas das que os produziram.

1.3.2 Regulacao da sinalizacao por modulacao
da conformacéao proteica

InteraccOes de pequenas moléculas com as proteinas receptoras
podem provocar intensas alteragcbes conformacionais nestas. Por
exemplo, dteraches conformacionais estdo na origem da regulacéo
mediada por dgumas proteinas cinases. A dteracdo da conformagéo
coloca ou ndo amino-&cidos em posicdes favoraves a fosforilacdo.
Este mecanismo € extremamente eficiente, ndo SO porque permite a
rgpida activacdo dos snais, mas também porque permite reverté-los
rdpida e facilmente, reciclando os componentes de sindizacéo.

1.3.3 A Superfamilia dos receptores das

hormonas esterdides
Um grupo diverso de ligandos, incluindo varias hormonas esterGides,
bem como outras peguenas moléculas como a hormona tiride e a
vitamina D, devido a sua edrutura ndo polar, sGo capazes de
aravessar a membrana citoplasmética, actuando directamente no
interior da c8ula alvo. Os receptores para estes ligandos chamam-se
globamente a superfamilia dos receptores esterdides, e etéo
edruturd e funcionamente relacionados. A ligacdo destes ligandos
a0 seu receptor, causa uma ateragéo conformaciond, a qual provoca
a sua libertacdo de uma proteina sequestradora. Nestas condicdes, 0
complexo receptor-ligando dedoca-se para 0 nlcleo, onde em
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Figura 1.50 — As hormonas esterdides
ndo possuem um receptor membranar,
mas um receptor citoplasmético, ja que
S0 capazes de atravessar livremente a
membrana plasmética

1.3.4 Receptores transmembranares; vias de
transducéao de sinal

A maior parte dos ligandos s8o moléculas demasiado volumosas €/ou
com carga, para poderem atravessar a membrana citoplasmética
Assim, 0s seus receptores sdo habituadmente proteinas de membrana,
as quais medeiam a passagem de um sind para o interior da célula
Os receptores transmembranares sGo assm compostos por 3 dominios
principals. o extracelular, que < liga ao ligando; o transmembranar,
gue pode aravessar uma ou mas vezes a membrang e 0O
citoplasmético, que medeiaatranamissio do sindl.

Muitos ligandos sfo dimeros, podendo assm ligar a mais do que um
receptor. Desta forma, os ligandos colocam a porcéo citoplasmética
de dois receptores fiscamente proximos, activando a via de
sinalizacdo destes receptores (Fig. 1.51). Alguns destes receptores sdo
cinases, tendo por iso a habilidade de fosforilar certos residuos em
proteinas avo, enquanto outros sB0  Serinas/treoninas cinases, e
outros ndo tém qualquer actividade enzimética.
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Um dos mais bem conhecidos exemplos de receptores deste tipo séo
0S receptores tirosna cinase, nomeadamente 0s receptores para 0s
factores de crescimento. Estes receptores, apos ligacdo do ligando
dimerizam, originando a sua auto-fosforilagdo (fig. 1.51). Esta por
Sua vez activa a actividade de cinase, que va fodorilar outras
proteinas, iniciando uma cascata transdutora do sna em que a

1.80



fodforilacBo causa conformecdo proteica com  consequente
activagao/inactivacdo proteica. Eventualmente a cascata de activagéo
leva a fosforilagcdo de factores de transcricdo, com consequente
ateracéo do estado de activacdo de um ou mais genes. Mas a auto-
fosforilagdo ndo causa apenas a fosforilacdo de proteinas avo.

Também a ligacdo a proteinas adaptadoras € etimulada pela auto-
fosforilacdo. Interaccdes entre o complexo e outras moléculas causam
apropagacdo do sind. (fig. 1.51) Com frequéncia a propagacéo deste
snd envolve proteinas G (fig. 1.52). As proteinas G sdo proteinas
cuja vida é um ciclo entre a forma ligada a GDP (0 estado inactivo) e
a forma ligada a GTP (0 estado activo); um exemplo particularmente
importante de uma proteina Gé a ras, a qua como veremos esta
envolvida na carcinogénese. A propagacdo do sind das RTK leva a
activacdo de uma proteina que se liga a proteinas-G inactivas,
aterando a sua conformago, levando-aaligar-se a0 GTP. A proteina
G assim activada liga-se enté a uma proteina cinase citoplasmética,
aterando a sua conformacdo, activando-a, o que a leva a fodforilar
outras proteinas, incluindo proteinas cinases e factores de transcricao.
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Capitulo 2

2 Areas de intervencdo da genética
molecular em Imunologia
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2.1 O Receptor da Célula T (TCR)

Ao efectur a evolucdo do dstema imune para fungbes de
reconhecimento especifico, a natureza teve que resolver o problema
gigantesco de codificar num genoma limitado, um ndmero suficiente
de genes capaz de reconhecer todo 0 mundo exterior e interior do
organismo. A solucdo encontrada é s bem que econdmica, bem
complexa, como o revela o facto de ndo ser ainda possivel construir
sistemas de recombinacdo in vitro isentos de cdlulas. Estes receptores
do antigénio sfo de 2 tipos as imunoglobulinas, produzidas pelos
linfécitos B, das quais exigem formes solUvels e formas membranares,
e que reconhecem o antigénio na forma nativa; e o receptor dacdulaT,
do qua apenas exisem fisologicamente formas membranares, e que
reconhece 0 antigénio depois de processado por uma céula
gpresentadora do antigénio (APC), e apresentado no contexto do MHC
daAPC.

Dos dois tipos de linfocitos, a cdula T € a responsavel pela resposta
imune dita cdular. Para ta, estas clulas estéo equipadas a sua
superficie com um receptor para o antigénio (TCR do inglés T-Cdl-
Receptor), através do qua a cdula madura recebe um estimulo de
activacdo quando encontra o antigénio para o qua é especifica Egte
receptor € composto por um de dois tipos de heterodimeros (a b ou gd).
S0 portanto 4 os genes do TCR, dos quais apenas 2 estardo a ser
transcritos em cada cdula T. Cada um dos genes é composto por um
maximo de 4 tipos de segmentos (V ou variave, D ou de diversidade, J
ou de juncéo, C ou congtante). Cada um destes segmentos € composto
por mais que um demento génico, dos quais cada clone cdular
escolherd um e gpenas um para ser utilizado no TCR que ira expressar.
As cdulas T diferem assim de todas as restantes cdulas do organismo
(com excepcdo dos linfocitos B), pois o contelido genético da cdula
madura é diferente do de qualquer outra célula que ndo pertenca ao
mesmo clone,
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2.1.1 Estrutura somatica dos genes do TCR
Os genes do TCR, td como os das imunoglobulinas possuem uma
configuracdo somética, igud em todas as cdulas ndo linféides. Nos
linfocitos, a configuracdo destes genes € adterada no processo
denominado recombinacéo, para dar origem aum gene funciond.

Os 4 genes do TCR existem em 3 locus cromossdmicos, ja que o gene
d est&locdizado no interior do genea (Fig. 1). Oslocus 3 e d possuem
4 classes de segmentos (V,D,J,C), e os locus a e g apenas 3 (V,J,C).
Como se pode ver nafig. 1, no Homem, a organizacdo bésica dos locus
do TCR é a dita estendida, em que os varios ipos de segmentos se
organizam separadamente no genoma (V.V. (etc.) .D.D. (etc.) .JJ.

(etc.)). No caso do locus ad, umavariagao aesta configuragéo permite
a0 gene d partilhar segmentosV com o genea (Lewis, 1994).

2.1.2 Mecanismo de rearranjo somatico dos

genes do TCR
O mecanismo de rearranjo somético dos genes do TCR néo € diferente
do observado para as imunoglobulinas. Na verdade, foi possivel clonar
células B com os genes do TCR rearranjado (O’ Connor et al., 1985),
sugerindo que ambos os receptores sdo substractos do mesmo conjunto
de enzimas. O processo de recombinacd quer do TCR quer das
imunoglobulinas  (doravante denominada recombinagdo  V(D)J)
depende primariamente de sequéncias sna que flanqueando os
segmentos a recombinar congtituem todos os elementos necessarios
para indicar aos componentes enzimdaicos onde efectuar a
recombinacéo (Lewis et d., 1985; Akira et a., 1987; Hese et 4d.,
1987). Edtes snais de juncdo variam em sequéncia, mas seguem de
muito perto 0 consenso heptamero-espacador-nonamero, em que as
sequéncias  consenso  do heptamero e do nondmero sio
respectivamente CACAGTG e ACAAAAACC. O espacador tem uma
sequéncia muito variavel, mas o seu comprimento tem 12 ou 23 pares
de bases (bp)(Max et d., 1979; Sakano et a., 1979,1981; Kurosawa et
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al., 1981). A regrabase que dita a orientacdo dos rearranjos € a de que
gpenas podem rearranjar elementos com espacadores diferentes, isto €
um eemento com uma sequéncia sinal composta por um espacador de
12 bp apenas rearranja com uma outra cujo espacador for de 23 bp e
vice-versa. Desta forma rearranjos envolvendo eementos do mesmo
grupo (V com V; J com J) sdo impedidos. O mecanismo molecular que
origina eta redtricdo é no entanto anda hoje completamente
desconhecido (Lewis, 1994).

Quando dois segmentos génicos se envolvem no processo de
recombinacgo, é feito um corte na fronteira entre a sequéncia sind e a
sequéncia codificante, em cada um. As quatro extremidades assm
formadas s2o entéo ligadas formando uma “juncéo codificante’, e uma
“juncdo snd” (fig. 2). Devido a configuracdo cromossdmica, as
sequéncias codificantes sfo retidas no genomas, sendo as “Juncdes
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dnad” excisadas sob a forma de DNA circular extracromossdmico
(Fujimoto et d., 1987; Okazaki et d., 1987).

A juncéo ocodificante, ndo ocorre no entanto sempre numa posi¢éo fixa
Por um lado a quantidade de material genético com que cada el emento
contribui pode variar em até 10 nucledtidos (Max et a, 1979; Sakano
et a 1979; Weiggert et ad 1980). Por autro lado, residuos extra néo
incluidos na configuracéo “germling’ podem ser incluidos (Sakano et
a., 1981, Lafalleet d., 1989; McCormack et al., 1989). Estes residuos
extra podem ser de dois tipos fundamentais: os “residuos N” (do Inglés
Norgamline-regions) e os “residuos P’ (de Palindromicos).

Os “residuos N” tém tipicamente um eevado contelido G/C (Alt et dl.,
1982; Roth et a., 1989), ndo ultrapassam os 15 nucledtidos, e ocorrem
mais frequentemente nas jungdes codificantes que nas jungdes de snd

(Lewis, 1994). EStes residuos so adicionados pela enzima TdT (do
Inglés Termind deoxynucleotidil tranferase) como 0 demonstram os
modelos de animais transgénicos com inactivacdo do gene desta
enzima (Gilfillan e d, 1993; Komori et al., 1993). No entanto, o facto
de estes modelos resultarem em uma muito grande, mas ndo completa
abolicdo da frequéncia de “residuos N” parece indicar a existéncia de
um mecanismo dternativo, independente da expresséo de TdT(Lewis,

1994). A regulacdo de TdT na ontogenia, origina a menor frequéncia
de “residuos N” em animais fetais ou neonatas, possvelmente para
permitir o dominio de dguns receptores com especificidades
necessarias numa fase mais precoce da ontogenia (Gu et d., 1990;

Feeney, 1991, 1992).

Os “residuos P’ parecem ter origem numa molécula intermedidria tipo
“hairpin” gerada (gp0s o corte na sequéncia sna) peda ligacdo
covaente das duas cadeias da dupla hélice do DNA, a qud seria
posteriormente clivada num ponto diferente do inicid (Fig. 3.; Lieber,
1991; Roth et al., 1992).

26



O agente au agentes de recombinacdo permanecem ainda largamente
desconhecidos, ou incompletamente caracterizados e purificados
(Lewis, 1994). A tendéncia actual é no entanto no sentido de aceitar
gue a recombinacéo V(D)J se redliza ndo por um factor, mas por uma
colecgdo de factores com actividades pouco relacionadas. Os factores
ja identificados induem RAG-1 e RAG-2 (do inglés Recombination
activating Gene; Schatz et a., 1988, 1989; Oettinger et al., 1990;),
NBP ( do inglés nonamer binding protein; Haligan et d., 1987; Li et
al., 1989), T-160 (Shirakataet a., 1991), Rc (Wu et d, 1993), RBP-Jk
(Hamaguchi et a., 1989), Rp (do inglés recognition protein; Muegge et
al., 1993). Dos factores identificados com base na sua capacidade para
produzir cortes no DNA, nenhum gpresentava a especificidade
necessaria (Desiderio et d, 1984; Kataoka et a., 1984; Hope €t d.,
1986). Apenas um factor foi identificado com base na sua actividade
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GTCCTCC. CACAGTG- 12- ACAAAAACC
+
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GGTTTTTGT- 23- CACTGTG CACAGTG- 12- ACAAAAACC

Figura 2 - Equagdo padréo para a recombinacdo V(D)J. Os sinais de jun¢do sdo
indicados por tridngul os e os segmentos codificantes por quadrados.
Extraido de Lewis, 1994.
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de ligase, tendo sdo denominado VDJP (do inglés V(D)J Joining
Protein; refered in Lewis, 1994). A actividade de ligase desta proteina
S0 pbde ser observada em fragmentos contendo sinais de ligagéo, pelo
que possui a especificidade necessria para estar envolvida na
recombinacéo V(D)J (Lewis, 1994).

2.1.3 POLIMORFISMOS DO TCR

As delecgBes de regifes varidvels foram dos primeiros polimorfismos a
serem detectados no genoma do TCR, tanto em ratinhos de laboratorio
(Behlke et a, 1986; Haqqi et a., 1989a., 1989b) como em ratinhos
svagens (Pullen e 4., 1990; Jowin-Marche et da., 1989).
Polimorfismos mas pontuais foram no entanto também detectados no
gene de V317 de ratinho, verificando-se que as 2 subgtituicdes de
aminoécidos afectavam a especificidade final do receptor (Cazenave et
al., 1990).

No Homem, apenas uma deleccdo de VR's foi documentada,
consistindo na delecgdo de VI36.2 (mas ndo de qualquer outro dos
genes de V3 testados) num Unico individuo venezudano pertencente a
tribo india waraos (Concanon et a., 1987). No entanto os
polimorfianos das regifes variavels do TCR parecem ser quase
universalmente representados, ainda que ndo frequentes na populacéo
(Concanon et d., 1987). Com efeito, uma busca sistematica por RFLP
indicou a exigéncia de polimorfismos em 12 das 14 familias de VI3's
edudadas (Concanon et d., 1987). Alguns destes polimorfismos
podem condtituir variagbes slenciosas, como € 0 caso de um
polimorfismo encontrado em VR12.2 (Day et d, 1992), outras no
entanto afectam a expressfo do gene em linfécitos T maduros, como
s80 0s casos dos polimorfismos de V31 (Robinson, 1989), V318
(Charmley et a., 1993), V(33 (Posnett et a., 1994) e V36.7 (Posnett et
a., 1986; Li et d., 1990; Prashar et d., 1991). Este Ultimo com a
particularidade de ser detectavel com um anticorpo (Posnett et d.,
1986), 0 que permitiu mapear o epitope de ligagdo do anticorpo numa
zona de hipotética ligacdo a superantigénios (Prashar et d., 1991).

28



Também o polimorfismo descrito para VI3 € Unico, ja que elte
polimorfismo locdiza-se no espagador, congituindo assm, o Unico
exemplo conhecido de uma mutacdo numa zona néo codificante do
TCR, que afecta a expressio do respectivo gene (Posnett et al., 1994).
Findmente, a variagdo ddica identificada no V318 € a Unica que
introduz um coddo sop, originando um “buraco” no repertdrio
presente em 11% dos individuos estudados (Charmley et d., 1993).

Estes dados indicam que mesmo variagdes moderadas de apenas 1 ou 2
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Figura3 - Mecanismo
proposto para a origem dos

CATG - {
nucledtidos P (Adaptado de
+ Lewis, 1994).
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pares de bases nas sequéncias codificantes ou néo codificantes do
genomado TCR podem ter repercussdes significativas no repertdrio do
TCR (Vissngaet d., 1994).
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2.1.4 O TCR EM SITUACOES PATOLOGICAS
Qualquer processo que induza rearranjos CromossOmicos tem o
potencia de desorganizar o genoma de forma nociva. Desde muito
cedo se reconheceu que o0 sistema de recombinacéo V(D)J poderia ter
um papel pelo menos em aguns casos de mdignidade de culas T e B
(Tycko and Sklar, 1990; Reis et d., 1991; Korsmeyer, 1992; Lieber,
1993). Uma possihilidade de mecanismo consste na participagéo da
maguinaria de rearranjo no potenciar de rearranjos ONCOYENiCoS
(Boehm and Rabbits, 1989; Tycko and Sklar, 1990), quer por
reconhecimento indevido de avos de recombinacdo imperfeitos ou
cripticos (Aplan et a., 1990; Brown et a., 1990), quer pela doagéo de
um termina de uma cadeia de DNA correctamente cortada (Bakhshi et
a., 1987). Exemplos de ambas as hipGteses existem (Lewis, 1994),
tornendo dificil o esabdecimento de um mecanismo Unico de
envolvimento da maguinaria de rearranjo V(D)J na geracéo de
madignidade. A sua implicacdo parece no entanto indubitavel em
aguns casos de leucemias linfoblagticas das cllulas T (Lewis & 4d.,
1994), bem como em muitos outros tumores linfoides (Tycko and
Sklar, 1990; Rabbitts, 1991, Reis et d., 1991; sawyers et a., 1991;
korsmeyer, 1992; Magrath, 1992).

O caacter monoclona do rearranjo dos genes do TCR e das
imunoglobulinas, permitiu que as técnicas de andise destes genes se
tornassem ferramentas (teis na identificacéo de tumores de células T e
B (Rabbits et a., 1985; O’ connor et al., 1985; Padier et a., 1987;
Rambddi et d., 1985; Loughran et d., 1988; Tawa et al., 1987
Loughran et a., 1988; Furoni et a. 1989; FHug et d. 1985),
particularmente na definicdo da linhagem (O’ connor et d., 1985; Hare
et a., 1989), avaliagéo da progresséo da doenca e recidiva (Minden et
a., 1985; Minden and Mak, 1986; Griesser et a., 1989; Lee et 4.,
1987). Dais tipos de abordagens foram utilizados: a utilizagdo de
anticorpos idiotipicos, reconhecendo na sua maioria epitopes das
regibes variaveis do TCR (Royer et d., 1987; Smith et d., 1988;
Janson et a., 1991); e a deteccéo de rearranjos clonals por southern
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Blotting(Flug et a., 1985), o que permite a deteccdo de clones
representando pedo menos 1% da populagdo ceular em andise
(Griesser et d., 1989; Minden et d., 1985). Em aguns casos, como a
investigacdo da linhagem em leucemias linfobladticas, parece mesmo
haver vantagem na utilizacdo conjugada de ambas as técnicas (Hare et
al., 1989). Refira-se no entanto que a identificacdo de monoclonalidade
ndo deve ser imediatamente interpretada como sSnonimo de
malignidade. Com efeito, em casos de hiperlinfocitoses CD8 ou CD4
(Situacdo com curso benigno), foi possivel encontrar monoclonaidade
(Minden and Mak, 1986; Griesser et al., 1989; Cabeda resultados ndo
publicados) sem que ta significasse uma pogerior evolugdo mdigna
Alguns autores sugerem mesmo que esta patologia possa ter inicio
policlond evoluindo posteriormente para uma Stuagdo monoclond
(Minden and Mak, 1986) ndo se observando no processo qualquer sina
de evolugéo para maignidade (Cabeda resultados n&o publicados). No
entanto, a deteccdo de uma populaco clonad de células em proliferacéo
pode gudar a discriminar entre um processo reactivo e uma lesdo
neoplésica ou pré-neoplasica (Grieser et d., 1989).

As mesmas técnicas Uutilizadas na investigacdo de clondidade em
doencas linfoproliferativas foram aplicadas a investigacéo de doencas
autoimunes, imunodeficiencias e outras (Royer et d., 1987; Posnett et
al., 1988; Goldman et al., 1992). Exemplos destes estudos séo 0s
realizados para asarcoidose pulmonar (Tamura et d., 1991; Forrester
et a., 1994; Forman et al., 1994), doenca de Chrons (Posnett et d.,
1990), esclerose mltipla (Wucherpfenning et a., 1990; Ben-Nun et
al., 1991; Nick et a., 1995; Droogan et a ., 1994), Doenga de Kawasaki
(Abe @ 4d., 1992), Miagtenia Gravis (Infante et d., 1992), Artrite
Reumatoide (Sottini et d., 1991; Howdl et d., 1991; Uematsu et 4.,
1991; Hagqui et a., 1992; Posnett et a., 1988; Zagon et a., 1994),
encefalomidite (Urban et d., 1988), doenca tiroidea autoimune
(Davies e d., 1992), doenca de Gravis (Posnett et al., 1988),
Trombocitopenia purpura Idiopética (Posnett et a., 1988), Psoriase
(Posnett et d., 1988), Diabetes (Posnett et a., 1988; Wong et d.,
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1994) Lupus eritematoso (Olive et al., 1994; Rozzo et d., 1994; Okubo
et al., 1994 e“Codiac Disease” (Fk et d., 1994).

Em todos estes estudos, anomdias do repertério do TCR foram
encontradas quer nas células CD4 quer nas cdlulas CD8, devidas quer a
diminuicdo(Goldman et a., 1992; Posnett et a., 1988) quer a aumento
da frequéncia de utilizacdo de determinados genes variaveis (restantes
referencias acima mencionadas). No entanto, nos casos em que a
mesma paologia foi investigada por mas que um laboratdrio, os
resultados nem sempre foram concordantes (Tabela 1), o que pode ser
devido quer a fata de técnicas padréo, quer a extensa utilizacdo de
tecnologia de PCR quantitativo, a qua ndo se encontra ainda hoje
suficientemente padronizada.

2.2 As Imunoglobulinas (1g)
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2.3 O MHC

Similaamente @ que sucede com 0S Qrupos Sanguineos, que
determinam a compatibilidade das transfusdes de sangue, um grupo de
genes, globalmente conhecido como o Complexo Mgor de
Histocompatibilidade (MHC) controla a compatibilidade dos tecidos
em trangplantes de drgdos. Estes genes, locdizados no homem no
braco curto do cromossoma 6, encontram-se concentrados numa Unica
regido ou locus, existindo genes homdlogos em todas as espécies de
mamiferos.

class | molecules
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No homem, os antigénios produzidos por estes genes sfo globamente
designados por Antigénios de Histocompatibilidade Humana (HLA).
Deve notar-se no entanto, que neste locus genético se encontram genes
néo envolvidos na histocompatibilidade, como é por exemplo o caso de
genes do complemento.

A principa caracteristica genética dos genes do MHC é o seu devado
grau de polimorfismo. Como ja dissemos, um gene é polimorfico,
gquando existem dteraghes na sua sequéncia que, ou ndo adteram a
sequéncia proteica, ou a adteram sem que a sua funciondidade sga
diminuido. No caso dos genes do MHC, os polimorfismos exissem né&o
0 a nive genético, mas também a nivel proteico, sem que a funcéo
destas proteinas saia diminuida, mas antes reforcada. Com efeito, como
veremos, sendo a fungcdo dos genes do MHC a de apresentar aos
linfécitos T 0 maior nimero possivel de péptidos diferentes, eta s
benefecia com a exigéncia de um eéevado nimero de addos (a
consequéncia do elevado grau de poolimorfismo), ja que os péptidos
gue um ado ndo apresentar podem ser apresentados por outro aleo.
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A hereditariedade dos genes do MHC efectua-se em bloco, ja que estes
genes se encontram agrupados num mesmo locus cromossdmico. No
entanto, ocorréncia de recombinacdo entre os genes deste locus faz

HLA-DR1

class | class ll
com que nem sempre a regra da transmisséo em bloco se verifica, ja
gue em dguns casos raros, a existéncia de recombinacéo entre os dois
cromossomas homaologos de uma célula cria novas associagies entre 0s
genes.

HLA-B27

Como a individudidade de um individuo, em termos de transplante de
0rgéo, é definida pelo conjunto de delos que possui para cada um dos
genes do MHC, o devado nimero de aelos de cada gene, e a
esporadica ocorréncia de recombinagdo concorrem para criar um
elevadissmo nimero de haplétipos (sequéncia délica dos varios genes
do MHC), criando as imensas combinagbes que condituem a
individuaidade dos 6rgéo para transplante.
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Os vérios genes do MHC foram agrupados em 3 grupos, de acordo
com a sua fungdo e locaizacdo gendmica. Os genes da clase | (no
homem HLA-A, HLA-B, e HLA-C) congtituem um grupo de genes
localizados na zona 5 do complexo, e participam nas reaccles
imunoldgicas contra tumores e virus. Os genes da classe |1 (DP, DQ e
DR) locdizamse na zona 3' do complexo, e participam nas reacgoes
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imunologicas contra bactérias e parasitas. Entre estes dois grupos de
genes, locdizam-se os genes da classe I11. Este loci, aberga genes do
complemento e outros que ndo participam nas reacches de
histocompetibilidade.
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2.4 O Complemento

O dgtema do complemento € condtituido por mais de 30 proteinas
s&ricas e da superficie das células, que interagem com resto do Sstema
imune optimizando as condigdes para que se possam redizar muitas
das fungdes para a imunidade humora. O proprio nome: complemento,
foi atribuido gracas a capacidade destas proteinas complementarem a
accdo dos anticorpos.

Este Sstema tem véarias fungdes no sstemaimune :

Algumas proteinas do complemento sfo intermedidios da
citdlise levando a formag@o de poros na camada bilipidica de
microorganismos da membrana celular, que provoca a lise
osmaética dos microorganismos.

Promove a opsonizagdo de microorganismos ou de particulas
edtranhas. Esta fungéo é exercida por proteinas especificas para
edta funcdo: as opsoninas. Os leucdcitos fagociticos tém
receptores para as opsoninas promovendo a ligagdo dos
leucdcitos aos microorganismos e facilitando a fagocitose,

Alguns fragmentos que resultam da fragmentacdo de certas
proteinas do complemento activam a inflanacdo. Estes
péptidos sGo chamados andfilotoxinas ja que por vezes
provocam uma respoda téo forte que se assemelha a uma
reaccdo aérgica

O dstema do complemento € o responsavel pela solubilizagdo e
pela destruicdo fagocitica dos complexos imunes que se

poderiam depositar tanto nas paredes do vasos como nos
0rgaos.

Findmente, uma das fungbes mas importantes do
complemento é promover a resposta humord facilitando a
gpresentacdo do antigénio e baixando o nivel de sensibilidade
da activacéo das cdlulas B pelos antigénios.
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Assm, o complemento desempenha uma papel muito importante no a
atague aos microorganismos, quer na activagdo da imunidade humora
quer directamente, levando alise osmdtica.

2.4.1 As cascatas do complemento

O complemento actua por cascatas enziméicas que permitem
amplificar a accdo de uma O molécula, permitindo uma resposta
imune mais eficaz. Algumas das proteinas do sstema do complemento
s20 enzimas proteoliticas que actuam concertadamente levando a
formacéo final do complexo MAC (Membrane attack complex) que
provoca dise osmatica dos microorganismos patogénicos (Tabea 2-1).

As cascatas tém duas vias de actuagéo: aviacléssca e aviadternativa
Uma das proteinas chave nas duas cascatas € a proteina C3 (Figura
2.1.1-1). A proteina C3 é clivada em C3a que € uma andfilotoxing, e
em C3b que funciona como convertase do C5. A partir da clivagem do
C5 as duas cascatas s20 idénticas e culminam na formacdo do
complexo MAC que se va inserir na membrana dos microorganismos
e provocar a lise ogndtica (Figura 2.1.1-1). No entanto, antes da
clivagem do C5 as duas cascatas seguem caminhos diferentes e so
activadas por mecanismos diferentes.

A via dterndiva € a mais antiga filogeneticamente mas assumiu este
nome jé que foi descoberta depois da via dassica. Esta via € activada
na presenca de microorganismos e ndo precisa de outras respostas
imunes especificas, sendo portanto um mecanismo de imunidade inata
Os passos iniciais da via aternativa tém como objectivo a formagéo da
C3 convertase que como ja referi va clivar o C3 e dar origem a C5
convertase. A C3 convertase da via dternativa € um complexo proteico
formado por um produto da clivagem proteolitica do factor B (Bb) e de
um fragmento do C3 que existe na circulagdo (C3b ou C3i). E o
complexo C3Bb que actua como C3 convertase.
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Tabela 2-1- alguns componentes proteicos das cascatas do complemento (continua na pag.
seguinte)

Componente Tamanho Concentracéo no Produtos de Funcoes
/kD soro/mg/mL activagéo

Via alternativa

Factor B 93 200 Ba Bb é uma serina protease que faz parte das C3 e C5
convertases.

Factor D 25 1-2 Protease que circula na forma activa: cliva o factor B ligado
ao C3b.

Properdina 220 25 Estabiliza a C3 convertase da via alternativa

C3 195 550-1200 C3a C3a é uma anafilotoxina.

C3b C3b liga-se covalentemente a superficies activantes onde

faz parte das C3 e C5 convertases e também actua como
opionina.

Tabela 2-2- alguns componentes proteicos das cascatas do complemento (continuagdo).

Componente Tamanho Concentragdo Produtos de Funcdes
/kD no soro/mg/rL activacédo
Via Classica

C1 750 Inicia a via classica; Liga-se a porcéo Fc das 1G

Clg 410 75

Clr 85 50 Clr Serina protease: cliva o Cls.

Cls 85 50 Cls Cls é uma serina protease: cliva O C4 e C2.
c4 210 200-500 Cda C4a é uma anafilotoxina.

C4b C4b liga-se covalentemente a superficies

activantes onde faz parte da C3 convertase e também age
como opsonina.

C2a
c2 110 20 Cc2b Serina protease que faz parte das C3 e C5 convertases.
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Figura 2.4.1-1As duas cascatas do complemento. As proteinas do complemento vao
reagindo entre si para formarem o complexo MAC, que se liga aos microorganismos
A via alternativa é activada na auséncia de anticorpos sendo um mecanismo
relacionado com a imunidade inata. A via classica por sua vez é um dos mecanismos
essenciais na imunidade humoral.

Na via classica a C3 convertase é formada na presenca do complexo
antigénio-anticorpo e depende da accdo de uma série de proteinas
chave (C1, C2 e C4) e € um mecanismo daimunidade humora.

O C1 é proteina iniciadora da cascata e permite a activacéo da via
classca O complexo antigénio-anticorpo liga-se a molécula C1 que
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depois de activada, vai clivar o C4 em Cda e C4b. O C4b por suavez
va cdiva o C2 e dar origem a C3 convertase da via clésscao
complexo C4bC2a.

2.4.2 O MHC 111

Os genes do complemento locaizamse num cluster do MHC 111 que,
por suavez se Stuaentreo MHC classe Il eo MHC classe | .

Os genes do cluster do MHC 11 codificam para um s&ie de proteina
entre as quais as proteinas do complemento: factor B, C2 e C4; para
enzimas. Citocromo Pss0 21- Hidroxilase, para a RP1. Estes genes
exd0 organizados em médulos. clusters RCCX (Figura 2.1.2-2) que
sdo formados pelos genes RP, C4 e a Citocromo Psso 21-Hidroxilase.
Estes clusters resultam de duplicacdo dos genes C4, RP, da enzima
Citocromo Paso 21-Hidroxilase e Tenascina X. Td como aconteceu
anteriormente, as mutagdes nestes genes normamente envolvem todos
0s genes do cluster. Como vamos ver adiante estes acontecimentos
podem ser importantes.

Figura 2.4.2-1 Organizacdo dos genes do MHC 111

e e

2.4.2.1 A proteina

O C4 é uma das proteinas da via cléssica do complemento que
participa na formacdo da C3 convertase, dém de dar origem a uma
andfilotoxina que promove a inflamacéo. A proteina € condituida por
trés cadeias polipeptidicas a, b e g (figura 2.1.3-1). A pré-proteina é
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condtituida por 1744 aminoacidos, mas sofre uma clivagem posterior
originando a proteina sérica activa
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Figura 2.4.2-2 Mapa do gene do C4. A zona assinalgaz-(lzom c4ad
compreende a zona de diferenciacdo dos dois isotipos (C4A e C4B):.

ACCTCTCT CCA GTGATA CAT AGG

Existem duas isoformas da proteina activa 0 C4A e a C4B. As duas
isoformas tém reactividades diferentes com grupos bésicos ou &cidos.
O C4A reage mais rapidamente com grupos amino, enquanto que o
C4B reage mais facilmente com o grupo hidroxilo. Além disso a
actividade hemolitica do C4B é trés a quatro vezes maior que a do
C4A. A diferenca nas reectividades deve-se ao facto de existirem
aminoéacidos diferentes no locd reactivo da proteina. No residuo 1106
do C4B existe uma Higtidina enquanto que no C4A ha uma asparagina.

No caso do C4B o amino&cido nucleofilico (His) aaca o grupo tiol de
um residuo de cigeing, formando um intermedi&io acidico (figura
xxX). No caso do C4A a asparaging, ndo sendo nucleofilica néo origina
a formacdo do intermedidrio pelo que a reaccdo de ligagdo s outras
moléculas é mais lenta (figura).

Igghjraxxx— Mecanismo de accdo do C4A e do C4B.



As duas isoformas do C4 diferem apenas em quatro aminoécidos entre
os residuos 1101 a 1106.

A diferenciacdo funciona entre as duas isoformas dase mesmo no
aminoacido 1106, ja que mutagdes pontuals neste residuo déo origem a
conversdes de C4B a C4A. No fundo estas diferengas fazem com que o
C4A rega mais facilmente com péptidos enquanto que o C4B reage
com carbohidratos. Devido a estas reactividades diferentes o C4b do
C4A consegue opsonizar os fragmentos imunes mais facilmente que o
C4b do C4B (Vaishnaw et al.,1998). Esta funcéo é muito importante
no caso de doencas imunes em que ha uma grande acumulacéo de
complexos iMuNeS NoS Orgaos e Nos Vasos.

2.4.2.2 O gene

Locdizac2o e organizagdo

O C4 é codificado por dois genes. C4A (&cido) e C4B (bésico),
localizados no brago curto do cromossoma 6, mais exactamente no
locus 6p21.3. Os genes sdo condtituidos por 41 exBes com
aproximadamente 21 Kb. O tamanho dos genes depende da existéncia
do intrdo 9 que tem 7 Kb. Assm quando o intréo esta presente o gene
tem 21 Kb enquanto que quando néo existe intrdo o gene tem 16 Kb.

Polimorfismos e mutagdes

Ta como os genes do MHC 111 os genes do C4 sdo muito polimorficos
e gpresentam grandes variagBes quer em tamanho quer em nimero.

As mutagOes mais frequentes sfo os delos nulos e sfo definidos pela
auséncia de proteina no plasma. Cerca de 30% da populacdo possui
alelos nulos para 0 C4: 10% apresentam o haplotipo C4AQ0 e 16%
C4BQO. Ja a auséncia total de C4 (C4AQO0 + C4BQO0) é muito rarae

225

edta associada a formas graves de doencas imunes. Os aédos nulos
podem resultar de delegdes do gene ou de mutagdes que déo origem a
codbes STOP (2).

Estéo referidas inser¢des de 2bp (TC) que déo origem a pseudogenes
do C4 e originam genes nulos (Figura 2.1.3-2). Quando se da uma
delecéo completa do gene normamente ainda séo abrangidos os genes
vizinhos como é o caso da Citocromo Pssp 21-Hidroxilase (13).

Insercdo TC L Y w G S Q S | V I R A STOP
5667 CTG TAC TGG GGC TCL_CAG TCA CTG ATTCTCAGA GCA............ CGC TGA
CTG TAC TGG GGC TCA GTC ACT GAT TCT CAG AGCAT.....ccoeviirrrsnissssinnes
C4 Normal L Y w G S |

Figura 2.4.2-3 Inser¢éo de TC duas bases que ddo origem a uma
proteina truncada do C4 néo funciond.

Como ja foi referido anteriormente, as diferencas de tamanho devem:
se a0 intrdo 9 que tem 6.5Kb e que esté presente em todos os genes do
C4A (dando origem a um gene com 22Kb), mas que s esta presente
em aguns C4B fazendo com que o tamanho deste gene varie entre 22 e
16Kb. O intrdo 9 contém um retrovirus endégeno (HERV-K) que esta
inserido no locus C4A e s em aguns C4B e que esta espahado por
todo 0 genoma humano.

OS daisisotipos. C4A e 0 C4B, resultaram duma duplicacdo dos genes
C4 (e provavelmente os genes anexos dando origem aos clusters
RCCX). O retrovirus réo se encontra nos macacos do Mundo Novo
mas esté presente nos macacos do Velho Mundo, revelando que a
insercdo do retrovirus se deu depois da divergéncia entre 0s macacos
do novo mundo e nos macacos do mundo velho. Como este intréo
exise em todos os genes do C4A mas gpenas em aguns do C4B isto
leva supor que a inser¢do do virus se tenha dado depois da duplicacdo
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dos genes. A existéncia do virus em genes C4B pressupde conversdes
génicas ou mecanismos de “crossing over” desigud.

Outro tipo de mutagbes a assndar sfo também as interconversoes
génicas. E80 referidas na literatura casos em que mutagdes de uma so
base transformam um dos genes do C4 no outro (Figura 2.1.3-3). Estas
mutacBes s20 detectéveis por Southern blot ja que o tamanho dos
fragmentos que sdo reconhecidos como C4A ou C4B néo corresponde
a0 valor esperado.

P ¢ L D
GAC C4A
CA
=== C4B
L S I H
1101 1102 1105 1106

Figura 2.4.2-4 Mutacéo no gene C4B que o pode transformar
no gene C4A.Apesar de existirem mais pontos de discordancia
entre os dois genes como nos aminoacidos 1101,1102 e 1105,
basta uma subdtituicio de um aspartato por uma histiding
(amino&cido 1106) para transformar funcionalmente o C4A
em C4B.
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Capitulo 3

3 Areas de intervencédo da genética
molecular em Microbiologia

31

3.1 A Genética na Virologia

As particulas virais completas (virifes) sdo congtituidas por dois tipos
fundamentais de materia: um genoma e uma cgpside. O genoma pode
ser de DNA ou RNA, e encontrar-se ou hdo associado a proteinas. A
cgpsde conditui um involucro proteico que envolve o genoma e
possui Smetria helicoidd ou icosaédrica (fig. 3.1). A nucleocgpside é
por vezes revestida por uma envelope membranar. Alguns viriGes
possuem ainda enzimas, as quals S80 essencials para as fases iniciais da
replicacéo do genomavira.

Os virus tém um modo de multiplicacdo Unico, que os torna parasitas
intracelulares obrigatdrios. Na verdade, os virus ndo sdo capazes de
replicacdo autdnoma, ja que ndo possuem a maior parte da maguinaria
enzimatica necessaria para esse efeito. Para obviar esta limitacéo, os
virus socorremrse da maquinaria enzimética da célula hospedeira,
introduzindo-1he modificagbes que segquestram a Sua actividade para o
Seu proprio genoma, em desfavor do genoma ceular.

helicoidal icosaedrica

=i
Slructura Capsomares

suhnitz

i

Figura3.1 —Ti
materia genético
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Os virus parasitam todo 0 mundo Vivo, desde as bactérias as plantas e
aos animais. Cada espécie de virus possui no entanto uma
especificidade de hospedeiro, a qua é extensivel ndo s a espécie mas
ainda ao tecido ou 6rgdo que infecta. Eta especificidade de células
hospedeiras, é determinada por um lado pela existéncia de receptores
gpropriados na membrana das cdulas, e por outro pela existéncia de
factores celulares necessrios para areplicacdo vira.

3.1.1 - O genoma viral

O genoma dos virus é congtituido por DNA ou RNA. O &cido nicleico
vird pode ainda ser de cadela smples ou dupla A quantidade de
materiad genético por virido varia entre 3 e 300 Kb. Assm, o0s virus
mals pequenos contém apenas 3 a 4 genes, enquanto 0s maiores
contém dgumas centenas. Exceptuando os retrovirus, os virides
contém apenas uma copia do genoma, isto €, sfo hapldides. Em aguns
casos de virus de plantas, cada virido contém gpenas uma parte do
genoma, sendo necessrio a infeccdo de varios virides numa mesma
célula para, por complementarizacdo, se reunir todo o genoma vird na
cdulainfectada

A dificuldade de replicar os terminais de uma molécula de DNA linear
€ ultrgpassada em dguns virus com a adopcdo de DNA de cadeia dupla
circular como materia genético, enquanto outros virus, possuindo
moléculas de DNA linear, circularizamno apds a infeccdo. Outros
virus possuem redunddncias terminas, que permitem que umas
moléculas de DNA completem outras por recombinacéo pos-
replicacdo. Uma outra estratégia adoptado por alguns virus consiste em
possuir sequéncias palindromicas nas extremidades, as quais actuam
como primers durante a replicacéo.

Alguns virus possuem sequéncias génicas que reflectem a sua
semelhanga em comportamento aos trangposons, como por exemplo a
presenca de "terminal repeats’.
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Os genes virais, sendo transcritos com a maguinaria enzimética cdular,
obedecem a principios de regulagdo semelhantes aos genes celulares.
Assm, possuem as estruturas gerais descritas no capitulo 1.1.1.3, ainda
gue por vezes, as sequéncias reguladoras sgjam ligeiramente diferentes
das cdulares, conferindo aos genes viras vantagem sdectiva na
competicao para a transcrigdo e traducdo. Por exemplo, nos Poxvirus
as sequéncias reguladoras da transcricdo vird néo seguem o padrdo
cdular, necesstando de dementos reguladores codificados peo

genomavird.

Os virus de RNA possuem RNA de cadeia smples ou dupla. Os virus
de RNA de cadeia smples podem possuir cadeias postivas (0 RNA do
viriéo pode actuar directamente como mRNA) ou cadelas negativas (0
RNA do virido tem que ser transcrito em mRNA). Os virus de RNA+
tém habitudmente as caracterigticas habituais do mRNA (CAP e
poliA). O RNA dos virus de RNA- n&o possuem CAP ou cauda paliA,
mas possuem um termind 5 com um nucledsido trifosfato.

O genoma dos Virus de RNA de cadeia dupla € habitudmente
segmentado, ainda que um segmento possa codificar para  mais que
uma proteina. A segmentacdo do genoma favorece a recombinacéo
genética entre os virus, originahdo consequentemente uma enorme
variabilidade genética.

O genoma vira encontra- se densamente compactado dentro da capside
dos virus icosaédricos. O DNA associado a proteinas ou poliaminas
forma um core centrd de voltas pardeas. Em dguns virus animais
como os poliomavirus, 0 DNA asxocia-se fortemente a histonas
centrais, formando uma edtrutura semelhante a cromatina O maior
nivel organizativo encontrase nos virus de DNA dos adenovirus.
Nestes virus, 0 DNA em conjunto com proteinas virais especificas
forma doze bolas iguais, cada locdizada num vértice da cgpsde
icosaédrica.

Os virus que possuem envelope possuem, para dém das proteinas
associadas ao genoma e das da capside, proteinas do envelope. Estas

podem ser de dois tipos. as glicoproteinas e as proteinas da matriz. As
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glicoproteinas sf0 proteinas transmembranares com grandes dominios
extracdlulares e dominios citoplasméticos muito pequenos. As
proteinas da matriz ndo s habitudmente glicosladas. Algumas
possuem varios dominios transmembranares, enquanto outras gpenas
s ligam a face interna das membrana por um dominio hidrofdébico.

Edtas proteinas, reforcam o envelope, e estabelecem pontes entre este e
a nucleocgpside. Em aguns casos, a edtrutura fluida do envelope, e a
guase totd auséncia de conecgles a cipside fornece aos virides uma
forma plelomdrfica, enquanto em outros, a conecgdo firme entre o
envelope e a cipsde Ihes confere formas caracteristicas. As principals
proteinas do envelope, td como as da cipsde e das proteinas
asociadas a0 material genético sfo codificadas no genoma vird. Na
redidade, a maioria dos antigénios virais sdo proteinas do envelope,

cuja especificidade depende da sua origem no genoma vird. Alguns
virus contém, também aguns componentes do envelope que ndo B0
codificados no genoma vird, sendo oriundos da membrana
citoplasmética da célula hospedeira.

Para adém dos componentes estruturais referidos, dguns virus contém
enzimas, que executam fungdes essenciais nas fases inicas da
infeccdo. Tipicamente sBo enzimas que transcrevem o0 RNA vird para
MRNA (em virus de RNA- e em virus de RNA de cadeia dupla), ou
que transcrevem o RNA vira para DNA (nos retrovirus). Trata-se de
enzimas especificas dos virus que ndo estéo presentes nas cdlulas a
infectar, e que portanto devem ser fornecidas pelo virido que ddas
necessita.

3.1.2 - O ciclo de vida Viral
3.1.2.1 Passos iniciais da multiplicacéao viral
Nos animais, toda a nucleocdpside penetra na célula hospedeira, onde
liberta 0 materid genético , tornando-o disponivel para a replicacéo.
Assm, os pasosiniciais damultiplicacdo vira s2o:
Adsorcdo (o virus ligase a céula, habitudmente aravés de
ligandos no envelope ou na capside, e de receptores na superficie
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celular. Este passo € bloqueado por anticorpos dirigidos quer contra
o ligando no virus, quer contra o receptor na cduld).

Penetracdo (segue-se rgpidamente a adsorcdo, processando-se
habituamente por pelo menos trés processos. 1) endocitose (0
processo mais eficaz em que a penetracdo € mediada por
receptores); 2) fusdo do involucro com a membrana plasmética; 3)
trand ocacao.

Descorticacao (0 mecanismo mais frequente para a libertaco do
materia genético consste na desestabilizacdo de componentes do
envelope e cdpside por interaccdo com componentes celulares, um
fendbmeno que ocorre por exemplo com a acidificacdo da vesicula
de endocitose. A acidificacdo @usa a exposicdo de aminoacidos
hidrofébicos, os quas s véo ligar a membrana vescular,
libertando o0 materia genético no exterior da vesicula

3.1.2.2 Fase da Multiplicacéao viral

A fase que se segue a libertacdo do materia genético no citosol da
cdula dvo, é a da multiplicacdo dos virus. Nesta fase, os virus
virulentos bloqueiam a sintese de proteinas celulares, forcando a
maquinaria cdular a dntetizar exclusvamente as proteinas viras. A
replicacéo e transcricdo do DNA cdular sfo também inibidos nos
adenovirus, herpesvirus, e poxvirus, sendo ainda observados, com
frequéncia, cortes cromossdmicos.

O mecanismo de bloqueio da sintese proteica celular € muito varidvel.
Por exemplo, o poliovirus possui uma protease vird que lisa uma
proteina celular necessaria para o reconhecimento do CAP. Como o
RNA deste virus ndo possui 0 CAP, ndo é afectado. Os Herpesvirus
causam a degradacdo do mRNA cdular, enquanto o gene E1b dos
adenovirus impede o transporte do mMRNA cdlular para o citoplasma
Na maioria dos casos, estes mecanismos estéo dependentes da sintese
de proteinas virais, para e iniciar 0 bloqueio da sintese proteica
celular.
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Ao contrério dos virus virulentos, os virus moderados ndo sO ndo
inibem a sintese proteica clular como podem estimula-1a

3.1.2.2.1 Fase da sintese de virus de DNA

Durante a fase da sintese, ocorrem trés processos genéticos adtamente
regulados. a transcricdo, a traducdo e a replicagdo. No processo de
sintese dos virus animais, e ao contrario do que sucede nos procariotas,
atranscricéo e a traducdo ndo estdo fisicamente ligadas, ja que, com a
excepcdo do poxvirus, a transcricdo ocorre no nlcleo, e a traducéo no
citoplasma

Transcricdo: Os mMRNA  produzidos sfo como os cdulares
monocistrénicos, sendo também sujeitos aos habituais mecanismos de
processamento pos-transcriciona. A transcricdo tem uma organizacéo
temporal. Na maioria dos virus de DNA apenas uma fracgdo do
genoma é transcrito na fase inicid arly genes), sendo os restantes
genes transcritos numa fase poderior (late genes). Os virus mas
complexos tém ainda osimmediate early genes, 0s quais S80 expressos
na presenca de inibidores da sintese proteica, bem como delayed early
genes, 0S quals requerem sintese proteica para a sua expresséo. A
passagem dos early genes aos late genes necessitada préviareplicacdo
do DNA.

A regulacdo da transcricdo é efectuada por proteinas presentes no
virido, ou codificadas por genes especificos virais ou cdulares. A
sequéncia 5’ de cada gene vira encontra- se envolvida nesta regulacéo,
estendendo-se por vezes durante algumas centenas de bases a regi&o
reguladora. Estas regifes possuem semehancas funcionails com os
enhancers cdlulares, respondendo em trans a substéncias produzidas
ppor outros genes, e em cis ao gene que regulam

A transcricdo inicid, e o processamento da maioria do mRNA séo
efectuados pela maguinaria enzimética cdular. A excepcdo SB0 0S
poXvirus cujo genoma ndo migra para 0 nucleo. Estes virus, cujo
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genoma ndo possui introns, utilizam a maquinaria enziméica mais
smples codificada no seu proprio genoma, e trangportada no Viri&o.
Traducdo: As proteinas viras sdo dntetizadas nos polisomas
citoplasméticos, numa sequéncia tempora correspondente a descrita
para a transcricdo. Assm, numa fase inicdd S0 transcritos
essencidmente proteinas reguladoras  (polimerases, inibidores da
traducdo e transcricéo celular, activadores dos |late expressing genes),
enquanto na fase tardia, sBo produzidas essencidmente proteinas
estruturais do viri&. Na maioria das classes viricas, edtas proteinas
migram para o nlcleo onde ocorre a reunido das nucleocapsides.

Replicacdo: A replicacéo utiliza percursores do meio cular. Os virus
mais amples utilizam a polimerase do DNA da cdula hospedeira,
enquanto os virus mais complexos como os adenovirus, os herpesvirus
€ 0S PoXVirus possuem as suas proprias polimerases para esse efeito. A
dntexe inicia-se cercado meio do periodo de eclipse, apds a transcricdo
dos early genes. A replicacdo vird € semiconsarvativa, mas o
mecanismo preciso de replicacdo depende do tipo de virus

Adenovirus: Apresentam replicacdo assmétrica, que Se inicia no
terminar 3' de uma das cadeias de DNA. A cadeia em sintese
utiliza como primer um &cido ditidilico ligado ao percursor da
proteinatermina. Apds acompleta sintese desta cadeia, a cadeia
oposta é também replicada de forma semehante, apds formar
uma estrutura tipo hairpin por emparelhamento das repeticoes
invertidas.
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Figura3.2— Tipos de virus de DNA e respectivos mecanismos de replicacdo

Replicacdo com recurso a intermediarios circulares. Como ja foi dito,
dguns virus utilizam intermediarios circulares, para conseguir
replicar na totalidade o seu genoma. E 0 caso dosherpesvirus, os
quais possuem um genoma de DNA de cadeia dupla, com cerca
de 300-400 bp de repeticdes directas nas extremidades. Apds a
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infeccdo, o DNA migra para o nicleo da célula hospedeira, onde
sofre exonucledlise limitada, que Ihe permite formar estruturas
circulares por emparelhamento das extremidades. Numa fase
inicid, a replicacdo, origina mondmeros circulares, enquanto
numa fase posterior se formam concatmeros circulares, os quais
sd0 pogeriormente cortados originando o DNA linear dos
futuros virides.

Poxvirus: O Poxvirus possui um genoma de DNA bastante extenso

com uma peculiaridade Unica. As duas cadeias de DNA
complementar sGo covaentemente unidas. nas extremidades. A
ligacéo ocorre no fim de duas sequéncias repetidas e invertidas
(inverted repeats). Esta organizacdo permite ao virus replicar-se
de forma continua, originando produtos poliméricos que sfo
posteriormente clivados em mondémeros e de novo fechados nas
extremidades.

Virus da hepatite B: Apesar de ser um virus de DNA, utliza a

transcricdo reversa para a sua replicacdo. Os virides contém
DNA circular, parcidmente de cadela dupla. A cadela negativa
(complementar do mRNA) é completa, apresentando-se de
forma circular com um corte a garantir a descontinuidade. A
cadeia positiva é incompleta. Apés a infeccéo, a cadeia positivaé
completada, gerando-se uma cadela completa circular e fechada,
aqua é transcrita. O &cido nucleico € entdo transcrito de forma
reversa paa DNA por uma enzima vird, num processo
complexo que envolve um sdto entre dois direct repeats
originando a cadeia positivaincompleta

3.1.2.2.2 Fase da sintese de virus de RNA

Os virus de RNA podem ser divididos em 7 classes, de acordo com a
polaridade do seu RNA (o mRNA tem polaridade positiva), bem como
o nimero de moléculas de RNA, e = este é de cadeia ssimples ou
dupla. (tabela 3.1).
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A edratégia de sintese destes virus é ditada pela auséncia de unidades
de traducdo mudltiplas num mesmo mensageiro. Para obviar a eda
dificuldade trés edtratégias foram desenvolvidas 1) o virido de RNA
actua como mensageiro, e é transcrito de forma monocistronica num
péptido gigante, que é depois cortado originando as proteinas
funcionais, 2) O virido de RNA é transcrito em vaios mRNA
monocistrénicos por iniciacdo da transcricdo em pontos diferentes do
RNA vird; 3) O genoma do virus é uma colecgdo de varias moléculas

Tabela 3.1 - Tipos de virus de RNA

Classe Constituicdo Trascriptase Infectividade Exemplo
do genoma novirido do RNA
I +SS - + picornavirus
I +SS - + coronavirus
" -SS + paramixovirus
v -SSMM + ortomixovirus
\Y PM + arenavirus
\Y/| DSMM + reovirus
Vil +SSMM + retrovirus

+ polaridade do MRNA

- polaridade oposta a do mRNA
CS cadeiasimples

DS cadeia dupla

MM multiplas moléculas de RNA

PM polaridade multipla

de RNA, sendo cada uma transcrita em espécies de mRNA
monocistronicos.

Nos virus da classe |, 0 RNA actua como mensageiro. A mesma
molécula tem ainda que iniciar a replicacdo, 0 que necessta de
proteinas codificadas pelo RNA vird. Assm, a organizacéo tempora
traducdo/replicacdo é imposta pela necessidade de proteinas néo
edruturais, mas essenciais para a replicagao.

Nos virus da classe 11, 0 genoma origina primeiro um transcrito de
polaridade negativa, 0 quad ¢é entdo transcrito em MRNA

monocistronicos de diferentes tamanhos, num processo Unico. Cada
um inicia com uma curta sequéncia leader 5', a qud € adicionada aos
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transcritos correspondentes aos Varios genes, continuando a sequéncia
do mRNA até ao find 3' do genoma.

Os virus da classe |11, tém genoma com polaridade negativa, uma
transcriptase  virica transcreve 0 genoma em  vaios mMRNA
monocistronicos, a partir de um Unico promotor. A transcriptase parae
reinicia a transcricdo em cada juncdo génica, originando os Vaios
MRNA.

Os virus da classe 1V tém a particularidade de possuir 0 seu genoma
disperso por vérias moléculas de RNA, sendo cada segmento transcrito
em moléculas de mMRNA digtintas. Em aguns casos, um segmento da
origem a dois produtos genéticos por splicing dternativo. Por este
motivo o ciclo de vida destes virus passa por uma fase nuclear, jaque o
gplicing de RNA € essencid paraasuafisologia

Os virus da classe V tém um genoma peculiar, ja que metade tem
polaridade negativa, sendo transcrito em mMRNA por uma transcriptase
virica, enquanto a outra metade do genoma tem polaridade positiva,
sendo transcrito duas vezes até se obter 0 mRNA.

Os virus da classe VI possuem segmentos multiplos ndo sobreponiveis
de RNA de cadeia dupla. Cada segmento € transcrito num mRNA
diferente por uma transcriptase virica.

Osvirus da classe VI s&o os Unicos virus de RNA cujo ciclo devida
passa por uma fase em que 0 genoma existe sob a forma de DNA.
Edes virus possuem dois RNA de cadea smples idénticos de
polaridade pogtiva com uma cauda poli-A na extremidade 3', e um
CAP na extremidade 5. Cada um destes RNA € transcrito
reversamente em DNA por uma transcriptase reversa presente no
virido. O DNA resultante é entdo transcrito em mRNA para a
actividade virica

Nos virus de RNA ndo exigte diferenciagdo entre early genes e late
genes, com a possivel excepcdo dos reovirus (classe V).
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Replicacdo dos virusdas classes | aV: A replicacdo, que ocorre no
citoplasma consiste em todos 0s casos em produzir uma cadeia padréo,
complementar do genoma, € com 0 MesTMo comprimento que este, a
qua é depois utilizada como padrdo para a sintese do RNA gendmico
da progenia. Em aguns casos, a replicacéo e a transcricéo interferem:
s mutuamente, pois a fdta inicid de proteinas viras tem como
consegquéncia que SO a transcricdo € possivel, mais tarde, a mesma
cadela de RNA deve mediar os dois processos. AssSm, por vezes 0s
virus possuem proteinas especificas, que se ligam a0 RNA,
promovendo a replicacéo. Na replicacéo do RNA, a cadeia sintetizada
permanece associada a cadeia padréo, formando uma molécula de
RNA de cadela dupla com o comprimento do genoma vird (RNA
conhecido por RF de replicating form). A sintese de novas cadeias
rediza-se de forma consarvativa e assmérica a proxima sintese
remove a cadeia formada de novo, aqual se liga a proteinas da cépside,
generando uma nova nucleocapside.

Replicacdo dos virus da classe VI: Cada segmento de RNA do
genoma destes virus é replicado independentemente dos restantes. A

replicac@o exa intimamente ligada a transcricdo pela transcriptase vird.
A replicase usa 0 MRNA nascente como padréo, fazendo a partir deste
uma cadeia de polaridade negativa, a qua actua entdo como padréo
para a sintese do RNA gendmico de polaridade postiva. As duas
cadeias permanecem ligadas, sendo incorporadas na capside vird. eta
replicacdo é assmétrica (a cadeia negativa € a Unica a servir de padréo
para a sintese do novo genoma) e conservativa (0 RNA origind néo
integra as novas particulas viras).

Replicacéo dos virusdas classes VI 1: O ciclodevidadosretrovirus é
objecto de descricdo alargada na seccdo seguinte. Cabe aqui apenas
referir que sinteticamente a replicacdo parte do intermedi&io de DNA
de cadeia dupla (integrado no genoma celular), sendo a partir deste
produzido o RNA por transcricdo normd.
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3.1.2.3 O ciclo de vida dos retrovirus

Pea sua importancia nas infecgBes cronicas correntes com maior
relevo em salde publica, os retrovirus, e em particular o HIV, tém sdo
avo de intensa investigacdo, pelo que muito se sabe ja acerca das
especificidades do seu ciclo de vida

Como ja vimos 0 genoma dos retrovirus € condituido por RNA de
cadeia smples de polaridade postiva Ta como 0 mRNA cdular
possui uma cauda poliA na extremidade 3', e uma estrutura CAP na
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Figura 3.3 — Genomatipo de um retrovirus.

extremidade 5. Cada virido possui duas moléculas de RNA (é
dipléide), com a mesma polaridade, juntas por uma estrutura de
dimerizacdo na extremidade 5'. O viri&o contém ainda aguns RNA
celulares de baixo peso molecular entre os quais tRNA, 0s quais, como
veremos, possuem fungdes essenciais no ciclo de vida dos retrovirus.

Os retrovirus possuem essencidmente 3 genes basicos. gag, pol e env
respectivamente pela ordem 5->3. Os onco-retrovirus humanos
possuem ainda um gene adiciond, e os lentivirus possuem cinco genes
adicionais. Para dém das estruturas CAP e poli-A, as extremidades
gendmicas dos retrovirus possuem anda, na ordem 5->3, uma
redundancia termina (R), a sequéncia U5 (do inglés unique 5') e 0
loca de ligacéo do primer (PBS do inglés primer binding site). O PBS
possui 16 a 18 nucledtidos e € complementar de um da extremidade 3
de um tRNA que a ele se encontra ligado, e que funciona como primer
para atranscricao reversa.

314



O coddo de iniciacdo AUG do gene gag locdiza-se dgumas centenas
de nucledtidos depois do loca CAP, e neste intervalo encontram-se
ainda duas sequéncias importantes o local de dimerizacdo (DLS do
inglés dimer linkage site) o qua mantém juntas as duas copias do
virido, e 0 snd de empacotamento (y ) que permite 0 empacotamento

viral budding

Figura 3.4 — Ciclo de vida de um retrovirus

315

do RNA dos virides.
L FE Wirinn ANA AT
rucierficar u e T
w— F —Primer RHA e g
¥ I Xand {7
Femeval ol iorminally redundam vidon FNA by
] % Firwtihad 1 s ¢ Do i o H acisdly
e D, {L’
sﬁw Trarskee of DHA ard NG F-ord

Ecrinsd myiwein lnwis i
Bt o O - S DA

Flborarinsme Hacdkip mices
&l of + e ANA escee small
fogment uead as pemer

Corapmson of shart gegemi of
4 slvand DA and romosl of
ot o i

Frvame Fansonptacs Fafsan
1o athap el s cempkiles

— by DM aprehesis

Formatos of doutre-stiandad [HA,
{I” thrusgh e of evones rore rlans
Izt o

Figura 3.5 — Mecanismo de transcri¢do reversa nos retrovirus

316



A extremidade 3' contém gpGs o find do gene env, aregido de primer
+ (+P) com 12 bases ricas em purinas (intervém na transcricéo reversa)
a sequéncia U3 @nique 3' — contém sequéncias importantes para a
transcricdo  vird), e redundancia termind (R) semdhante a da
extremidade 5’ e findmente a cauda paliA.

Edta organizagéo gerd com os terminais repetitivos a circunscrever 0s
genes € seme hante & dos transposons eucarioticos.

A adsorcéo e entrada dos retrovirus nas cdlulas hospedeiras néo é
diferente dos restantes virus, dependendo da existéncia de receptores
gpropriados na superficie das cdulas avo.

A maoria dos retrovirus ndo sB0 nem citopéticos, nem dteram
grandemente 0 metabolismo das cdulas que infectam. Em cultura as
cdulas infectadas continuam habitualmente a dividir, a0 mesmo tempo
gue produzem e libertam particulas virais.

Pouco depois da infecco (menos de uma hora em cdlulas de gdinha
infectadas com um retrovirus compativel) tem lugar a sintese de uma
copia de DNA de polaridade negativa por transcricéo reversado RNA
vird (utilizando a transcriptase reversa vird). Ainda antes de estar
completa a cadeia de DNA de polaridade negativa, tem inicio a sintese
da cadeia de DNA de polaridade postiva (uma reaccdo também
mediada pela transcriptase reversa viral). Quando termina a sintese da
cadeia de polaridade negativa, a parte do RNA que permanece a ela
ligada é degradada pela RNAse H. Inicidmente a cadela de DNA
nascente € uma cadeia dupla linear com cortes, ja que a cadeia — é
continua e a + descontinua.

Cerca de 6 a 9 horas apés a infecgdo os cortes sdo preenchidos, e o
DNA dedoca se para o nucleo sob a forma de DNA de cadeia dupla
circular. Cerca de 24 horas apos a infeccao varias copias deste DNA
encontram-se integradas no genoma celular como provirus, em locais
do genoma aparentemente aeatdrios.

As moléculas de RNA para 0s novos virifes sfo entdo produzidas por
transcricdo norma dos provirus integrados. Como consequéncia deste
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Figura 3.6 — Insercéo de um retrovitus no genoma celular

método de replicacdo, o DNA de cadeia dupla é diferente do RNA do
virido, possuindo mais cerca de 500 a 600 nucledtidos. As diferencas
consgstem nas duas extremidades que se tornaram iguais. As estruturas
gue medeiam este processo séo designadas por LTR (ong terminal
repeats) consstindo cada (na direcgdo 5> 3') por um U5, um R eum
U3. Cada L TR contém um sina paraa adicdo de um CAP, uma TATA
box e um loca de CAP determinando a origem da transcricéo, bem
como um sind paraaadicdo de uma cauda poliA.

O provirus utiliza apenas os sinais de iniciagdo do LTR 5 porque a
transcricéo a partir deste interfere com a iniciagdo da transcricéo a
partir do LTR 3'. Este contribui com os sinais de terminacéo, e pode
iniciar a transcricdo se fdtar o LTR 5. Td como as sequéncias
presentes nos transposons eucariotas, os LTR virals possuem em cada
extremidade short direct repeats do loca de integracdo (5 a 13
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nucledtidos). Uma outra importante caracterigtica dos LTR € a
exigténcia de um enhancer.

Os LTR sfo cruciais no processo de integracdo no genoma celular.
Apenas moléculas circulares com os LTR ligados extremidade-com+
extremidade B0 passivels de integracdo. A integrase corta as duas
cadeias de DNA na juncéo U5-U3, faz dois cortes no DNA gendmico,
em locais ligaramente diferentes, e insere 0 DNA vird. Apés a
insercdo, ficam aguns nucledtidos de DNA cdlular em cadeia Smples,
0 que é reparado. Apos este passo, 0 provirus é 4 nucledtidos mais
pequeno que o DNA circular e € rodeado pelosdirect repeatsdo DNA
ceular resultantes da reparacdo do DNA de cadela smples. Estes
provirus podem ser excisados por recombinagdo entre os LTR, mas
este € um processo
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ribossomas que executaram o frame-shift a pol € passive de letura).
Uma outra espécie de RNA resultante do splicing da primeira da
origem a proteina env. As proteinas produzidas (gag-pol e env) s8o na
realidede poliproteinas que serdo posteriormente clivadas dando
origem as proteinas virais maduras. A protease que efectua este corte é
uma proteese vird especifica codificada entre os genes gag e pol.

& Q'_iﬁ

T e A F e Ee e T TS

Figura 3.8 — Saida das particulas virais por evaginacao.

A poliproteina env entra no reticulo endoplasmético durante a sintese,
dirigindo-se depois para 0 golgi onde é glicoslada, sendo entéo
candizada para a membrana cdular. A maioria da gag fica retida no
citosol, mas uma pequena parte segue amesmaviadaenv.

Cerca de 8 horas apés a infeccdo, os percursores gag e gagpol
comecam a juntar-se a0 RNA vird, formando uma nucleocgpside
debaixo da membrana plasmética, onde apGs ocorrer a protedlise a
nucleocapside s liga a0 env. Edta poliproteina € entdo clivada
originando uma proteina transmembranar da mariz e uma proteina
externa, ligadas por pontes dissulfureto. O virido entéo formado é
excretado por evaginacdo, 0 que permite manter aintegridade celular.
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3.1.3 - Virologia em Medicina Transfusional
3.1.3.1 - O virus da Hepatite B (HBV)

O soro de doentes com hepatite B possui habitudmente 3 estruturas
diferentes com o antigénio HbsAg. A particula de Dane € a menos
comum, possuindo todas as estruturas observadas em virus (core
electrénicamente denso revestido por um envelope), e é infecciosa. As
particulas esféricas G0 as mais numerosas, sendo diferentes dos
restantes virus, a sua superficie parece ter uma estrutura semelhante a
da paticua de Dane, mas sem Smelria gparente. As formas
filamentosas sGo também frequentes. Quando estas edtruturas
filamentosas Sfo sujeitas a acgdo de um detergente anidnico, originam
edruturas indiginguiveis das particulas esféricas, sugerindo que edta
edtrutura € um aglomerado de particulas esféricas.

O genoma do HBV é congtituido, como j& foi referido, por DNA

A

L

i Hepatitis B surface antigen M
Circulating forms P 'ge p
DNA polymerase

DNA (mostly double stranded), 3

£ o ! ore anfigen
?2‘:‘::; : C ‘ Protein kinase

Dane particle
with DMA and
DNA polymerase
(42 nm)

Wm Filament
! (22x 200 nm)
&

Dane particle

Hby

e Antigen

Figura 3.9 — O virus da Hepdtite B existe em circulagdo sob a forma de
véias Particulas (A). A particula de Dane (B) € uma particula completa

einfecciosa

circular de cadeia dupla incompleta. Assm, possui uma cadeia longa
(L), de comprimento constante, com uma extremidade 3 livre, e com
uma extremidade 5’ ligada covaentemente a uma peguena proteina. O
virus possui a@inda uma cadeia curta (S de short) cujo comprimento
varia entre 15% e 60% do comprimento do genoma circular. A posi¢éo
dos terminais 5 de ambas as cadeias S50 fixas, mas n&o coincidentes,
sendo a poscdo do temind 3 da cadea S vaiavd. O
emparelhamento das duas cadeias, assegura que 0 genoma assume uma
configuragdo circular, ja que as cadeias ndo possuem terminas
coincidentes.

A nucleocdpside é formada por uma Unica proteina - o antigénio do

core (AB:AQ). Esta proteina possui actividade de cinase, sendo capaz
de se autofoforilar; um dominio desta proteina, rico em argininas (a

Figura 3.10 — O genomado HBV, espécies de
MRNA dee derivadas e respectivas proteinas
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zona carboxi-termina) interage com o DNA. No seu interior a
nucleocpsde contém anda o DNA, a DNA polimerase e uma
proteina cinase. A polimerase vird depende dos dNTP e
Mg celulares, mas é capaz de produzir as duas cadeias de DNA vird
sem necessitar de qualquer primer. A polimerase tem ainda a funcéo de
transcriptase reversa, como veremos abaixo.

O enveope vird contém 3 glicoproteinas designadas major, midle e

: large proteins. O

el atigénio. _ de

uperficie

(HBVAQ), que é 0

componente

principd das

particulas esféricas
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Figura3.11 — Ciclo de vidado HBV
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de cadeia dupla completa. A RNA polimerase celular produz entéo
multiplas copias de RNA (RNA pregenoma) a partir da cadeiade
polaridade negativa. O RNA é entdo transportado para o citoplasma
onde é produzida a proteina do core, que rapidamente encapsula o
RNA pregenoma, bem como a DNA polimerase vira produzida de
novo e a proteinaterminal do DNA. Esta proteina, subgtitui

provavel mente o primer, levando a DNA polimerase a produzir a
cadeial do DNA vird com a sua actividade de transcriptase reversa. A
medida que o DNA é sintetizado, o RNA pregenoma € degradado, com
excepcdo de uma pequena porcdo derivadadazonas', aqua serve
com primer para a sintese da cadeia S. O core completo assm formado
obtém o seu envelope por evaginacdo de parte da membrana celular
contendo o HbAQ.

A deteccéo molecular do genoma vird, para dém de condituir uma
forma dtamente especifica de deteccdo do virus, permite ainda a
deteccéo de titulos virais mais baixos e patologicamente activos, bem
como 0 acompanhamento da eficacia da accdo terapéutica. Se a
especificidade da reaccdo de hibridacdo, for anda diada a
senshilidade da reaccd de PCR, obtém-se um méodo anditico
extremamente sensivel e especifico, e portanto de grande utilidede
clinica

3.1.3.2 - O Virus da Hepatite C (HCV)

O virus da Hepatite C (HCV), isolado pela primeira vez em 1989,
parece ser um importante factor causador de doenca hepética cronica,
cirrose e carcinoma hepatocelular, em todo o0 mundo. Hoje em dia
foram j4 isoladas vérias edirpes viras do HCV, o que permitiu
desenvolver testes serolOgicos e de genética molecular (deteccéo de
RNA vird) para a determinacéo da virémia

O genoma do HCV possui 9379 nucledtidos, sendo congtituido por
uma cadeia smples de RNA com um Unico e longo “open reading
framg’. O produto genético € uma proteina precursora com 3011
aminoécidos, que por protedlise pds-traduciond origina proteinas
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edruturais (core e envelope) e ndo estruturais  (proteases, helicases,
polimerases do RNA).

A deteccdo do HCV ndo é possivel de ser realizada por testes padréo
de deteccéo de antigénios no soro, ja que as particulas virais circulam
no soro em concentragdes abaixo das detectévels por imunoensaios.
Assm, a maoria dos edudos epidemiologicos foram inicidmente
baseados na prevaéncia de anticorpos contra o antigénio c100-3.
Presentemente, € ainda testada a presenca de anticorpos contra outros
antigénios virais (testes ELISA de terceira geracdo). No entanto, estes
testes originam um grande nuimero de fasos pogtivos, pedo que se
tornou necessario o desenvolvimento de testes confirmativos.

Como j& foi referido, vérias estirpes do gene da Hepatite C foram ja
identificadas (estirpes 1a, 1b, 2, 2a, 2b, 3a, 4, 5), tendo estirpes
diferentes progndsticos e repostas terapéuticas diferentes.

3.1.3.3 - O virus Linfotrépico Humano (HTLV-l1e HTLV-II)
O virus HTLV tipo | foi o primeiro retrovirus humano descrito, sendo
considerado 0 agente causador da Leucemialinfoma da cdula T de
Adultos (ATLL). Este virus tem ainda sSdo associado com uma familia

F3 | 4 5 [} 7 g b

Figura3.12 — Genomado HTLV-1

de doencas neurolégicas incluindo “spadtic pargparess’ e Midlopatia

associada a HTLV-1. Mais recentemente, também a polimiositose e a

poliartrite tém Sdo associadas a infecgbes por HTLV-I. As

manifestagbes clinicas, e epidemiologia do HTLV-1l sdo no entanto
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menos claras, ndo havendo nenhum sindroma clinico especificamente
associado ainfecgdo por este virus.

Egtes virus tém um muito limitado leque de hospedeiros. Com €feito,
sendo o CD4 o receptor para 0 virus, apenas as células que o
expressam (linfécitos Th e mondcitos) sfo passiveis de infeccéo.

O HTLV induz a formacdo de sincicios multinucleados em diversas
linhas celulares (o que € um bom indicador de diagndstico).

O papd do virus na inducdo de tumores parece provavel, ja que as
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Figura3.13 — expressdo dosgenesdo HTLV

céulas leucémicas tém todas o virus, e este gparece integrado do
genoma celular de modo clond (sempre no mesmo locd, num
individuo, mas em locais diferentes em individuos diferentes).

Como 0 virus ndo possui um oncogene, 0 seu papel deve-se a
influencia em um oncogene celular. Como o seu locd de integracéo é
diferente de individuo para individuo, este papd deve ser feito em
trans, possvelmente através da expresso do gene vird tax, o qual é

um activador da transcricdo. O gene tax encontra-se na extremidade 3'
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do gene env estendendo para a regido U3, a qud é dtamente
conservada em diferentes isolados virais. A proteina tax € para o virus
um activador de sequéncias enhancer like presentes no LTR vird. A
nivel celular, o principa efeito desta proteina parece ser a activacéo
dos genes da IL-2, 0 que permite as cdulas multiplicar de forma
autonoma

Devido a razéo custo/beneficio particularmente boa dos testes de
deteccdo do HTLV baseados em ELISA, este é habitudmente o
méodo de eeicdo para 0 screening de produtos sanguineos. No
entanto, e dado o eevado nimero de falsos positivos apresentados, um
resultado positivo deve ser confirmado por um método diferente, como
o western Blot. Os métodos de deteccdo do genomavira baseados em
PCR e hibridagdo condituem testes poderosos complementares.
Devido a grande sensbilidade e especificidade do PCR, diada a
enorme sensibilidade da hibridacéo de DNA, este método permite com
rapidez, sengbilidade e especificidade determinar a presenca mesmo
de nivels muito baixos de particulas virais, bem como seguir a resposta
a tergpéutica muito depois de os resultados por ELISA serem
negativos.

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

O virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é demonstradamente o

causador do Sindroma Humano de Imunodeficiéncia Adquirida

(SIDA). Sendo um retrovirus, € capaz de inserir uma copiade DNA do

seu genoma de RNA no genoma da cdula infectada, podendo manter-

Se desta forma num estado latente,

O genoma do HIV (cerca de 10Kb) contém 9 genes, existindo
diferencas importantes entre o HIV-1 (predominante na Europa,
América e Africa Centrd) e o HIV-2 (predominante na Africa
ocidental). Como os restantes retrovirus, 0 Seu genoma inclui os genes
gag, pol e env. Os produtos dos genes gag e pol séo processados por
uma protease vira, que é parte da poliproteina pol. O produto do gene
env é processado por uma protease celular, originando a glicoproteina
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Figura 3.14 — Mapa Gendmico do HIV

tranamembranar gp-41, e a proteina externa gp-120. Ambas as estirpes
possuem ainda 0s cinco outros pequencs genes:. tat, ver, nef, vif e vpr.
Adiciondmente, o HIV-1 possui anda o gene vpu enquanto o HIV-2
pOoSsUi O gene VpX.

Mutagtes nos genes tat e rev inibem a multiplicacéo vird, enquanto
mutagtes no gene nef tém o efeito oposto. O gene tat codifica um

transactivador que, em colaboragdo com uma proteina celular, aumenta
a expressao de todos os genes virais por aumento da transcricdo. O seu
efeito consste na prevencéo da terminacdo precoce da transcricdo na
597 base apds o0 loca CAP. A sequéncia nesta zona (regido TAR),

forma uma estrutura em hairpin que facilita a terminagéo, sendo assm
necessario um inibidor da terminacdo. A proteina ver € necessaria para
aexpressao dos genes gag, pol e env, mas nao para os genes ver etat.
Como todos os genes sao transcritos num Unico transcrito que é depois
processado, este efeito diferencial deve ser efectuado num passo pos-
transcricional. No gene env, esta proteing, ligando-se num locd na
metade 3' do gene impede a inibicdo da sua traducdo causada pela
interaccdo do restante mRNA com factores celulares. A proteina rev
pode ainda impedir o splicing do transcrito env, fazendo com que os
genestat e env sgam expressos com prejuizo do gene env. O modo de
accao do ver nos genes gag e pol pode ser smilar.

A proteina nef reprime a transcricdo do genoma HIV actuando na sua
zona NR (de negative regulatory). Esta proteina tem propriedades
sgmilares ao oncogene ras. é mirigolado, liga-se ao GTP, é fosforilado
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por uma proteina cinase, e tem actividade GTPase. Mutagbes neste
gene aumentam a progenia vira 2 a 3 \ezes, sugerindo que este gene
pode estar envolvido no desenvolvimento do estado latente.

Os genes vif, vpu, vpr e vpx provavelmente codificam proteinas do
viri&o, que aumentam a eficiéncia da infecgéo.

Como vimos, a transcricdo do genoma do HIV é activada ou inibida
pela ligacdo de factores especificos de origem vird a0 LTR 5. No
entanto, estes factores séo coadjuvados por factores celulares, ligando
assm o estado de activacdo/laténcia vird ao proprio estado de
activacéo da cdulainfectada. Assm, aregido NR responde a proteina
nef, mas também a proteina celular Ppt-1, expressa em linfécitos ndo
activados (este gene inibe também a sintese de IL-2). V&ias regides
virais (regides de ligagéo do SP1, enhancers, TATA box) aumentam a
transcricdo em resposta a factores celulares como o NFk-B, que sdo
produzidos em linfocitos activados.

O virus € capaz de infectar cdulas que possuem o CD4 na sua
superficie, anda que O esta molécula ndo sga suficiente para garantir
a entrada do virus (cdulas de ratinho transfectadas, ndo séo infectavels,
a ndo ser que 0 genoma sga injectado directamente na cdula). Este
receptor liga-se a gp120 (um dos dois produtos de clivagem da gpl60—
0 produto do gene env). Estudo mutacionais indicam também a
necessdade do dominio extracelular amino-termina da gp41 (o outro
produto de clivagem da gp160), a qud esta ligada ndo covaentemente
agp120. E possivel que aligago da gp120 exponha dominios da gp4l,
gue entdo se liga a um outro receptor celular, fazendo com que esta
proteina de membrana entre na membrana ceular, arastando a
membrana viral consgo, e libertando o core no citoplasma celular. O
virus tem também sido observado em endosomeas, indicando que a via
endocitica & também uma via de entrada do virus.
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Uma importante consequéncia funciona da infeccéo é a diminuicéo da
expressso do CD4, em pate por interferéncia, isto é ligagdo
intracelular da gp120 com o CD4, impedindo a sua migragéo para a
superficie.

A consequéncia da infeccdo na sobrevivéncia cdular varia, ja que o
virus se pode integrar no genoma celular, entrando num estado de
infeccdo latente, com pouca ou nenhuma producdo de virides. No
entanto, a activacéo celular, como vimos, pode estimular a entrada do
virus numa fase de infecgdo produtiva, com um pico na replicacéo
virica, e libertacdo de particulas infecciosas seguida de morte celular.
Note-se que dgumeas linhas cdulares ndo morrem, mesmo quando o
virus esa na fase produtiva (ex. H9 e linhas monociticas). A morte
celular parece ser um fendmeno activo, mediado pelo gp4l na
membrana celular, ja que a amputacdo do seu dominio intracelular
Impede a morte celular. Um outro factor tendente a provocar a morte
celular € aacumulacdo de DNA n&o integrado.

Uma das caracteristicas mais notaveis do HIV é a sua
hipervariabilidade. 1solados diferentes do virus gpresentam diferencas
na sua composicao genética, devidas a mutagdes (insercdes, delecgdes
e mutacOes pontuais). Td facto deve-se a sua transcriptase reversa, a
qua introduz mutagbes a um ritmo cerca de um milhdo de vezes
superior a0 observado em virus de DNA. Dos genes virais, 0 env
parece ser 0 mas vaidvel, com 5 zonas de hipervariabilidede na
gp120. Os genes gag e pol sio 0s mencs variaveis, possvelmente
devido a redriches nas variagbes viavels. Uma importante
consequéncia da hipervariabilidade da gpl120 (o antigénio vird mais
exposto) € a sua capacidade para iludir reacgbes imunoldgicas
mediadas por anticorpos, fazendo com que as especificidades destes se
tornem “desactualizades’.

Dos testes disponiveis para a deteccdo do HIV, o ELISA é
habitua mente utilizado. No entanto, e devido ao eevado nimero de
fadsos pogtivos, um resultado pogtivo deve ser confirmado por uma
técnica complementar, habituamente Southern Blot. Os métodos
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baseados na reaccdo de PCR, ainda que de uso relativamente recente,
congtituem poderosos meios complementares a0 ELISA, j& que
associam a enorme senshilidade da reaccdo de PCR com a
especificidade quer do PCR quer da hibridizacgo. Estes métodos tém
anda a vantagem de detectar directamente o genoma vird,
independentemente do estado imunolégico ou replicativo do virus,
aumentando por isso a sua eficiéncia de deteccdo. Estes testes sfo
anda importantes na avdiacdo clinica da infeccdo em criancas
nascidas de mées seropositivas, ja que € independente da presenca de
anticorpos ou antigénios provenientes do sangue materno.

3.1.4 - Papel dos virus em oncologia

0 papd dos virus em oncologia foi inicidmente considerado apenas
como uma curiosidade académica, sem contrgponto no mundo clinico.
No entanto a descoberta em 1932 do papel de virus de DNA em
tumores de coelhos sdvagens, e mas tarde (Bittner, 1936) em
adenocarcinoma de ratinhos e (Gross, 1951) em leucemias de ratinho
levou a0 estabelecimento seguro do papel dos virus na etiologia de
adguns tumores. Estes estudos e os que |he seguiram permitiram
edabelecer 0s mecanismos que permitem que a etiologia vird nos
tumores pode permanecer insuspeita 1) a tumorigenese pode ser um
fendbmeno raro em virus largamente disseminados, e habitudmente
inbcuos, 2)em aguns virus, as particulas virais s80 heterogéneas, sendo
gue a maioria infecta as céulas sem ocasionar tumores, o que faz com
que o tumor SO surja numa fase muito avancada da doenca, disfarcando
asua caracteristica infecciosa

Pogteriormente, o potencia oncogénico virad foi estudado, avdiando o
seu potencid  transformador em culturas celulares. Estes estudos
levaram a conclusdo que um virus que induziu um tumor, deixa de ser
reconhecido em cultura pela sua infectividade, mas que a Sua presenca
pode ser confirmada anivel de DNA ou RNA.

Nos anos 60, verificou-se que a maioria das classes de virus de DNA
eram capazes de induzir tumores em animais, enquanto dos virus de
RNA gpenas os retrovirus tinham essa capacidade. (tabela 3.2)
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Tabela 3.2 — potencid oncogeénico das vérias classes de virus

3.1.4.1 Oncogenes virais

O estudo do pape dos virus na etiologia dos tumores, revelou a
exigéncia de oncogenes no genoma de dguns virus. Como vimos,
trata-se de um conjunto de genes homdlogos de genes cdulares, mas
que devido a sua desregulac@o adquirem a propriedade de estimular o
crescimento cdular de forma continua. Os exemplos sio hoje em dia
muito numerosos. A titulo

de exemplo vgase a

tabela3.3. ool Q
DA D
Os oncogenes presentes rn ey Protoonzogare c-shd

nos retrovirus so Caluinr LA B Gl B
habitua mente genes
celulares dterados, ndo
redlizando fungdes

Intsgration

genoma de Familialgrupo do virus Virus oncogénicos

DNA Adenovirus muitos tipos
Papovavirus Polioma, SV40,papiloma
Herpesvirus EBV,CMV, herpes
Hepadnavirus HBV
Poxvirus fibroma virus
Parvovirus nenhum

RNA retrovirus Leukoss viruses,

Sarcomaviruses

Picornavirus Nenhum
Togavirus Nenhum
Ortomixovirus Nenhum
Paramixovirus Nenhum
Rabdovirus Nenhum
Coronavirus Nenhum
Arenavirus Nenhum
Reovirus Nenhum

A descoberta da passagem do ciclo vird dos retrovirus por umafase de
DNA, levou a unificagdo do papel viral na oncogénese, como sendo
uma propriedade atribuivel a0 DNA vird. Mais recentemente, esta
regra ganhou forca com a descoberta que o papel oncogénico é
aribuivel a oncogenes transportados ou activados pelos virus (ver
capitulo 4.1.4).
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pelo que ndo possuem proto-oncogene celular no genome
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oncogenes virais resolvem este problema, estimulando a producéo Tabela 3.3 — Oncogenes virais

destas enzimas, por activagdo da maguinaria de replicagéo do DNA Oncogene L ocalizagiio Funco
cdular. O efeito secundario traduz-se no crescimento celular, isto &, Oncogenes presentes em virusde DNA
num fendtipo transformado E1A NUcleo/citoplasma Regulaatranscricdo

) E1B Nucleo/citoplasma Regulaatranscricéo

PV-ST citoplasma
PV-MT membranacitoplasmética liga e estimulapp60”®° e pp62°¥*
(a) o 7 4 & g 0 PV-LT nicleo iniciaasintese de DNA eregulaatranscricéo
— P S S - l SV40-ST  citoplasma
SV40-LT  nlcleo, memb.citoplasm. iniciaasint.DNA, reg.transcrigao, ligap53
Oncogenes presentes em Retrovirus

Rous sarcoma

viral DA abl memb.citoplasm. tirosina cinase
erb A citoplasma receptor da hormonatiroideia
erbB membranas tirosina cinase/ EGF receptor
gag-pol mAkA .
and genomic ets nucleo
RNA fes memb.citoplasm. tirosinacinase
fgr memb.citoplasm. tirosina cinase
frme memb.citoplasm. receptor do CSF-1 (tirosina cinase)
fos nucleo
fps
kit membranas tirosinacinase
mil/raf citoplasma serinaltirosinacinase
mos citoplasma serinacinase
myb nucleo
myc nucleo
b1 ras memb.citoplasm. proteinaG
Abelson murine raf
leukamia virus rel citopl asma
DA . . . .
ros citoplasma tirosina cinase
sis citoplasmaeexcretado  subunidade do PDGF
gag-abl mANA src memb.citoplasm. tirosinacinase
and genomic ANA ski nucleo
yes tirosina cinase
icl Oncogenes nao presentes em virus
Harvey bcl - linfomafolicular humano p53 — activo em células transformadas
ikl bcr -LMC ret — Linfoma
wirus QNG i
int-1,2,3,4 — cancro damama (rato) rho—semelhantearas
met — linha celular transformada
Eﬁﬁhﬂm'ﬂ neu — neurogliobastomade rato
Figura 317 — exemplos de virus com

oncogenes no genomavvira, e sua expressao. 335 336



3.1.4.2 Conversao de proto-oncogenes celulares em
oncogenes

3.1.4.2.1 Activacao de proto-oncogenes

O principal mecanismo que origina a converséo de um proto-oncogene
num oncogene condste na dteracdo da sequéncia genética por
acumulagdo de eventos mutacionals. Estas mutagbes podem ocorrer
quer na regido codificante, quer na regido controladora, ainda que na
maior pate dos casos, as dteragbes se verifiguem na regiéo

{al Promater insertian

=3 — Exon 2
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R e e 5
RNA transcripd promioted fram
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5 Wirad ganas
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In} Ennancer ingerions

& — - — Exgn 2 Exan 3

N e e e e i
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SEUSNCES
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() -*Ir i SAGUBncas

Exon 2 Exon 3
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Figura 3.18 — Mecanismos de activacdo vird de proto-
oncogenes ceulares.
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codificante. Assm, as mutagdes podem traduzir-se em ateracfes de
um ou mas amino-&cidos com fungbes essencials, ou Mesmo na
eliminacdo de extensas zonas da molécula (causada por mutacOes
nonsense).

3.1.4.2.2 Amplificacao de proto-oncogenes

Os virus necesstam habituadmente de redizar a transcricBo de pelo
menos pate dos seus genes a um ritmo extremamente eevado,
assegurando assm uma rgpida formacdo de novos virides, antes de as
Suas proteinas serem detectadas pdo sitema imune na supeficie
ceular. Para conseguir este efeito, 0s virus possuem enhancers muito
eficientes, 0os quais quando integrados no genoma celular podem
descontrolar o programa genético da cdula, levando a0 aumerto de
expressdo de dguns genes celulares, que de outra forma seriam
expressos em niveis baixos. Surge assm, um oncogene por um efeito
quantitativo por oposicdo a0 efeito quditativo descrito na secgéo
anterior. Facilmente se percebe que se 0 gene cuja expressdo foi
dterada edimular a divisso cdular, o efeito da sua desregulacéo
quantitativa pode ser atransformacéo celular.

3.1.4.3 A translocacéao t(8;14)(gq24;932) e o0 EBV

O virus do Epstein-Barr (EBV) foi pela primeira vez observado por
Epstein e Bar em cdulas de doentes com mononucleose infecciosa,
tendo desde entdo Sdo demonstrado ser o agente causador desta
patologia. Egte virus esta ainda associado ao Linfoma de Burkitt, muito
embora a nivel gendmico, as edirpes associadas a mononucleose
infecciosa e ao Linfoma de Burkitt apresentem cerca de 35% de
diferencas.

O virus pertence a familia dos Herpesvirus, possuindo no entanto
caracteristicas peculiares. 1) o seu DNA é composto por 5 regifes de
DNA de sequéncia Unica, e por 7 regides de sequéncias repetitivas,
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incluindo os terminais gendmicos. O genoma do EBV possui ainda um
elevado grau de polimorfismo entre os varios isolados.

O virus infecta sdlectivamente as céulas B, aravés de um receptor
relacionado com o terceiro componente do complemento (c3b). A
infeccdo priméria resulta numa fase de laténcia, em que gpenas regides
limitadas, ndo contiguas do genoma sfo transcritas (genes de expressao
latente).Os genes de expressao latente sdo 6 genes de expressao nuclear
(EBNA- Epstein Bar nuclear antigens) e 3 genes codificando proteinas
membranares (LMP e TP1 e 2). Todas as proteinas de expressio
latente, com a excepcdo de EBNAL sdo apresentadas pelo HLA, e
reconhecidas pelas cdulas citotdxicas, contribuindo para a manutencdo
da infeccdo num estado suportédvel pelo hospedeiro. Isto mesmo é
exemplificado no facto de a maioria dos tumores associados a EBV
que surgem nos doentes imunossuprimidos, regredirem quando a
imunossupressdo é reduzida ou retirada. Na fase inicid da infecgéo, o
DNA linear do virus circulariza servindo-se dos terminais repetitivos,
seguindo-se a replicacdo. A maior pate do genoma vird exise
intracdularmente nesta forma circular extracromossdmica, tendo no
entanto Sdo detectados ocasiondmente copias de DNA integrado no
genoma celular. A fase replicativa do ciclo € caracterizada pela activa
transcricao viral, extensa replicacao, e producéo de proteinas dos* late
genes’. Cada cdlula produz no entanto poucas paticulas virais
infecciosas.

Devido a exigténcia de uma fase latente, e & manutencdo da infeccéo
num estado suportavel nos individuos ndo imunocomprometidos, a
infeccdo por EBV é muito frequente (cerca de 95% dos adultos estéo
infectados).
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Figura 3.19 - Diagrama mostrando 0s eventos genéticos geradores
de uma das trés trand ocagdes encontradas no Linfoma de Burkitt.
O oncogene c-MYC egd normadmente locdizado no brago
longo(g) do cromossoma 8. A trandocacéo t(8;14) coloca este
oncogene junto ao locus da IgH, e por isso sob a influéncia do

enhancer dalgH, o qua é muito activo em linfocitos B.

O EBV et classicamente associado a0 Linfoma de Burkitt (BL), o
qual é endémico em Africa e & doenca linfoproliferativa do linfocito B
(BLPD), caecteritica dos individuos imunocomprometidos.
Recentemente foram ainda identificadas associagbes entre o EBV e
subtipos de Linforma de Hodgkin e de Linfomas T.

O Linfoma de Burkitt (BL) € fundamentamente diferente da Doenca
Linfoproliferativa do Linfocito B, ja que a primera surge num
individuo imunocompetente. Neste caso, 0 Virus parece escapar a
vigilancia do ssema imune, expressando apenas 0 gene EBNAL, o
qual como vimos néo € gpresentado pelo HLA. No caso do BL existem
anda anomdias gendticas associadas a infeccdo pelo EBV,
conduzindo a desregulacdo do c-myc e ou p53, 0 que contribui para o
fendtipo maigno da cdula infectada. Ainda que a implicacdo definitiva
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do EBV na etiologia dos linfomas que ocorrem em individuos
infectados com o virus da SIDA permanega motivo de investigacéo, o
facto de a replicacdo do EBV nedtas cdulas ser muito dta e de uma
Unica etirpe, parece favorecer aimplicacéo do EBV.

Assm, parece ser importante controlar a replicacdo do EBV nos
individuos afectados por estes tumores, sendo ainda necessério dispor
de tecnologias laboratoriais para detectar a existéncia de baixos niveis
de virus replicativamente activos nos individuos em tratamento.
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Capitulo 4

4 Areas de intervencdo da genética
molecular em hemato-oncologia
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4.1 O cancro: Uma doenca genética de células
somaticas

4.1.1 A origem genética dos tumores

Uma abordagem sistematizada e gprofundada deste tema eti para
aém do ambito deste manua. Procuraremos fornecer a informacéo
auficiente para uma visdo globa da oncogénese hematoldgica, com
uma descricdo dos principais mecanismos nela envolvidos. Numa
segunda parte faremos uma exposicao das adteragBes genéticas mais
frequentes nas principas doencas hematologicas.  Findmente
abordaremos de forma breve a utilidade actua dos estudos moleculares
em hemato-oncologia

Em resposta a necessidades internas ou a factores externos a que estéo
submetidas, as células podem seguir vaias vies. @) ndo reaccn,
b)diferenciacdo para adaptacdo as novasnecessidades;, c)divisio
ceular; d) gpoptose. Estes processos, envolvem muitiplas vias
enzimdticas que interagem em complexas redes anda ndo
completamente esclarecidas. Importa, conhecer dgumas dessas vias
para mais fécilmente entender como a sua dteracdo pode desregular a
capacidade proliferativa, de diferenciacdo ou de sobrevida de uma
célula, levando-a a adquirir caracterigticas neoplésicas.

Podem considerar-se seis tipos de proteinas que participam no controlo
da divisio cdular e sobrevida da céula 1)factores de crescimento;
2)receptores de factores de crescimento; 3)transdutores intracelulares
do sind; 4) factores de trasncicéo nuclear; 5) proteinas de controlo do
ciclo celular; 6)proteinas de controlo da apoptose. A todos estes nivels
a alteracdo estrutura/funciona dos genes que codificam estas proteinas
pode criar desquilibrios que favorecam a proliferacéo da célula,
rompendo 0s mecanismos de controlo habituais. Na redidade,
actuamente pensa-se que a maoria das neoplasia se inicia por um
Unico evento mutacional no DNA de uma Unica cdula Desta forma, a
oncogénee € actudmente entendida como uma doenca genética
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adquirida em cdulas ndo sométicas. A mutacdo que ocorre no DNA da
cdula inicd, confere-lhe vantagem sdectiva sobre as restantes. Esta
vantagem de sobrevida/proliferacéo cria condigbes para mutagoes
subsequentes no patrimoénio genético da sua descendéncia (clone), com
0 aparecimento de cdulas com dteragbes genéticas adicionais
(subclones) que Ihes véo conferindo vantagens sdlectivas progressivas,
em parddo com uma maor agressividade clinica — nogao "multistep”
da carcinogénese.

E costume dividir os genes envolvidos no aparecimento de tumores em

doisgrupos.

1) proto-oncogenes — Sao genes que Se encontram nas mais diferentes
espécies de vertebrados e invertebrados e que codificam uma
proteina envolvida no controlo da divisdo cdular. A sua activacéo
em oncogénee causa um efeito podtivo na proliferaco cdular,
mesmo na presenca da versdo ndo dterada do restante aelo (acgdo
dominante);

2) genes de supressio tumora — Sdo genes que codificam proteinas
envolvidas no controlo da proliferacéo cdlular e da integridade do
DNA. A sua dteracdo cria condicOes para a proliferacdo de cdlulas
com ateracOes do DNA. Neste caso, ambos 0s genes teriam que
edar funciondmente inactivos (accdo recessiva). Note-se no
entanto, que em aguns casos (ex. p53), o facto de a proteina
funcionar como multimeros, cria condigdes para a existéncia de
uma accdo dominante (ver capitulo 4.3.2).

S20 habitudmente ateracbes congénitas dos genes de supresséo
tumord que sBo responsavels pela tendéncia hereditaria para o
desenvolvimento  de  tumores  (ex. familias  Li-Fraumeni,
Retinoblastoma, Ataxia-telangiectasid), 0 que se compreende, ja
que cria de forma transmissvd uma menor resténcia ao acumular
de eventos mutacionais.
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4.1.1.1 Proto-oncogenes e oncogenes

Assumida a caracteristica genética dos tumores, resta procurar 0s genes
responsaveis pelo fendtipo tumora. Uma das primeiras pistas proveio
da observacdo que aguns virus eram capazes de induzir o fendtipo
tumora nas células que infectavam. O estudo do contelido genético
destes virus permitiu identificar um nimero hoje bastante extenso de
genes indutores de caracteristicas oncolégicas, genericamente
designados por oncogenes. Mais surpreendente que a identificacdo dos
oncogenes foi a descoberta de genes homdlogos no genoma das cdlulas
normais. Estes genes (denominados por analogia de proto-oncogenes)
ndo s iguals, mas homodlogos aos oncogenes. Na verdade, os
oncogenes sd0 copias mutadas dos proto-oncogenes, estando as
mutagdes (pontuals, nonsense e trandocagdes) associadas a geracéo
das caracteristicas oncolOgicas, quer por ateracéo directa da respectiva
proteina, quer por ateracdo do programa de expressdo da proteina. Os
proto- oncogenes e respectivos oncogenes s&o designados por um nome
de trés letras (ex. src). Se 0 home € escrito s com mindsculas e em
itdlico, ede refere-se a0 oncogene, enquanto O proto-oncogene é
representado sem itdlico e com a primeira letra em maitsculas. O nome
do oncogene quando existente no genoma de um Vvirus € representado
com o prefixo v (ex: v-src). Por oposicdo o proto-oncogene € também
por vezes representado em mindsculas, com o prefixo ¢ (ex: ¢-src).
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4.1.1.1.1 Factores de crescimento

Prati Bhi-bgans recepier proteine
Neu Recepior  EGF Receptor

Os factores de crescimento
condituem gnas (Kb a

forma de hormonas ou n&o)
que sndizam a uma cdula
gue deve iniciar 0 processo
de divisio. Estas moléculas,
: a0 ligarem a0 respectivo

“uwes | recgptor,  induzem  a

. producdo de uma pletora de
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k: ( : cdular.  Como  cdulas

il | = WO diferentes possuem
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factor de crescimento

< A produz respostas em alguns

Oncogans resaptar proteine tipos cdulares e noutros
nao.

O Unico caso conhecido em

que um factor de
crescimento originou um oncogene € o do PDGF (platelet derived
growth factor). No entanto, foi experimentamente confirmado o
potencid destas proteinas para produzirem caracteristicas oncoldgicas,
£ edimuladass em cascatas autécrines.  Assm,  quando
experimentamente uma cdula com um receptor para o factor de
crescimento X foi induzida a a produzir este factor de crescimento,
gerou-se um ciclo fechado de producdo/consumo de estimulo (ciclo
autécrino), que levou a cdula a divisdo permanente (ex. de ciclos
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autéerinos produzidos em laboratério sdo o mediado pdo GM-CSF e
TGF-a).

4.1.1.1.2 Receptores para factores de crescimento

Alguns receptores para factores de crescimento possuem na sua cauda
citoplasmdtica actividade de tirosna cinase, trangmitindo o esimulo
produzido pela ligacdo do factor de crescimento, aravés da
fodforilacdo de uma ou mais proteinas citoplasméticas. Estes receptores
tornam-se oncogenes, se uma mutacéo fizer com que a actividade de
tirodna cinase ndo estga condicionada a ligacd do factor de
crescimento. Por exemplo uma mudanca num aminoécido locaizado
na zona transmembranar do gene Neu transforma-0 no oncogene neul.
Na maioria dos casos, uma grande parte do dominio extracelular do
receptor é delectado originando o oncogene (ex. ErbB).

4.1.1.1.3 Transdutores intracelulares de sinal

Este é 0 maior grupo conhecido de proto-oncogenes. E constituido por
proteinas que transmitem sSinais desde receptores até avos nucleares.
Os mais bem conhecidos transdutores de sinadl sdo as proteinas G Um
bom exemplo é a proteina Gs, a qua controla a producéo de CAMP.
Edta proteina detecta a ligacdo de um ligando ao seu receptor, liga-se a
GTP, activa a adenil ciclase, levando a formacéo de CAMP. Hidrolisa
entéo o GTP, regressando a um estado inactivo. Uma mutagdo no gene
da Gs, eiminando a actividade de hidrdlise do GTP, transforma esta
proteina num oncogene, ja que 0 mecanismo de inactivacdo desta
proteina fica inoperaciond, do que resulta um aumento congtituciond
de CAMP cdular, o qud levaa uma proliferacéo desregulada de cdlulas
pituitérias, levando atumores deste érgéo.
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Muitos dos proto- oncogenes desta classe codificam paratirosnas
cinases ndo receptores (ex. Src e Abl). Trata- se portanto de proteinas
citoplasmédticas ou nucleares, sem quaquer dominio transmembranar
ou extracitoplasmatico. Muitas destas proteinas possuem miristatos,
um &cido gordo longo ligado a sua glicina N-termind. Este facto faz
com gue estglam parcidmente ligados a membrana citoplasmética,
colocando a sua actividade de tirosina cinase numa posicao idéntica a
dos receptores com esta actividade.
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A dteracdo genética que origina 0 oncogene src foi estudada em
grande detalhe. A proteina normal (pp60~° ou ¢-src) possui mltiplos
locais de fosforilaco, através dos quais € controlada. Fosforilagdo da
tyr-527 junto da sua extremidade C-termind origina uma grande
reducdo na sua actividade cinase. Edta zona proteica edta

‘ frequentemente
D dterada nas
—r— g proteinas src que

actividade cinese

exemplo no virus
do sarcoma Rous,
. | a wg¢ sofreu uma

N~ ! B— deleccio  que
! diminou 0s
ultimos 18
aminoé&cidos da ¢

SrC.

Um outro grupo

de oncogenes
desta classe sG0 0s genes Ras, cujos produtos se ligam ao GTP,
hidrolisando-o lentamente. Tal como as proteinas Src, as Ras possuem
acidos gordos ligados (um grupo farnesil), locdizando-se no interior da
membrana citoplasmética. Este proto-oncogene é transformado por
uma smples subdituicdo da vaina-12 por glicing, 0 que apesar de
gpenas causar uma ligerissma dteracdo conformaciond, impede a
hidrdlise do GTP, causando um fendtipo tumora.

O produto dos genes Crk ndo apresenta actividade bioquimica
conhecida, mas possui em comum Ccom Mmuitos outros oncogenes
dominios designados por SH2 e SH3 (src homologous domains), os
quais interactuam com outras proteinas. O dominio SH2 interactua
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com péptidos curtos, em locais proteicos com uma tirosina fosforilada,
enquanto o dominio SH3 interactua com dominios proteicos ricos em
prolinas. Assm, a actividade oncogénica do crk implica que um
aspecto centra na génese de tumores € ndo apenas a fosforilacéo de
proteinas chave, mas também o padré de associagOes proteicas
mediadas pelos dominios SH, pedo padrdo de fodforilagbes e
eventuamente pela exposicdo de grupos ricos em prolinas por
modulacéo da conformacao proteica.

41.1.1.4 Factores de transcricao nuclear

Sga porque mecanismo for, todos oncogenes originam mudancgas no
programa genético das cdulas em que exigem. Estas mudancas
traduzem-se na dteracdo do tipo e/ou quantidade de espécies de
MRNA produzidas, e das respectivas proteinas. Os factores de
transcricdo nuclear actuam directamente nos genes, aumentando ou
diminuindo a transcricdo dos genes com que interactuam. Fazem-no de
uma de duas formas. 1) interactuando com oS promotores, e assm
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ligando/dedigando a transcricdo; 2) interactuando com enhancers, e
assm aumentando ou diminuindo a quantidade de mRNA produzido.

Um bom exemplo de proto-oncogene deste tipo sdo os genes Jun e fos.
Os produtos destes genes, quando dimerizados congtituem parte do
factor de transcricdo AP-1, o qua se liga a sequéncias nos promotores
e enhancers de muitos genes. Presumivelmente, este genes actuam
como oncogenes, activando a transcricdo de genes que promovem o
crescimento cdular, ou inibindo a transcricdo de genes que reprimem a
divisio cdular.

Muitas proteinas nucleares codificadas por proto-oncogenes séo
induzidas quando as cdulas sfo estimuladas a crescer. Exemplos 20 0
aumento de c¢Fos e c-Myc em células 3T3 esimuladas com PDGF.
Curiosamente, 0 aumento fisolégico destas proteinas € répido,
trangtorio e moderado, enquanto a Sua expressdo oncogenica €
prolongada e extremamente devada. Este efeito € obtido a custa da
perda de sequéncias génicas que ingtabilizam quer o mRNA quer a
proteina, contribuindo assm para o seu rdpido desaparecimento.

4.1.1.1.5 Proteinas de controlo do ciclo celular

Como vimos j4, o ciclo cdular € precisamente controlado por vérias
proteinas, nomeadamente por ciclinas, cdk, p53 e RB, assegurando que
0 crescimento, duplicagdo de DNA e divisio nucler estéo
perfeitamente sincronizados. Se a regulacdo da expressdo de uma ou
mais ciclinas é dterada, ou se ocorrem mutages nos genes que
codificam as ciclinas, 0 p53 ou 0 RB, podem surgir desregulacdes do
ciclo celular, com consequéncias oncogénicas.

4.1.1.2 Genes de Supressao tumoral

A heranca de certos genes aumenta para quase 100% a probabilidade
de desenvolvimento de tumores. Um caso cléssico € o retinoblastoma,
gue é como muitos outros tumores heredité&rios um tumor da infancia
Este tumor levou a identificacdo do primeiro gene de supressio
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tumora, o RB (gene do retinoblastoma). Criancas que herdaram uma
Unica copia defeituosa do RB (frequentemente traduzida numa
deleccdo no cromossoma 13) desenvolvem em média 3 tumores de
retinoblastoma, cada qua resultado de uma Unica célula transformada.

Apesar de parecer um devado nlimero, verifica-se que apenas 1 em

cada 10° cdulas da retina destas criancas desenvolve tumores, o que
sgnifica que mesmo neste caso de hereditariedade dominante, ao nive

celular a expressfo fenotipica é dtamente recessiva, sendo necessario
um segundo evento para despoletar o fendtipo. Este segundo everto € a
mutacdo da copia normal do gene RB.

Como vimaes, 0 gene RB € um gene de controlo da diviso cdular.
Outro gene da sua classe que actua também como gene de supressio
tumora é o p53. Trata-se de genes cuja funcéo é verificar a progressao
do ciclo cdular, mantendo as células num estado quiescente, ou leva-
las a entrar em apoptose, se as condigdes ndo forem as adequadas para
a progresséo do ciclo cdular. O p53 actua como um tetramero, ou
mesmo um oligomero de ordem mais elevada, 0 que sgnifica que a
diminuicdo da concentracdo de proteina funciond ocasionada pela
mutacdo de um dos dois dedos na cdula pode eiminar quase por
completo a actividade do p53, pois virtuamente todos os oligdmeros
possuirdo pelo menos uma subunidade mutada. Assm, o p53 é um
gene de supressdo tumora com uma hereditariedade invulgar, ja que a0
contrério das mutagdes do RB (e da maioria dos genes de supresséo
tumoral), as mutagbes do p53 funcionam de forma dominante. Cerca
de metade dos tumores humanos possuem mutagdes do p53. Tas
mutagdes impedem o controlo do cicdo cdular e permitem a
acumulacéo de defeitos no DNA, funcionando como um intengficador
da probabilidade de ocorréncia de mutagdes oncogénicas.

Como j& vimos uma das formas de accéo do p53 éinduzir a apoptose.
No entanto, para que tal funcione, € necessario que outros genes, que
habitualmente a suprimem estggam capazes de ser desactivados. Um
destes genes é o bcl-2, o qua é tem como funcéo proteger as cdulas
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vdidas da gpoptose, sendo a sua expressio muito diminuida quando as
cdulas entram em apoptose. Assim, se ede gene e encontrar
desregulado, por forma a que a Sua expressio sga elevada e
condiitutiva, induz um fendtipo tumora nas céulas, impedindo que os
genes de supressio tumora induzam a morte celular programada.

4.1.2 Os carcinogénios como mutagénios
Pensa-se que muitos tumores humanos tém na sua origem a acgéo de
agentes quimicos. Os agentes quimicos com accdo carcinogénica tém
uma enorme variedade de edruturas, sem uma actividade quimica
unificadora ébvia. Podem no entanto ser agrupados em duas categorias
principais. os de accdo directa e os de accéo indirecta. Os
carcinogénios de accao directa (de que se conhecem poucos exemplos)
S0 egpécies quimicas dectrdfilas, reagindo com compostos de carga
negativa. Os carcinogénios indirectos, requerem transformacéo
metabdlica, a qua congiste na introdugéo de centros electrofilicos. Esta
transformacéo é efectuada por complexos enziméaticos como o P-450,
condtituintes habituais dos organismos (no figado dos mamiferos), os
quais tém como principd funcdo a destoxificacdo de compostos
quimicos toxicoss Com efeito, adgumas drogas terapéuticas,
insecticidas, hidrocarbonetos policiclicos e outros compostos naturais
S0 tdo insollveis em &gua, mas sollveis em gorduras, que se
acumulariam nos organismos, e ndo  sofressem  transformagtes
guimicas que os tornassem sollvels em &gua. Estas transformactes
condstem na adicdo de grupos hidrdéfilicos, o que torna possivd a
excrecdo por solubilizagdo na &gua. Na maioria dos casos, os dtamente
reactivos grupos epoxido adicionados pela P-450 sdo rapidamente
hidrolisados em grupos hidroxilo, seguindo o processo de solubilizacdo
com a adicdo de &cido glucordnico ou outros grupos. No entanto, em
aguns casos, por presumivelmente 0S grupos epoxido ndo s
encontrarem facilmente acessiveis a epoxido hidratase, estes grupos
permanecem como tal, formando-se os carcinogénios.

413

Uma vez no interior das células, os dectréfilos podem reagir com
compostos possuindo centros negativamente carregados. Ainda que
estes centros possam exigtir em proteinas, RNA e DNA, é a ac¢do
sobre 0 DNA que torna estes compostos carcinogénios. Com efeito,
estes compostos ao reagirem com as bases do DNA, em posi¢des que
dependem do seu tamanho e estrutura, causam ateragOes na sequéncia
do DNA. Assm, a accéo carcinogénica destes compostos €
sobreponivel a sua acgdo mutagénica.
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4.1.3 Agentes virais na origem dos tumores

4.1.3.1 Oncogenes virais

O estudo do papel dos virus na
etiologia dos tumores, revelou
a exigéncia de oncogenes no
genoma de aguns virus. Como
vimos, trata-se de um conjunto
de genes homdlogos de genes
cdulares, mas que devido a
Sua desregulacdo adquirem a
propriedade de edimular o
crescimento cdular de forma
continua Os exemplos sdo
hoje em dia muito numerosos.
A titulo de exemplo vga-se a
tabelayyy?2.

Os oncogenes presentes nos
retrovirus sfo habituamente
genes celulares dterados, ndo
redlizando fungdes especificas
para os virus, pelo que ndo
conferem qualquer vantagem
ao virus paradém dade lhe
permitirem umaenorme
multiplicacéo enquanto
integrados no genoma da
cdulatransformada. Os
0Ncogenes presentes nos virus
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de DNA sdo
habitud mente de
natureza diferente,
redlizando fungdes
especificas do virus.
Trata-se de virus
que sereplicam em
cdulas néo
activadas, pelo que
N&o possuem
habitudmente a
maguinaria
necessariaparaa
replicaco vird. Os
oncogenesviras
resolvem este
problema,
edimulando a
producéo destas
enzimeas, por
activacdo da
maguinariade
replicacéo do DNA
cdular. O efeito
secundario traduz-
Se o crescimento
cdular, isto € num
fendtipo
transformado.
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Tabelayyy2 — Oncogenes virais

Oncogene L ocalizacéo Funcdo
Oncogenes presentesem virusde DNA

E1A Nucleo/citoplasma Regulaatranscri¢éo

E1B Nucleo/citoplasma Regulaatranscri¢édo

PV-ST citoplasma

PV-MT membranacitoplasmética liga e estimulapp60”© e pp62“Y*
PV-LT nicleo
SV40-ST  citoplasma
SVA0-LT  nacleo, memb.citoplasm. iniciaasint.DNA, reg.transcricdo, ligap53
Oncogenes presentes em Retrovirus

abl memb.citoplasm. tirosina cinase

erbA citoplasma receptor dahormonatiroideia

erbB membranas tirosina cinase/ EGF receptor
ets nicleo

fes memb.citoplasm. tirosina cinase

for memb.citoplasm. tirosinacinase

frme memb.citoplasm. receptor do CSF-1 (tirosinacinase)
fos nucleo

fps

kit membranas tirosina cinase

mil/r af citoplasma serina/tirosina cinase

mos citoplasma serinacinase

myb nicleo

myc nicleo

ras memb.citoplasm. proteina G

raf

rel citoplasma

ros citoplasma tirosina cinase

sis citoplasmaeexcretado  subunidade do PDGF

src memb.citoplasm. tirosina cinase

ski nicleo

yes tirosina cinase

Oncogenes ndo presentes em virus

bcl - linfomafolicular humano p53 — activo em células transformadas
ber -LMC ret — Linfoma

int-1,2,3/4 — cancro damama (rato) rho —semelhantearas
met — linha celular transformada
neu — neurogliobastoma de rato
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iniciaasintese de DNA eregulaatranscricdo

4.1.3.2 Conversédo de proto-oncogenes celulares em
oncogenes

4.1.3.2.1 Activacao de proto-oncogenes

O principa mecanismo que origina a conversdo de um proto-oncogene
num oncogene consste na dteracd da sequéncia genética por
acumulacdo de eventos mutacionais. Estas mutagbes podem ocorrer
quer na regido adificante, quer na regido controladora, ainda que na
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maior pate dos caos, as dteracbes s verifiguem na regido
codificante. Assim, as mutagdes podem traduzir-se em ateracOes de
um ou mas amino-acidos com fungBes essencials, ou mMesmo na
diminacdo de extensas zonas da molécula (causada por mutagdes
NnoNsENse).

4.1.3.2.2 Amplificagcao de proto-oncogenes

Os virus necesstam habituamente de redizar a transcricdo de pelo
menos pate dos seus genes a um ritmo extremamente eevado,
assegurando assm uma rgpida formacdo de novos virides, antes de as
suas proteinas serem detectadas peo dstema imune na superficie
cdular. Para conseguir este efeito, 0s virus possuem enhancers muito
eficientes, os quais quando integrados no genoma celular podem
descontrolar o programa genético da cdula, levando a0 aumento de
expressio de adguns genes cdulares, que de outra forma seriam
expressos em hivels baixos. Surge assm, um oncogene por um deito
quantitativo por oposicdo ao efeito qualitativo descrito na seccéo
anterior. Facilmente se percebe que se 0 gene cuja expressao foi
dterada edimular a divisso cdular, o efeito da sua desregulacéo
quantitativa pode ser atransformaco celular.

4.1.4 A "estatistica" na origem dos tumores:

mutacOes espontaneas

As mutaghes “espontaneas’ surgem por uma grande variedade de
mecanismos, tal como ja referido na seccéo 1.1.2.4. Quaquer destes
mecanismos contribui para que fendbmenos mutacionai's potenciadmente
oncogenicos ocorram com aguma frequéncia. Estes eventos ndo séo
no entanto na maor parte dos casos determinantes, gracas aos
mecanismos de reparacdo referidos em 1.1.2.5. No entanto, por vezes a
reparacdo dos danos mutacionais ndo € eficaz, dando origem a
mutacOes efectivas e potencia mente oncogénicas.
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4.2 Anomalias Genéticas em doencas hemato-
oncoldégicas
4.2.1 Translocacbes cromossdmicas em

hemato-oncologia

Dentro das dteragbes cromossdmicas presentes em hemopatias
malignas, as mais bem estudadas sf0 as trandocagbes. Em aguns
casos, as trandocagfes sdo especificas de um determinado tipo de
leucemia, 0 que aesta a sua importancia na patogénese da doenca
Noutros casos, ainda que as trandocagdes ndo paregam ser especificas
de uma paologia definida como entidade clinica autdnoma, 0 seu
estudo demonstrou o envolvimento de oncogenes, sendo em aguns
casos 0 motor da descoberta destes.

Segundo 0 mecanismo de activacdo dos oncogenes envolvidos, podem
diginguir-se dois tipos de trandocagbes. as que envolvem um dos
genes das Imunoglobulines ou do TCR, e as que originam genes
hibridos funcionals, com caracteristicas oncogénicas, e em que
participa pelo menos um oncogene.

4.2.1.1 Translocacodes envolvendo genes das Ig ou TCR
Nestas trandocages, um protooncogene é colocado pela trandocacéo
debaixo da accéo do potente enhancer dos genes das Ig ou do TCR.
Nestas condicdes, a sequéncia do proto-oncogene ndo € alterada, masa
Sua transcricdo encontra-se muito aumentada, por acgéo do enhancer.
Exemplos de trand ocagOes deste tipo os referidos na tabela xxx3

Como descrito anteriomente (seccdo 2.1.4), ainda que ndo se conhega
com precisso 0 mecanismo envolvido nestas trandocagdes, a
caracterizacd0 das zonas de juncéo parece envolver a maquinaria
fisoldgica de recombinacéo somética.
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Tabdaxxx3. — Trand ocagdes envolvendo os genesdo TCR edas Ig

Trand ocacéo Doenca Gene afectado

IgH t(8;14)(924,032) Burkitt C-Myc
t(11;14)(g13;032) LNH-manto bcl-1 (CCND1/PRAD1)
t(14;18)(932;021) LNH-foliculares bcl-2 (apoptose)
t(14;19)(g32;13) LLCB bcl-3 (ciclina?)
t(3;14)(p27,932)
t(5;14)(g31,932) LLA-preB IL-3 (citocing)

IgK t(2;8)(p12;924) Burkitt
t(2;3)(p12;,027) LNH-célulagrande  bcl-6 (zinc-finger)

Ig 1(8;22)(g24;911) Burkitt
1(3,22)(927,q11)

TCR-a/d t(114)(p32,g11) Tal-1
t(10;14)(g24;q11) LLA-T TCL-3 (Hox11)
t(11;14)(p14;911) LLA-T Rhombotin 1
t(11;14)(p13;911) LLA-T Rhombotin 2 (TCL-2)
t(8;14)(g24;911) LLA-T C-Myc

TCR-3  t(L7)(p32,035) LLA-T
t(7;9)(p34;0932) LLA-T Tal-2
t(7;11)(p35;p13) dominio LIM
(7;9)(934;934.3) LLA-T & LNH TAN-1
t(;7)(q34;934) LLA-T Ick
t(7;19)(g34;p13) LLA-T LYL1
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4.2.1.1.1 translocacéao t(8;14)(q24;932) e o EBV

No Linfoma de Burkitt, ocorrem 3 tipos de trand ocacOes reciprocas,
todas envolvendo o gene MY C (8g24), e genes dos cromossomas 2
(IgK), 14 (IgH) e 22 (Id ). A trandocacdo mas frequente € a
t(8;14)(924;932), a qual ocorre em mais de 75% destes linfomas. O
gene MYC é conhecido pela sua importancia na proliferacéo cdular,
mas ndo € expreso nas cdulas B maduras. No entanto, estas
trandocagbes colocan este gene dependente de enhancers das
imunoglobulines, pelo que 0 gene passa a estar activo nas células B
que possuem edtas trandocagdes, dando origem a niveis de mRNA
semelhantes aos encontrados nas céulas normais em proliferacéo.
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Figural - Diagrama mostrando os eventos genéticos geradores de uma das
trés translocagbes encontradas no Linfomade Burkitt. O oncogene c-MYC
esta normal mente localizado no braco longo(q) do cromossoma 8. A
translocagéo t(8;14) coloca este oncogene junto ao locusdalgH, e por isso
sob ainfluéncia do enhancer dalgH, o qual € muito activo em linfdcitos B.

4.22



Estudos moleculares revdaram a existéncia de 2 mecanismos de
geracdo da trandocacdo (8;14)(g24;932). O primeiro, ocorre no,
Linfoma endémico da Africa equatorid, associado & infecgdo por
EBV, o0 gene MY C ndo é rearranjado, encontrando-se intacto, se bem
que proximo das regifes DH ou JH do gene IgH. Esta mutac@o ocorre
no estédio celular pré-B, quando a maguinaria de recombinacdo dos
genes das Imunoglobulinas esta activaa. O segundo mecanismo de
geracdo dedta trandocacdo ndo esta associado a infeccéo pelo EBV.
Neste caso, a trandocagao ocorre imediatamente 3' do gene MYC, ou
dentro deste, envolvendo ainda a regido de “switch” do gene IgH. As
células neste casn gpresentam um fendtipo mais maduro, compativel
com a ocorréncia da mutagdo numa atura em que a cdula efectuava o
“switch” de imunoglobulinas.

4.2.1.1.2 A t(14;18) - BCL2/IgH

Em cerca de 85% dos Linfomeas foliculares (FL), e 25% dos Linfomas
Difusos (DL ), surge a trandocacéo t(14;18)(g32;g21), envolvendo os
genes BCL-2 (B-Cdl LymphomalLeukemia-2 gene) no cromossoma
18 e um dos segmentos JH do gene da IgH no cromossoma 14. O gene
BCL-2 codifica uma proteina que parece ter potencia oncogéenico
sendo importante na fase pré-B do desenvolvimento do linfécito B, a0
prevenir a morte celular por apoptose. Duas regides de quebra foram
identificadas no cromossoma 18; 2/3 das trand ocagdes envolvem uma
regido de 150 bp nazona 3' néo traduzida do gene (0 Magjor Breakpoint
region ou mbr). As restantes trandocagdes envolvem o Minor cluster
region (mcr) localizado cerca de 20 Kb agpds o inicio do gene. A
trandocacdo parece ndo dfectar a sequéncia do BCL-2, mas téo
somente os niveis de mRNA deste gene, e ocorre presumivelmente por
€rro na maguinaria genética de recombinacéo das |g. Etainterpretacéo
parece ser suportada pela descoberta de regides N na juncéo dos
“bregkpoints’, bem como pela exigéncia de mutagbes sométicas na
mesma zona.
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O advento do PCR transformou 0 estudo molecular das mutagtes
envolvendo o0 gene do BCL-2, e paticularmente a trandocacéo
t(14;18), tanto a nivel do mbr como do mcr. Desta forma foi possivel
detectar 1 cdula mutante num universo de 100,000 células normais,
permitindo uma nova senshilidade na deteccdo de doenca residud
minima.

14 18 t(14;18)(q32,q21)

Fgura 2 - Diagrama mostrando os cromossomas 14 e 18 normais, e 0s
cromossomas  resultantes  da  trandocacdo  t(14;18)(032;021),
envolvendo os genes BCL-2 (18g21) e IgH (14932).
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4.2.1.2

Translocacdes que originam genes hibridos

Edtas trand ocagdes afectam um proto-oncogene, o qual é justaposto a
um outro gene originendo um gene quimera funciond, que €
transcrito, originando uma proteina com caracteristicas oncogénicas.

Exempl os deste mecanismo séo apresentados na tabela xxxy.

Tabelaxxxy- Trand ocagdes que originam genes hibridos

Trandocagdo Doenca Genes afectados
1(9;22)(034;,011) LMC;LLA adulto/LMA abl bcr?
t(15;17) (q22,021) LMA-M3 PML® RARa‘
t(11;17)(35,021) LMA-M3 PLZF® RARa“
1(5;17)(g35;921) NPM®© RARa“
t(8;21)(q22,022) LMA-M2 ETO° AML1
Inv(16)(p13;022) LMA-M4Eo MYH' CBFBY
1(6:9)(p23;934)  LMA,LMA-TdT+ DEK CAN
inv(3)(g2L,g26) LMA-M1 EVIL®
1(3;3)(q21;g26)

t(1;9)(q23,q13)  LLA-preB PBX1" E2A
1(12;21)(p13;022) LLA-prec.B infantis TEL AML1
t(2;5)(p23;035) LNH-anapl asico ALK? NPM©
(4;11)(921;,023) LLA-preB ALL® AF4
t(1,11)(gq32,g23) LAM AF1P°
t(6;11)(027)(g23) LAM AF6'
t(9;11)(p21;,023) LAM-M5,prec.B AF9
t(11;17)(@23,021) LAM AF19 _
t(11;19)(q23;p13) LAM,LLA -prec. B ENL'
1(8;13)(p11;012) sindrome mieloproliferativo ZNF198 FGFR-1

a) tirosinacinase
c) zincfinger
e) fosfoproteina

b)
d
f)

guanosina trifosfatase
receptor acido retinoico
gene da miosina

g) factor de transcrigdo h)  gene homeottico
i)  transdugdo de sina

4.2.1.2.1 t(9;22) - becr/abl

A primera anomdia cromossomica condgtente em tumores humanos
foi identificada por Nowedl e Hungeford na Leucemia Middide
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Cronica (CML) em 1960. Porque este achado foi redizado em
Fladdfia, utilizowse 0 nome desta cidade para designar edta
trandocacdo (1(9;22)(g34;g11)) ou ainda cromossoma Ph. Estudos
moleculares revelaram que esta trandocacéo envolvia no cromossoma
9 0 gene ABL (Abeson proto-oncogene) e no cromossoma 22 0 gene
BCR(Breskpoint Cluster Region gene) originando um gene quimera
codificando 1 proteina com capacidade oncogénica. O cromossoma Ph
mais frequente, surge em cerca de 90% dos casos de CML, e variantes
citogenéticas surgem em mais 5%. Dos restantes 5%, cerca de metade
possui rearranjos do gene ABL ndo detectados por cariotipagem, mas
visiveis por méodos moleculares, sendo os restantes 2.5%
considerados Ph'. O cromossoma Ph € ainda frequente em Leucemias
Linfoblasticas Agudas (ALL; 5% das criangas e 20% dos adultos), e
mais raramente em Leucemias Mieoblasticas Agudas (AML; cerca de
1%).

4.26



O cromossoma Ph €
como vimos, originado
pela juncdo de parte dos
genes BCR e ABL. Edta
juncao, ocorre sempre no
mesmo ponto no gene
ABL, mas pode ocorrer
em 3 locais diferentes do
gene  BCR. Edas
diferentes jungdes, déo
origem a 2 tipos de
proteinas. a  pl90,
resultante da juncdo do
exon €l do gene BCR
com 0 a2 do gene ABL
(transcrito ela?) e a
p210 resultante  da
juncdo do exon a2 do
gene ABL com os exons
b2 ou b3 do gene BCR
(transcritos b2a2 e b3a2).
A vada maoria dos
casos de CML (95%)
expressam  a proteina
p210. Jana ALL, cerca
de 70% dos casos de
ALL expressam a p190,
e os restantes 30% a
p210.

4.2.1.2.2 t(15;17)

pml/rar

el e2
BCR

ABL
Translocation -
breakpoint
in st intro Translocation -
breakpoint
p1 90 in M-ber
e
a2 a3
el a2a3
p210
el
_E;4 bibg a2 a3
b2e2 (YT ESEN
el b2a2

el
b1b2b3 a2 a3

bse2 [T TITT e
el b3a2 a3

Fgura 3 - Os genes BCR e ABL normais, e as
trand ocagBes que originam as proteinas p190 e
p210 do gene quimera BCR-ABL. A proteina
p210 é caracteristica da CML, sendo a p190 a
proteina BCR-ABL encontrada na maioria dos
casosde ALL (ver texto).
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Cerca de 10% das FAB-M3 sdo negativas para a t(15;17), e ndo
respondem clinicamente a0 ATRA. Os redantes 90% foram
condituem uma entidade clinica denominada Leucemia Aguda
Promidocitica (APL) sendo citogenéticamente caracterizados pea
presenca da trandocacdo t(15;17)(g22;921). Os genes envolvidos na
trandocacdo sio 0 gene PML no cromossoma 15, e 0 gene RARa
(Receptor do Acido Retindico) no cromossoma 17. Os pontos de rotura
no locus RARa ndo et&p distribuidos ao acaso, mas localizados numa
zonade 16 Kb do intron 2. De igua modo, os pontos de rotura nolocus
PML néo sdo deatorios, concentrando-se em apenas 3 regides do gene:
intron 3 (bcr3: 47% dos casos), exon 6 (ber2: 4% dos casos), e intron 6
(berl: 49% dos casos). Como consequéncia da trand ocac@o, formam:
s genesquimera (PML/RARa e RARa /PML).

O gene quimera PML/RARa é transcripciondmente funcional, pelo
gue origina uma espécie de MRNA passivel de deteccdo por RT-PCR.
Foi assm possivel determinar a presenca deste transcrito em 100% dos
casos de APL (.em contraste com apenas 70% dos casos expressando o
gene RARa /PML), esta é uma tecnologia de grande vaor na deteccéo
de doencaresdua minima nesta patologia
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Figura 4 - A locdizacdo cromossomica e
estrutura norma dos genesPML e RARa, ea
trandocacéo t(15;17)(g22;21) que origina o
gere quimera PML-RARA.

Deta forma, foi sugerido
gue um teste postivo deve
ser indicativo da
continuacdo do tratamento,
a0 passo que doentes com 2
testes negativos, e mais de
2 mexs de remissio

completay, podem  ser
poupados a  sessOes
tergpéuticas.
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4.2.2 Delecgdes cromossOmicas em hemato-
oncologia

4.2.3 Mutacdes pontuais em hemato-oncologia
4.2.3.1 mutacdes no gene p53

Apesar de anomadlias citogenéticas envolvendo 17pl3 serem raras, 0
gene p53 a locdizado encontra-se mutado (como determinado por
SSCP) em 10-15% dos casos de LLC. Os doentes com delecgbes ou
trand ocagOes que envolvem esta zona, possuem quase invariavel mente
mutagies deste gene. Exise ainda uma forte corrdacdo entre a
existéncia de mutactes no gene p53, e um estadio avancado, resistente
aquimioterapia, e curta sobrevida.

4.3 Patologias hemato-oncoldégicas
43.1 LMC

43.2 LMA
433 LLA
4.3.4 LLC

4.4 Utilidade clinica da genética molecular em

hemato-oncologia
Uma vez que o gene quimera BCR-ABL é apenas expresso nas células
malignas, a sua deteccdo molecular congtitui um poderoso método de
avdiar a progressdo da doenca. Com efeito, varios autores servindo-se
da grande sensbilidade e especificidade da metodologia de PCR
(reaccdo em cadela de polimerase), desenvolveram edtratégias para
avdiar a doenca resdua minima, inferindo mesmo dados vdidos na
avdliacdo de prognogtico. Foi assm possivedl observar que s é
frequente a deteccdo permanente ou intermitente de células resduais
BCR-ABL", va&ios meses gpos transplante de medula e remissio
citogenética completa, ja a sua detecgdo 1 ano gpds o transplante €
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indicadora de pior prognéstico que o dos casos em que se observe
remissdo por PCR. N&o obstante estes dados, a validade da avaiacdo
de prognéstico com base nos dados obtidos por PCR condtitui,
presentemente motivo de aceso debate e estudo.

PML/RAR

Se os estudos efectuados no fina do tratamento parecem ter pouco
vaor prognostico, ja os estudos efectuados mais tarde parecem ter
grande vaor progndgtico, com resultados postivos em RT-PCR a
indicarem uma recaida. Com efeito, estudos de doentes em remisséo
por periodos prolongados de tempo (4-12 anos) revelaram que a
sobrevida esta associada com a erradicacdo das cdlulas PML/RARa,
pelo que este deve ser 0 objectivo tergpéutico.

4.4.1 Aprofundamento de conhecimentos
4.4.2 Escolha de tratamentos especificos
4.4.3 Monitorizacao da doenca
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Capitulo 5

5 Areas de intervencdo da genética
molecular em hematologia
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5.1 - DOENCAS GENETICAS DO GLOBULO
RUBRO

5.1.1 - Anemias Nao esferociticas Congénitas
5.1.1.1 - Deficiéncia em Glucose-6-fosfato desidrogenase
A deficiéncia em i (G6PD) é uma anomdia genética muito frequente,
sendo estimado que afecte cerca de 400 milhdes de individuos em
todo o mundo. A maioria dos portadores desta deficiéncia é
assntomética, correndo no entanto o risco de desenvolver anemias
hemaliticas agudas, quando expostos a certas infecges, drogas, ou
ingestdo de favas. Uma peguena por¢do dos portadores da deficiéncia
sofre de uma doenca mais pronunciada: anemia néo-esferocitica
congénita.
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Figura 1 - Gd de sequenciacdo do exon 5 do gene ALAS2, indicando
uma transversdo C para A na posicao 547, prevendo a substituicdo de
uma Phe por uma Leu no aminoécido 165 da enzima.

A G6PD é um homodimero. O gene que codifica 0 respectivo
polipéptido de 514 amimoécidos € extremamente conservado na
escaa evolutiva, estando locdizado no homem no cromossoma X
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(Xg28). Este gene é expresso em todas as céulas do organismo,
sendo essencid a viabilidade cdular. Até a0 momento foram
identificadas 75 mutagbes de G6PD, correspondendo a mais de 100
vaiantes enziméticos. As mutagdes condituem quase exclusvamente
mutagOes Missense, causando portanto a subgtituicdo de um Unico
aminoécido. Dois grupos de situacles s de relevancia clinica a
primeira € composta pelas mutacbes que afectando a actividade
enzimética, deixan no entanto actividade aficiente paa o
metabolismo norma do eritrocito. Neste caso, os portadores s
assintomaticos, enquanto ndo existirem factores externos propensores
a0 desenvolvimento de anemia hemolitica aguda. No segundo caso, a
deficiéncia em G6PD € téo severa, que os individuos desenvolvem
anemia ndo esferocitica congénita

A caacterizacdo das deficiéncias genéticas da G6PD permitiu
verificar que mutagBes diferentes podem originar uma deficiéncia
com semel hantes caracteristicas bioquimicas, e vice-versa.

5.1.1.2 - Deficiéncia em piruvato quinase

A Deficiéncia em Firuvaio Quinase (PKD) é a causa mais comum de
Anemia Hemolitica N& Ederocitica Hereditaia Gerdmente
assintomética nos portadores (heterozigdticos), a deficiéncia de
Fruvato Quinase manifetase nos individuos homozigéticos (ou
duplamente heterozigéticos) como anemia hemoalitica cronica, com
sveridade variave.

No Homem exigem dois genes de piruvato quineses PKLR
(codificando as isoenzimas L e R) e PKM2 (codificando as
isoenzimas M1 e M2). o primeiro € o Unico habituadmente expresso
em eritrécitos, sendo o responsavel pela PKD nestas cdlulas.

A caracterizac@0 bioquimica da PK permitiu identificar cerca de 300
vaiantes enzimdicos, no entanto a caracterizacdo molecular das

mutagbes que dfectam o0 gene da PK pemitiu verificar uma
heterogeneidade mais limitada, ja que a mesma mutacéo parece estar
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associada a variedades bioquimicas diferentes (ex.: PK Nagasaki, PK
Téquio e PK Berut resultam da mutacio *!ACCG-ATG, e as
vaiantes PK Fukushima e PK Maebashi resultam da mutacdo
39CAG - AAG).

As mutagbes encontradas gene PKLR, responsdveis pela PKD,
incluem mutagdes tipo “missense”, “nonsenss’ e insergdes. Estas
mutagbes foram encontradas quer na regido codificante quer na
regido promotora. De grande utilidade nos estudos familiares da PKD
foi a descoberta de polimorfismos de microssatélites no intron 11,
bem como de um polimorfismo C/A na posicédo 1705, os quas
podem ser utilizados para seguir os haplétipos herdados dos
progenitores.

5.1.1.3 - Deficiéncia em daminolevulinato sintetase
(Anemia sideroblastica)

A ewzima d-aminolevulinato Sntetase (ALAS) catdisa o primeiro
passo da sintese do grupo heme. Nos vertebrados existem 2 formas de
ALAS: uma forma transcrita congtituciondmente em todas as céulas,

e uma forma apenas existente nas cdulas eritroides.

No Homem, a forma eritride (ALAS2) é codificada num gene
localizado no cromossoma X (Xpll.21), estando a sua actividade
reduzida na anemia sideroblagtica ligada ao cromossoma X. Que a
origem da anemia Sderoblastica esté relacionada com este gene ficou
claramente demonstrado quando em 1992 Bishop descreveu a
primeira mutagdo neste gene, € a Sua segregacd ao longo de 8
geracOes de uma familia afectada. A identificacdo molecular desta
mutacdo, permitiu anda pela primeira vez desenhar métodos de
diagndstico e estudo de transmisso familiar para esta doenca
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5.1.2 - Talassémias (anomalias das a e B3-
globinas)

Normal o™ trait Homozygous a™ trait
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Fig

ura 2 - Os clusters dos genes da globina nos cromossomas 11 e 16 (a). Durante a

vida enbrionica, fetal e adulta, os genes activados e suprimidos sdo diferentes (b).

As diferentes cadeias da globina sdo sintetizadas independentemente, associando

entéo parafor

Os loci genéticos das a - e [3-globinasincluem véarios genes arranjados
em “cluses’. O duger humano da a-globing indui um gene
enbrionico (z2), dois genes fetaigadultos (a2 e al), e varios

pseudogenes  z1, ya2 e y al) bem como um gene sem funcéo
conhecida (gl). Os genes da globina sf0 expressos em nivels muito

elevados nas cdulas eritrdides, mas ndo S0 expressos em nenhuma

outracdula
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A a-tdassémia resulta da producdo deficiente das cadeias a da
hemoglobinaembridnica (a2e2), fetd (a2g2) e adulta(a2b?2).

o Thal e Thad As formas mas frequentes de dfa
1] M talassémia consstem na deecgéo de
l:| X Iié um ou ambos os genes a do

cromossoma 16. Desta forma, os

; portadores de a - talassémia possuem 3

i1l i (-a/aa) ou dois (-al-a,--/aa)
ll l . ||| genes, a0 pass0 que 0s doentes
Homal o u Tl.r HE Bats possuem apenas 1 gene ('_/' a)- Os
Lo doentes com sindroma de “Hb Bat's

| Ee—

i J % ‘ | il .. 'ij."m"i:",

i /l
it —

o

hydrops fetdis’ ndo possuem genes
a(--/1--).
Outras causas menos frequentes de a-tdassémia sdo mutacOes

pontuas no gene da a-globing, e muito raramente em eementos
reguladores destes genes.

A [talassémia caracteriza-se por uma sintese reduzida da 13-globina,

levando a um desequilibrio da sintese das cadelas a/ndo a que é o
factor magjor na gravidade da doenca.
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Figura 3 - Posi¢des das mutagdes do gene da 3
globina mais frequentes na zona mediterranica

Os genes da [3-globina estéo arranjados num cluster no braco curto do
cromossoma 11, naordem5-e- g Ag-y - d- b- 3. O cluster contem
muitos polimorfismos de restricdo (RFLP). Uma caracteristica destes
polimorfismos, é que a sua associacao as varias formas de 3-globina
ndo € ao acasn. Assm, em cada populacdo foi encontrado um nimero
limitado de haplétipos B (padrdo de arranjos dos RFLP), pelo que a
andise destes hapldtipos fornece informacéo clinica (dependente do
background genémico em que as mutagdes ocorrem). No inicio dos
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tecnologia era
entéo

complementada g

com a ® it IVS1-110 O B IVS1=1

cIonagem € ; g ::35 2-745 ; g;h:f!—ﬁ

sequenciacao :
dos genes Fgura 4 - Digribuicido geogréfica de
mutantes, algumas mutagdes na [3-globina
completando-se

assim a caracterizacdo destes. Com 0 desenvolvimento da tecnologia
de PCR em 1985, foi possive amplificar o gene da R-globina
directamente a partir de DNA gendmico, sequenciando directamente
0s produtos amplificados, facilitando deste modo a caracterizacéo das
mutacoes.

Ao contr&io das mutagbes causadoras de a-tdassémia, as 13-
talassémias sdo geramente formas ndo delecionadas, podendo ocorrer
na regido codificante do gene, ou na regido promotora. Existem
mutagOes particularmente frequentes em determinadas comunidades,
o que diado a tecnologia de PCR em combinacdo com a utilizacéo de
reaccOes de redricdo, smplifica grandemente a deteccéo e
caracterizacdo de mutagbes em estudos de sreening, e de modo
particular em estudos familiares.
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5.1.3 Drepanocitose
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5.1.4 - Anemias Hemoliticas esferociticas

As cdlulas vermehas devem as suas propriedades mecanicas como a
ressténcia, eadicidade e deformabilidade a uma rede proteica
(citoesqueleto) que suporta o folheto hilipidico da sua membrana
cdular, do lado citoplasmético, e a proteinas integrais da membrana.
As proteinas do citoesqueleto ligam-se as proteinas integrais da
membrana, formando uma estrutura responsavel pela manutencéo da
formado eritrocito, e pelas suas propriedades mecanicas.

Entre as proteinas integrais de membrana do eritrocito encontram-se o
transportador de anides (banda 3), asglicoforinas, o transportador de
glicose, uma variedade de transportadores de catides, e as proteinas
dos grupos sanguineos. O citoesqueleto € essencialmente formado por
512



espectring, actina, anquirina, proteina 4.1 e proteina 4.2. Os
heterodimeros de espectrina organizam-se numa rede em média
hexagond, a qua se liga a banda 3 por pontes formadas pela ankirina,
ou pelaacting, banda 4.1 e glicoforina.

Anion
channel

Fgxxx — esquemna da organizacao do citoesquel eto do eritrécito.

A esferocitose hereditaria (HS), diptocitose hereditaria (HE) e a sua
forma agravada Poiquilocitose hereditaia (HP) sdo um conjunto
heterogéneo de anemias hemoaliticas congénitas. Edtas patologias
reslltam de dteragbes nas proteinas integrais da membrana
eritrécitéria, e seu citoesqueleto.

5.1.4.1 - Esferocitose Hereditaria (HS)

A esferocitose hereditéria € a patologia mais frequente da membrana
eritrocitaria A sua frequéncia foi estimada em 1:5000 nascimentos,
mas este valor pode ser uma estimativa por baixo se consderarmos
gue os portadores podem ser assintométicos, e que cerca de 1% dos
dadores de sangue apresentam fragilidade osmatica aumentada.
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A esferocitose Hereditaria € uma patol ogia heterogénea em termos da
sua gpresentaco clinica, modo de transmissdo e hereditariedade.
Pode ser descrita como uma anemia hemolitica caracterizada pela
presenca de eritrocitos esfericos, com baixa resisténcia osmética, os
quais sfo sdectivamente retidos e destruidos no bago. Estas
caracterigticas parecem dever-se a un enfraquecimento das ligagoes
entre 0 citoesqueleto e a membrana, as quais podem ser devidas a
deficiéncias em véias proteinas. Em cada uma destas proteinas,
surgem variadissmas mutagOes causadoras deste fendtipo, o que
judtifica a sua heterogeneidade clinica e de transmiss2o.

Cerca de 40% dos casos de HS apresentam mutactes afectando o
gene da anquirina. Mutagbes tipo “frameshift” causam ateragtes
edruturais muito grandes na proteina, causando formas dominantes
(anquirina de edtutgarda, e anquirina de Marburg). Alteractes menos
Sseveras S80 causadas por mutaghes pontuals, e originam formas
recessvas (anquirina de Dussddorf, anquirina de Wasode). Em
alguns casos, as dteraces 0 Sho visiveis no mRNA, ja que resultam
de jungbes splicing anormais (anquirina de Praga, anquirina de
Rakivnik).

Cercade 20 a 30% dos casos de HS resultam de mutagdes no gene da
proteina banda 3 (mutacdo de Praga e mutacdo de Coimbra). Outro

tipo de mutagbes (mutante de Tuscaloosa e mutante de Montefiore),

ocorrendo na zona citoplasmética da banda 3, causam perturbacdes na
sua ligacéo a proteina 4.2, resultando num menor nivel desta proteina
namembrana eritrocitaria

Podem ainda causar esferocitose mutagOes nos genes da proteina 4.2
(ELB42), e das alfa e beta espectrinas (SPTAL e SPTB).

5.1.4.2 - Deficiéncia grave de proteina 4.2

A totd, ou quase tota auséncia de banda 4.2 resulta num quadro
clinico diferente da HS. Os esferdcitos ndo existem, e a fraglidade
osmético € pouco alterada. A hemdlise € muito severa, e o padréo de
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transmissio recessivo. Foram identificados 4 mutantes do gene da
proteina 4.2, os quais et na origem deste quadro clinico (mutante
de Nippon, mutante de Toseur, e mutante de Lisboa).

5.1.4.3 - Eliptocitose e poiquilocitose Hereditaria

A hdiptocitose hereditaria, e a sua forma agravada a poiquilocitose
hereditaria condtituem um grupo heterogéneo de patologias
caracterizadas pela presenca de eritrocitos com forma heliptica. O
quadro clinico € muito variado, desde condi¢Bes assntométicas até a
presenca de hemolise dinicamente gSgnificativa A Eliptocitose
apresenta-se habituamente com transmisso dominante, enquanto a
poiquilocitose agpresenta transmissio recessva. A poiquilocitose
apresenta ainda fragmentacdo dos eritrocitos microesferocitose e
instabilidade térmica

Genéticamente a diptocitose deriva de um conjunto de mutacOes
localizadas na regido de dimerizagdo das espectrinas, ou de mutacoes
originando uma reducéo de proteina4.1.

S0 conhecidas 25 mutactes de a-espectring, as quais se locaizam
em zonas onde perturbam O processo de auto-associacdo.
Dependendo de o delo ndo mutado ser de alta ou baixa expressao,
assm a mutacdo pode ter uma representacdo Suave ou Mas
acentuada.

Todas as mutagdes de [3-espectrina conhecidas que originam HE
locdizam se na repeticéo 317, aqua contém o loca responsavel pela
auto-dimerizacdo. Mutagdes pontuais na hélice 2 ou mesmo na hélice
1 desta repeticdo possuem um padrdo de transmissao recessivo. No
entanto outras mutagdes, ocasionando truncagens de [3-espectrina s8o
transmitidas segundo um padréo dominante.

Cerca de 30% dos casos de HE resultam de aldlos Null (ndo
expressos ou ndo funcionais) do gene da proteina 4.1. Esta condicéo é
dinicamente dlenciosa na forma heterozigbtica Duas mutagdes
foram descritas uma mutagdo pontual no codon de iniciagdo
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“downgtream” (o Unico existente no percursor do eritrocito), e uma
deleccdo de um aminoécido no locd de ligacdo do complexo actina-
espectrina. Outros exemplos de defeitos a este nivel congtituem os
ados que originam erros de splicing.

MutacOes raras originam a fdta de glicoforina C. Como a proteina 4.1
s ligaaglicoforing, afata desta origina afdta de proteina4.1.

5.2 DOENCAS GENETICAS EM HEMOSTASE
A hemostase, condiitui um riquissimo campo de intervencdo da
genética molecular no diagnogtico, estudos familiares e ragtreio
populaciond, jA que o numero de mutagbes e polimorfismos
associados a doengas genéticas em hemostase € relativamente elevado
(tabela 1). As técnicas utilizadas para 0 estudo das doencas genéticas
em hemostase cobrem o espectro completo das técnicas de genética
molecular, sendo portanto um Optimo exemplo da larga gama de
tecnologias hoje disponivels para estes estudos (tabela 1).

h

5.2.1 - Resisténcia a proteina C Activada

(mutacao FV-Leiden)
Recentemente, gpenas 10% dos individuos que apresentavam
tromboembolismo  venoso  possuian  uma  anomdia  gendtica
predispondo a doenca. Este grupo de doentes tinha uma deficiéncia
absoluta ou funciond de um dos principais componentes dos
mecanismos de regulacdo da coagulacdo (ATII, Prot.C, Prot.S).
Recentemente, um novo mecanismo foi encontrado para judtificar
edta patologia a Ressténcia a Proteina C Activada (APCR). Este
mecanismo, estando implicado na origem de cerca de 50% dos casos
de trombose venosa (dependendo da seleccéo dos casos), parece ter
origem numa mutagéo pontuad do gene do Factor V (Factor V e
Leiden).

E hoje habitua mente aceite que todos os casos de APCR tém origem
nesta mutacdo, a qual esté presente em cerca de 5% da populacdo
normal, sendo cerca de 20-50% dos doentes com tromboembolismo
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portadores heterozigdticos desta mutacéo. No entanto, ndo parece 5.2.2 - Mutacgdes no gene da Protrombina
haver um aumento da frequéncia de portadores da mutagdo em

doentes que tenham sofrido enfarte do miocardio ou ataque cardiaco, Tabela 1 - Resumo de polimorfismas identificados em genes
sugerindo um papd limitado na doenca arterid. responsavels por doencas hemorrégicas e tromboticas hereditérias

A presenca damutagéo, aqual pode ser facilmente detectada por PCR

— . . ~ ——
seguido de corte por enzima de restricdo, aumenta em cerca de 8 Gene - L ocalizagdo poﬁr']%?ﬁgm rE ;ﬁ'{?ﬁ;gg N® Alelos Haero(z(',/goc;z'dade
vezes 0 risco de tromboembolismo. Este risco pode ainda ser EVII Intron 13 Repeticao CA - 3 )
aumentado por factores adicionais, que podem ser genéticos ou Intron 18 RALP Bdll 2 42
adquiridos. Intron 19 RFLP Hind I11 2 42
Intron 22 RALP Xbal 2 48
Intron 22 Repeticdo CA - 2 14
—T—_FactorV exon 10 - FIX Intron 1 RFLP Ddel 2 %
FV-10A p FV-506* Intron 3 RFALP Xmnl 2 41
Intron RALP Taql 2 45
PCR Extr. 3 RFLP Hhal 2 48
VWF Intron 2 RALP Smal 2 45
Intron 2 RFLP Hhal 2 45
Normal 5 --- GACAGGCGAGCTTTACAG---3 Exon 14 RA_P Accl 2 46
Mutado 5 --- GACAGGCAAGCTTTACAG-—-3' xonis g Si‘;’l : -
HIND 111 Exon 28 RFLP Hphl 2 50
Exon 28 RFLP Bstell 2 46
Figura 5 - Estratégia de identificacdo da mutacdo FV-Leiden. O exon Intron 40 Repeticao(TCTA) - 8 &
> o iy .
10 do factor V €& ampllflqacjo por PCR O fragmento aﬂpllf_lcz_ado = “RBS AP Mspi 5 5
contem um local de restricdo para Hind Il no caso de exidir a Bon 1 RELP Rsal > 48
mutacd0, mas Nao No caso do gene ndo mutado. Exon 6 RFLP Xbal 2 48
Exon 8 Sequéncia - 2 45
PS Exon 15 RFLP BstX! 2 49
ATIII Extr.5 Distancia - 2 37
Exon 4 RFLP Pstl 2 37
RALP Ddel 2 50
Repeticdo (ATT), - >10 28

a - - " ~
) Nos introns a numeragéo corresponde ao nucleétido, nos exons a numeragéo corresponde ao
aminoéacido; Extr.=extremidade
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5.2.3 - Doenca de von Willebrandt (Mutagdes no

gene do VWF)
A doenca de von Wildebrand (VWD) é a mais comum doenca
hemorrégica no homem, sendo causada por uma deficiéncia
quditativa ou quantitativa no factor de von Wildebrand n(VWF). Esta
doenca pode ser transmitida segundo padrbes dominantes ou
recessvos, de acordo com a mutacdo em causa.

A clonagem do gene do VWF (180 Kb, contendo 52 exons, e
locdizado em 12pl2) permitiu a identificagd0 molecular das
mutagOes responsaveis pda WWD. Os estudos iniciais permitiram a
identificacdo de deleccdes neste gene. Contudo, e devido a dimensdo
do gene do VWF, amaior parte dos estudos posteriores centraram-se
em zonas do gene importantes para fungdes determinadas da proteina,
nomeadamente a dimerizacéo e processamento intracelular (exons 1-
16), ligagéo ao factor VIII (exons 17-25), ligagdo a colagénio (exons
28-34). Neste sentido, a classificacdo funciond do VWEF condtitui um
vaioso auxiliar no estudo genético de cada doente, ja que permite
concentrar esforcos numa area redtrita de um gene excessivamente
longo para ser estudado por inteiro.

5.2.4 - Trombose familiar (Mutacdes nos genes
da Antitrombina Ill, Proteina C e Proteina
S)
Exigem essencidmente 2 mecanismos inibidores da actividade das
proteinases de serina envolvidas na coagulagdo: antitrombina 111
(ATIIl), e o dgema Proteina C (PC)- Proteina S (PS)-
trombomudolina (TM). A falha dos mecanismos inibidores predispde
paraatrombose, e esta predisposi¢ao pode ser hereditaria, como ficou
demonstrado pela primeira vez em 1965 para a antitrombina (Egeberg
et a., 1965). Desde entéo ficou demonstrada uma forte relacéo entre
deficiéncias da PC e PS e tromboembolismo venoso.
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A identificacdo de deficiéncias hereditarias a nivd molecular da
deficiéncia em antitrombina [11 ocorreu em 1984. Desde entdo, 0©s
avangos na genética molecular dos inibidores permitiu a identificacéo
de outros defeitos genéticos, permitindo assm estudar a transmisséo
nas familias afectadas.

O gene da antitrombina |11 esté localizado em 1g23-25, tendo 13.5
Kb e 7 exons. A sequenciacéo dos exons permitiu a identificacdo de
um ndmero consideravel de mutagBes pontuas originando deficiéncia
tipo I. A mutagdo mais comum consiste numa dteracéo da fase de
leitura (Shift mutation), a qual resulta na presenca de um codéo stop
prematuro. Outras dteracBes frequentes envolvem a formacdo de
coddes stop directamente resultantes de uma mutagdo pontual.

A deficiéncia tipo Il parece resultar em todos os casos de uma
mutacdo pontua ocasionando a dteracéo de um aminoacido. Parece
exigir uma forte corrdagdo entre a locdizagd do aminoécido
subdtituido, e a dteracdo funciond observadar dteracdo dos
aminoéacidos 24,27 e 129 (amino&cidos positivamente carregados), ou
dos aminoacidos 41 e 99 (aminoacidos dectricamente neutros)
origina uma reducdo na afinidade para a heparina (negativamente
caregada); mutagcbes nos aminoacidos 382-394 resultam na
deficiente inibicdo da trombina; mutacdes nos aminoacidos 402-407 e
429 produzem mutantes com dteragdes multiplas.

O gene da PC (uma glicoproteina dependente da vitamina K) foi
localizado em 2g13-14. Trata-se de um genecom 12 Kb e 9 exons. A
sequenciac@o deste gene permitiu a identificacdo de vérias mutagdes
associadas a deficiéncia de Proteina C tipo | com um predominio de
subgtituigdes de aminoacidos.

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

5.2.5 - Hemofilias (Mutagdes nos genes dos
factores VIl e I1X)

A hemdfilia A é uma das doencas hemorrégicas mais frequentes,
sendo causada por uma deficiéncia do factor VI (FVIII) circulante,
cujo gene edta locdizado no cromossoma X (Xg28). A doenca é
heterogénesa, tanto a nivel molecular, como a nivel da severidade
clinica A dimensdo do gene do FVIII impediu aé a pouco tempo
atrés a andise genética das mutagdes causando o gene, dificultando a
caacterizacd0 da transmiss@o familia. O uso de polimorfismos
intragénicos ou extragénicos permitiu no entanto recentemente iniciar
uma caracterizacdo precisa do cromossoma X dos familiares de
individuos afectados. Esta edtratégia, ndo pode no entanto ser
universalmente empregue, ja que nem sempre exissem marcadores
polimorficos associados a mutacdo em causa. Nestes casos, apenas a
determinacdo da mutacéo especifica permite estudar com clareza os
individuos em causa Negte intuito, um esforgo consderave foi
desenvolvido no sentido de empregar métodos de identificacéo de
ateragbes genéticas pontuas, obviando a sequenciacdo de grandes
extensdes gendmicas. Com este propdsito, técnicas como “single
grand conformation polimorphism” (SSCP),”denaturing gradiente
gd dectroforese (DGGE) e chemica cleavage of mismatch (CCM)
foram utilizadas com sucesso na identificacdo de mutagbes. Estes
estudos permitiram determinar que a maioria dos doentes com doenca
moderada ou suave possuem mutagdes tipo missense, enquanto a
maioria dos doentes graves possuem mutagdes tipo “frameshift”. Em
aguns casos de doenca grave foi ainda possive identificar um defeito
no splicing dos exons 22-23.

A hemdfilia B é uma doenca hereditaria de transmissio recessiva,
devida a totd auséncia, ou quantidades reduzidas de factor IX (FIX).
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O gene do FIX foi totalmente sequenciado, contendo 8 exons. Cerca
de 40% dos aminoécidos do FIX parecem ser essenciais paraafungéo
da proteina, pelo que ndo é de admirar que a doenca sgja causada por
um largo espectro de mutagdes. Assm, e uma vez que néo é possive

dirigir o estudo para uma regido especifica do gene, as técnicas de
edudo que tém ddo utilizadas para identificar as mutagOes
causadoras da Hemofilia tém sido essencidmente as mesmeas técnicas
acima descritas.

5.3 - HEMOCROMATOSE

A hemocromatose hereditdia (HH) € uma doenca genética de
transmissBo autossomica recessva. Contrariamente a0 que se
pensava, sabemos hoje que a hemocromatose ndo é uma doencarara,
ja que a sua frequéncia é comparavel a da anemia da “Sickle cdl”,

fibrose cidica ou digtrofia muscular (Nichols & Bacon, 1989). Foi

esimado que S0 nos Estados Unidos devem exigtir entre 600,000 e
1,000,000 de doentes, bem como cerca de 27,000,000 de individuos
portadores do gene (Nichols & Bacon, 1989).

A HH é caracterizada por uma falha na regulagdo da absorcéo do
ferro da dieta, mantendo-se a absor¢do mesmo na presenca de atos
niveis de ferro armazenado (Alper et d., 1951; Cox & Peters, 1978;
Williams et a., 1986; Lynch et a., 1989; Whittaker et d., 1989). Os
individuos com HH possuem depositos de ferro superiores a 4 g, ndo
sendo raros individuos com depdsitos superiores a 20 g, contrastando
assm com os habituais 500-1000 mg nos individuos normais
(Nichals & Bacon, 1989). O quadro completo de HH envolve a
deposicéo de fero em véios oOrgéos, nomeadamente:  figado,
resultando em cirrose hepética; coracdo com diminuicdo da funcéo
cardiaca e perturbacdo do ritmo; articulagbes com formacdo de
poliatropatia;, pele, com formacdo de pigmentacdo dérmica
caracterigica; e glandulas enddcrinas, originando falhas enddcrinas
como diabetes e gonadopatias (Milder et al., 1980).
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A hemocromatose hereditéria, ndo sendo uma doenca para a qud
exiga uma cura é no entanto facilmente tratdvel por flebotomias
(Bomford & Williams,, 1976; Niederau et d., 1985). O tratamento
ainda que sga meramente correctivo, e por S0 exija intervencdo
durante toda a vida do doente, é bastante eficaz, consstindo numa
primeira fase em 1 a 2 flebotomias semanas (tratamento intensivo), a
gue se seguem, apos a deplecdo dos depdsitos de ferro, flebotomias
mensals ou trimedtrais (tratamento de manutencdo). Uma vez que a
sobrecarga de ferro é passivel de correccdo, a hemocromatose
hereditaria, como modelo de estudo da interaccdo entre o
metabolismo do ferro e o sgema imunoldgico, tem a grande
vantagem de nos fornecer dados sobre a direccdo das interacgOes.
Com efeito, se a sobrecarga de fero exercer um efeto
fisologicamente relevante no siema imunoldgico destes individuos,
a remocao da sobrecarga devera corrigir esse defeito. Inversamente,
Se 0 Sstema imunoldgico tiver uma acgéo relevante na homeostase do
ferro, entdo esta devera preceder a sobrecarga de ferro, ndo sendo
corrigida com aremocao de ferro.

A origem precisa do erro na regulagéo da absor¢éo do ferro na HH
condtitui ainda hoje um migtério, ta como o € aidentidade do gene ou
genes responsavels pela doenca. No entanto, e dada a aparente fata
de rdacdo entre a doenca e perturbagBes da fungdo imunoldgica
cléssica (ocorréncia de infecgdes, a ja descrita estreita associacéo
entre o fendtipo HLA-A3 e o caractere hemocromatose (Simon,
1975, 1977a, 1977b) tem vindo a ser interpretado pelos geneticistas
como indicador da edtreita ligagéo fisica entre o locus HLA-A e o
gene da hemocromatose(Simon, 1977a).

5.3.1 - Estudos de marcadores genéticos no

locus do HLA
Devido a edtreita associacéo entre o locus HLA-A no cromossoma 6
(6p21.3) o gene da hemocromatose, nos Ultimos anos tem-se assistido
a um crescente ritmo de estudo de marcadores polimorficos tipo
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microssatélite nesta regido do genoma humano, procurando-se definir
marcadores mais edreitamente ligados & hemocromatose que o
proprio HLA-A3. No momento presente estdo disponivels varios
microssatdlites, cuja segregacéo familiar permite definir hapldtipos
esdendidos, dando maior rigor que a determinacd HLA a
classficacdo dos familiares como homozigéticos ou heterozigéticos,
bem como na determinacéo de individuos potencialmente portadores
do gene em estudos de “screening” da populacéo. Deve no entanto
notar-se que para o estudo da populacdo normal, os estudos genéticos
na hemocromatose sdo muito limitados, servindo apenas de elemento
de apoio aos dados bioquimicos mais relevantes como 0s nivels
s&ricos de ferriting, de transferring, de ferro, e a taxa de saturagéo da
ferritina

5.3.2 - Estudos dos IRE e IRP

Os IRE (do inglés Iron Responsve Elements) sGo sequéncias
exisgentes nos MRNA do receptor da transferring, ferritina, aconitase
mitocondrial e eALAS (5-aminolevulinato sintetase). Tratase de
sequéncias muito conservadas na evolucéo (95% entre o homem, o
rato e a gdinha no caso do receptor da transferrind), e que
possvemente permitem a formacdo de uma estrutura no MRNA em
forma de ansa (Kuhn, 1994). Estas sequéncias s80 as principas
responsavels pea regulacdo pos-trandaciona dos genes a que
pertencem, conferindo-lhes a capacidade de se modularem
dependendo da concentracdo intracelular de ferro (Kihn, 1994). Esta
regulacdo é mediada por uma proteina citoplasmética denominada
IRP (do Inglés Iron Responsive Protein), mas previamente também
conhecida como IRF, IRE-BP e FRP (Mllner et d., 1989; Rouault et
al., 1988; Walden et a., 1988).

O €feito regulador do IRE (e consequentemente da IRP) depende da
localizagdo do IRE no mMRNA. No mRNA do receptor datransferring,
0s 5 IREs estéo presentes na regido 3 ndo traduzida, pelo que a
ligacéo da IRP aumenta a estabilidade do mRNA, prolongando o seu
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tempo de semi-vida (Khn, 1994). No caso do mRNA dos genes da
ferriting, da aconitase mitocondriad e da eALAS, o IRE encontra-se
Stuado na regido 5 ndo traduzida do mRNA, a curta distancia da
sequéncia CAP, pelo que a ligacéo da IRP blogueia a iniciacéo da
traducdo pelos ribossomas (K iihn, 1994).

A IRP é uma proteina bi-funciond (Klausner et d., 1993; Hirling et
al., 1994). Na presenca de ferro, a sua capacidade de ligar aos IRE é
minima, 0 que pode derivar da incorporacdo de 1 grupo 4Fe-4S na
proteina. Nestas condigdes, a IRP é capaz de funcionar como
aconitase citoplasmdtica, cadisando a formagdo de isocitrato
(Emery-Goodman et d., 1993). Pelo contrario, na auséncia de ferro, a
IRP liga-se com grande especificidade aos IRE, perdendo a
actividade de aconitase.

O dgtema imunologico parece utilizar este duplo papel do IRP para
controlar a sua actividade, e asim controlar o metabolismo
intracelular do ferro.

Experiéncias descritas em 1993 por Drappier et d., comprovam a
exigéncia de efeitos reguladores de citoquinas, nomeadamente do
IFN-g e TNF-a nainducgdo daligacdo de IRP a IRE em macréfagos
em cultura devido a modulacdo da sintese de Oxido nitrico
proveniente daviada L-arginina (Drappier et d., 1993).

O &xido nitrico, mercé da sua reduzida dimenséo tem acesso directo
a0 nucleo 4Fe-4S dalRP, onde induz a sua degradacéo (K Uihn, 1994).
Assm, a presenca de Oxido nitrico (regulada pelo IFN-ge TNF-a) é
um factor tendente a aumentar a“pool” de IRP capaz de ligar ao IRE,
diminuindo a “pool” cgpaz de funcionar como aconitase (Kuhn,
1994).
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5.3.3 - Estudos Genéticos do Repertdrio da

CélulaT

Os resultados do grupo da Prof. Maria de Sousa, revelando a
exigencia de uma correlacéo entre a razéo CD4/CD8 e os nivels de
ferro dos doentes, levou este mesmo grupo a procurar anomalias no
repertorio das células T nesta paologia Este estudo revelou a
exigéncia de uma corrdlacéo entre anomalias na representacéo do
TCR VI[36.7 entre as cdlulas CD8+ e a severidade da expressdo clinica
da doenca, nomeadamente o desenvolvimento de cirrose hepética
Eges resultados, sugerindo intervengbes do dstema imune na
regulacéo de Sstemas internos, reforcam a visao crescente do Sstema
imune como um sSstema regulador, ndo SO das potencidmente
nocivas interferéncias externas, mas também das frequentemente
fatais perturbactes dos ddicados equilibrios homeostéticos internos
do organismo. Esta interpretacdo faz com que estes reultados tenham
implicagbes clinicas de grande rdevo ndo s6 na hemocromatose
hereditaria mas também em todas as formas de sobrecarga de ferro
(Porto, 1993; Cabeda, 1995).

5.26



6.1

Capitulo 6

6 METODOS DE ESTUDO EM GENETICA
MOLECULAR




6.2

6.3

6.1 METODOS NAO COMERCIAIS

6.1.1 Preparacao de DNA e RNA

Qudquer andise em genética molecdar requer, obviamente, 0
estudo do DNA ou do RNA, pelo que o primeiro passo em qualquer
técnica genética consste no isolamento e purificacdo de uma ou
mesmo das espécies de &cidos nucleicos. As variadas técnicas
disponiveis para esse efeto, as quais originam DNA ou RNA com
diferentes propriedades de pureza e integridade fisica, possuem
principios semehantes. Todas se iniciam com uma lise suave das
céulas a estudar, seguida de ataques enziméaticos €ou quimicos
para destruir os componentes proteicos da mistura. Findmente, a
purificacdo do DNA ou RNA fazse por um de vé&ios méodos, de
acordo com os objectivos pretendidos.

A purificacdo e correcto manuseamento de RNA é bem mais dificil
gue para o DNA. Este facto néo resulta de umamaior complexidade
de procedimentos, mas da maior estabilidade das RNAses. Com
efeito, a0 contr&rio das DNAses, as RNAses so extremamente
edavels, e ndo necessitam de cofactores para funcionarem. Desta
forma, ndo é possivel inactiva-las com a adicéo de quelantes do
magnésio (EDTA) como acontece para as DNAses. A inactivacéo
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Figura 6.1 — A Purificacdo de DNA ou RNA por adsor¢do em
coluna é 0 método mais rgpido disponivel. O DNA ou RNA
produzido € de qualidade suficiente para a redizacdo de PCR ou
RT-PCR, mas devido a fragmentacdo que ocorre néo € utilizavel
para Southern Blot.



das RNAsss é eficiente com a utilizacdo de dietilpirocarbonato
(DEPC), mas a dtatoxicidade deste composto, diada a necessidade
da sua eiminagdo por autoclavagem, impede a sua utilizacdo em
todas as s0lugdes. Em reacgbes enzimédticas € possivel  utilizar
inibidores  especificos de RNAses (RNAse inibidor ou
abreviadamente RNAsin), como o extraido do tecido placent&rio,
para inactivar as RNAses provenientes do materia celular donde
extraido o RNA. Este ndo €, no entanto, um método pratico para o
tratamento generdlizado dos reagentes e materia de pléstico do
laboratdrio. Se diamos a edte facto, a presenca em grandes
quantidades de DNAses e RNAses nas maos humaneas, facilmente
s compreende a imperiosa necessdade de utilizar luvas no
laboratorio de Genética Molecular, ndo para a proteccdo do
operador, mas para proteger a amostra do ataque das RNAses e
DNAses do manuseador da amostra e restantes materiais de
laboratdrio.

6.1.2 ELECTROFORESE

A grande maioria dos méodos de genética molecular requer num
determinado momento o fraccionamento de &cidos nucleicos
segundo 0 seu comprimento. Para ta utilizam-se as técnicas de
electroforese, que consistem na separacdo dos &cidos nucleicos
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Figura 6.2 — Separacéo de &cidos nucleicos por electroforese em

gd horizonta.

numa matriz porosa (habitudmente géis de agarose, ou acrilamida)
sob a forga de um campo eéctrico (0s &cidos nucleicos tém carga
negativa, pelo que migram em direcgéo ao polo positivo).

A matriz na qual os &cidos nucleicos devem ser separados depende
essenciadmente do tamanho dos fragmentos a separar, mas também
do destino final a dar a estes uma vez separados. Existem diferentes
tipos matrizes:

6.1.2.1 Géis de Agarose

agarose - A agarose tem relativamente a acrilamida a
vantagem de condituir uma matriz néo téxica de muito facil

preparacéo (basta solubilizar a agarose em pé num tampéo
(TAE ou TBE) a quente, e deixar entéo arrefecer. Vérias
agaroses exisem, as quais permitem separar fragmentos com
mals ou menos nucledtidos. A agarose normd, permite uma
boa resolugdo para fragmentos relativamente grandes,
utilizando-se em baixas concentragtes (0.8-2%). Jaa agarose
Nusieve (FMC-bioproducts) permite separar com grande
resolucéo fragmentos com menos de 1000bp, pelo que se
adapta melhor aos fragmentos habitualmente obtidos por
PCR. Umavariacdo destas duas agaroses (Nusieve 3:1), ndo é
mals que uma mistura de 3 partes de Nusieve com uma parte
de agaoe normd, o0 que origina um ge com uma
viscosdade aceitavel em dtas concentragbes (normamente
até 4%, tal como a Nusieve), mas com um poder de resolucdo
superior quer & Nusieve, quer a agarose norma. Exisgem
anda agaroses com baixa temperatura de fusdo. Edas
agaroses tém a desvantagem de ser mais sensivels a aumentos
de temperatura durante a eectroforese, mas a vantagem de
facilitarem a purificacéo do DNA separado.

6.1.2.2 Géis de acrilamida
Acrilamida - Os géis de acrilamida baseiam se na formacéo
de uma matriz porosa, de polimeros de acrilamida. Para a



fazer, utilizamrse mondmeros de acrilamida, um reagente
bifuncond (bis-acrilamida), e um gerador de radicas livres
(iniciador da reaccdo de polimerizagdo; normamente
peréxido de amoénio), bem como um cadisador da
polimerizacdo (temed). A resolucéo dos géis de acrilamida €
muto grande podendo facilmente separar fragmentos com
gpenas um nucledtido de diferenca, pelo que habitudmente se
utiliza como matriz nos gés de sequenciacdo. A grande
desvantagem deste tipo de matriz consste na sua grande
fragilidade, toxicidade e complexidade de preparacéo.

6.1.3 Reaccéao de polimerase em cadeia

(PCR)
6.1.3.1 Principios do método
O PCR (Polimerase Chain Reaction) € um procedimento rdpido
para a anplificacdo enzimética in vitro de segmentos especificos de
DNA. A descoberta desta tecnologia teve um enorme impacto na
genética molecular, provocando uma revolucéo de ta ordem que
em 1994 foi atribuido a0 “inventor* do PCR um Prémio Nobd.

A base tedricado PCR é muito smples, baseando-se na propriedade
das polimerases do DNA para catdisar aformacdo de uma copiade
uma cadeia de DNA, gpenas quando encontram uma extremidade 3'
livre. Desta forma, foi possivel partir de uma molécula de DNA de
cadeia dupla, desnaturé&la pelo caor, baxando de seguida a
temperatura até um vaor que permita a ligaco especifica de um
oligonucledtido sintético, especifico paraaregido 5 do segmento a
amplificar. Depois desta hibridagdo especifica, a polimerase inicia
entéo a sintese da cadela complementar ao “molde’. Entretanto, um
processo semelhante devera ter ocorrido em smultaneo para a
restante cadela da dupla hélice inicid, pelo que no fim deste ciclo,
efectivamente foi duplicada a quantidade de DNA da zona de
interesse. O processo prossegue com hova desnaturacdo pela
temperatura, repetindo-se este ciclo um nimero definido de vezes.
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Como em cada ciclo se duplica a
quantidade de DNA de interesse
gue exigia no inicio do ciclo, no
find do processo amplificamos 2
vezes 0 segmento de DNA em que
S edava interessado. Na maior
parte dos casos, utilizamse entre
24 e 35 ciclos de temperatura, pelo
que no find exisem
2*4=16,777,216 a
2%=34,359,738,368 vezes mais
copias do segmento de interesse
gue inicidmente.

Para implementar ete
procedimento é necessaio incluir
na misura de reaccdo ndo sO O
DNA a estudar, mas também os
oligonucledtidos epecificos
(primers), desoxinucledtidos
trifosfatados (ANTP's), e uma
polimerase do DNA termoestavel
(para resigir as flutuagbes de
temperatura  necessarias para
redizar as vérias fases da reaccéo).
Na prética outros componentes sfo
também adicionados, para que as
condicbes de reaccd0 serem as
idedls para a enzima utilizada Um
dos componentes que todas as
enzimas aé agora descobertas
utilizam é o MgCh, de cua
concentracdo dependente em larga
medida a especificidade, e



qualidade do DNA amplificado.

Os primers sdo utilizados num largo excesso relativamente ao DNA
a s amplificado, jA4 que sG0 necessarias pelo menos tantas
moléculas de primer quantas as cadelas de DNA qle se desga
formar. Os primers sdo desenhados por forma a que um tenha a
sequéncia complementar invertida da extremidade 3' do segmento a
amplificar (pdo que hibridiza directamente com esta zona do
molde, deixando livre uma extremidade 3' para que a polimerase
inicie 0 seu trabaho produzindo uma nova cadeia na direcgéo
5® 3). O restante primer é desenhado por forma ater a sequéncia
da extremidade 5 do fragmento a amplificar. Desta forma este
primer hibridiza com esta extremidade da cadeia complementar do
DNA, deixando livre uma extremidade para a copia da respectiva
cadeia. Como a polimerizacdo s termina quando a temperatura se
eleva para a fase de desnaturagéo, no primeiro ciclo produzimos 2
tipos de fragmentos, ambos com inicio bem definido, mas com
terminacdo incerta. No entanto, como os fragmentos produzidos no
primeiro ciclo véo ser os moldes para a polimerizacdo da cadeia
complementar no ciclo seguinte, aos poucos, O produto
preponderante tem ambas as extremidades determinadas pelos
locais de ligagdo de ambos os primers.

6.1.3.2 RT-PCR

A reaccdo de RT-PCR (reverse transcriptase polimerase chan
reaction), ndo é mais do que um PCR norma redizado a partir de
um DNA dgntetizado por transcricdo reversa a partir de RNA.
Assm, S30 necessarios neste processo dois tipos de polimerases do
DNA: primeiro uma DNA polimerase dependente do RNA (isto é a
transcriptase reversa), e depois a polimerase normal. Este processo
pode assm ser efectuado quer pela utilizacdo sequencia de 2
enzimas diferentes, gustando as condicBes da reaccéo a enzima,
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Figura 6.4 — Esquema de funcionamento de um Southern Blot

quer através da utilizacdo de enzimas especiais que possuem ambas
as actividades, embora em condigdes diferentes de reaccao.

6.1.4 Southern Blot

6.1.4.1 Principios do método

Frequentemente, apds a separacdo dos acidos nucleicos, torna-se
necessaio identificar o fragmento de interesse, numa mistura
complexa de fragmentos separados.

A técnica de deicéo para esse efeito € a técnica de Southern
Blotting (ou Northern Blotting, conforme o acido nucleico sga



DNA ou RNA respectivamente), seguida de hibridacdo com uma
sonda especifica para o fragmento de interesse. Esta técnica consste
na passagem dos fragmentos de DNA (ou RNA) separados, depois
de desnaturados, para uma membrana de Nylon ou celulose, por
capilaridade ou por vécuo, seguida da fixacdo do &cido nucleico a
membrana. Esta é entdo utilizada numa reacc@o de hibridacéo, em
que é colocada uma sonda de cadeia ssimples de DNA (ou de RNA)
em contacto com a membrana, em condicBes quimicas e de
temperatura que asseguram que a sonda hibridiza gpenas com o
fragmento complementar. A ligagéo da sonda é entéo revelada por
autorradiografia (no caso de sondas radioactivas), ou por
quimoluminescéncia (ECL; Amersham).

6.1.4.2 Endonucleases de restrigcao

6.1.4.2.1 Funcdes biolégicas dos sistemas R-M

illll!l!!!llllllllIl!!'IIIIIEI‘II]IIIII

Cleavage sites 1 3 3
Cleavage by EcoRI
| endonuclease
Y
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Figura 6.5 - As endonucleases de restricdo fragmentam o DNA

de forma especifica A especificidade € determinada pele

sequénciado DNA.

Pensa-se que a funcéo bioldgica das endonucleases de restricéo € a
proteccéo das células contra DNA externo a cdula. Esta assungéo
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tem como base o facto de a grande maioria das enzimas descobertas
efectivamente cortarem 0 DNA extraclular que in vitro se insere,
Simultaneamente 0 DNA enddgeno € protegido devido a metilacdo
especifica de nucledtidos na sequéncia reconhecida, efectuada por
uma metiltransferase especifica O conjunto da endonuclease de
restricdo e respectiva metiltransferase formam o que se designa por
sistema de modificac@o de restricdo (R-M system).

Exigem pdo menos 4 tipos de dsemas R-M, disinguidos pela
composicdo das suas subunidades, pelo tipo de segquéncias
reconhecidas, e pelos cofactores necessarios para a sua actividade.
Cerca de 93% das enzimas caracterizadas pertencem ao tipo |Il.

Juntamente com as enzimas da classe I1s (cerca de 5% das enzimas
descritas) condlituem 0 grosso das enzimas comercidmente
disponiveis. As enzimas de tipo | (cerca de 1%) e as de tipo IlI

(<1%) sfo reativamente pouco frequentes. Algumas outras enzimas
existem que néo podem ser incluidas em nenhuma destas classes.

6.1.4.2.2 Sistemas R-M tipo Il

As enzimas de tipo Il sfo as mais smples. Reconhecem sequéncias
de DNA sméricas, cortando entre as sequéncias, deixando um
termina 3 hidroxil e um termind S5fodfato. Requerem gpenas
magnésio para a sua actividade, e as metiltransferases respectivas
requerem apenas s adenosylmetionina. Reconhecem uma variedade
de sequéncias quase ilimitada, mas poucas reconhecem sequéncias
com menos de 4 ou mais de 8 bp.

Edtas enzimas sfo habitudmente compostas por um homodimero,
pelo que necessariamente interactuam com uma sequéncia de
repeticdo invertida, ja que cada subunidade reconhece 0 mesmo
motivo em cadeias de DNA opostas.

As mdtiltransferases do tipo |l sdo habitualmente compostas por um
mondmero, o que pode reflectir a necessdade de metilar apenas



uma das cadeias de DNA nascentes (durante a duplicacéo do DNA,
uma das cadeias ja s= encontra metilada), ao contrario das
endonucleases de restricao que tem que reconhecer e cortar as duas
cadeias do DNA.

6.1.4.2.3 Sistemas R-M tipo lls

As enzimas do tipo IIs utilizam gerdmente G mesmos cofactores
que as enzimas tipo |1, mas as suas sequéncias de reconhecimento
S80 assmétricas e ininterrompidas, tendo 4 a 7 bp. O locd de corte
néo se Stua no interior da sequéncia de reconhecimento, mas a uma
digéncia de ate 20bp num dos sentidos. Nestes sistemas, a
metilacdo e efectuada por duas metiltransferases (uma para cada
cadela), sendo em adguns sstemas metiladas bases diferentes em
cada cadeia do DNA.

6.1.4.2.4 Montar uma reaccéo de restrigcao

6.1.4.24.1 Estabilidade térmica

As enzimas de restricdo (como todas as enzimas) devem ser sujeitas
amenor variagdo térmica possivel. A temperatura a que as enzimas
sd0 habitudmente consarvadas e -20°C, pelo que quando se
trangportam para a bancada, devem permanecer em gelo, ou
idedlmente num congelador de bancada, os quais mantém uma
temperatura de -20°C durante cerca de 2 horas (depende do
fabricante). Devido a indabilidade das enzimas a temperatura
ambiente, estas devem sr os Ultimos componentes da mistura de
reeccd0 a adicionar, para minimizar quer o choque entre a
composi ¢&o do tampéo de conservacdo e ada mistura, quer o tempo
de permanéncia a temperatura ambiente.

6.1.4.2.4.2 Concentracao de glicerol
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Para aumentar 0 tempo de conservacdo, as enzimas de restricao sfo
habitualmente conservadas em 50% de glicerol. No entanto, um
excesso de glicerol na mistura de reacgdo ( >5%) ocasona um
comportamento errdico da enzima Assm, o volume de enzima
adicionado nunca pode exceder os 10% do volume total da reacgéo.

6.1.4.2.4.3 Tampé&o de reacgao

As diferentes enzimas tem actividades diferentes em determinados
tampdes. Assm, as companhias que as fornecem estudaram um
conjunto de tampdes concentrados (habitualmente 10X), os quais
s30 optimizados para a actividade das varias enzimas. Estes
tampbes devem sempre que possived s utilizados com as
respectivas enzimas, pois a actividade de uma enzima num tampéo
diferente do sugerido pode ser quase nula. Se a experiéncia obrigar
a utilizagdo de varias enzimas no mesmo tubo de reaccéo, deve ser
escolhido o tamp&o que apresentar 0 melhor compromisso entre a
actividade das duas enzimas (os fornecedores fornecem
habituamente uma tabela com a %actividade de cada enzima em
cada um dos tampdes que fornecem). Findmente, dgumas enzimas
necessitam da adicdo de componentes extra aos tampdes padrdo (ex.
BSA). Também neste caso, solugdes concentradas destes compostos
séo fornecidas com aenzima.

Actividade das enzimas. Por definicdo, 1 unidade de enzima de
restricdo digere completamente 1ug de DNA, hum volume de 50ul,
a0 fim de 1 hora. No entanto esta actividade € apenas indicativa, ja
que tipos diferentes de DNA podem possuir conformagoes
diferentes, e um numero diferente de locais de restricdo. Assm,

utiliza-se de modo gerd 2 a 3 vezes mas enzima, e entre 3 a 16
horas de incubacgo. O wlume da reacgéo ndo deve ser inferior a
50ul, j& que aumentam os erros de pipetagem, e a probabilidade de
a concentracdo de glicerol ser superior a 5%.



Um factor critico na boa execucdo de qualquer reaccéo enzimética e
a homogeneidade da mistura. Deve-se homogenazar a mistura de
reaccao por inversio e pipetagem repetida, mas nunca utilizar o
vortex ja que a violéncia deste pode desnaturar a enzima, deixando-
ainactiva

6.1.4.2.44 Temperatura de reaccéo

A temperatura de incubacéo da maioria das endonucleases de
restricdo € de 37°C, mas algumas enzimas, isoladas de bactérias
termofilicas necesstam de incubagdes entre 50-60°C (verifique a
temperaturaided para cada enzima, junto do fornecedor).

6.1.4.3 Métodos de marcacéado da sonda

6.1.4.3.1 RADIOISOTOPOS

6.1.43.11 *p

O isbtopo mais comumente Uilizado para a marcaco radioactiva de
&cidos nucleicos é o 2P, Este radioisdtopo emite particulas R e tem
uma actividade especifica eevada (9200 Ci/mmol na sua forma
pura) e um tempo de semi-vida relativamente curto (14 dias).
Exisemn comercidmente disponivels todas as espécies de trifosfatos
de nucledtidos marcados com *2P, e com variadissmas actividades
especificas. Note-se que 0 &omo radioactivo do dNTP, para a
marcacdo de acidos nucleicos deve ser o g (os &omos a e b sdo
libertados na formacéo da ligacdo com o nucledtido seguinte).

> ¥p
O *P emite menos energia que o *?P, mas possi idéntica

capacidade de penetracdo. Devido a sua menor energia, este
radionucledtido origina bandas mais bem definidas que o 32P.
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> s

O *S emite particulas com energia ainda mais baixa que ado **P (a
sua actividade especifica é de 1500 Ci/mmol na forma pura), tendo
no entanto um tempo de semi-vida mais longo (87 dias). Os
nucledtidos marcados com *°S possuem um grupo tiol em
subgtituicBo de um oxigénio no grupo fosfato, 0 que pode inibir a
actividade de dgumeas enzimas. Por outro lado, uma vez que a sua
energia € menor, este radioisdtopo induz menos danos no DNA,
pelo que as sondas com ele marcadas sGo mais edtavels. A menor
energia deste nucledtido permite também obter bandas ainda mais
bem definidas que as obtidas com 3P, muito embora possa levar
mais tempo a imprimir o filme fotogréfico. E de sdientar ainda o
facto de este radioisotopo ser menos nocivo para 0 operador de
laboratorio, pese no entanto o facto de também ser mais dificil de
detectar contaminagdes com o auxilio de um contador Geiger.

> °H

O tritio é o radioisotopo de menor energia que € utilizado para a
marcacdo de acidos nucleicos. Com a sua actividade especifica de
gpenas 29 Ci/mmol na forma pura, e um tempo de semi-vida de 12
anos, é o isotopo mas fraco de todos os procedimentos
autorradiogréficos. A sua baixa capacidade de penetracdo torna-o

também o isdtopo menos perigoso no laboratério, mas também
mais dificil de detectar com contadores portéateis tipo Geiger.

» Outrosradioisotopos

Ainda que td aconteca com muito menos frequéncia, também é
possivel utilizar 14C e 12| paraamarcacio de &cidos nucleicos.



6.1.4.3.2 POLIMERASES DO DNA

Estéo hoje em dia digponivels uma vasta gama de polimerases do
DNA, com propriedades e aplicaghes diferentes. Os principais
factores ater em conta na escolha da polimerase certa para cada tipo
de trabalho s&o:

remocdo de nucledtidos existentes: da exigéncia desta
actividade pode depender a fidelidade do produto formado.
Todas as polimerases cometem erros. Da sua capacidade de
verificar o trabadho redizado, e remover os nucledtidos
erroneamente incorporados depende a fidelidade do produto
find. Obviamente, a exigéncia desta actividade também
resulta numa menor velocidade de reaccdo, 0 que pode
dificultar a obtencBo de produtos longos. Pode assm
conduir-se que a opcéo pela exigténcia ou ndo desta
actividade na enzima escolhida deve ser redlizada com base
no resultado pretendido. Tipicamente, as reacgbes que se
destinam a sequenciac@o, ou a clonagem devem ser sempre
redlizadas por enzimas com esta actividade.

Edgabilidade térmica: também edta caracteristica pode ser
benéfica ou prgudicid, dependendo do objectivo e protocolo
especificos a utilizar. Por exemplo, numa reaccéo de PCR, a
utilizacdo de enzimas termoestavels evita a destruicdo da
enzima no passo de desnaturacdo. No entanto, se o protocolo
envolver a poderior inactivacdo da enzima pelo cdor, €
necessario escolher uma enzima termaossensivel.

6.1.5 Dot-Blot

Uma variante a técnica do Southern Blot congste no dot-blot. Trata:
se também de uma técnica em que o DNA é covadentemente ligado
a uma membrana, sendo pogteriormente hibridizado com uma
sonda. A diferenca fundamenta entre o dot-blot e o Southern-Blot
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Figura 6.6 — Esquema simplificado de funcionamento do dot-blot /

dot-blot

consiste na separacéo eectroforética que ocorre no Southern, mas
gue ndo existe no dot-blot. Assm, o dot-blot ndo proporciona
quaquer tipo de informacdo quanto ao peso molecular e numero de
espécies de DNA responsaveis peo snd. Assm, este método €
paticularmente Util em experiéncias em que a discriminacéo
qudlitativa & menos importante que a quantitativa

Uma variagdo ao dot-blot congste no dot-blot. A Unica diferenca
entre edas duas técnicas consste na forma que o snad de
hibridizago origina. No dot-blot 0 DNA é gplicado numa fenda em
circulo, originando um snd circular. No dot-blot o DNA é aplicado
numa fenda rectangular, em que uma das dimensdes é muito
reduzida (cerca de 1 mm), originando um sind tipo banda. Assm, a
quantificacdo do snd originado pelo dot-blot € mais facil, fiave e
reprodutivel.

6.2 Métodos Comerciais

A tecnologia de PCR encontra-se patenteada pela Roche, pelo que
S0 eda empresa e suas subsididrias se encontram autorizedas a
desenvolver "kits' comerciais baseados nesta técnica

Em respogta, varias outras companhias (Chiron, Abbot, Organnon
Teknika) desenvolveram técnicas dternativas independentes da
amplificacdo por PCR. Outras companhias (Sorin) optaram por



licenciar o PCR a Roche, desenvolvendo apenas técnicas de
deteccao préprias.

6.2.1 Amplicor

O Amplicor da Roche € uma técnica inteiramente dependente do

PCR para a deteccéo e/ou quantificacdo de espécies de RNA ou
DNA em amostras bioldgicas.

Assm, tudo o que foi dito na seccdo sobre PCR se gplica a este
método comercid, o qua se encontra ja disponivel em versio semi-
automatica.

Deve ser redcado que este método inclui um controlo interno de
amplificagdo, o qua condste numa espécie de &cido nucleico
introduzida na mistura de reaccdo, e que va co-amplificar com o

Target RNA

o

Mn i Re\te_rsel
ranscription |
AmpErase* ;

rTth DNA
Polymerase

Biotinylated
Primers

Figura 6.7 — A migstura de reaccdo da amplicor incorpore

Amperase e dUTP para diminacéo de contaminagoes.

&cido nucleico advo, ja que possui a mesma sequéncia termind (o
que permite aos primers hibridizarem). O DNA de controlo interno

6.18

6.19

assm produzido va no entanto ser independentemente analisado,
pois possui uma sequéncia interna diferente do DNA avo, pelo que
hibridiza com sondas diferentes.

O amplicor incorpora anda um méodo de diminacdo de
contaminacdo proveniente de reacgOes de PCR anteriores. Com
efeito, em vez de dATP, o kit utiliza dUTP, pelo que se produz uma
molécula de DNA com uridina Edta é eficientemente hidrolizada
pela enzima Uracil-N-glicosilase (0 nome comercid da Roche é
Amperase), a qua é incluida na mistura de reacgo. Esta enzima
tem a particularidade de ndo funcionar a temperatura elevada, pelo
gue O se encontra activa antes de se iniciar a reaccdo (periodo
durante 0 qua €imina possivels contaminagbes). No find da
reaccao a Amperase € inactivada por meios quimicos, assegurando
apreservacao do produto do PCR a ser analisado.

O dgtema amplicor encontra-se digoonivel em formato manud ou
semi-automatico (Cobas-Amplicor), os quais diferem no méodo de
deteccéo. No primeiro caso, 0 amplimer encontra-se biotinilado (um
dos primers € biatinilado), o que lhe permite ligar-se a um poco de
microplaca coberto com estreptavidina. No caso do formato semi-
automatico, a biotina € do amplimer liga-se a uma paticula
magnética, 0 que permite a0 aparelho reter os amplimers por meio
de um campo magnético. Em ambos os casos a detecgéo € mediada
por uma sonda, e a quantificacdo é redizada por leitura de
absorvancia

6.2.2 "Branched DNA"

A ddgema da Chiron (hoje Bayer) opta ndo por amplificar as
moléculas de &cido nucleico a serem detectadas, mas por amplificar
0 sind obtido de cada molécula presente na amostra. Paratal utiliza
acidos nucleicos sintéticos com derivactes ("branches') em nimero
preciso e bem determinado, 0 que aravés de hibridizagbes
sucessivas produz o aumento de sinal necessArio.
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6.2.3 NASBA/Nuclisens

A Organon Teknika produziu um méodo em gque com uma unica
temperaiura, mas utilizando trés enzimas diferentes se rediza a
semehanca do PCR uma grande amplificacdo do numero de
moléculas de &cido nucleico em estudo. Para td foi buscar a
inspiracdo a prépria célula, ja que esta produz a partir de um nico
gene, milhares de copias de transcritos.

Os métodos NASBA e 0 seu sucessor mais recente o NucliSens
redizam assm uma Série de reacgbes sucessvas (ver figura 6.9),
que permitem produzir uma molécula de DNA a patir de uma
molécula de RNA (utilizando uma RT), seguidamente a molécula
de RNA inicial é degradada pela RNase H, seguindo-se a producéo
da cadela complementar pela mesma RT que produziu a primeira
cadeia de DNA. O facto de o primeiro primer ter incorporado uma
sequéncia 5 ndo homdloga contendo o promotor da T7 RNA
polimerase permite entéo a esta enzima produzir varias copias de
transcrito do gene avo. Cada uma destas moléculas de transcrito
pode entdo por sua vez ser replicada pela RT, amplificando-se o
processo que passaa s ciclico (fig. 6.9).
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6.2.4 Ligase Chain Reaction

A técnica desenvolvida pela Abbot € em tudo semelhante a0 PCR,
mes ndo < limita a utilizar uma polimerase para produzir a
amplificaco da sequéncia dvo. Nesta técnica sdo utilizados primers
muito longos que cobrem a quase totaidade da sequéncia a estudar.
A parte ndo coberta pelos primers € uma zona central, a qual gpos a
hibridizacdo dos primers é dntetizada por uma polimerase, e
findmente os dois fragmentos unidos por uma ligase. Assm, a
existéncia do gene pode ser detectada pela deteccdo da unido dos
dois primes, a qua € dependente da hibridizacdo, e
consequentemente da existéncia do gene avo (fig.6.10).

A deteccéo foi também desenvolvida pela Abbot e denomina-se
MEIA (microparticle immuno sorbent assay). Nesta técnica,
microparticulas cobertas com um anticorpo reactivo contra um
hapteno existente no primer A sdo incubadas com os "‘amplimers”
(fig. 6.10b). Se areaccdo de ligase ocorreu, esta incubacao "prende”
ndo SO o primer A, mas também o primer B, 0 qua esta conjugado
com um outro hapteno identificavel por um anticorpo conjugado
com uma enzima que decompde um substracto, a qua decompondo
um compogto e emitindo fluorescéncia.

Tanto 0 LCR como 0 MEIA se encontram automatizados.



6.2.5 DEIA
O dgtema DEIA da Sorin € um sstema genérico de deteccéo e
k. f:iﬁ:ﬁi ::;m.nin ] guantificacdo da existéncia de moléculas de DNA complementares
rarget sequence * a uma sonda. Para 0 seu desenvolvimento, esta empresa isolou um
anticorpo de ratinho reactivo contra DNA de cadeia dupla, mas ndo

TARGET

|

2. Heatfeonl mixrure

for probes to bind reactivo contra DNA monocatenario. Desta forma, foi possivel criar
bo farget DIMA um sistema em tudo idéntico a um ELISA convenciond, em que o

3. Polymerase fills in the Palymerase antigénio a ser estudado é a existéncia de DNA de cadeia dupla, ou
gap between probes « dNTP(R) sgfaDNA que hibridizou com uma sonda especifica

4. Ligase links the two
adjoining probes

?
==
T
T
— e Rl

oY O desenho do sstema (figura 6.11) parte da utilizacdo de uma placa
ot of oyt revestida com estreptaviding, & qual € ligado uma sonda conjugada

com biotina. E entfo efectuada uma reaccdo de hibridizacdo na
‘ prépria placa, que a ser eficaz produz moléculas de DNA de cadeia

dupla, originando a presenca do antigénio reconhecido pelo
anticorpo a utilizar em seguida. Todo o resto do processo é
! sobreponivel aum vulgar ELISA.

Unligated probe not derecred

(MU]’
Amplification produet } i
{ligated probez) Canjugus .:' ML -
P B
Microparticle f Unligated probe removed ~ Deetection
Hapren during wash

Figura 6.10 — Esquema de funcionamento da Ligase Chain

Reaction (LCR) e do Micropaticle Enzyme Immuno-sorbent _ .
assay (MEIA). Figura 6.11 — Esquema de funcionamento do DNA Enzyme

Immuno-sorbent assay (DEIA)
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