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Apresentagao

O retrato que se vé hoje dos seres vivos ¢ o resultado das varia-
¢Oes genéticas ocorridas ao longo dos milhdes de anos. E comum a
impressao de se estar diante do final evolutivo, em que toda diver-
sidade e variabilidade existentes ja foram alcangadas. Contudo, o
tempo passa e as alteragdes genéticas continuam a acontecer tanto
para o homem quanto para todos os seres vivos. Acreditar que o
homem possa deter esse processo é um erro.

O ambiente contribui na selecdo dos individuos mais aptos, mas
também ¢ um agente desencadeador de processos celulares que re-
sultam na altera¢ao genomica.

Os mecanismos que geram variabilidade sao tao poderosos que
nem sempre ¢é facil manter a uniformidade genética nas situagdes
onde ela é desejavel, como nos casos dos cultivos de microorganis-
mos para fins de pesquisa ou industrial, alguns sistemas de produ-
¢do agricola e conservagao de recursos genéticos. Em geral, essas




atividades exigem constantes esforcos para selecionar e recuperar a
linhagem original.

O livro Estrutura e Evolugdo de Genomas faz um apanhado geral
dos esforgos para se conhecer o material genético, apresenta concei-
tos basicos de biologia molecular e sintetiza os conhecimentos gera-
dos nos projetos genomas quanto a estrutura e organizagao cromos-
somica das espécies. Finalizando, apresenta e discute os mecanismos
moleculares que promovem variabilidade e diversidade bioldgica.

Os assuntos apresentados contribuem para o entendimento da
dinamicidade dos processos evolutivos importantes aos programas
de conservagao e melhoramento genético.

José Robson Bezerra Sereno
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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suaH |stor| a
Cesar Martins
Ana Maria Costa

A palavra “genoma” foi cunhada por Hans Winkler, em 1920,
como uma conjugacdo de gene e cromossomo. No entanto, o con-
ceito geral de genoma pode ser atribuido ao século IV, antes da Era
Crista, quando Aristoteles apontou os primeiros conceitos em re-
lagao a hereditariedade. Embora os trabalhos de Mendel, no final
do século XIV, tenham propiciado grandes contribui¢des no campo
da hereditariedade, essa area mostrava-se, ainda, bastante abstrata.
Com o avang¢o dos métodos cientificos e das tecnologias, a heredi-
tariedade passou a ser associada as estruturas presentes no nucleo
das células chamadas cromossomos (final do século XIX e inicio do
século XX) e finalmente com os polimeros de nucleotideos dupla-
fita chamados de DNA (meados do século XX), que formam os cro-
MOossSOmos.

Anteriormente ao advento do sequenciamento de moléculas de
DNA, os cromossomos forneceram as primeiras nogdes detalhadas
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sobre a organizagao fisica do genoma. Mesmo ap6s avangos signifi-
cativos obtidos por meio do sequenciamento completo de genomas,
0s cromossomos continuam sendo a base para a compreensdo do
genoma, ja que possibilitam integrar diversos tipos de informagoes
na geragao de mapas genéticos fisicos detalhados das espécies.

As primeiras evidéncias da existéncia do DNA, no nucleo das
células, foram obtidas pelo jovem cientista suigo Friedrich Miescher,
em 1869. Miescher, aos 25 anos de idade, identificou uma substancia
rica em fosforo que ndo se enquadrava como nenhuma das substan-
cias proteicas conhecidas até aquele momento. A essa substancia ele
deu o nome de nucleina. Embora alguns anos mais tarde Walther
Flemming (1889) tenha cunhado a palavra cromatina e Wilhelm
Waldeyer (1888) o termo cromossomo, nenhuma relagao clara havia
sido feita entre cromatina/cromossomo e nucleina. Em 1889, Richard
Altman obteve amostras de nucleina livres de proteina e cunhou
uma denominag¢do mais apropriada para a substancia: dcido nuclei-
co. Apos esse periodo, a composicao das moléculas de acido nuclei-
co foi deduzida e, por volta de 1930, a nucleina se tornou o dcido
nucleico desoxirribose e, posteriormente, dcido desoxirribonucleico.
Até aquele momento, existiam questionamentos acerca da molécu-
la que carregava a informagao hereditaria. As primeiras evidéncias
de que o DNA era o material genético foram obtidas por Avery,
MacLeod e MacCarty, em 1944. A partir desse momento, impor-
tantes descobertas ocorreram nos anos seguintes, incluindo as pri-
meiras hipdteses sobre a estrutura do DNA e as descobertas que
levaram a sintese de Watson e Crick, em 1953, sobre a estrutura do
DNA e a subsequente decifragao do c6digo genético. A histéria dos
estudos em genoma acompanham os avangos recentes em genética
e biologia molecular. Ao contrario de outras areas como a fisica,
matemitica e filosofia, essa drea é muito recente e vem se desenvol-
vendo de forma muito dindmica (Fig. 1). Dessa forma, a genomica
como ciéncia existe desde os primeiros estudos basicos sobre estru-
tura cromossdmica, chegando aos avangos recentes relacionados ao
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sequenciamento de genomas inteiros. Assim, o genoma pode ser
entendido como o complemento génico completo (no sentido de
genotipo) ou o DNA total presente no lote cromossémico haploide.
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Fig. 1. Avancos no conhecimento, ao longo do tempo, nas dife-
rentes areas da ciéncia e da filosofia.

Por volta de 1950, diversos trabalhos come¢aram a utilizar a ter-
minologia classes de DNA como referéncia ao conteido de DNA
de células dipldides (Classe I) e haploides (Classe IC). Uma forma
derivada utilizada com base nesses trabalhos para definir a quan-
tidade de DNA em um ntcleo hapldide foi o “valor-C”. Uma vez
que 0 DNA é o material hereditario, poderiamos considerar que as
variagdes detectadas no tamanho do genoma estariam refletindo va-
riagdes no numero de genes. No entanto, essa consideragio passou a
perder sua validade a partir das comparagdes que comegaram a ser
feitas entre espécies.

Em 1951, Mirsky e Ris publicaram um trabalho sobre o contetido
de DNA das células de uma ampla gama de organismos animais,
mostrando um verdadeiro paradoxo (paradoxo do valor-C), uma
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vez que o aumento da complexidade nao estava correlacionado com
aumento no genoma e do niimero de genes. No entanto, com a des-
coberta de que grande parte do DNA eucaridtico é representada
por sequéncias nao-codificaroras, o paradoxo do valor-C parecia
parcialmente resolvido. Entretanto, essa questo foi, ainda, tema de
debates que persistiram durante a segunda metade do século XX,
envolvendo diversos aspectos relacionados a evolu¢ao do genoma.

Diversos trabalhos de TR Gregory, publicados nos anos subse-
quentes a 2000, enfatizam que a evolugdo do tamanho do genoma
¢ mais bem definida como um complexo quebra-cabeca denomi-
nado Enigma do Valor-C. Para compreender esse enigma, precisa-
mos responder a diferentes e independentes questdes que norteiam
diversos aspectos da biologia das espécies, tais como: (1) variagao
do tamanho do genoma nas diferentes taxas; (2) quantidade, tipo
e distribuicdo de DNA nao-codificador nos diferentes organismos;
(3) mecanismos de perda e ganho de DNA ao longo do tempo; e (4)
fun¢do do DNA néo-codificador.

As ultimas décadas do século XX representaram um periodo
particularmente excitante para a biologia. Novos métodos de anali-
ses de proteinas, DNA e RNA levaram a uma explosao de informa-
¢des que permitiram aos cientistas estudar os organismos, as células
e suas moléculas de forma mais detalhada. Essas novas tecnologias
tém permitido nao somente decifrar as informagdes, mas, também,
a forma com que os componentes moleculares interagem, formando
células e organismos complexos e funcionais.

Até o inicio dos anos de 1970, o DNA era uma molécula dificil
de ser analisada bioquimicamente. Hoje, gragas ao desenvolvimento
das tecnologias de manipulagdo do DNA, ela é uma das moléculas
mais faceis de ser estudada. Regides especificas do DNA podem ser
facilmente isoladas, propagadas em nimero inimaginavel de vezes
e sequéncias nucleotidicas de milhoes de pares de bases podem ser
conhecidas em questdo de horas. O desenvolvimento de trés tecno-
logias - em particular, a restri¢ao enzimatica e a reagdo em cadeia da
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polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e o sequenciamento
do DNA - possibilitou avangos significativos na manipulagao e no
conhecimento do genoma.

Em 1962, W. Arber forneceu as primeiras evidéncias da existén-
cia das nucleases de restri¢cao, que sdo enzimas bacterianas de cliva-
gem de DNA que reconhecem sequéncias curtas de bases e fazem
um corte na dupla hélice do DNA. Sua fungdo na célula bacteriana
é cortar e destruir DNAs virais estranhos que possam ter entrado
na célula. Um aspecto importante é que as enzimas de restri¢do ndo
clivam aleatoriamente o DNA e sim em sequéncias-alvo-especificas,
o que faz delas uma ferramenta poderosa na manipulagdo do DNA.
Qualquer molécula de DNA, de virus a humanos, contém sitios-alvo
de enzimas de restrigao, distribuidos aleatoriamente de forma que
fragmentos de DNA de tamanhos adequados possam ser produzi-
dos para clonagem. Os sitios de restricio nao possuem relevancia
funcional, uma vez que a maioria dos organismos nao possui enzi-
mas de restri¢do.

Em 1985, K. B. Mullis e colaboradores inventaram a PCR, tecno-
logia que permite uma rapida e eficiente amplificagdo de regioes es-
pecificas do genoma. Precisamente, essa reagdo possibilita que uma
regido selecionada do genoma seja amplificada milhdes de vezes,
permitindo seu isolamento do resto do genoma. Dessa forma, os
conhecimentos gerados, nos ultimos 50 anos, permitiram avangos
significativos no esclarecimento da organizagao estrutural e funcio-
nal dos genomas.

Grande parte dos genomas que foram completamente sequencia-
dos utilizou o método de Sanger (SANGER et al., 1977), que pos-
sibilita a determinagdo da sequéncia nucleotidica ordenada de um
fragmento de DNA. Embora esse método tenha sido melhorado ao
longo das ultimas décadas, seus principios continuam os mesmos.
Nessa técnica, o DNA a ser sequenciado é desnaturado inicialmen-
te em fitas simples por aquecimento, com posterior anelamento de
uma sequéncia de iniciadores marcado com fésforo radioativo (P*?)
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no final da extremidade 3’ de uma das fitas simples. Essa solucgdo é
dividida em quatro amostras correspondendo as quatro bases do
DNA. DNA polimerase e desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) sao adicionados a cada amostra, sendo posteriormente adi-
cionada a cada uma das amostras dideoxinucleotideos correspon-
dendo as quatro bases (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Dessa for-
ma, sdo montadas quatro reagoes idénticas, exceto pela presenca de
dideoxinucleotideos de Adeninas na primeira rea¢do, dideoxinu-
cleotideos de Timinas, na segunda reagao, e assim sucessivamente.

Os dideoxinucleotideos sao estruturalmente similares aos nucle-
otideos normais, exceto pela presen¢a de um hidrogénio no carbono
3’ do agticar, em vez de um grupo hidroxila. Esse nucleotideo mo-
dificado, quando incorporado na cadeia de DNA nascente, impede
a incorporagao de um proximo nucleotideo e consequentemente
interrompe a sintese da fita de DNA. Dessa forma, ao final de cada
reacdo se forma uma cole¢do de milhares de moléculas terminan-
do no mesmo nucleotideo. Quando essas moléculas sdo separadas
por eletroforese, é possivel identificar a posi¢do na fita de DNA dos
dideoxinucleotideos especificos daquela reagao. A analise conjunta
das reagoes contendo dideoxinucleotideos para as quatro bases per-
mite a leitura ordenada da sequéncia de bases do DNA.

Na década de 1980, iniciativas comegaram a ser discutidas para o
sequenciamento de diversos genomas de espécies modelo, incluindo
humanos. No inicio da década de 1990, o desenvolvimento de di-
deoxinucleotideos marcados com corantes, assim como o desenvol-
vimento das maquinas de sequenciamento por capilaridade, permi-
tiram um aumento consideravel da capacidade de sequenciamento.

O primeiro genoma completamente sequenciado foi do bacte-
riéfago phiX174, com 5.375 pares de base (pb) contendo 9 genes
(SANGER et al,, 1977). O sequenciamento desse genoma viral re-
presentou um passo significativo, pois indicava que genomas mais
complexos poderiam também ser sequenciados.

Estrutura e evolugio dos genomas



O primeiro eucarionte sequenciado foi o fungo Saccharomyces
cerevisiae, com 13 milhdes de pb, cujo genoma foi somente de-
terminado quase vinte anos apds o primeiro sequenciamento re-
alizado (GOFFEAU et al., 1996). Nos anos seguintes, os avangos
continuaram e o primeiro animal a ter seu genoma sequenciado
foi o nematddeo Caenorhabditis elegans com 100 milhées pb (THE
C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998); a primeira
planta sequenciada foi Arabidopsis thaliana com 157 milhoes de pb
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000).

A idéia de sequenciamento do genoma humano comegou a ser
discutida por volta de 1985 e o primeiro rascunho da sequéncia nu-
cleotidica do genoma humano saiu em 2001 (INTERNATIONAL
HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2001;
VENTER et al., 2001). Embora o “sequenciamento completo” de
diversos genomas tenha sido divulgado, incluindo o genoma huma-
no, muitas incorre¢des ainda existem, principalmente relacionadas
ao correto posicionamento no genoma de determinados segmentos
sequenciados. Além disso, o correto arranjo e o posicionamento da
grande quantidade de sequéncias repetitivas de DNA presentes no
genoma representam, ainda, um desafio para os sistemas atuais de
“montagem” da sequéncia nucleotidica ordenada do genoma.

Apos 30 anos de avangos, existiam, em outubro de 2007, mais
de 600 genomas sequenciados que cobrem mais de 180 espécies. A
maior parte dos dados desses organismos sequenciados pode ser
acessada on-line por meio dos seguintes sitios na internet:

- http://www.genomenewsnetwork.org/resources/sequenced_

genomes/genome_guide_p1l.shtml

- http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cgi

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez¢db=Genome

- http://www.genomesonline.org/

O genoma e sua histéria
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de V|rus'a Hu‘manosv

Cesar Martins
Ana Maria Costa

Genoma viral

Parasitas intracelulares obrigatdrios, os virus sdo agentes infec-
ciosos que utilizam uma célula hospedeira para se replicar. Os vi-
rus infectam células dos trés dominios de vida existentes na terra
(Arqueobactéria, Bactéria e Eucariotos) e sao de grande interesse
de diversas areas da ciéncia porque causam muitas doengas em hu-
manos, em animais domésticos e em plantas utilizadas em culturas.
Embora muito esfor¢o tenha sido realizado e elguns virus erradica-
dos, a0 menos em alguns continentes, muitos virus ainda persistem
aos tratamentos, em razao de sua habilidade de mudar rapidamente
e se adaptar a uma nova condi¢ao. Além disso, os virus tém sido
utilizados como ferramentas para uma ampla variedade de estudos
em biologia celular e molecular. O desenvolvimento de vetores vi-
rais utilizados para construgdes de bibliotecas genémicas de outros

Uma visdo geral dos genomas: de virus a humanos | 19




organismos, ou mesmo como carreadores de genes a serem transfe-
ridos para células, como ocorre na sua aplicagdo na terapia génica,
representam algumas das aplicagdes atuais dos virus.

Embora amplamente estudados em razao do seu envolvimento
com doengas, principalmente em humanos e em animais de pro-
dugdo, e do seu potencial como ferramenta em biologia molecular,
a complexidade organizacional do genoma viral é ainda pouco
conhecida, frente a diversidade de familias virais existentes. Entre
algumas literaturas que poderiam ser recomendadas, a publicagao
recente de Strauss e Strauss (2008) apresenta uma rica fonte para
consulta de diversos aspectos da biologia dos virus, incluindo in-
formagoes sobre seus genomas.

Os virus contém um genoma, que pode ser de DNA ou RNA,
envolto em uma capa proteica chamada capsideo ou nucleocapsi-
deo. Alguns virus possuem ainda um envelope lipidico envolven-
do o nucleocapsideo. A particula viral, extracelular e matura, é
denominada de virion. De acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia Viral (ICTV), os virus sdo classificados em espécies,
géneros e familias. A familia pode ser considerada a unidade funda-
mental da nomenclatura viral e esta baseada no tipo e no tamanho
do seu genoma, na estrutura do virion e na estratégia de replicagdo.
Unidades taxonomicas mais elevadas tém sido reconhecidas apenas
para trés ordens de virus. Dessa forma, a esséncia da nomenclatura
viral esta baseada no agrupamento dos diferentes virus em familias.

A composigdo e estrutura dos genomas virais é mais diversa e
complexa do que o observado em bactérias, plantas ou animais. O
genoma dos virus pode variar em tamanho de 3.200 nucleotideos
(e.g. hepadnavirus) a 1,2 milhoes de pares de bases (mimivirus). A
grande diversidade dos genomas virais pode ser facilmente visuali-
zada nos tipos de moléculas de dcido nucleico e no seu arranjo nos
genomas. O genoma viral pode conter DNA ou RNA, mas nunca
os dois juntos. A molécula de acido nucleico pode assumir diversas
configurag¢des incluindo fita simples, dupla-fita, linear, circular
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ou segmentada, ja que a base da nomenclatura viral esta no tipo
de genoma que possui. Em seguida, serdo apresentados diferentes
grupos virais com base na estrutura do seu dcido nucleico.

Virus de DNA

Apresentam seu material genético na forma de fita dupla (dsDNA)
ou fita simples (ssDNA).

Como exemplos de virus de DNA fita dupla podem ser citados
os virus da variola, herpes, hepatite B, citomegalovirus, adeno-
virus e alguns bacteriéfagos. De acordo com o ICTYV, existem 22
familias de virus que possuem dsDNA (Poxviridae, Iridoviridae,
Herpesviridae, Adenoviridae, Polyomaviridae, Papillomaviridae,
Asfarviridae, Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae, Tectioviridae,
Corticoviridae, Plasmaviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae,
Fuselloviridae, Guttaviridae, Phycodnaviridae, Polydnaviridae,
Ascoviridae, Baculoviridae, Nimaviridae). Seus genomas variam de
5 quilos de base (kb) a 375 kb e infectam bactérias, arqueobactérias,
amebas, micoplasmas, algas, fungos, invertebrados e vertebrados.
Interessantemente, ndo se conhece virus de dsDNA que infecta
plantas.

Existem cinco familias de virus de ssDNA (Inoviridae,
Microviridae, Geminiviridae, Circoviridae, Parvoviridae). Como
exemplo de virus de DNA fita simples, existem os bacteriéfagos
phiX-174 e o virus AAV (Adeno-associated virus). Seus genomas
variam de 1,7 kb a 8,5 kb e podem infectar bactérias, micoplasmas,
spiroplasmas, plantas, invertebrados e vertebrados.

Durante a infecgdo, a maioria dos virus dsDNA de vertebrados
estimula a replicagdo do DNA da célula hospedeira, ou, pelo menos,
os estagios iniciais de replicagao do DNA, para preparar um ambiente
adequado para a replicacdo do seu proprio DNA. Esse ambiente
favoravel inclui a presenca de fatores celulares requeridos para a
replicagdao do DNA, assim como, aumento celular da quantidade de

Uma visdo geral dos genomas: de virus a humanos
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substrados requeridos para a sintese de DNA. Além disso, alguns
virus causam proliferagdo celular, a0 menos no inicio da infecgio.
Por isso, muitos virus sdo conhecidos como causadores de tumores
em humanos e em outros animais.

Virus de RNA fita simples positiva

Os virus de RNA fita simples positiva [ssSRNA(+)] compreendem
um grupo extenso formado por muitas familias virais. Entre esses
virus, estdo os causadores de diversas doencas em humanos como
a encefalite, a hepatite, a poliartrite, a febre-amarela, a dengue, a
poliomielite e a gripe. Existem sete familias de virus ssSRNA(+)
que infectam humanos, dos quais alguns também infectam outros
vertebrados, causando importantes patogenias em animais domés-
ticos. A maioria dos virus que infectam plantas possui genoma com
ssSRNA(+) e é classificada em nove familias e alguns géneros nao
definidos. Outras familias de virus ssRNA(+) incluem duas familias
que infectam bactérias.

O genoma dos virus ssRNA(+) contém Open Read Frames - ORFs
e codifica diversas classes de proteinas como helicase, protease
papaina-like e RNA polimerase. Um exemplo de organizagdo ge-
nomica dos virus ssRNA(+) pode ser obtido por meio da analise de
membros da familia Picornaviridae. O genoma dessa familia viral
contém uma unica molécula de RNA de cerca de 7.5 kb que possui
uma ORF que ¢ traduzida em uma tnica e longa poliproteina. Essa
poliproteina é clivada por uma ou mais proteinases codificadas pelo
virus formando 25 diferentes polipeptideos.

Virus de RNA fita simples negativa

Sete familias de virus possuem seus genomas na forma de
RNA fita simples negativa [ssSRNA(-)] e provocam sérias epi-
demias em humanos como raiva, encefalite, infeccoes do trato
respiratdrio e febre hemorragica. Virus pertencentes as familias
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Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae e Bornaviridae pos-
suem seus genomas na forma de RNA nao segmentados e orga-
nizados de forma similar. Essas familias sdo agrupadas na or-
dem Mononegavirales. As outras trés familias de virus ssRNA(-),
que incluem Arenaviridae, Bunyaviridae e Orthhomyxoviridae, pos-
suem genomas segmentados com dois, trés e seis a oito segmentos,
respectivamente. Independentemente de o genoma ser segmen-
tado ou nao, os virus ssSRNA(-) possuem um conjunto similar de
genes. Nos virus da ordem Mononegavirales, a ordem dos genes
esta conservada em todos os membros da familia. Nos virus com
genomas segmentados, os genes podem ser ordenados por meio
do alinhamento dos segmentos.

Para todos os virus ssSRNA(-), o primeiro evento na infec¢ao é a
sintese de RNAm a partir do genoma pela RNA polimerase presente
no nucleocapsideo, uma vez que essa polimerase é necessaria para
a produ¢ao do RNAm e as proteinas traduzidas requeridas para a
replicagdo do genoma, o genoma nu dos virus ssRNA(-), ndo sdo
infecciosos. Multiplos RNAs mensageiros sdo produzidos dos ge-
nomas ssRNA(-) e a maioria dos RNAm ¢ traduzida em um tnico
polipeptideo. No entanto, alguns poucos genes produzem RNAs
mensageiros que sao traduzidos em mais de um produto. Produtos
multiplos podem ser produzidos com base em um mesmo gene por
meio do uso de traducio alternativa dos cédons da inicia¢do, durante
atradugdo de um RNAm. Ao contrario dos virus ssSRNA(+), os virus
ssRNA(-) ndo produzem poliproteinas que requerem processamento
por proteases codificadas pelo proprio virus. A replicagdo do genoma
ssRNA(-) requer a produc¢do de uma cépia complementar do genoma,
chamada de antigenoma ou RNA virus-complementar (vcRNA). Os
genomas de todos os virus ssRNA(-) possuem sequéncias terminais
invertidas que podem ter papel na circulariza¢ao do genoma de
alguns desses virus. A circularizagdo do genoma pode ser requerida
para a replica¢do do genoma ou a mesma para a sintese de RNAm.
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Virus de RNA fita dupla

A maioria dos virus contendo RNA fita dupla (dsRNA) pertence
a familia Reoviridae e possue 10, 11 ou 12 segmentos de dsSRNA
no seu genoma, tatalizando 16 kb a 27 kb. Esse grupo de virus
infecta um amplo espectro de organismos incluindo vertebrados,
invertebrados, plantas e fungos. Varios deles virus sdo importantes
agentes patogénicos em humanos. A familia Reoviridae possui 12
géneros, dos quais o Orthoreovirus ¢é bastante estudado, ja que in-
fecta muitas espécies de mamiferos, incluindo humanos. O genoma
dos Orthoreovirus consiste de dez segmentos de dsSRNA que varia
de tamanho de 1,2 kb a 3,9 kb e somam 23.5 kb. Os dez segmentos
sao agrupados em trés classes chamadas L para grande, M para
médio e S para pequeno, e sdo responsaveis pela produgido de 11
ou 12 proteinas distintas.

Virus de transcricao reversa

Duas familias de virus animais utilizam transcriptase reversa
(RT) na replicagao do seu genoma: Retroviridae e Hepadnaviridae.
Além disso, dois géneros de virus de plantas, com ciclos de vida si-
milares a familia Hepadnaviridae também utilizam RT. Nesses virus,
a informacao genética no genoma alterna entre o estado de RNA e
DNA. A RT, codificada pelo genoma viral, converte o genoma de
RNA dos retrovirus, ou uma copia de RNA do genoma de DNA dos
hepadnavirus, em DNA dupla-fita. No nutcleo da célula infectada, a
RNA polimerase celular transcreve o DNA do genoma do hepadna-
virus ou a copia de DNA do retrovirus produzindo RNA a ser trans-
crito pela RT. Os hepadnavirus e os virus de plantas transcrevem,
reversamente, 0 RNA em DNA durante o empacotamento. Dessa
forma, a replicagdo do genoma dos retrovirus ocorre no sentido
RNA->DNA->RNA, enquanto a replica¢ao do genoma dos hepad-
navirus ocorre no sentido DNA>RNA->DNA. Uma caracteristica
interessante da transcri¢do reversa é a destrui¢do do molde de RNA
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no processo de conversao para DNA. A RT possui, associada a ela,
uma atividade RNase H que degrada a fita de RNA de uma molécula
hibrida RNA-DNA. Essa atividade é essencial para a producao de
uma copia de DNA dupla-fita a partir do RNA viral pela RT.

Particularmente no que se refere aos retrovirus, ap6s a infec¢ao,
a copia de dsDNA ¢ integrada no cromossomo da célula hospedei-
ra e passa a ser chamada de provirus. Somente o DNA integrado
é estavel e e eficientemente transcrito pela maquinaria da célula
hospedeira, sendo a integracao requerida para produzir a infecgéo.
Entretanto, durante a infec¢cdo de hepadnavirus, o DNA néo ¢ inte-
grado no genoma hospedeiro. Ao contrario disso, 0 DNA é mantido
no nucleo como epissomos nao-replicativos estaveis e sdo eficiente-
mente transcritos pela maquinaria da célula hospedeira.

Supde-se que retrovirus tenham evoluido pela aquisi¢ao de ge-
nes, lhes permitindo deixarem a célula e se tornarem infecciosos
(por exemplo, genes que coficam as proteinas que formam o enve-
lope). E possivel, também, que eventos contrarios tenham ocorrido,
em que retrovirus deram origem aos retrotransposons.

Genoma bacteriano

Tradicionalmente, a terminologia bactéria tem sido utilizada
como referéncia a procariontes de forma geral. No entanto, recente-
mente, torna-se claro que os procariontes compreendem dois gru-
pos distintos, denominados de Arqueobactéria e Eubactéria, que
divergiram muito cedo na histdria evolutiva do planeta. Em nivel
molecular, as arqueobactérias sio mais parecidas com os eucariotos,
apresentando uma maquinaria de replicagao, transcri¢ao e tradugao
semelhante.
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Estrutura do genoma bacteriano

Acredita-se que as bactérias mantenham caracteristicas das pri-
meiras formas de vida que existiram na terra e que representem os
habitantes mais antigos do planeta. As dimensdes micrométricas da
célula bacteriana fornecem uma configuragao estavel para o meta-
bolismo celular e replicagao do DNA. Além disso, sua habilidade de
crescer e se dividir sob uma ampla diversidade de condi¢des am-
bientais revelam sua capacidade de adaptar-se e alterar a biosfera.

A principal caracteristica que diferencia as células eucaridticas
das células procariontes diz respeito a presenca de um envelope ou
envoltorio que delimita o conteitdo de DNA no ntcleo das células
eucarioticas, que esta ausente nos procariontes, e organelas mem-
branosas. Além disso, as células procariontes sao simples e pequenas
e vivem, em sua maior parte, como individuos unicelulares. Essas
células sao protegidas por uma parede celular que reveste externa-
mente a membrana plasmatica, que, por sua vez, delimita um com-
partimento citoplasmatico inico contendo DNA, RNA, proteinas e
muitas outras moléculas vitais.

A maioria dos genomas bacterianos consiste de uma tinica mo-
lécula circular de DNA, embora moléculas lineares de DNA tenham
sido encontradas em algumas espécies como Agrobacterium tumefa-
ciens, Rhodobacter capsulatus, Brucella melitensis e Rhizobium spp.
Nos “cromossomos” bacterianos circulares, o DNA nio existe em
um circulo aberto relaxado. Os 3 a 4 milhdes de pares de bases do
DNA encontrados em um genoma bacteriano tipico equivale a cerca
de 1.000 vezes o tamanho da bactéria. O DNA bacteriano encontra-
se extremamente compactado, por meio da formagao de complexos
com varias proteinas, nao estd ligado a proteinas histonas como o
DNA eucariético (discutido mais adiante nesta obra). Na micros-
copia eletronica, o DNA bacteriano frequentemente apresenta-se
como um aglomerado distinto, o nucleoide, que é confinado a uma
regido definida do citoplasma. Se uma bactéria é rompida suave-
mente, seu DNA se espalha em uma série de algas torcidas. As algas
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sao presas umas as outras por proteinas. Além do DNA do nucleoi-
de, muitas bactérias possuem DNA adicional sob a forma de pe-
quenas moléculas circulares chamadas plasmideos, que se replicam
independentemente do cromossomo.

Evolucao e dinamica do genoma bacteriano

O genoma bacteriano possui capacidade significativa de sofrer
mudangas, embora se mantenha relativamente constante. Esses
estados opostos fornecem mecanismos essenciais para algumas
alteragdes e também para a manutencgdo de certa constancia no
genoma bacteriano. O tamanho do genoma bacteriano, dentro de
um género, permanece praticamente constante, com potencial para
pequenas mudancas na ordem dos genes. No entanto, uma forma
das células bacterianas para alterar o tamanho dos seus genomas
¢ perder ou adquirir um ou mais plasmideos. Os genomas bacte-
rianos podem variar de 1 a 9 milhoes de pares de bases (Tabela 1).
Essa amplitude é por causa da diversidade evolutiva das diferentes
espécies de bactérias. Os genomas de Escherichia coli e Salmonella
typhimurium (ambos microorganismos Gram-negativos) possuem
cerca de 4 milhdes de pares de bases. Isso é equivalente ao peso
molecular de 3 x 10° Daltons e comprimento de cerca de 1,5 mm.
Os “cromossomos” de E. coli e S. typhimurium, também, possuem
propriedades comuns, uma molécula unica, continua, empacotada
e helicoidizada negativamente, permitindo que sua estrutura nucle-
otidica forme curvaturas em sequéncias especificas de DNA.
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Tabela 1. Espécies de bactérias e caracteristicas dos seus genomas
sequenciados.

Tamanho do Nimero

Espécies genoma em Mb de genes
Bactéria

Mycoplasma genitalium 0,58 468
Mycoplasma pneumoniae 0,82 687
Rickettsia prowazekii 1,11 834
Treponema pallidum 1,14 1.041
Aquifex aeolicus 1,55 1.544
Helicobacter pylori 1,67 1.590
Methanobacterium thermoautotrophicum 1,75 1.013
Haemophilus influenzae 1,83 1.740
Thermotoga maritima 1,87 1.877
Synechocystis sp 3,57 3.168
Bacillus subtilis 4,21 4.099
Mycobacterium tuberculosis 4,45 4.402
Escherichia coli 4,64 4.289
Myxococcus xanthus 9,20 7.380
Arqueobactérias

Methanococcus jannaschii 1,66 1.750
Archaeoglobus fulgidus 2,17 2.493
Nanoarchaeum equitans 0,49 552

Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov

Diversos trabalhos sobre evolugdo e tamanho do genoma bacte-
riano tém mostrado que o tamanho do genoma néo esta distribuido
nas médias aritméticas de 3.812 kb para as bactérias Gram-negativas
e 3.115 kb para as bactérias Gram-positivas. Outro aspecto evidente
¢ que o tamanho do genoma pode variar grandemente entre dife-
rentes cepas (LAWRENCE; HENDRICKSON, 2005). Isso ocorre,
por exemplo, com Pseudomonas aeruginosa, cujos tamanhos dos
genomas podem variar de 4.100 kb a 5.400 kb, 5.460 kb a 5.900 kb e
de 2.200 kb a 2.800 kb, dependendo da cepa analisada (TREVORS,
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1996). Adicionalmente, diferencas na média do tamanho dos geno-
mas podem variar dependendo se forem utilizados tamanhos de ge-
nomas Gram-negativos ou Gram-positivos nos calculos e a presenca
ou auséncia de plasmidios, especialmente megaplasmidios como
ocorrem em Rhizobium spp. Bactérias relacionadas possuem tama-
nhos similares do seu genoma com pequenas variagdes no conteido
de G + C (guanina + citosina) em diferentes partes do genoma. Em
adigao, as bactérias apresentam uma ampla variagdo do contetido G
+Cde23%a72 %.

E possivel que bactérias com genomas grandes sejam resulta-
do da duplicagdo do tamanho do cromossomo durante a evolugéo.
Adicionalmente, a maior parte dos cromossomos bacterianos tem
ficado estavel durante milhoes a bilhdes de anos de evolucio. As
bactérias possuem sequéncias de DNA que, normalmente, nio sdo
expressas, mas estdo sujeitas a efeitos mutacionais que podem tor-
na-las funcionais. Os plasmideos representam um pool significante
de diversidade de informagao genética. Os plasmideos variam em
tamanho de 1 kb a 400 kb, dos quais os de maior tamanho podem
representar 10 % ou mais do genoma da bactéria, dependendo
do tamanho do cromossomo da bactéria hospedeira. Por sua vez,
a ocorréncia de plasmideos pode variar em espécies particulares.
Populag¢des naturais de Pseudomonas contém plasmideos de tama-
nhos diversos — o que ajuda na determinagao de fendtipos similares
ou diferentes. Os plasmideos promovem transferéncia de informa-
¢do genética entre bactérias pertencentes a uma mesma unidade
taxondmica ou mesmo para bactérias pertencentes a diferentes
grupos. Essa “engenharia genética” in vivo, promovida pelas bacté-
rias, tem permitido mudangas acentuadas no tamanho do genoma.
Outro aspecto significativo ¢ o diferente nimero de cdpias dos plas-
mideos que podem existir nas bactérias.

As células bacterianas mantém uma constancia relativa do seu
genoma ao mesmo tempo em que sofrem mudangas por mecanis-
mos de recombinagao genética, adquirindo e perdendo plasmideos
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e transposons (material genético capaz de promover sua mobiliza-
¢ao dentro do genoma) e realizando transdugao e dele¢ao/insergao
de DNA (DOBRINDT; HACKER, 2001). Esses mecanismos origi-
nam formas variantes e uma diversidade acentuada nas populagoes
de bactérias. Exposigoes a condigoes severas de estresse levam a de-
legdes e amplificagdes contiguas, conhecidas por tandem, muito co-
muns nos genomas bacterianos. A alta complexidade gendmica das
bactérias de vida livre, em comparag¢do a complexidade genomica
reduzida nas bactérias parasitas intracelulares, sugere que o conteu-
do gendmico reflete o estilo de vida das bactérias, como resultado de
processos de otimizagdo gendmica (DOBRINDT; HACKER, 2001).

A analise dos genomas sequenciados de bactérias mostrou que
quase todo seu DNA (85 % a 90 %) codifica para RNA estruturais
ou proteinas. Dessa forma, o tamanho do genoma bacteriano é pro-
porcional ao numero de genes. Embora néo se saiba a fungao de
todos esses genes, cerca de 60 % deles apresentam homologia entre
as diferentes espécies. Esses genes estao envolvidos com metabolis-
mo, estrutura celular, transporte e regulagdo da expressao génica,
mecanismos esses essenciais na estrutura e func¢éo basica da célula.
O numero de genes pode variar de 500 a 1.200, entre as bactérias
parasitas intracelulares obrigatdrias, 1.500 a 7.500, entre as bactérias
de vida livre, e 1.500 a 2.700 entre as arqueobactérias (Tabela 1).

Organizacao dos genes bacterianos

Nas bactérias, existe uma equivaléncia exata entre um trecho es-
pecifico de DNA de um gene e o nimero de aminoacidos na prote-
ina codificada por esse gene. De acordo com o codigo genético, trés
nucleotideos do DNA génico sdo necessarios para codificar cada
aminoacido do polipeptideo da proteina. Dessa forma, um gene
bacteriano consiste de uma sequéncia de DNA que é transcrita em
uma molécula de RNA (RNA mensageiro - RNAm) que sera tra-
duzida na sequéncia de aminodcidos de um polipeptideo (Fig. 2).
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Os genes bacterianos estdo frequentemente organizados em blocos
denominados de clusters que incluem genes que codificam proteinas
cujas fungdes estdo relacionadas. Isso ocorre, por exemplo, com os
genes codificadores de enzimas que participam de uma via meta-
bdlica especifica. Esses clusters génicos representam uma unidade
transcricional tnica, operon, responsavel pela sintese de um RNAm
policistronico, que codificara as diferentes proteinas de fungdes re-
lacionadas (LEWIN, 2004).
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Fig. 2. Estrutura organizacional e funcional dos genes procariontes
e eucariontes.
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Genoma eucarionte

Ao contrario dos procariontes, a presenca de um ambiente indi-
vidualizado representado pelo nucleo permite a compartimentali-
zagdo de diversas fun¢des génicas nos eucariontes.

No final da década de 1970, foi descoberto que o RNAm dos
eucariontes e de seus virus era menor que o DNA gendémico do
qual haviam sido transcritos (BERGER et al., 1977; CHOW et al.,
1977). Os genomas eucariontes contém genes interrompidos que
consistem de sequéncias alternadas denominadas de éxons (que se
mantém no RNAm final), interespacadas por sequéncias denomi-
nadas de introns (que sdo removidas do RNAm imaturo). Os genes
eucarioticos sdo transcritos individualmente, cada qual produzindo
um RNAm com informacao para apenas uma cadeia polipeptidica
(RNAm monocistronico). Existe apenas uma excegao geral a essa
regra: no genoma do nematodeo C. elegans, ~15 % dos genes estao
organizadas em unidades policistronicas (um RNAm que codifica
varias cadeias polipeptidicas).

Independente do tamanho do genoma, os procariontes em geral
apresentam uma densidade média de 900 genes por Mb de DNA
gendmico, enquanto o genoma dos mamiferos apresenta uma den-
sidade de 11 genes por Mb (PATTHY, 2003). Essas caracteristicas
representam consequéncias organizacionais da presenga de genes
interrompidos e de grande quantidade de sequéncias de DNA nao-
codificadores (DNAs repetitivos) no genoma dos eucariontes.

A expressao dos genes interrompidos requer um passo adicio-
nal que ndo ocorre nos genes nao interrompidos dos procariontes.
O RNAm formado representa uma copia exata da sequéncia geno-
mica e apenas um precursor utilizado para a sintese da proteina.
Primeiramente, os introns sdo removidos do transcrito primario,
produzindo uma molécula de RNA composta apenas de uma série
de éxons. Além dessa modificagao denominada de “processamento”,
um grupo metil-guanosina ¢ adicionado a extremidade 5’ da mo-
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lécula e uma cauda de aproximadamente 150 a 200 adenosinas (A)
¢ adicionada na extremidade 3° do RNAm (Fig. 2). A propor¢ao de
genes interrompidos é baixa em fungos e aumenta consideravelmen-
te nos eucariontes mais complexos. Em Saccharomices cerevisiae, a
grande maioria dos genes (> 96 %) nao ¢ interrompida. Nao existem
genes em S. cerevisiae com mais de 4 éxons. Em insetos e mamiferos,
a situagdo é inversa: poucos genes apresentam sequéncias codifica-
doras nao interrompidas (6 % em mamiferos). Aproximadamente
50 % dos genes de mamiferos possuem mais de 10 introns. Uma
consequéncia desse padrao de organizagao reflete no tamanho dos
genes. A média de tamanho de um gene de fungo é de 1,4 kb e pou-
quissimos genes sdo maiores do que 5 kb.

Grande parte dos genes dos organismos esta presente em mais de
uma cdpia, o que faz com que o numero de diferentes tipos de genes
seja menor do que o numero total de genes. A presenca de genes
duplicados é extremamente comum nos eucariontes e representa
um aspecto importante para a evolugdo do genoma (discutido no
item Duplicagdo Génica: a maior for¢a da evolugdo, nesta obra). A
duplicagao génica permite que as novas copias do gene assumam
fungdes mais especializadas ou mesmo possibilita a origem de no-
vos genes com fungdes totalmente distintas daquelas dos genes de
origem. A duplicagdo génica permitiu a origem de novos genes que
passaram a dividir as fung¢oes celulares, permitindo, assim, um ga-
nho de complexidade organizacional das células, tecidos e organis-
mos. Em bactérias, a maior parte dos genes esta presente na forma
de copia tnica, enquanto, nos eucariontes superiores, a maioria dos
genes estd organizada em familias com um grande nimero de copias

(Tabela 2).
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Tabela 2. Espécies e porcentagem de seus genes organizados em fa-
milias*.

Genes Familias com Familias com

Espécies Gnicos 2a4membros > 4 membros
Haemophilus influenzae 89 % 10 % 1%
Sacharomyces cerevisiae 72 % 19 % 9 %
Caenorhabditis elegans 55 % 20 % 16 %
Drosophila melanogaster 72 % 14 % 14 %
Arabidopsis thaliana 35 % 24 % 41 %

* Dados obtidos com base em Lewin (2004).

Outra caracteristica marcante do genoma dos eucariontes é a
presenca de grande quantidade de segmentos repetitivos de DNA
(discutido no item Estrutura e Instabilidade do Material Genético,
nesta obra). Essas repeticdes representam duplicagdes de pequenas
sequéncias, segmentos cromossdmicos, cromossomos inteiros, ou
até mesmo duplicagdes de todo o genoma, que ocorreram durante
a historia evolutiva dos eucariontes. A presenca de sequéncias re-
petitivas de DNA nao ¢ exclusividade dos eucariontes, pois ocorre
também em procariontes. No entanto, nesse ultimo grupo, a redun-
dancia das repeti¢des é bastante baixa.

O genoma humano, por exemplo, possui somente 3 % do seu
conteudo de DNA codificando para polipeptideos (HORVATH
etal.,, 2001). Sequéncias de DNA presentes na forma de copia unica
no genoma correspondem a aproximadamente 2 % a 10 % do geno-
ma dos eucariontes de uma forma geral, enquanto o restante do ge-
noma é composto de sequéncias repetitivas. Os DNAs repetitivos in-
cluem as sequéncias organizadas em tandem (DNAs satélites, mini-
satélites e microsatélites) e as repeti¢oes dispersas no genoma, como
os elementos genéticos mdveis (transposons e retrotransposons)
(CHARLESWORTH et al., 1994). Os DNAs repetitivos, organizados
em tandem, sdo encontrados principalmente nos centromeros e te-
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lomeros dos cromossomos, enquanto os DNAs repetitivos dispersos
sao encontrados como unidades isoladas ou agrupamentos distri-
buidos ao longo do genoma. Embora extensivamente estudados nas
ultimas décadas, as for¢as moleculares que governam a evolugao dos
DNAs repetitivos no genoma sao ainda muito discutidas (Fig. 3).

GENOMA
I: nuclear :| citoplasmatico
sequénci equéncias| | » Wl 2 "
g 3 - tencie mitocondrial  cloroplasto
simples repetitiva

codificador "nao-codificador codificador nao-codificador
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- familias génicas com
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transposons
pseudogenes introns DNA extragénico = satélite minissatélite microssatélite

Fig. 3. Organizagdo do genoma dos eucariontes.

O genoma dos eucariontes unicelulares apresenta a mesma es-
cala de tamanho dos maiores genomas de bactérias (Tabela 3). Os
eucariontes multicelulares apresentam um nimero maior de genes,
mas ndo existe uma correlagdo exata com as variagdes no tamanho
dos genomas. Os fungos S. cerevisiae e S. pombe possuem geno-
mas de 13,4 Mb e 12,5 Mb, com aproximadamente 6.000 e 5.000
genes, respectivamente. O genoma do nematddeo C. elegans possui
~18.500 genes e 97 Mb. O genoma da mosca de frutas Drosophila
melanogaster possui um genoma maior (165 Mb) do que C. elegans,
mas um numero menor de genes (13.600). A razdo pela qual a mos-
ca-de-frutas, organismo muito mais complexo, possuir apenas 70 %
do numero de genes do nematédeo nao esta bem compreendida.
Isso mostra uma correlagao entre o nimero de genes e a complexi-
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dade dos organismos. A planta A. thaliana possui cerca de 25.000
genes e um tamanho de genoma intermedidrio entre o nematdédeo e
a mosca das frutas. Mostrando também uma tendéncia das plantas
possuirem um numero maior de genes, provavelmente por causa
dos eventos de duplicagdes genomicas ancestrais mais comuns nesse
grupo do que entre os animais.

Tabela 3. Espécies eucariontes e caracteristicas dos seus genomas
sequenciados.

. Tamanho do Nidmero
Espécies

genoma em Mb de genes
Plasmodium falciparum 22,9 5.268
Sacharomyces cerevisiae 13,5 6.034
Sacharomyces pombe 12,5 4.929
Caenorhabditis elegans 97 18.424
Ciona intestinalis 160 16.000
Drosophila melanogaster 165 13.601
Anopheles gambiae 278 13.683
Arabidopsis thaliana 119 25.498
Rattus norvegicus 2.800 30.000
Takifugu rubripes 400 30.000
Homo sapiens 3.000 30.000

Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov

Um exemplo bastante interessante de complexidade e diversida-
de organizacional de genomas ocorre no peixe baiacu Takifugu ru-
bripes, que possui o menor genoma dos vertebrados, com aproxima-
damente 390 Mb. Embora extremamente compacto, o genoma dessa
espécie apresenta o mesmo nimero de genes quando comparado
com o genoma humano, que é quase oito vezes maior (Tabela 3).
O sequenciamento do genoma do baiacu mostrou uma alta densi-
dade génica e genes com introns bastante reduzidos em tamanho
quando comparados com humanos. Enquanto o genoma humano
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possui apenas 3 % de sequéncias codificadoras de proteinas, o geno-
ma do baiacu possui 17 %.

Anilises dos genomas dos baiacus Takifugu rubripes e Tetraodon
nigroviridis mostraram ainda uma quantidade reduzida de sequén-
cias repetitivas de DNA do tipo retrotransposons, quando compa-
rados com humanos e camundongos. No entanto, esses peixes apre-
sentam uma alta diversidade de classes de elementos transponiveis
ndo encontrada nos mamiferos. Essa diversidade de retrotranspo-
sons foi também observada no peixe Danio rerio (paulistinha) e ndo
foi perdida apds a compactagao do genoma nos baiacus (VOLFF
et al., 2003). Acredita-se que a alta diversidade de sequéncias repe-
titivas de DNA presente nos peixes tenha representado um papel
significativo na radiagdo das espécies, o que levou a alta diversidade
de espécies presentes neste grupo.

Genoma das organelas

Genoma dos cloroplastos e mitocdndrias

Os cloroplastos e mitocondias sdo organelas celulares portadoras
de material genético proprio. Acredita-se que tenham se origina-
do nos endossimbiontes ancestrais e que evoluiram em organelas.
Os cloroplastos provavelmente se originaram de endossimbiontes
do grupo das cianobactérias, enquanto as mitocondrias, de pa-
rentes das alfa-protobactérias, grupo das riquetsias e semelhantes
(EMELYANOY, 2001, 2003; GRAY, 2001; BARBROOK et al., 2006,
KUROIWA, et al., 2006; KHACHANE et al., 2007).

Em virtude das suas origens, o material genético dessas organe-
las normalmente é composto por um unico cromossomo circular
com replicacdo semelhante aos seus ancestrais: do tipo anéis FtsZ
(MIYAGISHIMA, 2006) no caso dos cloroplastos, e do tipo MD no
caso das mitocondrias (KUROIWA et al., 2006).
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Nas ultimas duas décadas, muitos genomas de mitocdndrias e
cloroplastos foram sequenciados e analisados em termos de estru-
tura, regides nao-codificadoras, presenca de intros, contetido de ge-
nes, RNA ribossomais (RNAr) e conteudo de RNA transportadores
(EMELYANOY, 2001; 2003; GRAY, 2001; KHACHANE et al., 2007).

Desses estudos, observou-se que os genomas mitocondriais va-
riam significativamente no tamanho e na organizagao estrutural,
principalmente em relagdo a extensao das regides ndo codantes
e presenca de introns (EMELYANOY, 2001; 2003; GRAY, 2001;
KHACHANE et al., 2007). Por exemplo, os genomas mitocondriais
de angiospermas sdo os maiores e mais complexos quando compa-
rados com as demais mitocéndrias. Contudo, o contetido génico das
mitocondrias e dos cloroplastos parece nao variar, significativamen-
te, nas espécies analisadas (BARBROOK et al., 2006).

Nos cloroplastos, a estrutura e conteudo génico sao altamente
conservados, principalmente nos das plantas superiores. Ja os plas-
tideos das algas sao mais variaveis e contém uma série de genes em
cdpia Unica que estdo ausentes nos cloroplastos das plantas supe-
riores. Os genomas dos plastideos codificam proteinas envolvidas
na transcricao e tradugdo, além daquelas responsaveis pelo aparato
fotossintético (BARBROOK et al., 2006).

Em termos evolutivos, verifica-se uma nitida diminui¢do no
tamanho e complexidade dos genomas de mitocdndrias e cloro-
plastos em relacao aos seus provaveis ancestrais (GRAY et al., 2001;
BARBROOK et al., 2006; KHACHANE et al., 2007). Além da redu-
¢ao no tamanho dos genomas, observa-se também uma redugao nos
percentuais de C + G nesses genomas (KHACHANE et al., 2007).
Observa-se que muitos genes foram transferidos das organelas para
o nucleo dos hospedeiros, ou mesmo excluidos do genoma (GRAY
etal., 2001; BARBROOK et al., 2006; KHACHANE et al., 2007). Por
exemplo, os genes relacionados a divisao dos cloroplastos e mitocon-
dria foram transferidos para o nuicleo da célula (MIYAGISHIMA,
2006; KUROIWA, et al.,, 2006). O gene FtsZ foi duplicado e mo-
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dificado, surgindo uma nova familia de proteinas envolvidas na
regulacdo da divisdo cloroplastidial (MIYAGISHIMA, 2006).

Uma caracteristica dos genomas mitocondriais de tripanossoma-
tideos é a presenca de genes que realizam modificagdes nos RNAm
mitocondriais num processo chamado de edigdo. Esse mecanismo,
detalhado no tépico seguinte, gera variabilidade nos transcritos pela
substituicao de bases, em geral, C para U e, em menor frequéncia, de
U para C, com o auxilio de RNA guias (RNAg) e enzimas especifi-
cas. Até recentemente, acreditava-se que a edi¢éo fosse um mecanis-
mo restrito a essa familia, contudo identificaram-se, em Arabidosis
thaliana, aproximadamente 450 genes de enzimas participantes do
processo, despertanto a atencao dos pesquisadores para o assunto
(SHIKANAL 2006).

Genoma mitocondrial de tripanossomatideos

O cinetoplasto ¢ uma mitocdndria dos protozoarios da familia
kinetoplastidae. Esta presente em copia unica e contém o DNA mito-
condrial do cinetoplasto (kDNA). O kDNA representa 10 % a 25 %
do DNA total dos kinetoplastidea (TEIXEIRA et al., 2006) e esta
peculiarmente arranjado, formando uma estrutura complexa, com-
posta de pequenos segmentos de DNA circular catenados (minicir-
culos) e de segmentos circulares maiores (maxicirculos) (SHAPIRO;
ENGLUND, 1995).

Os maxicirculos estao presentes na organela em nimero de 25 a
100, conforme o tripanossomatideo. Em termos de sequéncia de ba-
ses do DNA, observa-se que cada molécula de maxicirculo apresen-
ta um alto grau de homogeneidade entre si e carregam informagoes
para a biogénese mitocondrial. Os genes presentes nessas moléculas,
diferentemente de outros eucariotos, codificam RNA mensageiros
que apresentam discrepancias nas fases de leitura, quando compa-
rados as sequéncias das suas proteinas correspondentes, sugerindo
participagdo de mecanismos de processamentos pos-transcricio-
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nais caracteristicos para se tornarem ativos (BENNE et al., 1986;
FEAGIN et al., 1988).

Os minicirculos variam em quantidade e tamanho entre os cine-
toplastideos. Por exemplo, em Trypanosoma brucei, essas moléculas
variam entre 0,5 kb a 2,9 kb e estdo presentes em mais de 10.000
copias por organela. No Trypanosoma cruzi, a grande maioria dos
minicirculos estd na faixa de tamanho entre 1,4 kb a 1,5 kb, e é com-
posta por quatro regides variaveis semelhantes entre si, intercala-
das, a cada 90° na molécula circular, por regides conservadas com
aproximadamente 120 pb (SIMPSON, 1997). A heterogeneidade
entre minicirculos de tripanosomatideos é observada tanto interes-
pécie, como intraespécie. Em T. brucei, estima-se a existéncia de
300 classes de minicirculos diferentes, enquanto, em Trypanosoma
equiperdum, todos os minicirculos apresentam alta homogeneidade
na sequéncia de bases do DNA. Jd o T. cruzi mostra um grau inter-
medidrio entre os dois citados (RIOU; YOT, 1977). Em decorréncia
de sua alta complexidade, a caracterizagdo de esquizodemas permite
identificar isolados do parasita (MOREL et al., 1980; STURM, 1989;
SIMPSON, 1997).

O processo de edigdo foi descrito pela primeira vez por Blum
etal. (1990), em T. brucei. A principio, acreditava-se que os RNAgs
eram codificados pelos maxicirculos, porém Sturm e Simpson
(1990) mostraram que provinham da transcri¢ao dos minicirculos.
Os RNAgs sdao normalmente pequenos, em torno de 50 a 70 bases,
e possuem uma cauda de uridina (poli-U) na extremidade 3’-OH
da molécula.

O processo de edicdo promove modificacdes nas sequéncias de
bases dos RNA mensageiros imaturos (pré-RNAms), por meio da
inser¢ao, ou, em alguns casos, pela remogao de residuos uridinila-
dos da molécula, como dito anteriormente. O mecanismo proposto
para o processo prevé a existéncia de uma molécula de RNAg, com
sequéncia complementar em sua extremidade 5’-fostado ao pré-
RNAm. Inicialmente, haveria o pareamento de 4 a 15 bases da regiao
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complementar, que teria a finalidade de manter as fitas unidas. As
bases ndo pareadas da extremidade 3’-OH do RNAg teriam a fungao
de direcionar a edi¢cdo (BLUM et al., 1990; HAJDUK et al., 1993;
SEIWERT, 1996). Varios estudos sugerem que a estrutura secunda-
ria do pré-RNAm a ser editado ja seria suficiente para expor o sitio
onde ocorreria a clivagem para a inser¢do dos residuos uridinila-
dos (PILLER et al., 1995a, 1995b, 1996). Porém, existem transcritos
cuja exposi¢do do sitio ¢ mediada pelo RNAg (KABLE et al., 1996;
SEIWERT et al.,, 1996; ALDER; HAJDUK, 1997). Apds a clivagem
do pré-RNAm, as enzimas uridilil transferase e (ou) terminal uri-
dilil exonuclease fariam, respectivamente, a adi¢do ou remogao das
uridinas de acordo com as informagdes contidas no RNAg. Findo o
processo, as fitas do RNA mensageiro maduro seriam religadas pela
RNA ligase mitocondrial (CRUZ-REYES; SOLLNER-WEBB, 1996;
KABLE et al., 1996; SEIWERT et al., 1996; ADLER; HAJDUK, 1997).

Por meio da edigdo, 0 RNAm pode receber cddigos de iniciagao
e de terminagdo, podem ocorrer mudangas das fases de leitura ou
aumento do RNAm, o que, supostamente, permitiria uma maior
variabilidade de transcritos (ALDER; HAJDUK, 1994; SEIWERT,
1996). Esse processo estd presente em varios tripanosomatideos:
Herpetomonas, Crithidia, Leishmania, e cinetoplastideos correla-
cionados, tais como o Tripanoplasma (SCOTT, 1995), e, inclusive,
no T. cruzi (AVILA; SIMPSON, 1997).

Thertulien et al. (1991; 1994) identificaram transcritos obtidos
com base em um banco de DNA complementar (cDNA) de T. cruzi,
que correspondiam a sequéncias de minicirculos, mas, sem as ca-
racteristicas tipicas de um RNAg. A fungdo desses transcritos ainda
nao esta bem definida, e sugere que os minicirculos sejam potencial-
mente capazes de codificar pequenos peptideos.

A quantidade de DNA, presente no cinetoplasto, varia em fungédo
do estagio de desenvolvimento do parasita. Essa peculiaridade é co-
nhecida por descinetoplastidizagio, e se caracteriza pela perda par-
cial ou total do kDNA (VICKERMAN; PRESTON, 1976). O feno-

Uma visdo geral dos genomas: de virus a humanos | 41



42

meno foi detectado, em condig¢des naturais, nas formas sanguineas
das espécies T. equiperdum T. evansi e T. brucei e recentemente nas
formas sanguineas de T. cruzi. Mas pode ocorrer em consequéncia
ao tratamento com drogas, tais como brometo de etidio, acriflavina,
diamidinas e compostos relacionados. Nesse caso, as drogas atua-
riam ao nivel da enzima topoisomerase II, essencial para o processo
de replicagao do kDNA.

Em adicdo, Lee et al. (1992a, 1992b, 1993) relataram um novo
fendmeno conhecido como transcinetoplastidizagdo, em que va-
riantes de Leishmania leishmania mexicana, resistentes a arsenia-
to e tunicamicina, apresentaram uma alteragdo na sequéncia dos
maxicirculos, bem como uma significativa mudanga na populagdo
de minicirculos. Durante o fendmeno, classes, antes pouco repre-
sentadas, passam a ser majoritérias, enquanto as inicialmente bem
representadas, minoritdrias. Sdo necessarias 15 geragdes do parasita
para que o evento se complete e populagdes intermedidrias sao ob-
servadas no decorrer do processo (LEE et al., 1994). Embora néo se
conhecam os mecanismos de regulaciao que levam a expansido ou
perda de determinados kDNAs, acredita-se que esse material gené-
tico é de extrema importancia na adaptacao do parasita as diferentes
condigoes do meio ambiente.
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Os mecanismos de recombinagao sdo fundamentais para a gera-
¢do da variabilidade e diversidade genética. Esses mecanismos po-
dem ser agrupados genericamente em trés grandes categorias: (1)
Recombinagdo homologa — recombinagdo que ocorre com a parti-
cipagdo de grandes regides de similaridade, normalmente entre cro-
matides irmas de cromossomos homologos; (2) recombinagao sitio-
-especifica - mediada por pequenas regides de identidade no local
da recombinagdo; (3) recombina¢do nao-homologa — sem simila-
ridade de sequéncias no ponto da recombinagio (LEWIN, 2004).

Basicamente, as ezimas que participam desses processos identi-
ficam sequéncias e (ou) estruturas caracteristicas no DNA que, ao
reconhecé-las, desencadeiam uma sequéncia de eventos que culmi-
nam nos rearranjos do material genético.

Grande parte das mutagdes e aberragdes cromossdmicas decor-
reu das recombinagdes “sitio-especificas” e “ndo-homologas”. Essas
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formas de recombinagdes estdo presentes na incorporagido de DNAs
exogenos no genoma (incorporagao de virus, retrovirus, DNAs ob-
tidos por transformacao, elementos de transposicao) e no reparo de
estruturas consideradas anormais pela célula, como as quebras da
fita simples ou fita dupla do DNA, regides com pareamento de bases
incorreto provenientes da recombina¢do homologa, estruturas do
tipo alga, grampo, entre outras (LEWIN, 2004).

Ao longo do tempo, os eventos recombinativos promovem mo-
dificagdes significativas no contetido e distribuigdo dos genes nos
cromossomos contribuindo para evolu¢ao dos genomas (Fig. 4). Na
Fig. 5, esta ilustrada a complexidade dos eventos de recombinagao
que contribuiram para a formagdo dos cromossomos de A. thaliana,
fendmeno evidenciado apds o sequenciamento e andlise do genoma
dessa planta (THE ARABIDOPSIS GENOME INIATIVE, 2000).

Apesar do assunto ter recebido muita aten¢do nas ultimas dé-
cadas, ainda existem muitas lacunas do conhecimento para serem
preenchidas por causa da complexidade do fendmeno.

Como sera discutido adiante, atualmente observa-se que o foco
principal de grande parte das pesquisas no tema esta voltado para a
identificagao das enzimas participantes do processo. Acredita-se que
o resultado da recombina¢ao mudaria conforme o perfil enzimatico
no momento do evento, e, de acordo com o contexto celular, pode-
ria ocorrer perdas (dele¢ao), ampliagoes (duplicagdo ou insergdo
de DNA da célula ou de outro organismo) ou rearranjos diversos
nas fitas de DNA (inversao ou translocagao de segmentos dentro do
proprio cromossomo).
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Fig. 4. Representacao das mudangas na composicao e na estrutura
do DNA de um cromossomo, ao longo do tempo, em consequéncia
de diferentes eventos recombinativos.
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Fig. 5. Distribuigao e arranjo das repeticdes de segmentos de DNA
no genoma de Arabidospis thaliana. As cores semelhantes, destaca-
das do cinza, mostram repetigdes de segmentos cromossdmicos pre-
sentes na forma direta (trapézios) ou invertidas (cones). Em preto,
observam-se as regides centroméricas de cada cromossomo (THE
ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000).
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Uma das questdes mais intrigantes, que tem despertado a aten-
¢do da pesquisa, é o que torna uma determinada regiao gendémica
alvo preferencial de modifica¢des na sequéncia de DNA em relagdo
a outras. Regides que sdo constantemente associadas a eventos de
recombina¢ao, ou que, quando clonadas, passam a ser denominadas
de "instaveis".

Acredita-se que alteragdes na estrutura tipo B do DNA (dupla
hélice, invertida e complementar passo direito), como predita por
Watson e Crick (1953), poderiam ser reconhecidas pelas enzimas
dos complexos de recombinagio e desencadearem o fendmeno.

De concreto, verifica-se uma correlacio direta entre os sitios de
recombinagéo e a altera¢do da estrutura local do DNA provocada
pela presenca de elementos repetitivos e pela distribuicao de bases
numa ordem peculiar. Alguns trabalhos mostram que a clonagem
de determinadas repeti¢cdes gera recombinacao sitio-especifica. Esse
tema sera aprofundado no topico Instabilidade de sequéncias.

Elementos repetitivos

Em consequéncia do “Projeto Genoma’, sabe-se hoje que ape-
nas 3 % do material genético hapléide de uma célula mamifera é
composto por sequéncias que codificam para cadeias polipeptidi-
cas (exons), o restante compreende as chamadas regides ndo-codi-
ficadoras, onde estdo distribuidas as diversas repetigdes, de origem
viral ou ndo-viral, agrupadas genericamente em satélites, minissaté-
lites microssatélites, teldbmeros, sequeéncias repetitivas curtas, entre
elas, Sines (short interspersed elements), ALU e MIR, e longas, tais
como Line (long interspersed elements), L1 e L2 LTR (long terminal
repeats) (LEWIN, 1994; BERNARDI, 1995; KAZAZIAN; MORAN,
1998, INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2001; KIM, et al., 2004; HAN et al., 2007). Nos gru-
pos de sequéncias repetitivas, curtas e longas, encontram-se os ele-
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mentos transponiveis (elementos maveis), as sequéncias interrupto-
ras de genes (introns) e os provirus tanto de origem viral como retro-
viral (BERNARDI, 1995; FAWCETT, et al., 2006; HAN et al., 2007).

Os elementos moveis, curtos e longos, sdo agrupados em duas
categorias de acordo com a existéncia ou ndo de um intermediério
de RNA durante o processo de mobilidade no genoma. Na primei-
ra categoria, estdo as sequéncias com capacidade de transposi¢do
direta, tais como elementos transponiveis de origem viral, sequén-
cias IS, Tn, e muitos introns, que se mobilizam por mecanismos
de recombina¢ao ndo-homologa replicativa ou nao-replicativa. A
segunda categoria compreende os elementos de origem retroviral e
transposons que se locomovem via mecanismo de retrotransposicao
(FINNEGAN, 1983; WEISS et al., 1985; VARMUS, 1988; LEWIN,
2004). De acordo com a similaridade de sequéncias os diferentes
elementos moéveis podem, ainda, ser agrupados em superfamilias,
familias e subfamilias dentro de cada categoria (HAN et al., 2007).

A grande maioria das particulas mdveis apresenta, em sua estru-
tura, as informagdes necessarias para promover a sua expansao, ou
transferéncia de um ponto do genoma para outro. Contudo, algu-
mas familias necessitam da expressao de enzimas de outros elemen-
tos mdveis ativos para se transporem, como no caso dos Sines, que
se movimentam por retrotransposi¢do com o auxilio da maquina-
ria de outros retrotransposons (HAN et al., 2007; FAWCETT, et al.,
2006; GU, et al., 2007).

Existe uma forte correlagao entre as sequéncias de bases das
repeticdes que interrompem sequéncias génicas, os introns, e as
sequéncias que compde o grupo dos elementos mdveis no geno-
ma. Essa semelhanca levou a especulacido de que os introns e os
elementos moveis poderiam estar evolutivamente correlacionados
(LAMBOWTITZ, 1989; CAVALIER-SMITH, 1991; HICKEY, 1992).

As inser¢des de elementos méveis no genoma, dependendo da
natureza do elemento repetitivo, podem alterar a expressdo génica

Organizagdo estrutural e instabilidade do material genético | 47



48

(DEININGER et al., 2003); se rico em regides CG, como no caso
dos elementos Alu, podem introduzir novas ilhas CpG (LANDER
etal., 2001), gerar dele¢oes (HAN et al., 2005), criar novos genes ou
familias génicas (XING et al., 2006).

As sequéncias repetitivas semelhantes, mdveis ou ndo moveis,
podem estar arranjadas proximas umas das outras formando estru-
turas simples ou complexas, genericamente classificadas quanto as
suas orienta¢des na fita de DNA. Desse modo, duas repeti¢des proxi-
mas, estando na mesma orientagao, formam uma estrutura simples
denominada de repeti¢ao direta. Igualmente, duas repeticdes com
sequéncias invertidas entre si, ou invertidas e complementares, sao
classificadas no grupo das repeti¢oes invertidas, ou no grupo das pa-
lindrémicas, respectivamente. Essas sequéncias podem estar ligadas
umas as outras, formando estruturas complexas, também conheci-
das por “tandens”. Estruturas simples ou complexas sdo encontra-
das tanto dentro, como fora de regides transcritas (LEWIN, 2004).

Conforme a organizagao das repeti¢des e da natureza da sequén-
cia em termos de composicéo e distribuicao das bases, o DNA pode
assumir localmente estruturas diferentes das preditas por Watson
e Crick (1953), ou seja, pode formar estruturas diferentes das do
tipo B (dupla hélice invertida e complementar de passo direito) e
formar alca, grampos, estruturas cruciformes, estruturas do tipo Z,
curvas e dobramentos, estruturas triplas ou tipo H, quadruplas ou
tetraplex (WANG et al., 2006; KMIEC et al., 1985; STEINMETZ,
1986, LINIAL; SHLOMAI, 1987; KIYAMA; KIYAMA 1996;
GABRIELTAN et al., 1996; GABRIELIAN; PONGOR, 1996;
VLAHOVICEK; PONGOR, 2000; KIYAMA et al., 1999; WANG;
VASQUEZ, 2004; KAUSHIK et al., 2007; COSTA, 2008), que po-
dem ser reconhecidas pelos mecanismos de recombinagéo celular
e propiciar rearranjos diversos no material genético demonstradas
em diferentes tipos de estudos (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN,
etal., 1985; 1986; MEIMA, et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997;
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SONG et al.,, 2001; KOUPRINA et al.,, 2003; LAN; MUGUIRA,
2005; GRINDLEY et al,, 2006; DU et al., 2007; WELLS, 2007;
COSTA, 2008).

Estruturas repetidas invertidas e diretas ndo moéveis sdo encon-
tradas flanqueando muitos elementos transponiveis ativos e inati-
vos. Os tamanhos das estruturas invertidas variam significativamen-
te de elemento para elemento, podendo apresentar de 9 pb a mais
de 200 pb (LEWIN, 2004; DOAK et al., 1997; BENITO; WALBOT,
1997). As repetigoes diretas sao resultantes da duplicagao do sitio de
entrada da integragdo. Sdo sequéncias normalmente pequenas entre
3 a 12 bases. Acredita-se que as enzimas envolvidas reconhecam as
sequéncias do sitio de entrada e direcionem o evento de transposi-
¢do, a exemplo do que acontece na integragdo do fago A (LEWIN,
2004; BELFORT; PERLMANS, 1995; BENITO; WALBOT, 1997).

No genoma, estdo presentes milhares de estruturas que possuem
capacidade de transposi¢ao, porém a maioria encontra-se inativa.
Muitas inser¢des novas, com base em estruturas transgénicas, sao
silenciadas pouco tempo depois de sua integracao. Acredita-se que
o silenciamento seja o resultado das discrepancias entre a composi-
¢do de CG do elemento inserido e o ambiente do isochore receptor.
Observa-se também que elementos integrados em regides pobres
em CG sdo mais frequentemente inativados que os inseridos em
regides mais ricas em CG (BERNANRDI, 1995).

Como ha uma coincidéncia entre os sitios inativos e o grau de
metilagao, varios pesquisadores sugeriram que a metilacao poderia
ser responsavel pelo controle da transposi¢ao ao nivel de transcrigao
(BESTOR; TYCKO, 1996; YOLDER et al., 1997). O’'Neill et al. (1998)
mostraram a associacio entre a diminuicido da metilacdo e ativacao
de retroelementos, correlacionando o silenciamento a estabilidade
do genoma.
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Elementos repetitivos moveis longos

Entre os elementos repetitivos longos de origem viral, os mais
frequentes em mamiferos sdo os LTR (long terminal repeats) e Lines
(long interspersed elements).

Os LTR caracterizam-se por apresentarem longas regioes repeti-
das nas extremidades de suas sequéncias integradas, com tamanho
entre 250 pb a 1.400 pb, flanqueadas pela duplicacao de 4 a 6 bases
correspondentes ao sitio de entrada no genoma. Esses elementos,
durante o processo de mobiliza¢ao, sdo transcritos pela RNA poli-
merase II. A fita de RNAm gerada ndo apresenta cauda poliadeni-
lada, e frequentemente possui introns, que sdo removidos antes de
a fita ser traduzida. De um modo geral, os retroelementos possuem
as informacdes necessdrias para promover a sua retrotransposi¢ao
(transcriptase reversa e (ou) integrase), mas, ao contrario dos re-
trovirus, os genes do envelope viral estido ausentes, ou defectivos
(LEWIN, 2004). Dentro desse grupo estao os elementos Ty (em
levedura), copia (em drosophila), IAP (em roedores) e THEI (em
humanos) (LEWIN, 2004).

O segundo grupo de elementos moveis longos em mamiferos
compreende a familia Line. Inicialmente, esses elementos foram
classificados no grupo dos retroelementos de origem nao-viral, em
decorréncia da presenca de sequéncias poliadeniladas terminais e
auséncia de LTR. Entretanto, as analises das fases abertas de lei-
tura mostraram alta identidade com enzimas retrovirais responsa-
veis pela retrotransposicio (LEWIN, 2004). A estrutura dos Line
compreende duas fases abertas de leitura. A primeira codifica uma
proteina semelhante a gag com sitio de ligagdo com RNA e pro-
priedade chaperdnica para acidos nucleicos (HOHJOH; SINGER,
1996; KOLOSHA; MARTIN, 1997; MARTIN; BUSHMAN, 2001;
MARTIN et al., 2005), e a segunda fase aberta, uma proteina do
tipo polimerase com atividade endodesoxirribonuclease (endonu-
clease) e transcriptase reversa (MATHIAS et al., 1991; FENG et al.,
1996). As analises in silico dos sitios de integragdo de Line sugerem
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a participagdo do mecanismo de reparo de dupla-fita do DNA na
transposicao desses elementos (ICHIYANAGI; OKADA, 2006).

Trata-se de uma familia com pelo menos 11 classes (MALIK;
EICKBUSH, 1999). Line de diferentes categorias foram encontra-
dos em um grande numero de genomas eucariotos (ARKHIPOVA;
MESELSON, 2000; compilado de RepBase em http://www.girinst.
org/repbase/index.html).

Em mamiferos, o elemento Line-1 é o mais frequente. Aproxima-
damente 17 % do genoma humano sdo compostos por esse tipo de
repeticdo, o que corresponde a 100 mil cdpias, variando entre 50 mil
a 100 mil copias nos demais genomas (HWU, et al., 1986; SMITH,
1996; HAN et al., 2007). Dessas, apenas 3.500 copias possuem a
sequéncia Line-1 completa, das quais 95 % restantes encontram-
se truncadas na sua porgao 5 fosfato ou rearranjados (FANNING;
SINGER, 1987; DOMBROSKI et al., 1993).

Em razao do grande nimero de copias presentes no genoma, 0s
elementos repetitivos sdo tidos como sitios preferenciais para me-
diar recombinagdo homologa desigual (FANNING, SINGER, 1987;
BURWINKEL; KILIMANN, 1998).

Esses elementos ndo sdo completamente idénticos, variam em
tamanho podendo atingir mais de 7 kb, sendo o consenso na ordem
de 6 kb. Muitos elementos Line-1 completos acumularam cédigos
de terminagédo da tradugao em suas sequéncias de DNA, o que im-
pede a sintese das proteinas responsaveis pela sua locomocao, sendo
raros os elementos capazes de se transpor a outros sitios no genoma.
Acredita-se que apenas 20 a 40 elementos possam estar ativos no ge-
noma humano (SASSAMAN, 1997). Desses, pelo menos sete ja fo-
ram clonados e apresentaram atividade de retrotransposi¢do em cé-
lulas mamiferas, o que tem permitido ampliar as informagdes sobre
o mecanismo de transposi¢do desse elemento (MORAN et al., 1996;
SASSAMAN et al., 1997; HOHJOH; SINGER, 1997; MIKI, 1998).

De acordo com Miki (1998), parece existir uma divergéncia
evolucionaria entre o elemento Line-1 murino e o Line-1 humano.
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Essas familias apresentam identidade em torno de 60 %. O Line-1
murino compde a familia IAP. O elemento Line-1 murino ¢é flanque-
ado por repeticoes diretas sugestivas do sitio de entrada no genoma,
enquanto o Line-1 primata apresenta repeticdes do tipo CpG na
regido proxima a extremidade 5 fosfato. Na regido 5 fostato, que
antecede a fase aberta de leitura 1, também denominada de ORF-1
(open reading frame) do elemento murino, diferentemente do huma-
no, observam-se repeti¢des com aproximadamente 200 pb denomi-
nada de mondmeros, que possui atividade promotora e ativadora da
transcricio (GOODIER et al., 2001).

Nos elementos Line-1 completos, a extremidade 5 fosfato apre-
senta uma regido de aproximadamente 1 kb, contendo varios c6di-
gos sinalizadores para final de traducao (“stop codons”) em todas
as fases de leituras (“frames”). Woodcock et al. (1996) mostraram
que essa regiao codifica dois RNA pequenos, um de 305 nucleotide-
os e outro de 275 nucleotideos, cuja fungao ainda é desconhecida.
Seguem-se a essa regido duas fases abertas de leitura (ORF), a pri-
meira, com 1kb (ORF 1) e a outra, de 4kb (ORF 2), intercaladas por
uma pequena sequéncia que ndo codifica proteina. A regido corres-
pondente a extremidade 3> OH ndo é traduzida e possui uma sequ-
éncia terminal rica em “A” (FANNING; SINGER, 1987; LANKINEN
etal., 1996.; MCGLYNN et al., 2001).

O mecanismo de transposi¢do dos elementos Line-1 ainda ndo
esta esclarecido. Sabe-se que sdo transcritos pela RNA polimerase
II. Contudo, Kurose et al. (1995) mostraram a dependéncia da re-
gido promotora do Line-1 humano pela RNA polimerase III, com
possivel participagdo de fatores associados a RNA polimerase II. As
ORF codificam para proteinas relacionadas a mobilidade do ele-
mento (KOLOSHA; MARTIN, 1997; HOHJOH; SINGER, 1997),
das quais a primeira codifica para uma proteina tipo gag e segunda
carrega informagdes para transcriptase reversa, endonuclease AP, e
uma possivel RNAe H, como nos demais elementos dessa familia. O
produto da ORF 2 tem localizacdo predominantemente citoplasma-
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tica, contudo a perda da regiao carboxiterminal direciona a proteina
para o nucléolo (GOODIER et al., 2004).

A geragdo de uma nova copia de Line-1 no genoma requer a rup-
tura e o reparo da fita de DNA alvo. Acredita-se que, a semelhanga
das retrotransposi¢oes de elementos LTR R2Bm (LUAN et al., 1993;
COST etal,, 2001), a ruptura no sitio-alvo geraria uma extremidade
livre que atuaria como primer para a sintese da fita de DNA comple-
mentar a0 RNA do elemento de transposi¢do. No caso dos Line-1,
identificou-se no genoma a sequéncia alvo 5’- TTTT/A - 3" como
ponto preferencial de integracdo (GILBERT et al., 2002; SYMER
etal., 2002; COST et al., 2002; GILBERT et al., 2005).

Farkash et al. (2006a e b), com base nas observagdes in silico de
Zingler et al. (2005), que mostravam a existéncia de pequenos tre-
chos de identidade entre os sitios de inserc¢do e as extremidades 5’
dos fragmentos de Line-1 de tamanho menores, ndo encontrada nas
jung¢oes fragmentos maiores de Line-1, postularam uma segunda via
de transposi¢do com participagiao de endonucleases do mecanismo
de reparo do DNA.

Insercdes recentes de Line-1 foram associadas a doencas tanto
em murinos, como em humanos. A integracao da familia IAP (Line-
1 murino) foi identificada nas regides codificadoras dos genes c-
Fos, em plasmocitomas de camundongos, na extremidade 5’ fosfato
do gene c-myc, no gene Fu murino, e no gene reeler (TAKAHARA
et al.,, 1996; MIKI, 1998). Em humanos, foi descrita pela primeira
vez por Kazazian et al. (1988), interrompendo e exon 14 do fator
de coagulagao VIII, e posteriormente varias outras mutagdes foram
associadas a integra¢do “de novo” desse elemento (MIKI, 1998).

Belgnaoui et al. (2006) demonstraram que a ativagdo de Line-1
na célula gera multiplas quebras na dupla-fita do DNA em células
tumorais, resultando em apoptose.

Segundo Bernardi (1995), os Line estariam localizados preferen-
cialmente em regides ricas em AT e com baixa concentragdo génica.
Contrariamente, Ostertag e Kazazian (2005) sugerem que, apesar da
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aparente aleatoriedade na distribuicdo desses elementos no genoma,
inser¢des recentes tenderiam a ocorrer em regides proximas a genes
que estariam sendo expressos. O fendmeno seria evidente em cul-
turas de células neuronais e in vivo, sendo possivel notar mudangas
nos padroes de expressao génica em fungao da entrada do elemento.
Babushok et al. (2006), por meio de estudos com murinos transgéni-
cos, também demonstraram uma tendéncia de direcionamento das
novas inser¢des de Line-1 para as regides intergénicas.

Fragmentos de Line-1 degenerados estdo presentes nas regioes
estruturais silenciosas, regulat(’)rias, e em regiodes transcritas de
muitos genes, compondo principalmente introns. Esse elemento é
encontrado fazendo parte da estrutura genémica do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) (emb X87344), cadeia f3
dos receptores de linfocitos (gb L36092), fatores de coagulagao (gb
M22333 e gb M64554), receptores para interleucinas (emb X67285),
fatores do complemento, e genes para globina (gb UO1317), en-
tre outros (KAZAZIAN et al.,1988; MIKI, 1998; KAZAZIAN;
MORAN, 1998).

Elementos repetitivos maveis curtos

As principais caracteristicas dos retroelementos nao virais sdo:
auséncia de LTRs; transcrigao via RNA polimerase II ou III; dupli-
cacoes de 7 pb a 21 pb nas extremidades; presenca de poliadenila-
¢do na extremidade 3° OH; auséncia ou poucos introns (LEWIN,
2004; BLINOV 1998). Considerados inicialmente como elementos
estruturais sem fungao, sabe-se hoje que muitos participam de sitios
regulatoérios, a exemplo das ilhas de CpG e sitios recombinativos
(CHRISTMANN et al., 1991; CRAIG; BICKMORE, 1994; RUBIN
etal., 1994; BERNARDI, 1995; MIGHELL et al., 1997; GRAFF et al.,
1997; BLINOV et al., 1998). Nesta categoria, encontram-se os Sines
(short interspersed elements).
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As sequéncias repetitivas do tipo Sine movimentam-se por re-
trotransposi¢ao com o auxilio de outros elementos moéveis ativos,
ja que ndo codificam as enzimas necessarias para a sua propria mo-
bilizagdo, e sdo transcritos por intermédio de um promotor interno
para RNA polimerase ITII (MATHIAS et al., 1991; WALLACE et al.,
1991; BELFORT; PERLMANS, 1995; FAWCETT et al., 2006; GU
etal., 2007).

Em geral, possuem tamanho entre 100 pb a 500 pb (YASUI et al.,
2001; FAWCETT et al., 2006; GU et al., 2007). Em termos evolutivos,
os Sines contribuiram significativamente para a historia evoluciona-
ria da maioria das espécies eucaridticas (FAWCETT et al., 2006).
Em vertebrados, compde duas superfamilias Core-Sine e V Sine
(KAZAZIAN et al,, 2004, GILBERT; LABUDA, 1999; OGIWARA,
2002; FAWCETT et al.,, 2006). Em plantas, sua distribui¢do é mais
limitada, sendo encontradas familias de Sines do tipo AU (YASUI
etal., 2001; FAWCETT et al., 2006).

Entre os Sines, as sequéncias do tipo Alu sdo as mais presen-
tes no genoma primata. Esses elementos representam 5 % a 10 %
do genoma primata — o que corresponde a pelo menos 1 copia a
cada 3 kb a 6 kb. Sua distribui¢ao ndo é randémica e normalmen-
te sdo encontrados no genoma, préoximos uns aos outros (HWU
et al.,, 1986; MOYZIZ et al., 1989; PITTMAN; SCHIMENTI, 1998;
BLINOV et al., 1998). Por exemplo, o gene Bat2 do 16cus HLA classe
IT possui 42 repeticoes de Alu, o que corresponde a 1,9 repeti¢oes a
cada 1 kb (MIGHELL et al., 1997).

O elemento Alu, em murinos, é um mondmero com apro-
ximadamente 150 pb e é conhecido como elemento B (B1 e B2).
Acredita-se que os mondmeros tenham um ancestral comum, ho-
mologo a particula 7SL de RNA nuclear. A estrutura dimérica é ex-
clusiva de primatas e estima-se que tenha surgido a 65 milhoes de
anos (BLINOV et al., 1998), mas a forma monomérica também esta
presente (ZUCMAN-ROSSI et al., 1997).
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A familia Alu é composta por varias subfamilias que apresentam
identidade da ordem de 70 % a 75 % (DEININGER et al., 1992).
Descrevem-se inser¢des antigas e recentes desse elemento, existindo
subfamilias espécie-especificas, a exemplo de alguns tipos de Alu
caracteristicos de determinados grupos de primatas (DEININGER
etal., 1992; FAWCETT et al., 2006).

O Alu dimérico possui aproximadamente 280 pb, é composto
por dois monomeros ligados por uma regido rica em A, sendo o
direito 31 pb maior que o esquerdo. Apesar das diferencas estrutu-
rais entre a familia B e Alu, ambos possuem dois sitios promotores
(A e B) para RNA polimerase III e cauda poli A (BLINOV, 1998).
Recombinagao homologa desigual entre elementos Alu é frequente
e ndo randdmica, ocorrendo preferencialmente entre as regides A e
B nos Alus diméricos (KASS et al., 1995).

No Alu primata, os sitios de ligagdo a polimerase estao no brago
esquerdo e os mondmeros estdo ligados por uma sequéncia poli A
(MIGHELL etal., 1997). Em elementos de origem recente, é possivel
observar pequenas regides repetidas diretas nos flancos (WALLACE
etal., 1991).

O conjunto das informagdes sugere que esses elementos tenham
origem retrotransponivel (MIGHELL et al., 1997; MIKI, 1998).
Como esses elementos ndo possuem as enzimas necessarias para
promoverem sua propria retrotransposi¢ao, contam com o auxi-
lio de outros elementos ativos, tais como, Line-1 (MATHIAS et al,,
1991, LANDER et al., 2001; DEWANNIEUX et al., 2003; HULME
et al., 2007). Desse mecanismo, sabe-se que a proteina codifica-
da pela ORF 2 dos elementos Line-1 é requerida no processo, e a
transposi¢ao pode ser bloqueada pela proteina APOBEC3G, uma
citidina deaminase que inibe a infec¢do pelo virus HIV, de forma
independente da expressdo da proteina da ORF 1 do elemento Line
-1 (HULME et al., 2007).

Copias simples de Alu ou regides ricas em Alu sdo normalmente
encontradas em regides com altos conteudos de C/G, em regides
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proximas a ilhas CpG, e flanqueando genes (GRAFF et al., 1997),
introns e espacos intergénicos, mas nao foi demonstrada a presenca,
até o momento, em regioes codificadoras de RNA (BLINOV et al,,
1998). Existem controvérsias quanto aos motivos dessa distribui-
¢ao, se essas regioes seriam sitios preferenciais de integra¢do, ou
se haveria uma selegdo positiva para regides CG ou negativa para
as entradas em A/T (GROVER et al., 2003; GROVER et al., 2004;
JURKA 2004; HACKENBERG et al., 2005; CORDAUX et al., 2006).
Contudo, estudos com populagdes antigas e recentes de Alu suge-
rem que a entrada desses elementos no genoma seria randémica em
termos de distribui¢do de C/G, havendo uma sele¢do positiva para
os elementos inseridos em regides ricas nessas bases (BELLE; EYRE-
WALKER, 2002; CORDAUZX et al.,, 2006; GU et al., 2007).

A principio acreditava-se que a fung¢do desses elementos fosse
apenas estrutural (MIGHELL et al., 1997). Porém, varios trabalhos
indicam que os elementos Alu possam atuar na regulagao da ex-
pressdo génica. Rubin et al. (1994) sugerem funcionalidade das se-
quéncias Alu em virtude da varia¢do no seu padrao de metilacdo
em diferentes tecidos. Graff et al. (1997) propdem a participagao das
sequéncias Alu no processo de metilagao “de novo” das regides CpG
proximas. Lander et al. (2001) mostram que os elementos Alu po-
dem introduzir a formagdo de novas ilhas CpG. Blinov et al. (1998),
com base na potencialidade de os Alus formarem estruturas triplex,
sugerem que as sequéncias Alu comporiam um cddigo espacial for-
mado pelas combinagdes das diferentes repeticdes completas e trun-
cadas, diretas e invertidas.

Instabilidade de sequéncias
Repeticoes do tipo satélites

Todos os organismos eucariotos possuem pequenas sequén-
cias repetidas multiplas vezes (TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994).
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Sao chamadas de microssatélites as regides que possuem de 10 a
60 unidades de repeti¢cdes seguidas, minisatélites e satélites quando
apresentam um numero de repeti¢des entre 60 a 180 acima de desse
valor, respectivamente. Estudos mostram que essas sequéncias nao-
moveis sdo mais instaveis quando comparadas ao restante do geno-
ma (LEVINSON; GUTMAN, 1987; HENDERSON; PETES, 1992;
WEBER; WONG, 1993; WOJCIECHOWSKA et al., 2005), sendo a
alteragdo mais comum a amplificagdo ou redu¢éo no numero das re-
peticdes. O fenomeno foi observado em produtos clonados em E. coli
(LEVINSON; GUTMAN, 1987; STRAUSS et al., 1997), em leveduras
(STRAND et al,, 1993, 1995) e em mamiferos (MODRICH; LAHUE,
1996; MARCADIER; PEARSON, 2003; PEARSON et al., 2005).
Foram identificadas pelo menos 40 doengas causadas pela varia-
¢do no tamanho de satélites (PEARSON et al., 2005). Um exemplo
¢ o aumento das repetigoes “CGG” no sitio X-Fragil. Nessa doenga,
observa-se uma heranca estritamente materna, em que o alelo ma-
terno se expande nas células sométicas do zigoto. Quando a pré-mu-
tagdo é de origem paterna, a expansdo nao ocorre (MCMURRAY,
1995). Acreditava-se que defeitos na meiose fossem os principais
responsaveis pela expansao, contudo, verificou-se que o fendémeno
ocorre normalmente na fase pos-zigotica da divisao celular, mais
precisamente durante a replicagdo ou reparo do material genético
(MARCADIER; PEARSON, 2003; PEARSON et al., 2005).
Conforme o tipo de sequéncias repetitivas, existe a formagao
de estruturas secundarias do tipo grampo ou al¢a. Baseado nessas
informagdes, McMurray (1995) prop6s mecanismos que poderiam
explicar a expansao e (ou) redugao desses segmentos. A dissociagdo
transitoria das fitas moldes e copia, no momento da replicagdo, po-
deria ocasionar a formagdo dessas estruturas secundarias pela reas-
sociacdo incorreta das repeticdes. Essas estruturas saio normalmente
reconhecidas e removidas pelos mecanismos de reparo do DNA.
Caso a al¢a se dé na fita mae, o reparo ocasionaria a perda de parte do
segmento repetitivo, enquanto, na fita filha, a continuidade da repli-
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cagdo geraria a expansao das repeti¢cdes na fita nascente (KOKOSKA
et al., 1998; MARCADIER; PEARSON, 2003). Apesar de outras te-
orias serem plausiveis, em comum a maioria teria uma etapa onde
se formam quebras na dupla-fita do DNA por endonucleases do
reparo (MARCADIER; PEARSON, 2003; PEARSON et al., 2005).

Vérias mutagdes que afetam o reparo de estruturas secundarias
tém como consequéncia a elevagdo da frequéncia de mutagoes em
satélites. Em leveduras, a proteina Msh2 juntamente com a Msh3
ou Msh6 e MutL, homologa a Mlh1 e Pms1 corrigem a formagao
de algas com até 14 nucleotidios. Al¢as maiores sdo corrigidas por
um mecanismo de reparo nao usual, que envolve os genes Msh2
e Radl (KIRKPATRICK; PETES, 1997). Aparentemente, outras
proteinas, além das que participam do reparo, estdo envolvidas
na estabilidade dessas regides. Mutagdes no gene rad27 (FEN1
de mamiferos), responsavel pela atividade 5’-3” exonucledsica,
atuam na remocao da regido ribonucleotidica dos fragmentos de
Okaski e, na DNA polimerase § (pol3-t), promovem aumento na
instabilidade de satélites (KOKOSKA et al., 1998). Em humanos,
haveria a participa¢do do complexo Mrel1-Rad50-NBSI no re-
paro dessas al¢as (PAUL; GELLERT, 1999). Haveria, também, a
participa¢do de outras enzimas especificas (CONSTANTINOU
et al., 2001) e de helicases (KAMATH-LOEB et al., 2001).
Sequéncias repetitivas simples quando clonadas tendem a sofrer
delecdes ou inversdo das repeticoes (MARCADIER; PEARSON,
2003). Préximo aos sitios de quebra e jun¢ao da regido que so-
freu a delecao ou inversao, observam-se, normalmente, estru-
turas do DNA do tipo ndo-B (WOJCIECHOWSKA et al., 2005).

Instabilidade de insertos clonados

Observa-se que alguns segmentos de DNAs quando clonados
propiciam o rearranjo do vetor. As analises desses fragmentos mos-
traram que a instabilidade estaria correlacionada a presenca de se-
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quéncias repetidas diretas, invertidas e invertidas complementares,
repetices do tipo microssatélite e minissatélite, todas potencial-
mente capazes de promover estruturas nao-B no DNA (LEACH;
STAHL, 1983; WYMAN, et al., 1985, 1986; MEIMA, et al., 1997;
TRINH; SINDEN,1993; STRADER; HOWELL, 1997; SONG
et al., 2001; KUPRINA et al., 2003; BACOLLA et al., 2004; LAN;
MUGUIRA, 2005; WOJCIECHOWSKA et al., 2005; GRINDLEY
et al., 2006; WANG; VASQUEZ, 2006; WOJCIECHOWSKA et al,,
2006; DU et al., 2007; WELLS, 2007).

Os rearranjos podem ser complexos e resultar em perdas, dupli-
cacoes, inversoes, translocaqées de DNAs, com ou sem a presenca de
regides de identidade nos sitios recombinativos (LEACH; STAHL,
1983; WYMAN et al., 1985; 1986; MEIMA et al., 1997; STRADER;
HOWELL, 1997, LEEM et al., 2004). Em alguns casos, observa-se
o comprometimento de sequéncias do vetor, inviabilizando a sua
multiplicagdo (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985; 1986;
MEIMA etal.,, 1997; STRADER; HOWELL, 1997, LEEM et al., 2004).

Leem et al. (2004), em um trabalho que envolveu sobreposi-
¢oes de sequéncias clonadas em vetores bacterianos e de levedu-
ras, identificaram que as regides de instabilidade de quatro genes
eram constituidas principalmente por grandes blocos de micros-
satélite e minissatélite e alta densidade de repetigdes do tipo Alu.
Outras sequéncias, também identificadas como altamente instaveis
em vetores bacterianos, foram as LineS repeti¢des invertidas lon-
gas, sequéncias ricas em AT e sequéncias com estruturas do tipo
Z-DNA (HAGAN; WARREN, 1982; SCHROTH; HO, 1995; KANG;
COX, 1996; RAZIN et al., 2001). Em leveduras, tanto o tamanho das
regides repetitivas como a distancia entre elas estimulam a recombi-
nagdo (LOBACHEYV et al., 1998). Jd a presencga de origem de replica-
¢ao forte entre as repeti¢des diminui a recombinagéo, sugerindo que
a origem forte rompa a estrutura secundaria que seria importante
no favorecimento dos rearranjos.
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Insertos ricos em CG clonados em plasmidios do tipo YACs po-
dem ser instaveis em leveduras, indicando a participagdo de estrutu-
ras peculiares no mecanismo recombinativo (BERNANRDI, 1995).

Plasmidios que se mantém em grande nimero de copias na célu-
la hospedeira, independente de presenga de insertos, podem sofrer
recombinag¢do, mesmo em hospedeiras deficientes para esse tipo de
mecanismo. Os produtos intermediarios da recombinagao formam
estruturas do tipo cauda-cabeca, onde dois ou mais plasmidios fi-
cam ligados entre si, podendo posteriormente ser resolvidos a forma
monomérica. Observa-se que 95 % dos plasmidios mantidos em
E. coli estio na forma monomérica, e 5 %, na forma de dimeros,
trimeros ou tetrimeros (BOE; TOLKER-NIELSEN, 1997).

Esses segmentos, eventualmente, sdo estabilizados quando a
linhagem hospedeira é deficiente para enzimas do mecanismo de
reparo e salvaguardas do DNA (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN
etal., 1985; 1986; MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997;
KOUPRINA et al., 2003; LEEM et al., 2004; INTERNATIONAL
HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004; LAN;
MUGUIRA, 2005).

Trinh e Sinden (1993) assinalaram a influéncia da estrutura pri-
maria e secundaria de insertos com diferentes repeticdes diretas na
estabilidade de plasmidios. Esses autores concluiram que as repeti-
¢Oes sdo capazes de formar estruturas que podem ser removidas ou
amplificadas, mesmo em bactérias hospedeiras deficientes em RecA,
principal enzima responsavel pela recombinagao. Outra observagao
¢ a de que o numero, o tamanho, a distidncia entre as repeticdes e a
presenca de palindromos influenciam na frequéncia dos rearranjos
que resultam em perdas. Duplica¢des e inversdes ocorreriam a uma
taxa elevada, quando ndo houvesse uma repeticdo direta ou inverti-
da no seguimento contido entre duas repeti¢cdes diretas.

Vetores contendo palindromos superiores a 30 pb, instaveis em
plasmidios, foram mantidos com sucesso em fago A, utilizando hos-
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pedeiros deficientes para o gene recBC (exonuclease V) e sbcB (exo-
nuclease I) (LEACH; STAHL, 1983).

Repeticdes superiores a 300 pb mantiveram-se estaveis quando
clonadas em fago A no hospedeiro E. coli recA* deficientes para recB,
recC, e sbcB ou recD (WYMAN et al., 1985; 1986). Verificou-se tam-
bém que a utilizacdo de vetores com sitios chi, e (ou) gene gam fun-
cional pode, eventualmente, estabilizar sequéncias com problemas
de clonagem (WYMAN et al., 1986).

Apesar do grande numero de vetores e linhagens hospedeiras
geradas para acomodar segmentos instaveis, a nao-clonabilidade
ainda representa obstaculo para o conhecimento pleno dos geno-
mas tidos como completos (KOUPRINA et al., 2003; LEEM et al,,
2004; INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2004; LAN; MUGUIRA, 2005). Estima-se que 1 %
das sequéncias eucariodticas sao de dificil clonagem e as regioes re-
conhecidas como instaveis permanecem nos rascunhos dos bancos
gendmicos até sua plena elucidagao (LEEM et al., 2004).

Instabilidade e estruturas nao-B

O material genético, segundo o modelo predito por Watson e
Crick (1953), é constituido por duas fitas de DNA pareadas de for-
mas invertidas e complementares, unidas por pontes de hidrogénio,
que formam uma estrutura dupla hélice com giro passo direito, de-
nominada B. Essa é a conformagao predominante do material gené-
tico. Contudo, de acordo com distribuicao de bases puricas e pirimi-
dicas ao longo das fitas, a dupla hélice pode assumir estruturas di-
ferentes das preditas por Watson e Crick e apresentar dobramentos
(bend) e curvaturas (LINIAL; SHLOMALI, 1987; KIYAMA; KIYAMA
1996; GABRIELIAN et al., 1996; GABRIELIAN; PONGOR, 1996;
VLAHOVICEK; PONGOR, 2000; KIYAMA et al., 1999), modificar
o giro da hélice para passo esquerdo formando a estrutura tipo Z
(WANG et al., 2006), parear em hélices triplas, denominadas estru-
turas triplex ou DNA tipo H (WANG; VASQUEZ, 2004) ou quadru-
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plas (tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007), ou nio parear com a fita
complementar e sim com segmentos na propria fita formando algas,
grampos ou estruturas cruciformes (LEWIN, 2004). Essas estrutu-
ras alternativas foram demonstradas in vitro, e em muitos casos, se
correlacionam a fendmenos bioldgicos in vivo, associados ou nao
a quadros clinicos (KIYAMA; KIYAMA 1996; SAMADASHWILY
et al., 1997; WANG; VASQUEZ, 2004; WOJCIECHOWSKA et al.,
2005; WANG, et al., 2006; WELLS, 2007; KAUSHIK et al., 2007). Na
Fig. 6, pode-se ver a anilise e a visualizagido de uma estrutura ndo-B
do tipo curvatura tipica de minicirculo de Leishmania sp.

gi' 10517ITBREP2 Tripanosoma brucei minicircle 0i|34419964|gb|AY366071.1| Leishmania panamensis strain
kinetoplast DNA, 983 bp 1166 kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
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o R VAV VLN

(b)

Fig. 6. Estrutura nao-B, tipo dobra/curva tipica, obtida da analise de
minicirculos de tripanosomatideos, por meio do programa bend.it

(a) e model.it (b).
Fonte: Desenvolvido por Vlahovicek et al., (2003) (http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/).

Nas tltimas duas décadas, muitos esfor¢os procuraram elucidar
0s mecanismos que promovem a recombina¢ido por meio da iden-
tificacdo de enzimas envolvidas e assinaturas genéticas nos pontos
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de rearranjo (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998; GRINDLEY et al.,
2006; DU et al., 2007). E, apesar da complexidade dos mecanismos
de recombinagao, foi possivel identificar a existéncia de um padréo.
Em todos os casos relatados de segmentos instaveis, verificou-se
que a regido era propensa a formar estruturas do tipo nao-B (DERE
etal,, 2004; BACOLLA et al., 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005;
WOJCIECHOWSKA et al., 2006; MARCADIER et al., 2003), suge-
rindo que a conformagdo do DNA seria um aspecto preponderante
no processo (BACOLLA et al., 2004).

O efeito recombinogénico foi descrito para repeti¢des tipo satéli-
te (SAMADASHWILY etal., 1997; MARCADIER et al.,, 2003; DERE
etal., 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005), regides com expecta-
tiva de estrutura Z e regides R.Y do gene PKD1 (WANG et al., 2006;
WANG; VASQUEZ, 2004), regides do tipo curvatura e dobramento
(LINIAL; SHLOMALI, 1987; KIYAMA; KIYAMA 1996; KIYAMA
et al.,, 1999; BACOLLA et al., 2004), estrutura H, hélices triplas ou
quéadruplas (tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007; WANG; VASQUEZ,
2004), repeti¢oes diretas, invertidas e invertidas complementa-
res (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985, 1986; MEIMA,
et al., 1997; TRINH; SINDEN, 1993; STRADER; HOWELL, 1997;
SONG et al., 2001; KUPRINA et al., 2003; LAN; MUGUIRA, 2005;
GRINDLEY et al., 2006; WOJCIECHOWSKA et al., 2006; DU et al,,
2007; WELLS, 2007).

Existe uma correlagdo entre os pontos de recombina¢do e ban-
deamento cromossomico. Bandas R e regides de intersecdo R/G sdo
sitios preferenciais nos processos de trocas (incluindo translocagoes
espontaneas, trocas de cromatides irmas, aberragdes cromossomicas,
quiasmas mitdticos) e sitios frageis. A analise da composigao de ba-
ses dos quiasmas mostra alta concentracdo de CG (EYRE-WALKER,
1993). Entre elas, sequéncias do tipo Alu, CpG, minisatélites, e telo-
méricas (CHRISTMANN et al., 1991; CRAIG; BICKMORE, 1994;
FERRARO et al.,, 1993; KORENBERG; RIKOWISKI, 1988; ROYLE
et al.,1988; KATINKA; BOURGAIN, 1992).
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Acreditava-se, inicialmente, que a integracdo de DNAs exdge-
nos ndo virais ocorresse aleatoriamente pelo genoma, porém sao
muitas as evidéncias de sitios e cromossomos preferenciais (revisto
em RIJKERS et al., 1994). O DNA exdgeno pode entrar em copia
simples, ou formar regides com multiplas copias, sendo normal a
orienta¢ao “cauda-cabec¢a” McFarlane e Wilson (1996) correlacio-
naram os consensos encontrados nos sitios de recombinagdo com
os da sequéncia Chi de bactéria, e propuseram a participagdo da
enzima topoisomerase I no mecanismo de integragdo. Da mesma
forma, MacLeod et al. (1991) sugeriram que a topoisomerase I po-
deria favorecer a integragao de uma marca de resisténcia clonada.
Além do mais, a semelhanga de uma pequena regido nas extremi-
dades da construgao direcionaria a entrada para regides inteRNA,
ou adjacentes, a ilhas CpG presentes em promotores ativos. Bullock
et al. (1985) também mostraram a associagdo entre sitios para to-
poisomerase I e a recombinag¢do nao-homologa de fagos. Milot et al.
(1994) observaram que nove dentre dez sequéncias provenientes de
sitios de integracao de retroelementos virais estavam correlaciona-
dos a presenca de estruturas do tipo bent, conforme mostrado pela
mobilidade anormal desses DNAs em gel de agarose e acrilamida.

Sequéncias repetitivas, como a microssatélite e a minissatélite,
apresentam modificagdes na mobilidade eletroforética e sdao po-
tencialmente capazes de formar estruturas do tipo ndo-B. Regides
que compreendem segmentos repetitivos como CTG/CAG, CCTG/
CAGG e GAA/TTC podem adotar estruturas do tipo desligamento
transiente, grampo, algas, assumir estrutura do tipo triplex, tetra-
plex, cruciforme, zDNA e sticky DNA (WELLS, 2007).

Wahls et al. (1990) sugerem que microssatélites poderiam servir
como sitio-especifico de clivagem do DNA e promover a recombi-
nagdo, apos analisar a influéncia de uma regiao consenso de micros-
satélite clonado e o efeito na frequéncia da recombinagao.

Sarkar et al. (1998) mostraram que a estabilizacdo do microsa-

télite (CTG),. . em hospedeiras mutantes para SbcB, uma proteina

35-50
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que modula a clivagem da fita simples do DNA ou degradagio de
segmentos de DNA duplex com base em quebras na dupla-fita, su-
gerindo a formagao de estrutura secunddrias nao-B.

Dere et al. (2004) mostraram que a estrutura repetitiva microssa-
télite (CAGG), adotam estruturas ndo-B do tipo grampo, enquan-
to a fita complementar com a repetigio (CCTG), ndo possui essa
propensao.

Sequéncias de bases potencialmente formadoras de estruturas
como tipo Z-DNA in vitro sdo reconhecidos pela proteina recl
(KMIEC et al., 1985; STEINMETZ, 1986). As repeti¢coes CAGG,
presentes na regiao Ep no sitio-recombinativo do complexo de his-
tocompatibilidade principal, assemelham-se as estruturas Z forma-
das pelas repeticoes CGGG (STEINMETZ, 1986).

Sitios preferenciais de recombinacao (hotspot) foram caracteriza-
dos em alguns genes. No cromossomo 17 murino, a regido que com-
preende o complexo de histocompatibilidade principal apresenta
quatro regides com alta frequéncia de recombina¢ao (STEINMETZ
etal., 1982; 1986; SHIROISHI et al., 1995). Duas dessas regides estdo
bem caracterizadas. Uma delas localiza-se na por¢ao 3' do segundo
intron do gene Eb e compreende 1kb. O sitio-recombinativo apresen-
ta algumas estruturas que podem atuar como ativadoras da recom-
binagdo. A primeira delas é uma sequéncia repetitiva que contém
10 a 18 unidades de AGGC denominadas MT, que aparece a uma
frequéncia de 1 kb para cada 100 kb (KOBORI et al., 1986; BRYDA
et al.,1992). Essa unidade de repeti¢ao lembra a sequéncia Chi, que
em bactérias estimula a recombinagio e integragdo de bacteriéfagos
(LEWIN, 2004; BRYDA et al.,1992; PITTMAN; SCHIMENTT, 1998).

Na mesma regido, existiriam outras duas sequéncias frequen-
temente associadas a sitios recombinativos: um fragmento de um
retroelemento de origem viral (LTR) e um minisatélite. Acredita-
se que a ligacdo de fatores de transcri¢do pode influenciar a ativi-
dade de recombinacdo em sitios especificos proximos (revisto por
PITTMAN; SCHIMENTI, 1998). Nessa regiao, estdo presentes
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também dois sitios de ligagao de fatores de transcrigdo: a sequéncia
B, que é reconhecida pelos fatores H2TF1/ kbF1, e NFkp, e um do-
minio octamero de ligagdo. A sensibilidade 8 DNAse também esta
associada a sitios recombinativos e é um indicativo da presenga de
struturas nao-B do tipo bend (GABRIELIAN, et al., 1996).

Vizinhos ao hotspot existiriam dois pontos de hipersentibilidade
a DNAse I, sendo um especifico do paquiteno na meiose e o outro
¢ uma regido de 2 kb localizada adjacente ao gene Lmp2. Como na
situacdo anterior, foram encontradas, no local, varias sequéncias que
favorecem a recombinagio, tais como uma repeticdo (CAGA)4-6,
uma regido semelhante a um LTR e uma sequéncia medianamen-
te repetitiva; mas nao foi encontrado sitio de hipersensibilidade a
DNAse (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998).

Observa-se, em regides com repeti¢ées formadoras de estru-
turas ndo-B, a presen¢a de quebras na dupla-fita nos pontos de
formacao dessas estruturas entre repeticdes. Acredita-se que as
quebras estariam relacionadas a instabilidade da regido (SARKAR
et al., 1998; BACOLLA et al., 2004; WELLS; ASHIZAWA, 2006;
WOJCIECHOWSKA et al., 2006). Supde-se que a baixa estabili-
dade dessas conformagdes poderia dificultar ou impedir a replica-
¢ao (SAMADASHWILY et al., 1997) e ou transcricdo (BOWATER;
WELLS, 2001; MIRKIN; MIRKIN, 2005).
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Ana MariaCosta- '

A matéria-prima para a evolugao é representada pelas moléculas
de DNA e genes que ja existem; ndo existem mecanismos naturais
para produzir longos trechos de novas sequéncias de DNA. Dessa
forma, novos genes e sequéncias de DNA surgem por modificagdo
de sequéncias pré-existentes. Essas inovagoes podem surgir de dife-
rentes maneiras (Fig. 7):

1) Mutagao intragénica: um gene existente pode sofrer muta-
¢des na sua sequéncia de DNA, produzindo uma forma gé-
nica modificada.

2) Embaralhamento de éxons: dois ou mais genes podem sofrer
quebras e reorganiza¢do de forma a produzir genes quimeras
consistindo de segmentos de DNA que, originalmente, per-
tenciam a genes separados.

Transferéncia horizontal: um segmento de DNA ou mesmo
um genoma inteiro pode ser transferido de uma célula para
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outra da mesma espécie ou de uma espécie diferente. Esse
processo é oposto a transferéncia vertical que ocorre dos pais
para a progénie.
4) Duplicagdo génica: um gene pode ser duplicado de forma a
criar uma segunda copia do gene dentro de uma mesma célula.
Embora esses mecanismos produzam novidades importantes
para a evolugdo do genoma, eventos de delegdes de genes e segmen-
tos de DNA também atuam de forma eficiente produzindo mudan-
¢as no genoma. Alguns mecanismos representativos para a evolugao
do genoma serdo discutidos a seguir.

Genoma original Genoma modificado

mutagao no gene

L EE—_—_—_—
" gene
duplicagdo génica
delegao génica

T —

gene A embaralhamento
L EE—_—_—_— de éxons
EE——

gene B

organismo A

transferencia
horizontal

i
PA Y

organismo B
organismo B com
novo gene

Fig. 7. Principais mecanismos envolvidos com as modificagdes
que levam a evolugdo do genoma.
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Mutacao intragénica

Entende-se por mutagdo as altera¢gdes no material genético nao
detectaveis pelos métodos de citogenética convencional (bandea-
mento cromossémico). Normalmente, envolvem uma a algumas
centenas de bases do DNA, sendo as modificacdes mais comuns:

1) Substiui¢ao de base nitrogenada — quando uma base do DNA
é trocada ou convertida por outra.

2) Dele¢ao - quando ocorre a perda de uma ou mais bases ni-

trogenadas no segmento de DNA

3) Duplicagio - quando uma ou mais bases sdo duplicadas.

4) Inser¢ao - quando ocorre a entrada de um segmento de

DNA no gene.

5) Inversdo - quando um segmento de DNA muda a sua orien-

tacdo na dupla-fita.

Essas modificagdes podem ocorrer em regides codificadoras
ou nao-codificadoras do genoma, mas sdo mais evidentes quando
acontecem dentro de um ldcus génico pela possibilidade de mu-
dar os niveis de expressao ou a proteina codificada (LEWIN, 2004;
BALL et al., 2005).

As mutacdes que afetam os niveis de expressdo, normalmente
estdo relacionadas a criagdo ou modificagdo de sitios regulatorios
no l6cus génico. Um exemplo de mutagdo com surgimento de sitios
que resultou na modificagdo diferencial da expressao génica ocorreu
durante o processo de formagdo da familia génica da globina. Essa
familia surgiu apds sucessivas duplicagdes do gene mae. As cdpias
ao longo da evolugdo acumularam mutagdes diversas. Algumas se
tornaram inativas, enquanto outras se especializaram na expressao
de duas isoformas de globina, uma especifica para transportar o oxi-
génio na fase fetal e a outra na fase de respiragdo pulmonar. O gene
fetal é inativado ao nivel de transcri¢do, assim que o individuo nasce
e passa a respirar com os pulmoes (JOHNSON et al., 2006).
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As mutagdes na regiao codificadora podem ser agrupadas em
silenciosas, ou seja, que, apesar de presentes, ndo modificam a se-
quéncia da proteina, ou nao silenciosas. A segunda categoria pode
ser dividida em dois grupos: (a) a das mutagdes que modificam os
aminoacidos da proteina, mas nao a sua fungao, e (b) aquelas que
modificam a proteina e sua fun¢ao (LEWIN, 2004).

Embaralhamento de éxons

Logo ap6s a descoberta da presenca de éxons e introns nos genes
de eucariontes, ficou claro que esse padrao organizacional poderia
ter efeitos dramaticos na evolugdo das proteinas (GILBERT, 1978).
A organizagao intron-éxon sugere que novas combinagdes de éxons
podem ser criadas por meio da recombina¢ao dentro de um intron,
permitindo rearranjos de genes que podem assumir novas fungdes.
Esse mecanismo de recombinagido de éxons é chamado de embara-
lhamento de éxons (exon shuffling). Durante a evolucdo, segmentos
de DNA codificadores de modulos ou dominios de proteinas sofre-
ram duplicagdes e rearranjos. O embaralhamento desses dominios
entre genes possibilitou a evolugdo das diferentes isoformas que
compdem as familias de muitas proteinas.

Uma vez que o tamanho dos introns é muito maior do que o
tamanho dos éxons e a frequéncia de recombinagdo é proporcio-
nal ao tamanho do DNA, a grande maioria dos eventos de crossing
(recombina¢ao homologa) ocorre nas sequéncias intronicas nao-
codificadoras. Além disso, introns contém um grande nimero de
elementos transponiveis e sequéncias repetitivas, o que promove
recombinacdo de genes ndo homologos. Consequentemente, os
introns representam hot spots (sitios preferéncias) para a recom-
binagdo genética, levando a um embaralhamento dos éxons com
consequéncias significativas na evolugdo das proteinas. O grande
numero de exemplos de proteinas criadas por embaralhamento de
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éxons suporta o papel desse mecanismo genético na origem de no-
vidades genéticas (KOLKMAN; STEMMER 2001).

Diversas evidéncias apontam que os éxons correspondam a do-
minios de proteinas e os introns servem para dividir o gene nesses
pequenos segmentos funcionais. Dessa forma, os éxons funcionam
como mddulos ou segmentos génicos uteis que podem ser emba-
ralhados criando genes para novas proteinas com novas fungoes.
Por exemplo, um éxon que codifica um dominio para inser¢do de
uma proteina na membrana da célula poderia ser ligado a um éxon
codificador de um dominio ligante de oxigénio. Isso permitiria que
anova combinagao produzisse uma proteina de membrana com ca-
pacidade de estocar oxigénio (EICKBUSH, 1999).

As enzimas envolvidas no processo de coagulagao sanguinea e
fibrinolise representam um bom exemplo de uma familia multi-
génica que evoluiu por embaralhamento de éxons. Analises com-
parativas entre essas proteases e arque-serino proteases, como as
tripsinas e quimotripsinas, mostraram a presenca de uma longa
extensao N-terminal que consiste de uma série de dominios com
fun¢des bem definidas como reconhecimento do substrato, ligagao
a fosfolipidios de membrana ou interagdo com cofatores protéicos.
A cauda N-terminal, inclui dominios EGF-like, dominios Gla, do-
minios fibronectina tipo I e tipo II, dominios kringle e dominios
apple. A observagdo de que esses dominios sdo também encontra-
dos em outras proteinas nao relacionadas como apolipoproteina
A (kringle dominios), fibronectina (dominios fibronectina tipo I e
tipo II) e receptores de proteinas de baixo peso molecular (dominios
EGF-like) abrem a possibilidade de que as regides ndo cataliticas
das proteases homeostaticas foram reunidas a partir de dominios
individuais por meio de embaralhamento de éxons (KOLKMAN;
STEMMER, 2001). De acordo com Patthy (1985), a diversidade de
regides N-terminal surgiu por inser¢ao de dominios individuais
entre o peptideos sinal e o dominio serino-protease de um gene
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ancestral tripsina-like, seguido de duplicacao em tandem e troca de
dominios.

A transferéncia horizontal de genes

Transferéncia horizontal de genes e
caracteristicas estruturais do genoma

A idéia classica de evolugao propde que todos os organismos
tenham um ancestral comum, e que a diversidade genética encon-
trada nas espécies seja decorrente das mutagdes, recombinagdes e
selecdo natural ocorridas ao longo dos milénios. Segundo essa teo-
ria Darwiniana de evolu¢ao, uma espécie transfere, verticalmente,
a heranca genética contida em seu genoma para a sua progénie e a
diversidade e a variabilidade decorreriam unicamente do acimulo
de mutagdes e rearranjos nos genomas. Até recentemente, acredita-
va-se que uma espécie assim diferenciada teria perdido a capacida-
de de transmitir, horizontalmente, sequéncias génicas para outras
espécies. Entretanto, com o advento da era genomica, verificou-
se que a diversidade genética é, em grande parte, promovida pela
aquisi¢do de DNAs exdgenos, fusao de genomas seguida ou nao de
rearranjos no material genético hibrido (HACKER; KAPER, 2000;
GOGARTEN, et al., 2002; KATZ, 2002; KURLAND et al., 2003;
CHOT; KIM, 2007; GRINDLEY et al., 2006; MARRI et al., 2007;
POPSTOVA; GOGARTEN, 2007).

Nos genomas dos mamiferos, grande parte do material genéti-
co compde-se por segmentos de DNA repetitivos adquiridos pela
integragdo de virus, retrovirus e elementos transponiveis. Essas se-
quéncias, quando ativas, podem mobilizar segmentos do genoma
tanto para outras células, como para outros organismos, nao ne-
cessariamente da mesma espécie (LEWIN, 2004; KIM et al., 2004;
FAWCETT et al., 2006; HAN et al., 2007).
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Todos os segmentos de DNA sao potencialmente capazes de
serem transferidos de um genoma para outro, independente da
participagao de virus, retrovirus ou outra particula carreadora de
material genético (LEWIN, 2004; LAWRENCE; HENDRICKSON,
2003). Desde que haja abundéancia de DNA no ambiente extracelular
ou no citoplasma, é possivel a absor¢ao de segmentos e sua incorpo-
racao ao genoma. Esse fendmeno é comum as células procarioticas
e eucarioticas e vem sendo explorado em muitos estudos da bio-
logia molecular e engenharia genética (LEWIN, 2004). Apesar de
ser um fenémeno natural, sabidamente muito comum nos estudos
laboratoriais, o impacto da transferéncia horizontal na evolugdo dos
genomas eucarioticos ainda é pouco estudado (RUJAN; MARTIN,
2001; STIBITZ et al., 2000; KATZ, 2002).

Sabe-se, hoje, que muitos genes nucleares tiveram origem nas
organelas e em seus endossimbiontes (RUJAN; MARTIN, 2001;
KATZ, 2002). A analise do genoma de Arabidopsis thaliana indica
que 400 a 2.200 genes da planta foram herdados de cianobactérias
(RUJAN; MARTIN, 2001), da mesma forma em Pyrenomonas hel-
golandii, uma alga criptofitas, a andlise genealdgica de dois grupos
génicos das actinas indicou que um desses grupos originou-se da
transferéncia génica de uma alga vermelha simbionte (STIBITZ
etal., 2000; KATZ, 2002).

A transferéncia horizontal ndo se restringe apenas a transferén-
cia de fragmentos de material genético de uma célula para outra.
Eventualmente genomas inteiros sdo fundidos, formando-se um
organismo hibrido que pode ou nao ser viavel e gerar descenden-
tes férteis. Esse fendmeno ocorre tanto em procariotos por meio
de conjugacao interespecifica, como em eucariotos (RAVEL et al.,
2000). Em plantas, sdo transferidos genomas inteiros por fecunda-
¢do cruzada. A atemoia é um exemplo desse fendmeno e resulta do
cruzamento entre Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L
(NEVES; Yuhara, 2003; MELO et al., 2002). Em mamiferos, apesar
de mais raro, existem relatos de cruzamentos interespecificos, al-
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guns aproveitados comercialmente, como no exemplo do cruzamen-
to entre porco e javali (Sus scrofa X Sus scrofa scrofa), resultando no
javaporco, animal servido como iguaria em muitos centros urbanos
(LUIT, 2000).

A incorporagdo do DNA exoégeno pela célula receptora pode ser
definitiva ou transiente. A estabilidade da transferéncia depende-
ra do tipo e da estrutura genética do material transferido, da ca-
pacidade de expressao de produtos toxicos, dos locais da insergao
no genoma, dos mecanismos de salvaguarda do DNA e da atuagao
de barreiras reprodutivas (LEWIN, 2004; KURLAND et al., 2003;
MARRI et al., 2007; LEACH; STAHL, 1983; WYMAN, et al., 1985;
1986; MEIMA, et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; SONG
et al., 2001; KUPRINA et al., 2003; BACOLLA et al., 2004; LAN;
MUGUIRA, 2005; WOJCIECHOWSKA et al., 2005; GRINDLEY
et al., 2006; WANG; VASQUEZ, 2006; WOJCIECHOWSKA et al.,
2006; DU et al., 2007; WELLS, 2007).

A transferéncia horizontal pode ocasionar instabilidade genética
na célula receptora, gerando rearranjos variados. Apos a integragdo,
sao frequentes os relatos de duplicagdes, translocagdes, ou delegdes,
envolvendo pequenos ou grandes segmentos cromossémicos for-
mando novas combinagdes gendomicas (WILKIE; PALMITER, 1987;
COVARRUBIAS et al., 1986; KUPRINA et al., 2003; KIM, et al.,
2004; GRINDLEY et al., 2006; DU et al., 2007; HAN et al., 2007).
Isso contribuiu e, provavelmente, ainda vem contribuindo para o
surgimento de novas combinag¢des genomicas nos trés grandes ra-
mos filogenéticos Archea, Bacteria e Eukarya (HACKER; KAPER,
2000; KATZ, 2002; GOGARTEN et al., 2002; CHOI; KIM, 2007;
MARRI et al., 2007; POPSTOVA; GOGARTEN, 2007).

Em termos evolutivos, a grande maioria das novas combinagdes
resultantes desse fluxo génico seria neutra (GOGARTEN et al,,
2005; THOMPSON et al., 2005). Contudo, é inegavel a importancia
do fendmeno na adaptagdo das espécies a nichos ecoldgicos espe-
cificos, conforme indicam os estudos filogenéticos de determina-
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dos grupamentos protéicos (HACKER; KAPER, 2000; KATZ, 2002;
GOGARTEN, et al., 2002; MARRI et al., 2007).

Acredita-se que o impacto da transferéncia horizontal seja
maior do que o estimado em fungdo dos métodos atuais de detec-
¢do (KATZ, 2002; KURLAND et al,, 2003; AZAD; LAWRENCE,
2005; POPSTOVA; GOGARTEN, 2007). Atualmente, os métodos
utilizados para identificar a transferéncia horizontal podem ser di-
vididos em dois grupos, os paramétricos e os filogenéticos (AZAD;
LAWRENCE, 2005; POPSTOVA; GOGARTEN, 2007). O método
paramétrico baseia-se na detec¢ao de composi¢des atipicas de se-
quéncias, quando a regido é comparada com o restante do geno-
ma. Enquanto o método filogenético procura por conflitos entre a
filogenia do segmento génico em relacdo ao restante do genoma.
Essas duas técnicas identificam regides de transferéncias que muitas
vezes nao se sobrepde, sugerindo a necessidade de desenvolvimento
de ferramentas mais adequadas para estudar o fenomeno (AZAD;
LAWRENCE, 2005; POPSTOVA; GOGARTEN, 2007). Estudos
recentes empregando modelagem in silico indicam que a taxa de
transferéncia deva ser maior do que a estimada pelos métodos atuais
(CHOIL KIM, 2007; POPSTOVA; GOGARTEN, 2007).
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Transferéncia horizontal de genes de sequéncias
de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi
para o genoma da célula hospedeira

A progressao das lesoes cardiacas em individuos chagasicos cro-
nicos, a despeito da baixa parasitemia, motivou a hipétese elaborada
por Teixeira et al. (1994) de que as formas amastigotas intracelula-
res de T. cruzi induziriam alteragdes no genoma hospedeiro, que
poderiam estar, de alguma sorte, correlacionadas a sintomatologia
caracteristica dessa fase. As primeiras evidéncias de uma possivel
transferéncia de genes do parasita para o hospedeiro foram obti-
das com base nos estudos citogenéticos e hibridizacgao in situ. Esses
autores analisaram macréfagos peritoniais isolados de camundon-
gos chagasicos e mostraram a presenca de estruturas anormais nas
cromatinas de alguns cromossomos provenientes dos camundongos
chagasicos, que ndo eram observadas nos normais. Os resultados
das hibrida¢des dos cromossomos com sondas provenientes do
DNA do parasita foram sugestivos da associagdo ou uma possivel
integragdo de material genético do parasita no genoma hospedeiro,
sendo o sinal mais frequente nos cromossomos 3, 6 e 11. No mesmo
trabalho, os autores mostraram que o DNA encontrado provinha,
exclusivamente, dos minicirculos do cinetoplasto. Com a finalidade
de testar a hipotese de integragdo, os autores passaram a trabalhar
com culturas de macrofagos murinos P388D1-IL1 infectadas com
T. cruzi e, posteriormente, tratadas com benzonidazol. Erradicada
a infec¢do, amostras de DNA foram colhidas para analise do per-
fil de restrigdo apos a hibridizagdo com sonda de minicirculos. O
resultado indicou que o minicirculo estava presente em diferentes
configuragdes no macrofago infectado-tratado, quando comparado
com aquele do kDNA. Por sua vez, a hibridizagdo com sonda de
maxicirculo e de DNA nuclear, provenientes do parasita, revelou
que essas sequéncias nao estavam presente na prepara¢ao, sugerindo
que o resultado positivo obtido com a sonda de minicirculo era em
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consequéncia da integragao e ndo, propriamente, da presenga do pa-
rasita vivo. Esses achados foram confirmados pela técnica de PCR,
quando foram amplificadas sequéncias especificas para minicirculo,
sem que houvesse amplificagdo de segmentos de DNA nuclear do
parasita (ARGANARAZ, 1996).

Para estudar esse fenomeno de integragao, Arganaraz (1996) ob-
teve linhagens de macréfago humano infectado-tratado. Por meio
da amplificagdo por PCR, utilizando sequéncias de minicirculos
como primer, esse autor obteve regides com sequéncias hibridas
minicirculo-DNA murino, cuja andlise em banco de dados mostrou
dois eventos contiguos, integragdo de minicirculos intercalados por
um fragmento de elemento transponivel da familia Line-1.

Nitz et al. (2004) mostraram que a transferéncia de minicirculos
de kDNA para as células hospedeiras ocorria também em coelhos
e galinhas. Verificaram-se, nos clones provenientes das regides de
integracdo, alteracoes significativas na estrutura dos minicirculos,
sugerindo sucessivos enventos de integragao ou rearranjos comple-
xos no material integrado.

Costa (2008) caracterizou os minicirculos integrados no genoma
humano e sitios de integracdo e demonstrou a instabilidade genética
das regides quando clonadas em diferentes vetores e hospedeiras.

Simdes-Barbosa et al. (1999) observaram que soros de pacien-
tes chagasicos eram capazes de reconhecer alteragdes na expressao
génica das células murinas que continham minicirculos de kDNA
integrados, sugerindo que a transferéncia poderia estar relacionada
a patologia da Doenga de Chagas.

Alteragdes na expressao génica também foram observadas em
células humanas contendo integra¢des de minicirculos. Simoes-
Barbosa et al. (2006) mostraram o bloqueio da expressao do RNAm
pela entrada de um elemento Line-1 portando um minicirculo de
kDNA no lécus p15, sugerindo, mais uma vez, que esse fenomeno
poderia estar associado com a patologia.
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Duplicacao génica: a maior for¢a da
evolucao

Evidéncias sobre duplicagdo génica e seu papel na origem de
novidades genéticas vém sendo descritas ha muito tempo. Os pri-
meiros relatos foram fornecidos por Bridges (1936), que mostrou
a duplicagdo de uma banda cromossémica em um mutante de
Drosophila melanogaster que exibia extrema redu¢do do tamanho
do olho. Nos anos subsequentes, diversos trabalhos apontavam a
duplicag¢do génica como mecanismo potencial para a evolugao
(STEPHENS 1951; OHNO 1967; NEI 1969). A ideia da duplicagdo
génica como for¢a motriz do processo evolutivo foi popularizada,
posteriormente, pela publica¢do do livro Evolution by gene dupli-
cation de Susumu Ohno em 1970. No entanto, somente a partir da
década de 1990, com a disponibilizacao de um grande nimero de
genomas completamente sequenciados, é que se tornou possivel um
exame claro dos padroes de duplicagdo e como atuavam modifican-
do a estruturacao dos genomas.

Os mecanismos precisos dos eventos de duplicacdo sao diversos
e podem envolver crossing over desigual, retrotransposi¢do, aneu-
ploidia e poliploidia. Esses mecanismos podem levar as duplicagoes
de pequenos segmentos de genes, genes inteiros, blocos de genes,
cromossomos inteiros ou mesmo genomas inteiros. Acredita-se que
as duplicagoes génicas forneceram as condigdes necessarias para
as principais transi¢oes evolutivas, incluindo a evolu¢ao da mul-
ticelularidade, da simetria bilateral e da evolucido dos vertebrados
(SIDOW 1996; HOLLAND, 1999; LUNDIN 1999; PATEL; PRINCE,
2000).

Uma vez duplicado, um gene pode estar sujeito a trés destinos: (i)
nao-funcionaliza¢ao, em que uma das duas copias do gene degenera
em um pseudogene que pode ser subsequentemente perdido do ge-
noma; (ii) subfuncionalizagdo, que consiste na divisdo das fun¢oes
originais do gene ancestral entre as duas copias génicas duplicadas;
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(iii) neo-funcionalizagdo, onde a copia duplicada assume uma nova
funcdo (ZHANG, 2003).

A duplicagao génica permite que as novas copias do gene assu-
mam fungdes mais especializadas ou mesmo possibilita a origem
de novos genes com fungdes totalmente distintas daquelas dos ge-
nes de origem. Os genes duplicados sio denominados de paralogos
e formam uma familia multigénica. A maior familia multigénica
de D. melanogaster ¢ a familia codificadora das tripsinas, que pos-
sui 111 membros; enquanto a maior familia de mamiferos codifi-
ca receptores olfatorios e possui 1.000 membros (GU et al., 2002;
MOMBAERTS, 2001; ZHANG; FIRESTEIN 2002).

Um bom exemplo de duplicagao de genes e de grupos de ge-
nes é representado pelas familias de genes que estao envolvidos no
controle do desenvolvimento. Uma dessas familias é representada
peles genes homedticos que foram muito bem caracterizados em D.
melanogaster e codificam fatores transcricionais que, possivelmen-
te, estdo envolvidos no controle do desenvolvimento de todos os
animais. Alguns motifs se encontram conservados em muitos genes
homedticos. O grupo mais comum de motifs conservados nos genes
envolvidos com o desenvolvimento é chamado de homeobox, que
representa uma regido de 180 pb localizada préximo do final 3’ de
diversos genes homedticos. Existem cerca de 40 genes homeodticos
em Drosophila que possuem homeobox. As sequéncias homeobox
foram primeiramente identificadas e sdo predominantes em genes
homedticos, embora aparecam também em outros genes envolvidos
no controle do desenvolvimento. A sequéncia proteica codificada
pelo homeobox é chamada de homeodominero e representa um mo-
tif de ligacdo ao DNA em fatores de transcrigéo.

Uma familia génica que compde a superfamila homeobox ¢é re-
presentada pelos genes Hox que determinam, especificamente, o
eixo antero-posterior dos metazoarios animais. Na maioria das ve-
zes, esses genes sao expressos de acordo com sua ordem ao longo
do cromossomo (isto é, genes localizados anteriormente no clus-
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ter sao expressos, inicialmente, nas partes anteriores do embrido)
(AMORES et al., 1998). Existem 13 cdpias paralogas de genes Hox
nos invertebrados, organizadas em um unico cluster (SANTINI;
BERNARDI, 2005). Os invertebrados apresentam um tnico cluster
de genes Hox e pouca diversidade axial, enquanto os tetrapodas (ex-
ceto peixes teledsteos) possuem quatro clusters e uma complexidade
axial consideravel. Os diferentes clusters de tetrapoda surgiram por
duplicagdo do cluster ancestral contendo 13 genes. A origem dos
vertebrados parece associada com o aumento no numero de genes
Hox, possivelmente como uma consequéncia de duas duplicacoes
gendmicas que ocorreram durante a historia evolutiva das linhagens
basais que deram origem aos vertebrados (HOEGG; MEYER 2005).
Dessa forma, a origem de varias cdpias paralogas desses genes, pro-
dutos de provaveis duplicagdes gendmicas, permitiu ganho de com-
plexidade na estruturacdo do plano do corpo e consequentemente
vantagens evolutivas.

Dados recentes, envolvendo resultados da analise de genomas
completamente sequenciados de peixes Actinopterigii (zebrafish,
medaka e duas espécies de pufferfish) mostraram que os peixes
apresentam oito clusters de genes Hox. Esses clusters adicionais,
presentes em peixes, resultam de um terceiro evento de duplicagdo
gendmica que ocorreu exclusivamente nos ancestrais dos actinop-
terigii (HOEGG; MEYER 2005). Dessa forma, a andlise da familia
multigénica Hox em vertebrados sugere a ocorréncia de dois eventos
de duplicagdo cromossdmica (provavelmente duplicagdo gendmica
total) antes da divergéncia entre os peixes teledsteos (Actinopterigii)
e tetrapoda (Sarcopterigii), e um terceiro evento de duplicagao antes
da radiagdo dos peixes teledsteos (AMORES et al., 1998). Uma vez
que a duplicagdo génica produz genes que podem assumir novas
fungdes, acredita-se que os eventos de duplica¢ao dos genes Hox
tiveram papel fundamental na radiagdo que levou a ampla diversi-
dade de peixes teledsteos encontrados atualmente.
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O exemplo apresentado anteriormente reflete o modelo classico
de origem de novos membros de uma familia multigénica por dupli-
cagdo. No entanto, novos genes podem surgir com base na duplica-
¢do de genes ou sequéncias de DNA e assumir uma fungao especifi-
ca e completamente distinta daquela do gene parental. Um exemplo
disso estd relacionado aos genes codificadores das proteinas anticon-
gelantes presentes em peixes antarticos da subordem Nothonioidei.
Essas proteinas, chamadas de AFGP (AntiFreeze GlycoProteins), im-
pedem que esses peixes congelem a baixas temperaturas. O primeiro
gene AFGP foi caracterizado na espécie Notothenia coriiceps e pos-
sui 46 genes codificadores de AFGP ligadas em tandem. Na espécie
Dissostichus mawsoni, foi verificado que o gene AFGP deriva de um
gene codificador do tripsinogénio pancreatico (CHEN etal., 1997a,
1997b). A relagdo entre esses dois genes (AFGP e tripsinogénio) nao
pode ser explicada simplesmente por duplicagao e divergéncia ou
embaralhamento de éxons, processos comuns na origem de muitos
genes. Em vez disso, a por¢ao do gene AFGP, que codifica um domi-
nio ice-ligante, deriva do recrutamento e intera¢ao de uma pequena
regido entre o primeiro intron e o segundo éxon do gene do tripsi-
nogeénio. Esse segmento sofreu expansao e varias duplicagdes (talvez
por slippage ou crossing-over desigual), produzindo um fragmento
de DNA com 41 repeti¢oes em tandem. Dessa forma, o gene AFGP
atual retém, ainda, como evidéncias do seu surgimento, sequéncias
em ambas as extremidades que sao quase idénticas ao gene do trip-
sinogénio. A retengdo do final 5’ do gene do tripsinogénio pode ter
sido significativa, pois essa regido codifica um sinal peptidico utili-
zado para a secregao do pancreas para o trato digestivo. Chen et al.
(1997a; 1997b) hipotetizam que uma versao ancestral do gene AFGP
desses peixes pode ter apresentado uma primeira fun¢ao evitando
o congelamento do fluido intestinal, que posteriormente expandiu
para o sistema circulatério por meio da sua expressao no figado.
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Conforme apresentado, existem muitos mecanismos molecula-
res que geram variabilidade e diversidade gendmica. Gragas a eles,

novas formas de vida surgem constantemente na natureza. Algumas
se mantém, outras se perdem de acordo com a pressao de sele¢ao ou
auséncia dela. O ambiente contribui nao sé selecionando os indivi-

duos mais aptos, mas em alguns casos desencadeando processos ce-
lulares que resultarao na altera¢do de genomas e, consequentemente
no aumento da variabilidade e diversidade.

Esses mecanismos sdo tao poderosos que nem sempre é facil
manter a uniformidade genética nas situagdes onde ela é desejavel,
como nos casos dos cultivos de microorganismos para fins de pes-
quisa ou industriais, alguns sistemas de produgéao agricola e con-
servagdo de recursos genéticos. Em geral, essas atividades exigem
constantes esfor¢os para selecionar e recuperar a linhagem original.
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O retrato que se vé, hoje, é o da vida como resultado de milénios
a bilhoes de anos de evolugao. Acreditar que esse é o resultado final
¢ um erro. O tempo néo para, o processo continua, tanto para o ho-
mem, quanto para todos os seres vivos, pois a variabilidade e diver-
sidade genética sao as bases para a manutengdo da vida no planeta.

Ha menos de 25 anos, os biologistas moleculares consideravam
0 genoma uma estrutura estavel mantenedora do patrimonio ge-
nético. Os avancos, nestes ultimos anos, vém mostrando, de forma
notavel, o intenso dinamismo com que as sequéncias de DNA e ge-
nes que compoe o genoma sofrem alteragdes. A plasticidade do ge-
noma em responder ao ambiente celular e externo é fantastica, pois
possibilita a origem das variagdes tao importantes para a evolucao e
manuten¢ao das formas de vida. Nao podemos ver o genoma como
uma estrutura governada unicamente por padroes Mendelianos de
heranca, mas sim uma estrutura complexa que sofre mudangas a
todo o momento, permitindo que suas diferentes classes de sequén-
cias de DNA estejam em permanente transformagao.
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