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Resumo. Com raras excec¢les, as células de eucariotos pluricelulares apresentam 0 mesmo material
genético. Porém, com o decorrer das fases de desenvolvimento do organismo ou em diferentes tecidos, as
exigéncias metabdlicas séo diferenciadas, e diferentes genes sao ligados e desligados, expressando um
conjunto distinto de proteinas. Existem varios mecanismos responsaveis por controlar a ativacdo e
desativacdo de genes (controle da expressdo génica), em diferentes momentos da vida celular.
Apresentamos nesta revisao alguns passos que séo passiveis de controle, bem como uma breve descricédo
e exemplos ilustrativos de mecanismos de regulacdo de expresséo génica.
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MECHANISMS OF GENE EXPRESSION IN EUKARYOTES

Abstract. With rare exceptions, all cells of multicellular eukaryotes have the same genetic material.
However, metabolic requirements are different over the stages of their development or in different tissues.
These requirements are satisfied by gene expression control in these organisms. In the present review we
discuss some steps that are likely to be controlled, and a brief description and examples of mechanisms of

gene expression.
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Introducao

Basicamente, expressao génica pode ser
descrita como o conjunto de processos que
ocorrem para que um organismo, tecido ou célula
inicie, aumente, diminua ou cesse a producdo de
produtos finais de seus genes, proteinas e/ou
RNAs. No inicio dos anos 60, o grupo de
Nirenberg comecou a decifrar o codigo genético,
permitindo  correlacionar a sequéncia de
aminoacidos das moléculas proteicas com as
sequéncias de nucleotideos do RNA mensageiro
(mRNA), que por sua vez é determinada pela
sequéncia dos nucleotideos no DNA. No entanto,
0S mecanismos e estimulos que levam a
producdo das diferentes proteinas e RNAs, em
diferentes células, sdo tao importantes quanto a
propria sequéncia codificadora.

Com raras excecdes, 0 material genético
dos eucariotos pluricelulares é idéntico em todas
as células. Isso decorre do fato de todas serem
originadas da Unica célula-ovo. Os mecanismos
de controle de expressédo devem, entdo, comecar
por ai: as exigéncias das células, durante seu
desenvolvimento, mudam. Consequentemente, 0s
produtos de seu metabolismo devem responder a
essas mudancas. Além disso, as células se
diferenciardo em diferentes tecidos, que
responderdo a  diferentes  estimulos e
apresentardo atividades especificas. Com isso, é
possivel notar quao importante € a regulacéo
génica.

A molécula de DNA é um polimero de
nucleotideos, unidades essas constituidas de
uma molécula de acglcar (desoxirribose), um
grupo fosfato e uma base nitrogenada, que pode
ser adenina, guanina, timina ou citosina. A
molécula é formada por uma fita dupla em hélice,
unidas por pontes de hidrogénio entre as bases

nitrogenadas (Watson e Crick, 1953). Quando
analisamos a sequéncia de bases nitrogenadas
de wuma fita, encontramos regides que
determinardo a sequéncia de aminoacidos. Essa
regido €, portanto, codificante. Como nédo se
conhece produtos (RNA ou proteinas) de uma
parte do genoma, se poderia pensar que essas
ndo codificam nada, ndo tém funcdo. Sabemos,
no entanto, que ndo é o que acontece. Essas
sequéncias sdo importantes porque nelas
encontramos sinais pelos quais € possivel regular
a expressdo, uma vez que apresentam
sequéncias especificas para interagdo de
proteinas que fazem a transcricdo (no DNA) ou
traducdo (no mRNA). Ha ainda espacadores onde
a sequéncia em si ndo é importante, mas seu
tamanho torna acessivel as regibes a serem
expressas.

A organizacdo nuclear

O ndcleo apresenta um  dominio
cromossémico com alta concentracdo de genes,
chamado dominio central, e uma regido chamada
dominio periférico, com concentracdo menor de
genes. Esse tipo de organizagdo, contudo, ndo é
estatica, ja que ha reorganizacdo dos
cromossomos nas células de acordo com o nivel
de expresséo dos seus genes (Verschure, 2004).
Dessa forma, uma maneira de se controlar a
prépria expressao seria enderegar 0 Cromossomo
em regibes onde seus genes poderiam ser mais
ou menos expressos (Singer e Green, 1997; Elias
e col., 2002)

Aumentando o nimero de genes

Um mecanismo que garante o aumento da
expressao de um determinado gene é aumentar o
ndmero de suas cépias no genoma. Dessa forma,
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maior quantidade de DNA molde, ao sofrer
transcricéo, gera uma quantidade maior de mMRNA
e, consequentemente, da respectiva proteina. Em
alguns raros casos, acontece a amplificacdo
génica: a dupla fita de DNA se abre no gene e em
seguida, a DNA polimerase sintetiza as fitas
complementares, resultando entdo em duas
duplas-fitas de DNA no local do gene. O processo
pode se repetir, obtendo-se o0 crescimento
exponencial do nimero de cépias do mesmo: de
2 para 4, 8 e assim por diante. A amplificacdo
acontece somente naquelas células e ndo sera
transmitida para as geracdes futuras. Alguns
genes de producdo de células foliculares de
Drosophila sdo um exemplo desse tipo de
estratégia (Claycomb e col., 2004).

Outro mecanismo que garante o aumento
do numero de genes é chamado de duplicagdo
génica. A sequéncia do gene é incorporada
novamente ao genoma ou através de
recombinacdo desigual, na qual o pareamento
ndo é completamente homdlogo, fazendo com
que parte do cromossomo seja duplicada, ou
através da acdo de elementos transponiveis ou
retrotransponiveis, que podem levar consigo parte
da informacdo do hospedeiro e incorpora-lo em
outra parte do genoma. Com isso, a cépia do
gene podera ficar incorporada ao genoma
definitivamente. Quando mantida, essa coOpia
pode mutar, ou manter a estrutura original e ser
transmitida aos descendentes. Apresenta a
vantagem de conferir maior plasticidade ao
organismo. Uma das copias do gene se mantém
sem alteracdes funcionais enquanto a outra pode
sofrer mutagbes que podem levar ao
aparecimento de novas formas da proteina com
diferencas funcionais vantajosas ao organismo.
Um caso de sucesso € observado em peixes
antarticos da espécie Trematomus bernacchii,
gue apresentam trés copias do gene de pepsina
A, decorrentes de dois eventos de duplicacao.
Esses genes passaram por mutacbes que
geraram trés formas diferentes de pepsina,
proporcionando  melhor  funcionamento da
digestédo dos peixes na temperatura baixa em que
vivem (Carginale e col., 2004).

A atividade das polimerases

A transcricdo dos genes é catalisada por
enzimas chamadas RNA polimerases. Essas
enzimas reconhecem sequéncias no DNA as
quais se ligam, chamadas de regibes promotoras,
ou simplesmente promotores. No entanto,
diferentes complexos proteicos podem estar
ligados a esses promotores, interferindo
indiretamente na expressdo de genes.

Os genes que codificam o RNA ribossémico
(rRNA), o RNA que constitui o ribossomo,
organela responsavel pela traducdo, sao
transcritos pela enzima RNA polimerase |,
comumente chamada de RNA poll. Essa enzima
apresenta uma série de fatores das quais seu
funcionamento depende, e a presenca desses

conhecidamente altera a sua atividade. Além
disso, alguns desses fatores sdo capazes de
reconhecer sequéncias a montante do sitio de
ligacdo da enzima - regido conhecida como
Espacador Intergénico (IGS) - fazendo com que a
eficiéncia da atividade enzimatica aumente na
presenca de sequéncia especifica na regido nao
transcrita anterior ao sitio promotor (de Andrade
Stempliuk e Floeter-Winter, 2002).

Sabe-se ainda que essa enzima apresenta
associagdo com as proteinas motoras actina e
miosina nucleares, 0 que interfere no
funcionamento da mesma. A miosina nuclear
participa do inicio da transcricdo, enquanto a
actina participa do elongamento do transcrito. No
entanto, aparentemente o processo ndao depende
de atividades motoras dessas proteinas, ja que se
consegue observar a importadncia das mesmas
tanto in vitro quanto in vivo (Philimonenko e col.,
2004).

Os mMRNA s&o transcritos pela RNA
polimerase 1l, chamada de RNA polll. Essa
enzima também apresenta fatores ligados a ela
que permitem sua atividade. Além disso, é fato
conhecido, a interferéncia na atividade da RNA
polll por proteinas que se ligam a montante do
promotor e podem aumentar ou diminuir sua
atividade (Kadonaga, 2004).

Splicing

Chamamos de "splicing" o processamento
do pré-mRNA em que sua sequéncia € alterada,
seja pela retirada de partes da molécula, seja
pela adicdo de sequéncias especificas. No
primeiro caso, denominamos de "cis-splicing" ou
somente "splicing”, porque todo 0 processo
envolve uma Unica molécula. Quando se adiciona
uma sequéncia transcrita a partir de outro gene a
um pré-mRNA, denominamos o processo de
"trans-splicing" (Alberts e col., 2002).

Cis-splicing

Durante a transcri¢do, ainda no nicleo, um
complexo chamado spliceossomo liga-se ao pré-
mRNA. Esse complexo Ié a sequéncia do pré-
MRNA e, caso encontre marcacbes para isso,
retira parte da molécula, liga a parte anterior ao
resto da mesma e continua o processo. As partes
retiradas sdo chamadas de introns, enquanto que
as regides que fardo parte do mRNA maduro e
que, portanto, serdo expressas, sao chamadas de
exons. As marcacgles para a retirada de introns
sdo bastante varidveis, embora apresentem
algumas caracteristicas conservadas. Essa
variabilidade confere ao sistema uma maior
plasticidade de ac¢édo no processamento do mRNA
(Abril e col., 2005).

Por algum tempo, acreditou-se que o0s
introns ndo continham informacdes, e que faziam
parte de resquicios evolutivos que perderam a
funcdo com o tempo. No entanto, hoje se
reconhece que esse pensamento era equivocado:
é sabido que a expressdo pode depender da
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presenca de introns, e ainda que esses introns
tém sitios de ligacdo para reconhecimento
indireto de condicdes ambientais. E o caso, por
exemplo, do gene para a producdo de
arylalkylamina N-acetiltransferase (AA-NAT), que
controla a producdo do hormdnio melatonina.
Uma regido no intron 1 desse gene apresenta
sitio de ligagdo de um elemento responsivo a
AMP ciclico (AMPc). Esse elemento é chamado
de CREB e aumenta a traducdo do mRNA
quando ocorre um aumento do AMPc, ou seja,
quando a célula é estimulada. Quando estimulos
chegam as células da glandula pineal, ocorre um
aumento do AMPc, que permitird a ligacdo do
CREB no intron 1 e levard a um aumento de mais
de 5 vezes na quantidade de melatonina
produzida na glandula. O mesmo efeito € muito
diminuido com a retirada do intron 1, como ocorre
nas outras células do corpo (Baler e col., 1999).
Com isso, a glandula pineal pode regular a
producdo de melatonina por responder de
maneira indireta a presencga de luz, o que torna
possivel regular o ritmo circadiano através de
condig¢8es luminosas do ambiente.

Acoplamento de fatores de transcrigao

Outra caracteristica interessante da RNA
polll é a presenca de estruturas que permitem o
acoplamento de fatores que agirdo pos-
transcricdo, chamados fatores de processamento
do RNA. Esse processamento transforma o
MRNA recém transcrito em mRNA maduro, sem
introns, com cauda de poli-A e CAP, que ajudam a
manter a molécula mais estavel. O CAP é uma
guanidina metilada adicionada na extremidade 5'
do mRNA, e a cauda de poli-A é a adicdo de
dezenas de adenosinas na extremidade 3' da
molécula (Alberts e col.,, 2002). A estrutura da
RNA polll aumenta a eficiéncia de todos esse
processos porque concentra os fatores
necessarios para 0 processamento proximo ao
local da transcricdo (Maniatis e Reed, 2002; Zorio
e Bentley, 2004).

Splicing alternativo

O numero de genes encontrado no genoma
humano foi estimado em cerca de 25.000 genes,
no entanto, esses guardam informac¢bes para a
producdo de um nimero muito maior de proteinas
(Venter e col., 2001). Uma das explicacdes para
essa discrepancia esta na flexibilidade dos sitios
de reconhecimento de "splicing", o que permite ao
sistema de processamento a criacdo de
diferentes formas de proteinas a partir de uma
mesma sequéncia de DNA. E o evento chamado
"splicing” alternativo. Segundo Sharp (2009), mais
da metade do DNA de células de vertebrados é
expresso segundo diferentes formas de "splicing”.
E o caso, por exemplo, da imunoglobulina M, que,
em peixes, tem a sequéncia de DNA expressa em
linfécitos B no inicio de desenvolvimento sob a
forma de proteina de membrana, enquanto que
nos linfécitos B maduros o gene € expresso sob a

forma de proteinas plasmaticas. (Wilson e col.,
1995). Outro exemplo conhecido é a expressao
do gene de beta-tropomiosina do mdusculo
esquelético, que ocorre de maneira diferenciada
em fibroblastos e musculo liso por meio de
"splicing” alternativo (Helfman e col., 1988).

O "splicing" alternativo também pode ser a
chave para processos patologicos, dando origem
a transcritos que ndo sdo funcionais ou tem
funcdo exacerbada. E o caso, por exemplo, do
insulinoma humano, onde o mRNA da insulina
apresenta como variante de "splicing" uma forma
com a inclusdo de parte do primeiro intron na
regido 5’UTR. Com isso, tanto o RNA sem o
intron, variante mais comum, quanto o RNA com
o intron dardo origem a mesma proteina viavel,
no entanto, a variante do mensageiro da insulina
com a parte do intron 1 é traduzida mais vezes do
gue a variedade nativa. Em células pancreéticas
normais, a quantidade de variante com intron nao
chega a 0,5%. No entanto, em insulinomas, as
células do tumor aumentam significativamente a
porcentagem de variantes do mensageiro com o
intron 1, chegando a produzir mais de 13% dos
MRNA de insulina com o intron conservado. Com
isso, essas moléculas, por serem mais
traduzidas, acabam gerando muito mais insulina
por célula, gerando o quadro de hiperinsulinemia
e, consequentemente, hipoglicemia (Minn e col.,
2004).

Trans-splicing

O "trans-splicing” consiste na unido de
exons de diferentes transcritos em um (nico
MRNA. Alguns organismos apresentam
transcricdo policistrénica, isto €, apresentam um
promotor no cromossomo e em seguida a ele
diversos genes. Esses organismos precisam,
entdo, individualizar a informagcdo, ou seja,
processar o pré-mRNA em RNA com informagéo
para a sintese de proteina. Assim, o "trans-
splicing” permite a formacdo desses mMRNA
maduros. Esse tipo de ‘"trans-splicing" é
conhecido como SL “trans-splicing”, porque
adiciona uma sequéncia lider (SL) no inicio dos
MmRNA. Essa sequéncia vem acompanhada do
CAP, o que permite a protecdo dessas moléculas
altamente instaveis. Esse mecanismo €
responsavel pelo controle de expressdo em
organismos com transcricdo policistrénica,
quando a individualizacdo da informacdo s6 é
possivel com a adigdo da sequéncia SL. Embora
0 mecanismo seja comum em protozoarios, o
processo é também encontrado em metazoarios,
como em cnidarios, platelmintos, nematodes,
insetos e inclusive em mamiferos (Mayer e
Floeter-Winter, 2005).

Edicdo de RNA

Outro processo poés-transcricional € a
edicdo do RNA, também chamado de RNA
editing. O processo consiste ha modificacdo do
transcrito, e foi descrito em protozoarios
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cinetoplastideos. Esses organismos apresentam
uma Unica mitocéndria, com seu material genético
organizado na forma circular, concatenados em
minicirculos e maxicirculos. Os maxicirculos
contém a informacdo primaria para a producao
das proteinas mitocondriais, enquanto que o0s
minicirculos codificam os chamados gRNA, que
se associados aos transcritos dos maxicirculos e,
junto com uma magquinaria chamada editiossomo,
fardo o processo de edicao.

Basicamente, esse processo consiste na
inser¢@o e ocasionalmente na retirada de uridinas
(U) dos pré-mRNA ou na troca de uma citidina (C)
por uridina. Essas alteragcdes provocam, muitas
vezes, a alteracdo da fase de leitura do RNA, de
forma que apenas os mRNA que passarem por
esse editing serdo lidos corretamente. Com isso,
as moléculas de mRNA formadas s&o, na
verdade, hibridos de sequéncia transcritas a partir
de DNA de maxicirculos com sequéncias
transcritas dos minicirculos (Simpson e col.,
2000).

Estabilidade do mRNA

As moléculas de mRNA apresentam, como
citado, estruturas nas extremidades 5' e 3' nédo
traduzidas que aumentam sua estabilidade. No
entanto, h4 uma ciclagem dessas moléculas na
célula, através de degradacdo controlada por
marcas presentes na prépria molécula. Dentre os
mecanismos para degradacdo, encontramos
complexos enzimaticos capazes de detectar RNA
dupla-fita. Esses complexos reconhecem as
duplas-fitas de RNA e as cortam em fragmentos
com aproximadamente 21 bases. Esses
fragmentos séo, entdo, usados como moldes na
deteccdo de moléculas complementares de RNA.
Quando uma molécula de mMRNA se hibrida a
esses fragmentos, ocorre sua degradacdo. Com
isso, é possivel inibir a expressdo de um gene
através da expressdo de sua sequéncia
complementar. Esse processo vem sendo
explorado atualmente para o knockdown de
genes em fases especificas do organismo (Fjose
e col., 2001; Shoji e col., 2005).

Consideracgdes finais

A disposicao de se obter o sequenciamento
do genoma humano estava baseada na ideia de
que o conhecimento do conjunto de bases que
compdem o DNA humano seria revelador de
grande parte de seu funcionamento. Com o
anuncio da composi¢do do genoma, no entanto,
se percebeu que, na verdade, a complexidade
fisioldgica envolvia muito mais do que apenas a
predicdo de produtos codificados na sequéncia de
bases. A regulacdo da expressdo desses
produtos e o entendimento da relacdo dos
produtos e mecanismos alternativos associados a
regulacdo sdo os pontos que fazem dos seres
vivos em geral, incluindo o homem, organismos
com diversos niveis de organizacdo e
complexidade.

Cada vez mais se reconhece a importéancia
de diversas regifes do genoma, de sistemas
enziméticos de controle de transcricdo e traducao
e de sistemas poés-transcricionais de edicao.
Conceitos como o DNA “lixo”, de que sequéncias
ndo codificadoras seriam apenas resquicio
evolutivo sem funcdo nenhuma, estdo, senéo
acabando completamente, ao menos diminuindo
em grande escala com relacdo ao que se
acreditava ainda ha poucos anos, e o estudo da
expressdo génica vem contribuindo para
entendermos processos fisiolégicos e suas
variantes patolégicas.
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