O emprego dos genes RAG na elucidacao das
relacées filogenéticas de mamiferos
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RESUMO

O Sistema imune dos animais vertebrados é uma ferramenta importante que reconhece os
antigenos alvo por meio de um complexo sistema de proteinas. Duas proteinas, codificadas pelos
genes RAG, e RAG, sdo essenciais para esta reagdo. Recentemente estes genes estdo sendo usados
em estudos de sistemdtica e de andlise filogenética dos vertebrados. Relata-se a andlise de 26
amostras pertencentes ds espécies A. lituratus e A. fimbriatus de quirdpteros provenientes de 10
localidades de Santa Catarina, coletadas em um transecto Norte—Sul. Destas amostras estd sendo
sequienciado o gene RAG, com o objetivo de verificar se as mesmas se diferenciam a medida que
aumentam as distancias geogrdficas.
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ABSTRACT

The immune system of vertebrate animals is an important tool in recognizing the target antigens by
antigen-binding proteins. Two proteins encoded by the recombination-activating genes, RAG, and RAG,,
are essential in this reaction. Recently, these genes are being used in the systematic and in the phylogenetic
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analysis of the vertebrates. Here it is related the analysis performing in 26 individuals of the A. lituratus
and A. fimbriatus Quiroptera species from 10 localities of Santa Catarina, obtained in North-South
transect. The RAG, gene of these sampled are being sequenced with the purpose to verify if they differentiate

according to the increase of the geographic distances.

Key words: RAG, immune system, Quiroptera, phylogenetic relationships, V(D)] Recombination.

O sistema imune dos animais vertebrados é
uma ferramenta importante que reconhece os
antigenos alvo por meio de um complexo siste-
ma de protefnas. Essas proteinas pertencem a
duas familias: as TCRs (T cell receptors), ex-
pressas e retidas na superficie das células T e as
imunoglobulinas (Igs), expressas tanto em re-
ceptores na superficie da célula quanto
secretadas como proteinas circulantes denomi-

nadas de anticorpos (SADOFSKY, 2001).

Para o reconhecimento dos diversos
antigenos, o sistema imune cria uma ampla po-
pulagio de moléculas receptoras que diferem nas
seqiiéncias primdrias de suas regides de ligacdo
com o antigeno. Esse vasto “Repertério
imunoldgico” é formado por um mecanismo de
diversificacdo e selecio proprio gerado por trés
processos diferentes, dentre eles a recombinagio
V(D)] (SADOFSKY, 2001).

Este mecanismo requer um corte preciso do
DNA em segmentos seguido por um rearranjo
dos mesmos (QIU et al., 2001). Duas proteinas,
RAG, e RAG, (Recombination Activating
Genes) formam as nucleases responsaveis pela
clivagem do DNA (SADOFSKY, 2001). E inte-
ressante notar que as RAG atuam como
transposases in vitro e que o processo de
Recombinagio V-] é parecido com o mecanis-
mo pelo qual transposons movem-se de um lu-
gar para outro no genoma e entre genomas

(KLEIN,2004).

Especificamente, as protefnas RAG, e RAG,
podem ser vistas como transposases modificadas
(enzimas intimamente associadas com o movi-
mento dos transposons), as quais se ligam as se-
qiiéncias sinal, deste modo iniciando uma rea-
¢do que corta a seqiiéncia entre os dois segmen-
tos escolhidos sem, contudo, integra-los em ou-
tra parte do genoma. De fato, testes in vitro tém
demonstrado que as proteinas RAG sido também
capazes de cumprir esta funcdo de integracio
(AGRAWAL et al.,1998; KLEIN,2004). Estas
observacdes tém conduzido a hipdteses que os
genes RAG e as seqiiéncias sinal que flanqueiam
os segmentos V,], e D foram introduzidos no
genoma de um ancestral vertebrado
mandibulado por um transposon originado de
uma bactéria ou virus (BAKER et al., 2000;
KLEIN, 2004). De acordo com estas hipéteses, o
transposon original consistiria dos dois genes
RAG nas suas formas ativas in-vivo. Apds a
integracio no genoma do vertebrado ancestral,
ele tornou-se ativo e produziu uma variante
deficiente dos genes RAG, a qual entdo foi
transposta uma ou duas vezes dentro do exon V
do gene receptor primordial, cortando V e ] em
segmentos flanqueados pelas seqiiéncias sinal.
Uma segunda transposicio pode ter gerado o
segmento D que, ao contrario dos segmentos V
e J, é flanqueado por seqiiéncias sinal em ambas
as extremidades. O transposon original integra-
do entdo perdeu suas seqiiéncias sinal
flanqueadoras, assim como a habilidade de trans-
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por a si mesmo in vivo. O dois genes RAG torna-
ram-se, entdo, envolvidos exclusivamente na
recombinacdo V(D)] dos genes TCR e BCR (B
cell receptors) (AGRAWAL et al.,1998;
KLEIN,2004).

Somada a evidéncia citada acima, a obser-
vacdo de que dois genes RAG, embora pouco
relacionados um com o outro, sio justapostos em
todas as espécies estudadas e transcritos
concomitantemente, reforca a hipétese do

transposon (KLEIN, 2004).

As protefnas RAG s#o codificadas por dois pa-
res de genes (RAG, e RAG)) que, nos tetrdpodes,
nfo sdo interrompidos por introns e situados 8Kb
um em relagio ao outro no genoma nuclear. RAG,
humano e protefnas RAG, sao de 1,043 e 527
aminoécidos, respectivamente (BAKER et al.,
2000). Estes genes sdo expressos somente nos
linfécitos B e T, onde os niveis do transcrito vari-
am nos diferentes estigios de desenvolvimento.

O mecanismo de corte e unifo é feito pelas pro-
tefnas RAG de modo similar a0 mecanismo pelo
qual os introns sdo retirados do transcrito priméario
de RNA. No entanto, o processo esti atuando so-
bre o DNA e segmentos diferentes estio envolvidos
(V, D e ]), ndo se podendo admitir que um V seja
ligado a um ] diretamente, sem o D, por exemplo.

A clivagem ¢é direcionada a um local preciso
pela presenga das RSSs (recombination signal
sequences). A RSS é composta por heptAmeros
conservados e nondmeros separados por um
espacador de tamanho fixado. Ha duas classes
de RSS, que sio distinguidas pelo tamanho de
suas regides espacadoras. O tamanho destas re-
gides tem sempre 12 ou 23 nucleotideos (o com-
primento aproximado de uma ou duas voltas de
DNA) e as mesmas sio referidas como 12-RSS

ou 23-RSS (SADOFSKY, 2001; QIU et al., 2001).

Este conjunto cria, assim, na extremidade de
cada segmento, um indicador de corte e unido,
semelhante ao que os introns tém no seu inicio
e no seu fim. A existéncia dessas duas classes
ajuda a evitar uma possivel falha no sistema de

recombinacdo (SADOFSKY, 2001).

A fungao de RAG neste processo ja é bem co-
nhecida, porém, a Gnica fungio especifica do RAG,
que ja foi identificada é o aumento da estabilida-
de e da especificidade das interagées entre RAG,
e a RSS (AKAMATSU & OETTINGER, 1998;
SWANSON & DESIDERIO, 1999). A fungio de
catalisador, se houver, de RAG, permanece des-
conhecido. Contudo, apesar de pouco se conhe-
cer sobre a fungdo de RAG,, mutantes para este
gene tém sido utilizados em estudos que visam
melhor entender o funcionamento do sistema imu-
ne, como os trabalhos desenvolvidos por CHEN et
al., 1993 e por QIU et al., 2000.

A descoberta do RAG, e RAG, foi 0 avango
mais importante no estudo da recombinagio
V(D)] desde a descoberta original do rearranjo
dos genes por Tonegawa (1983) tornou possivel
andlises detalhadas da reacio de clivagem da
V(D)]. A descoberta dos genes RAG também
foi de grande importancia no estudo da ligacio
entre o reparo de DBSs (Double Strand Breaks)
induzidas por RAG e outros reparos de DBSs,
principalmente porque acredita-se que estes
processos possam levar a translocacdes
cromossdmicas entre RSS verdadeiras e seqiién-
cias cripticas localizadas dentro do genoma, ge-

rando oncogenes (JUNG & ALT, 2004).

Em relacio ao papel destes genes em estudos
evolutivos, estes tém sido usados para resolver
questdes de ordem filogenética, entre pdssaros
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e vertebrados, e pequenas porcdes da regido
conservada tém sido empregadas para questdes
de niveis sistem&ticos mais altos em mamiferos,

morcegos e tubardes (STEPPAN et al. 2004).

Especificamente em relagdo ao RAG,, recen-
temente este gene vem sendo utilizado em tra-
balhos relacionados 2 filogenia e filogeografia
de diversos taxa de mamiferos quando se trata
de niveis taxonOmicos superiores, tais como gé-
neros e familias, nos quais a saturagio de al-
guns tipos de mutagdes prejudica a resolucio
das relacdes entre os grupos, como pode acon-
tecer com outros marcadores moleculares como

citocromo b, por exemplo (BAKER et al., 2003).

O potencial de RAG, na andlise filogenética
fica bem claro nos trabalhos realizados com a or-
dem Quiroptera por BAKER et al. (2000),

Carstens et al., (2002) e BAKER et al. (2003},
principalmente dentro da familia Phyllostomidae,

\..\r \rﬁn‘\l ?h';-

grupo altamente controverso onde a magnitude
da adaptacdo morfoldgica para estratégias mais
eficientes de alimentagdo pode resultar em
fenétipos tio modificados que mascaram as rela-
¢oes filogenéticas basais (BAKER et al., 2000).

RAG, pode, particularmente, ser de grande
utilidade para estudos da evolugido dos
filostomideos pois, além de evoluir mais lenta-
mente que o citocromo b, sua funcio na respos-
ta imunoldgica provavelmente nio estd ligada
as caracteristicas morfolégicas utilizadas
freqiientemente como critérios diagndsticos na
taxonomia do grupo. Estas propriedades nos le-
varam a escolhé-lo para analises do género
Artibeus.

Foram coletadas 26 amostras pertencentes as
espécies A. lituratus e A. fimbriatus, provenientes
de 10 localidades distintas do estado de Santa
Catarina em um transecto Norte - Sul (Figura 1).

Figura 1 - Mapa da distribuicao das espécies estudadas e mapa do estado de Santa Catarina com os respectivos
locais de coleta: 1 — Santa Rosa do Sul, 2 — Jacinto Machado , 3- Nova Veneza, 5- Treze de Maio, 6-
Santo Amaro da Imperatriz, 7 e 8 - Florian6polis 9 — Governador Celso Ramos, 10 — Porto Belo, 11 —
Blumenau, 12 — Gaspar. A localidade 4 nao foi amostrada para estas espécies. Em cinza escuro,
distribuicao de A. lituratus e em cinza claro, distribuicao de A. fimbriatus.
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A extragio é feita utilizando-se o método de
extracdo de DNA com sal pela técnica de
Medrano et al. (1990) e a amplificagao por PCR
mediante a combinagao dos “primers” RAG -F1
e RAG,-R1 (Figura 2) segundo condigbes des-

critas na literatura, com modificagdes. Para o

seqiienciamento estdo sendo utilizados os mes-
mos “primers” da amplificacdo. Os resultados
estdo sendo comparados com os que ja obtive-
mos com o gene mitocondrial citocromo b para
nas mesmas amostras, sendo, no entanto, ainda
preliminares.

Flint

F2Int

250 bp

Figura 2 - Diagrama representando os genes RAG, mostrando os sitios de anelamento, com destaque para os
primers utilizados. Figura retirada de BAKER et al. (2000).
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