0 velho axioma “um
gene, uma proteina”
ndo faz mais
sentido. Juanto
mais complexo o
organismo, maior d
probabilidade de ter
se tornado assim ao
sintetizar varias
proteinas a partir
de um unico gene

‘Genoma
Alternativo

| Por Gil Ast

0 GENOMA do camurdongo & o do homem s&o0 BB% semelhantes.
Muitas das diferencaas vem do modo como nds, humanos,
editamos a informagsn existente em NOSsS0S genes
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UM GENE, MUITAS PROTEINAS

Avisdo classica da expressao dos genes era simples: um gene de
OMA & inicialmente transcrito em forma de RNA, depois o mecanismo
de splicing celular remove os trechos de “lixe” chamados introns e
liga as partes significativas, os éxons, em uma versao final de RNA
mensageire, que entdo & traduzida para uma proteina, Mas agora

esta claro que essas regras nem sempre se aplicam, Em organismos
complexos, a transcrigao inicial de RMA pode sofrer splicing
alternativo — o5 éxons podem ser descartados, e os introns, ou
partes deles, mantidos — para produzir maltiplos RNA mensageiros, e
portanto proteinas diferentes, a partir de um mesmao gene.

EXPRESSAD DE GENES CLASSICA
Uima seqiiéncia de ONA & transcrita numa copia

de uma 54 fita feita de RNA. 0 mecanisme cebular
0% introns, cada qual definido por seqibéncias
particulares de nucleatideas em sew principio

& gau fim, conhecidas respectivamente como
pontos de splicing 5' [cinco-finha)] e 3 [trés-
linha], 530 removidos e descartados, enquanto
05 éxong sao ligados numa versao de RNA
mensageiro [mANA] do gene, que serd traduzide
numa proteina pela célula

| SPLICING ALTERNATIVO
Atranscrigao inicial do gene pode ser
editada de varias formas (& direfta )], em que
a atividade de spiicing esta representada

em linhas tracejadas. Um éxon pode ser
deivado de fora [a]. 0 mecanismo de spiicing
pode reconhecer os pontos de splicing
alternativos 5 “para um intran (b ou os
pontos de splicing 3 [c]. Um intron pode ser
mantido na transcricdo final de mRNA [d]. E
éxons podem ser mantidos num sistema de
exclusan mitua [e]
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proteina a partir de um mesmo gene foi feita
hi 25 anos, mas o fenémeno era conside-
rado raro. Comparagoes recentes mostram
que ele nao 56 é comum como funda-
mental, em mais uma dristica reviravolta
da visdo clissica de como a informacio
armazenada no gene se traduz em proteina.
A maioria dos conhecimentos bisicos ainda
se sustenta: os genomas contém todas as
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instrugbes necessdrias para a criagio € a
manutencdo do organismo, codificadas
em linguagem formada por nucleotideos
de DMNA de quatro letras (A, G, Ce T).
MNos cromossomos humanos, 3 bilhées
de nucleotideos estio ligados entre si em
cada uma das duas fitas complementares,
para formar a dupla hélice. Quando chega
o momento de as instrugoes do gene ser

“expressas, o ziper de duas fitas do DNA
se abre apenas pelo tempo suficiente para
que a copia de uma fita da seqiiéncia do
gene possa ser produzida por um primo
quimico, o RNA. Cada seqiiéncia de nu-
cleotideos de DINA que se transcreve na
versdo de RNA dessa maneira é chamada
de gene. Algumas das moléculas de RNA
resultantes acabam nunca se traduzindo
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MAQUINA DE SPLICING

DEFINICAD DO EXON

Uma proteina SR se liga a cada éxon
na transcricio em uma seqliéncia
particular de nucleotideos chamada
ativador exdnico de splicing
[ESE). A ligagan da proteina SR
define o éxon para 0 mecanismo

de processamento, a0 recrutar
moléculas de RNA nucleares de
pequenn peso molecular [snRHA)
chamadas U1 e U2 para o ponto de

|  splicing em ambas as extremidades
aintrons adjacentes

| FORMACAO DO SPLICEOSSOMO
Quando os snRNA originais reconhecem

05 pontos de splicing do intron, formanm
um complexo com outnos snNA e mais de
cem proteinas. Esse complexn, chamado
spliceossomo, elimina os introns e une os
éxons para produzic um RNA mensageino
maduro [mRMNA]

SUPRESSAD DO SPLICING
Uma proteina 5A também pode inibir
erm vez de aumentar a ligagao dos
snRNA, e nesse caso a seqléncia

i gual ela se liga & chamada de
supressor extnico de spiicing [ES5].
A proteina SR portanto pode fazer
COm que um &xon seja deixado de
fora do mANA final. Em humanos e
outros mamiferos, essa delegao de
éxons & a forma mais freqients de

splicing alternativo

spliceossomo executa a edigao do RNA. Em organismos complexos, esse processo é
controlado por proteinas reguladoras do splicing [SR), que definem os éxons e encaminham
os spliceossomos para pontos de splicing especificos. Essas moléculas reguladoras tém,
portanto, o poder de determinar quando e como o splicing alternativo de um gene ocorrerd. As
proteinas SR sao produzidas, elas proprias, de formas diferentes em tecidos e tipos de célula
diversos, em estagios variados do desenvolvimento do mesmo tecido.

Trato polipirimidinico —

Trecho de ramificaciio ——

SR Trecho de

| splicing 5
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em proteinas, mas realizam fungoes regu-
latérias e de manutengio dentro do niicleo.
As transcricdes de RNA dos genes que
realmente codificam proteinas sio lidas
por mecanismos celulares e traduzidas na
seqiiéncia correspondente de aminodcidos.
Mas, primeiro, a transcri¢io preliminar tem
de passar por um processo de edicio.

Em 1977, Phillip Sharp, do Instituto
de Tecnologia de Massachusetts (MIT), e
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colegas descobriram que essas transcricoes
de RINA iniciais ou primdrias sdo como
livros que contém muitos capitulos sem ne-
nhum significado, inseridos em intervalos do
texto. Os capitulos sem sentido, chamados
introns, precisam ser extraidos para que os
capitulos com sentido se liguem, permitindo
ao RNA “contar uma histéria” coerente.
Mo splicing, processo de conte-e-ligagdo ou
processamento, os introns s3o removidos da

transcricioinicial. Os segmentos da transcri-
¢do que contém seqjiiéncias que codificam
proteinas, chamados éxons, s3oligados para
formar a versio final da transericio, conhe-
cida como RNA mensageiro (MRNA) (ver
quadro na pdg. 53).

Mas em 1980, Randolph Wall, da
Universidade da Califémia em Los Angeles
(UCLA), ji havia mostrado que essa visio
basica do processamento pré-MRNA, em
que todos os introns sio sempre descarta-
dos e todos os éxons sdo sempre incluidos,
nem sempre € verdadeira. Na realidade,
os mecanismos celulares podem “decidir”
TEMOVET WM EX0N OU manter um intron, ou
partes dele, na transcrigio final domRNA.
Essa capacidade de editar de forma alter-
nativa as transcrigdes de MENA aumenta
significativamente a versatilidade dos genes
e di ao mecanismo de processamento o
enorme poder de determinar o quanto a
célula produziri de certo tipo de proteina
em detrimento de outros, codificados pelo
mesmo gene.

Em 1984, Tom Maniatis, da Univer-
sidade Harvard, desenvolveu um procedi-
mento para revelar o mecanismo molecular
que executa a retirada dos introns e a ligacio
dos éxons entre si. Os detalhes sobre seu
funcionamento e sobre o sistema regulatério
que o controla ainda estdo sendo desvenda-
dos, mas a pesquisa j revelou que se tratade
um sistema primorosamente intrincado.

Maquina de Emendar

Enorcanismos coMPLEXOS, dois niveis
diferentes de equipamento molecular estio
envolvidos nosplicing das transcrigoes pré-
mRNA. O chamado mecanismo basal,
encontrado em todos os organismos cujos
genomas possuem introns, foi bastante
conservado ao longo da evolugdo, dos
fungos até os seres humanos. Ele consiste
em cinco moléculas de RNA nuclear de
pequeno peso molecular (snRNA) identi-
ficadascomo U1, U2, U4, USe U6. Essas
moléculas se aliam a até 150 proteinas para
formar um complexo chamado spliceosso-
mo, responsavel por reconhecer os locais
onde os introns comecam e terminam,
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removendo-os da transcrigiopré-mRNA e
ligando os éxons para formar o mRNA.

Quatro curtas seqiiéncias de nucleo-
tideos dentro dos introns servem como sinal
para indicar ao spliceossomo onde cortar
(ver quadro na pdg. 54). Um desses sinais
fica no comego do intron e é chamado de
pontode splicing 5’ (cinco-linha); os outros,
localizados na extremidade final do intron,
sdo conhecidos como ponto de ramificacio,
trato polipirimidinico e, finalmente, ponto
de splicing 3 (trés-linha).

Um outro sistema regulatério controla
o processamento, direcionando o mecanis-
mo basal para esses pontos de splicing. Ja
foram identificadas mais de dez proteinas
reguladoras de splicing (SR) diferentes, e
cada uma delas pode ser expressa em esti-
gios distintos do desenvolvimento dentro
do mesmo tecido. As proteinas SR podem
se ligar a seqiiéncias curtas de nucleotideos
localizadas dentro dos éxons da transcri-
¢ao pré-mRNA. Esses pontos de ligagao
sio chamados de ativadores exénicos de
splicing (ESE, na sigla em inglés) porque,
quando a proteina SR adequada se liga a
um ESE, essa acdo recruta os snRNA do
mecanismo basal para os pontos de splicing
adjacentes a cada extremidade do éxon. E
a proteina SR também pode se ligar auma
seqliéncia supressora exonica de splicing
(ESS) dentro do éxon, anulando a capa-
cidade do mecanismo basal de se ligar as
extremidades daquele éxon, o que resulta
em sua remocio do mRNA final.

As conseqiiéncias de deixar de fora
um Gnico éxon podem ser dramdticas para
um organismo. Na mosca-das-frutas, por
exemplo, o splicing altemnativo controla o
sistema que determina o sexo. A delecio
(remogio) de éxons é otipo mais comum de
splicing alternativo entre os mamiferos, res-
pondendo por cerca de 38% desse tipo de
processamento genético em humanos. Mas

As conseqiéncias de excluir um tinico éxon

virias outras formas também jd foram iden-
tificadas, como uma que faz os introns ser
mantidos no mBNA maduro, mais comum
em plantas e em formas inferiores de vida
multicelular. E provivel que a retencio de
introns seja em termos evolutivos a versdo
mais antiga do splicing alternativo. Mesmo
hoje em dia, 0 mecanismo de splicing de
organismos unicelulares, como os fungos,
funciona por meio do reconhecimento de
introns, sistema diferente das proteinas SR
dﬂl.‘i {}Tg‘]ﬂiﬁmilﬁ ﬁLlFII'_'Ti.II'.ITL'Z'\'. quo d.{..‘[‘l'l'l{.! 05
éxons para o mecanismo basal.

No sistema unicelular, o mecanismo
de splicing s6 reconhece seqiiéncias in-
tronicas de menos de 500 nucleotideos, o
que funciona bem para os fungos, que tém
poucos introns, em média com apenas 270
nucleotideos de comprimento. Mas, con-
forme os genomas foram se expandindo ao
longo da evolugio, seus trechos intronicos
se multiplicaram e cresceram, € o meca-
nismo celular de splicing provavelmente
toi obrigado a mudar de um sistema que
reconhecia seqiiéncias intrénicas curtas
dﬂntﬂ} dUH Exons para um que rl.'..'l'_'l:'.lnl'l[.?ﬂ
cesse éxons curtos no meio de um mar de
introns. Em média, um gene humano dos
que codificam proteinas tem 28 mil nucleo-
tideos, com 8,8 éxons separados por 7,8
introns. Os éxons sdo relativamente curtos,
em geral tém cerca de 120 nucleotideos,
enquanto os introns variam de 100 a 100
mil nucleotideos de comprimento.

O tamanho e a quantidade dos introns
humanos — temos o maior nimero de
Introns Por gENC {i[..' TD[.'](_'.I.‘{ 05 L‘.Ifgﬂnihlﬂl:lh
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— suscitam uma questdo interessante.
Manter os introns é um habito caro. Uma
grande proporgio da energia que gastamos
todo dia é dedicada & manutengio e ao
reparo de introns na forma de DNA, 3
transcrigio do pré-MRMNA e a remogio
dos introns, e até a sua ruptura ao final da
reacio de splicing. Além disso, o sistema
pode causar equivocos com conseqiiéncias
graves. Cada erro no corte ¢ na ligacio
do pré-MENA leva a uma alteragio na
seqliéncia de codificacio da proteina da
transcricio do gene, e possivelmente 3
sintese de uma proteina defeituosa,

Por exemplo, uma doenga hereditiria
que investigo, a disautonomia familiar, ou
Sindrome de Riley Day, resulta de uma
mutagio em um tnico nucleotideo do gene
chamado IKBKAP, que faz com que ele so-
fra splicing alternativo em tecidos do siste-
ma nervoso. A redugdo da disponibilidade
da proteina padrio IKBKAP decorrente
disso causa desenvolvimento anémalo do
sistema nervoso. Pelo menos 15% das mu-
taghes que provocam doengas genéticas e
provavelmente também determinados tipos
de cincer fazem isso ao afetar o splicing do
pré-mRNA. Entio, por que a evolugio
preservou um sistema tio complicadoe que
ainda pode causar doengas? Talvez porque
45 VANtagens SUPETem os riscos.

Vantagens nas Alternativas

Como GERA MAIS DE UM tipo de molécula
de mRNA ¢, portanto, mais de uma proteina
por gene, o splicing altemativo permite aos
humanos produzir mais de 90 mil proteinas
sem precisar manter 90 mil genes. Em mé-
dia, cada um de nossos genes da origem a
trés mRNA por meio dosplicing altemativo.
Mesmo assim, esse niimero ndo explica nos-
sa necessidade de ter tantos introns nem por
que eles ocupam tanto territério dentro dos
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genes, de modo que as seqiiéncias exdnicas
correspondam a apenas entre 1% e 2% do
genoma humano.

Depois deas equipes de segiienciamen-
to terem revelado esse panorama aparente-
mente desolador em 2001, outro enigma
surgiu quando o genoma do camundongo
foi publicado, em 2002. Revelou-se que esse
roedor possui quase o mesmo nimero de ge-
nes do homem. Embora tenham se passado
100 milhées de anos desde que ambos tive-
ram um ancestral comum, 99% dos genes
tanto do camundongo quanto dos humanos
derivam daquele ancestral. A maioria possui
a mesma organizagdo em introns e €xons, e
as seqiiéncias de nucleotideos dentrode seus
éxons também sdo altamente conservadas.
Portanto, a pergunta passa a ser: se ha di-
ferencas tio pequenas entre o genoma dos
humanos e odos camundongos, oque é que
nos toma tio diferentes dos roedores?

Christopher ]. Lee e Barmak Modrek,
da UCLA, recentemente revelaram que
um quarto dos éxons que sofrem splicing
alternativo em ambos os genomas sdo
especificos ou dos seres humanos ou dos
camundongos. Esses éxons tém, portanto,
o potencial de criar proteinas especiais
para determinadas espécies, que podem
ser responsiveis pela diferenciagio entre
elas. Uma das categorias dos éxons de
processamento alternativo é realmente
exclusiva dos primatas e pode ter contri-
buido para sua divergéncia em relagio a
outros mamiferos. Estudando o processo
do nascimento de um éxon, podemos co-
Megara enxergar as vantagens dos introns
em geral, e a energia que gastamos para
manté-los parece se justificar.

Esses éxons especificos dos primatas
derivam de elementos genéticos méveis
chamados Alu, que pertencem a uma classe
maior de elementos conhecida como retro-
transpésons — seqiiéncias curtas de DNA
cuja fungdo parece ser gerar copias de si
mesmas e depois reinseri-las no genoma
em posicdes aleatorias, como pequenos
parasitas genomicos. Os retrotransposons
estdo presentes em quase todos os geno-
mas, e foram profundamente importantes
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CHIMPANZES E HUMANOS tém 99% dos genes em comum, e alguns deles contém mindsculos elementos
genéticos moveis chamados Alu, encontrados apenas nos primatas. Esses elementos se inserem dentro

dos genes ¢ podemn ter dado origem, através do splicing alternativo, a novas proteinas que levaram a
diferenciagao dos primatas em relagdo a outros mamiferos. A diferenciagao dos humanos em relagdo aos
outros primatas também pode se dever, em parte, ao splicing alternativo: estudos recentes mostram que
humanos e outros prifiatas produzem basicamente as mesmas proteinas na maioria dos wecidos, com a
excecdo do cérebro, onde 0s humanos fabricam um conjunto significativamente diferente de proteinas, e isso
se deve em grande parte ao splicing alternative dos genes

por terem contribuido para a expansio
gendmica que acompanhou a evolugio
dos organismos multicelulares. Quase
metade do genoma humano é composta
de elementos transponiveis, e os Alus sio
0s mais abundantes.

Os elementos Alu possuem apenas
300 nucleotideos de comprimento, com
uma seqiiéncia particular que termina em
uma “cauda poli-A”. Mas nosso genoma
contém cerca de 1.4 milhio de copias Alu,
e muitos desses elementos continuam se
expandindo e se reinserindo em novos
locais dentro do genoma, a um ritmo de
cerca de uma nova insergio a cada 100 ou
200 nascimentos humanos.

Por muito tempo, os Alu foram con-
siderados mero lixo gendmico, mas ga-
nharam um pouco de respeito quando os
geneticistas perceberam que eles podem
expandir a capacidade de geragio de
proteina do gene, Cerca de 5% dos éxons
que sofrem splicing alternativo no genoma
humano contém uma segiiéncia Alu. E
bastante provivel que esses éxons tenham
nascido quando um elemento Alu “pulou”™
paradentro do intron de um gene, em local

onde a inser¢do normalmente ndo teria
nenhuma conseqiiéncia negativa para o
primata, jd que a maioria dos introns € re-
mowida e descartada. Através de mutaces
subseqiientes, porém, o Alu conseguiu
transformar o intron no qual vivia em uma
seqiiéncia de informagio genética com
significado — um éxon. Isso pode acontecer
se as alteragbes na seqiiéncia Alu criarem
um ponto de splicing 5" ou 3’ dentro do
intron, fazendo com que parte dele seja
reconhecida como “éxon” pelo spliceos-
somo. [ Mutagbes como essa normalmente
aparecem durante a divisdo celular.)

Se o novo éxon Alu 56 for incluido no
splicing alternativo, o organismo desfrura
do melhor de dois mundos. Ao inserir
o éxon Alu, suas células sdo capazes de
produzir uma nova proteina. Mas a nova
habilidade ndo interfere na fungio original
do gene, porque ostipos antigos de mRNA
ainda continuam a ser sintetizados quando
o éxon Alu ¢ deixado de fora no splicing.
Apenas quando um Alu que sofreu muta-
¢30 passa a ser constitutivo, ou seja, o €xon
de Alu comeca a ser incluido em todos
os mRNA produzidos pelo gene, é que
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a questdo se torna problemdtica, porque
pode desencadear doencas genéticas cau-
sadas pela auséncia da proteina anterior.
Até hoje foram identificadas trés doencas
genéticas provocadas por segiiéncias Alu
inseridas em algum ponto do genoma: as
sindromes de Alport e de Sly e a atrofia
girata de cordide e retina.

Meus colegas e eu ji demonstramos
que basta a alteracio de uma Gnica letra na
seqiiéncia de DNA dos Alus para conver-
té-los de elementos silenciosos intrénicos
a éxons reais. Hoje, o genoma humano
contém aproximadamente 500 mil elemen-
tos Alu localizades dentro de introns, e 25
mil deles podem se tornar novos éxons se
passarem por essa mutagio em um Qnico
ponto. As seqiiéncias Alu possuem, portan-
to, o potencial de continuar enriquecendo
bastante o estoque disponivel de informa-
¢do genética significativa para a produgdo
de novas proteinas humanas.

Terapia de RNA

CERCA DE 3 MIL CIENTISTAS no mundo
todo tentam entender as complexas reagoes
envolvidas no splicing alternativo. Embo-
ra essa pesquisa ainda esteja em estagio
inicial, os investigadores concordam que
as descobertas recentes apontam para fu-
turas aplicacdes terapéuticas, como novas
estratégias de terapia génica que explorem
o mecanismo de splicing para tratar tanto
doengas hereditirias como adquiridas, a
exemplo do cincer.

Uma das possiveis abordagens é fazer
com que um trecho curto de nucleotideos
sintéticos de RENA ou DNA, chamados
oligonucleotideos “antisense™ (comple-
mentares), se liguem a um alvo especifico
no DNA ou RNA do paciente. Esses
oligonucleatideos poderiam ser colocados
dentro de células para mascarar um ponto
especifico de splicing ou alguma outra
sequiéncia regulatoria, ransferindo, dessa
forma, a atividade do splicing para outro
local. Ryszard Kole, da Universidade da
Carolina do Norte, demonstrou essa téc-
nica em células progenitoras do sangue de
portadores de beta-talassemia. Essadoenca
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hereditiria ocorre quando um ponto de
splicing 5" anémalo faz com que as molé-
culas de hemoglobina fiquem deformadas.
Mascarando a mutagio, Kole transferiu o
splicing para o ponto normal, restaurandoa
produgdo da hemoglobina funcional.

Mais tarde, Kole demonstrou que a
mesma técnica pode ser usada em células
cancerosas humanas em cultura. Masca-
rando um pontode splicing 5’ na transcricio
do gene Bel-x, que controlaa apoptose, ele
conseguiu transferir o splicing e produzira
forma do mENA Bel-x(S), em vez daforma
do Bel-x(L}, reduzingo a sintese da protei-
na antiapoptotica nastélulas e aumentando
a sintese da proteina pro-apoptética. Em
algumas células cancerosas, essa alteragio
ativa o programa de morte celular; em
outras, aumenta os efeitos apoproticos da
guimioterapia administrada junto com os
oligonucleatideos.

Qutra maneira de usar o splicing alter-
nativo em terapia foi mostrada em 2003
por Adrian Krainer e Luca Cartegni, do
Laboratério Cold Spring Harbor, em Long
Island, N, que descobritam um modo de
induzir as células a incluir um éxon que nor-
malmente seria deletado. Eles criaram uma
meolécula sintética que pode serprogramada
para se ligar a qualquer trecho de RNA que
combine com sua seqiiéncia, e entioanexa-
ram a ela a parte da proteina SR que se liga
ao RNA. Essa molécula quimérica pode,
portanto, 0 mesmo tempo se ligar a uma se-

um sistema tao

qiiénciaespecifica do pré-MRNA e recrutar
o mecanismo basal para o ponto adequado
de splicing. Krainer e Cartegni usaram esse
método em cultura de células humanas para
comigir defeitos no gene BRCA J, envolvido
no cincer de mama, e no SMN 2 ligado 3
atrofia muscular espinhal.

Antes da publicacio do genoma hu-
mano, poucos acreditavam que organis-
mos tio complexos quanto os humanos
pudessem sobreviver com meros 25 mil
genes. Desde que o seqgiienciamento foi
concluido, o splicing alternativo surgiu
como o processo fundamental para permitr
que um pequeno nimero de genes produza
uma colegio muito superior de proteinas
necessdrias para dar origem ao corpo e 3
mente humana, e para fazer com que essa
produgio seja orquestrada com precisdo
em tecidos diferentes e em momentos
diferentes. Acima de tudo, o splicing ex-
plica como a tremenda diversidade entre
humanos, camundongos e talvez de todos
os mamiferos pode se originar a partir de
genomas tio semelhantes.

A evolugio funciona apresentando
novas opcoes aos organismos, e depois
selecionando as vantajosas. Novas protei-
nas criadas pela inclusdo de éxons deri-
vados de Alus, portanto, provavelmente
ajudaram a fazer do ser humano a espécie
que somos hoje. E mais estudos sobre o
iplicing alternativo prometem melhorar
nossa qualidade de vida. G
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