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_Resumo

Os avangos dos Ultimos 50 anos na area da Genética Molecular permitiram
um diagnéstico de doengas genéticas cada vez mais répido e eficaz; no en-
tanto, revelaram também que nem sempre pode a patogenicidade de varian-
tes genéticas ser concluida somente pela analise da sequéncia do DNA. As
consequéncias funcionais de uma variante genética séo analisadas pela ge-
némica funcional que inclui a analise do respetivo RNA mensageiro (mRNA).
Neste artigo é descrito como o Departamento de Genética Humana do INSA
desenvolveu linhas de investigagdo em genémica funcional, nomeadamente
sobre o papel da degradacéo especifica de mRNAs nas hemoglobinopatias,
e sobre alteragdes no splicing do RNA pré-mensageiro associadas ao desen-
volvimento do cancro.

A atividade destas linhas de investigagao foi publicada em mais de 100 artigos
em revistas cientificas internacionais, e trouxe, ao longo destes anos, varias
mais-valias para o DGH e as missoes do INSA, incluindo know-how técnico,
equipamentos inovadores, e resolugao de problemas técnico-cientificos no
apoio a prestacao de servicos diferenciados. Atualmente, a inovacao tecnold-
gica esta a gerar cada vez maior capacidade de sequenciar genomas e leva a
novas descobertas sobre a organizagdo do genoma e 0 seu funcionamento. A
genomica funcional continua a ser essencial para validar muitas destas desco-
bertas ou as previsdes computacionais do efeito de variantes genéticas.

_Abstract

Advances in molecular genetics over the last 50 years have enabled
increasingly rapid and effective diagnosis of genetic diseases; however,
they have also revealed that the pathogenicity of genetic variants cannot
always be determined by DNA sequence analysis alone. The functional
consequences of a genetic variant are analyzed through functional
genomics, which includes analysis of its messenger RNA (mRNA).

Here we describe two lines of functional genomics research developed
at Department of Human Genetics (DGH) of INSA, namely the role of
specific mRNA degradation in hemoglobinopathies, and alterations in
pre-messenger RNA splicing associated with cancer development.

The results from these research lines have been published in over 100
articles in international scientific journals and, over the years, has provi-
ded added value to the DGH and INSA's missions, including technical

know-how, innovative equipment, and the resolution of technical and
scientific problems to support the provision of differentiated services.
Currently, technological innovation is generating ever-increasing genome
sequencing capacity and leading to new discoveries about genome
organization and function. Functional genomics remains essential for
validating many of these discoveries or the computational predictions of
the effect of genetic variants.

_Introdugédo e enquadramento histérico da gendmica
funcional

Regressemos a 1975, 0 ano da fundagé@o do Departamento
de Genética Humana (DGH) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA). A nivel mundial, a area da gené-
tica humana encontra-se ainda fortemente sustentada na
citogenética, ou seja, num nivel microscépico da analise de
alteragbes genéticas que causam doenca. A nivel molecular,
sdo analisadas apenas variagdes no padrao de fragmentos
de DNA gerados por digestao com enzimas de restricdo. No
entanto, j& estdo em curso diversos esforcos na comunidade
para isolar e obter a sequéncia de genes individuais associa-
dos a doencas e, entre outros, s@o publicados a sequéncia
do gene da beta-globina em 1980 (1), do primeiro oncogene,
HRAS, em 1982 (2) ou dos genes supressores de tumores
APC em 1991 (3) e MSH2 em 1993 (4). Cresceu, assim, de
forma decisiva a era da genética molecular, a qual o DGH
também abracou, reunindo investigadores e técnicos para
desenvolver esta competéncia técnica pioneira em Portugal.
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A necessidade de identificar e sequenciar genes na area bio-
médica culminou, em 1990, na implementag@o ambiciosa do
projeto internacional de sequenciar todo 0 genoma humano.
Como fruto deste esforco, incluindo muita inovacéo tecnolé-
gica em sequenciagao genémica, grande parte da sequéncia
do genoma humano ficou disponivel em bases de dados
publicas até 2004 (5). Enquanto o projeto de sequenciacéo
do genoma ainda estava a ser concluido, as sequéncias, en-
tretanto obtidas, foram sendo disponibilizadas publicamente,
e 0 DGH também as utilizou para diagnosticar e investigar
doencas genéticas; porém, no laboratério tornou-se evidente
uma importante limitagao: nem sempre era possivel estabele-
cer, apenas com base na leitura da sequéncia de DNA, o
caréter patogénico de alteracbes encontradas nos genes
dos doentes. Nasceu, assim, a genémica funcional, ou seja,
a analise dos produtos dos genes, nomeadamente 0 RNA
mensageiro (MRNA) e a proteina por este codificado, para
poder validar o impacto funcional das alterac6es genéticas
observadas em amostras de doentes.

Com base neste quadro, o DGH investiu, ja durante a década
dos anos 90, em desenvolver a investigacdo em gendmica
funcional. Foram criadas linhas de investigagao para estudar o
papel do mRNA e da proteina na patogenicidade de doencas
genéticas, incluindo por exemplo, as hemoglobinopatias e o
cancro.

_Objetivo

Neste artigo sao descritos linhas de investigagao em geno-
mica funcional que o Departamento de Genética Humana
do INSA desenvolveu, nomeadamente sobre o papel da de-
gradacao especifica de mRNAs nas hemoglobinopatias, e
sobre alteragdes no splicing do RNA pré-mensageiro asso-
ciadas ao desenvolvimento do cancro.

_Ainvestigacdo em gendmica funcional desenvolvida nas
hemoglobinopatias

Ainda durante os anos 80, o DGH iniciou a progressiva tran-
sicdo das suas atividades da analise bioguimica e citoge

nética para a biologia molecular, transicao esta fomentada
pelo investigador Jo&o Lavinha. Neste contexto, comecgou
por investigar a base molecular das hemoglobinopatias na
populagdo Portuguesa. As hemoglobinopatias estao entre as
doencas genéticas mais comuns no mundo e s&o prevalen-
tes na costa do Mediterraneo, sudeste Asiatico, Africa e sul
da China. Hemoglobinopatias sé@o doencgas hereditarias cau-
sadas por mutagdes nos genes das globinas que resultam na
sintese anormal, ou ineficiente, da hemoglobina (Hb). Esta é
responsavel pelo transporte de oxigénio nos glébulos verme-
lhos, sendo composta por cadeias alfa- e beta-globina. Um
dos primeiros estudos das hemoglobinopatias no DGH foi
0 de uma familia agoriana com doenga da Hb H, na qual ha
uma producao deficiente de cadeias alfa-globina, resultando
num excesso de cadeias beta-globina que agregam em tetréa-
meros instaveis e levam a destruicdo prematura dos glébu-
los vermelhos. Os primeiros estudos que se realizaram no
DNA da doente com Hb H sugeriram que a base molecular da
doenca Hb H nesta familia seria diferente daquelas descritas
anteriormente (6). Com o objetivo de melhor compreender a
base molecular deste caso atipico de Hb H, a investigadora
Luisa Romao foi, no inicio de 1990, para o Howard Hughes
Medical Institute, School of Medicine, University of Pennsyl-
vania (Philadelphia, USA), para o laboratério do Prof. Steve
Liebhaber, onde lhe foi possivel demonstrar que este caso
era devido a delecdo de sequéncias reguladoras localizadas
a montante dos genes da alfa-globina, levando ao silencia-
mento do gene apesar de este nédo ter sofrido nenhuma mu-
tagéo (7).

Em 1992, Luisa Romao regressou ao INSA, onde alargou
esta investigacao as consequéncias funcionais de mutagoes
nonsense nos genes da beta-globina associadas a
beta-talassémia. Este projeto contou com o apoio financeiro
da Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) e permitiu
concluir que as mutagdes nonsense podem afetar a
estabilidade do mRNA dos correspondentes genes e, deste
modo, induzir a sua degradacéo prematura (8). Estava assim
implementada, no DGH, a era dos estudos funcionais e a
criagdo de uma nova linha de investigagdo dedicada ao
estudo do metabolismo do mRNA e doencgas associadas.
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O metabolismo do mRNA engloba uma série de processos
poés-transcricionais —processamento (inclui o capping, splicing
e poliadenilacdo), transporte, traducéo e degradagdo — que
determinam o destino funcional de cada mRNA. Sabe-se hoje
que 0s varios passos envolvidos no metabolismo do mRNA séo
altamente regulados na célula, o que permite maior controlo
espacio-temporal da expressdao génica. Para além disso,
existem mecanismos de controlo de qualidade que asseguram
a fidelidade da expressdo génica, pois rapidamente detetam
e degradam mRNAs aberrantes, incapazes de codificarem
proteinas funcionais. Um dos interesses da investigadora
Luisa Romao tem sido o estudo destes mecanismos de
controlo de qualidade, nomeadamente 0 mecanismo de
nonsense-mediated mRNA decay (NMD; figura 1). O NMD
permite a célula eliminar, seletiva e rapidamente, mRNAs
derivados de genes portadores de mutagdes nonsense
(que sinalizam o fim prematuro da traducdo deste mRNA
em proteina) e, desta forma, permite a célula prevenir a
sintese e acumulagdo das respetivas proteinas truncadas
potencialmente tdxicas.

Um dos resultados recentemente obtidos no estudo do NMD,
pelo grupo da investigadora, com a colaboracao do grupo
do investigador Peter Jordan, mostrou que uma das enzimas
envolvidas neste processo - a ribonuclease DIS3L2 (figura 1)
- é também necessaria para sustentar a proliferagao e invaséo
das células de cancro colorretal (9). Este trabalho exemplifica
como a identificagdo e caracterizacdo dos mecanismos
envolvidos no metabolismo do mRBRNA em associagao
com determinada doenca genética, ou em processos de
tumorigénese, permitem avancar no esclarecimento da
etiopatofisiologia dessas doengas. Por outro lado, possibilitam
0 estabelecimento de novos biomarcadores com potencial
aplicabilidade no rastreio, diagnostico, prognéstico e/ou
terapia deste tipo de doencas que, em muitos casos, sdo um
problema de Saude Publica.

Tal como acima referido, 0 metabolismo do mRNA também
inclui a traducdo da informacdo genética em proteina.
Sabe-se hoje que, em condicbes de stress celular, como
aquele que ocorre em células de cancro, este mecanismo

geral € inibido; no entanto, alguns mRNAs s&o traduzidos por
meios alternativos, permitindo a sobrevivéncia das células.
Estes processos ocorrem em mRNAs com caracteristicas
especificas, como internal ribosome entry sites (IRESs) ou
upstream open reading frames (UORFs), elementos reguladores
que mais de metade dos mRNAs humanos apresentam. A
descoberta de alteragdes genéticas que criam ou interrompem
estes elementos como causa de doenga humana, ilustra a
sua importante funcdo na regulacdo da expressdo génica.
Neste contexto, é também objetivo da investigadora Luisa
Romao estudar a funcao destes elementos em mecanismos de
doenga genética, ou em processos de tumorigénese. Um dos
exemplos estudados é o do mRNA que codifica para a proteina
humana oncogénica mTOR (19), que é sintetizada através dum
IRES, para manter o seu nivel de expressdo em condigoes de
stress celular, o que pode promover o desenvolvimento de
diversas formas de cancro.
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Figura 1: [ Representagdo simplificada do modelo de nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

complexo SURF

(a) Quando o ribossoma encontra um codao nonsense localizado a montante do Ultimo complexo proteico EJC depositado no mRNA, é estimulada

a interacao das proteinas UPF1 e eRF3 que induz a terminacdo prematura da sintese proteica.

(b) Apos essa interagdo, o complexo SURF é formado por varias proteinas (eRF1, eRF3, SMG1, SMG8, SMG9, DHX34 e UPF1).

(c) Em seguida, UPF1 interage com UPF2-UPF3B, forma o complexo DECID e induz a dissociagao das subunidades ribossomais.

(d) O UPF1 desencadeia depois a degradagao do mRNA, recrutando endonucleases (SMG6), desadenilases (CCR4-NOT), e o complexo de decapping (DCPC).
(e) Finalmente, o mRNA ¢ degradado pelas exoribonucleases DIS3L2 ou o complexo Exossoma para evitar que mMRNAs portadores de mutacdes nonsense

possam gerar proteinas disfuncionais e potencialmente toxicas para a célula. Figura adaptada de 1
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_Ainvestigagédo em gendmica funcional desenvolvida na
area do cancro

O DGH foi pioneiro em langar um estudo sobre a genética do
cancro hereditario em Portugal, para identificar familias afe-
tadas pelo cancro familiar do célon. O objetivo principal foi
de poder oferecer um teste genético pré-sintomatico a fami-
liares e, assim, identificar individuos com risco aumentado
de desenvolver cancro. O primeiro estudo multicéntrico, fi-
nanciado em 1995 pelo programa PRAXIS XXI da JNICT/FCT,
envolveu gastroenterologistas de varios hospitais nacionais
que identificaram doentes com suspeita de historia familiar
e enviaram amostras de sangue para o estudo genético. A
pesquisa de mutacdes focou inicialmente os genes APC,
MSH2 e MLHT1, ja identificados na literatura como causas
de cancro hereditario. Eis que se tornou realidade no DGH
a limitagdo metodologica referida acima: a dificuldade em
determinar se algumas das alteragdes de sequéncia encon-
tradas tinham de facto um carater patogénico, nomeadamen-
te quando a alteracdo encontrada no gene tinha o potencial
para afetar o correto processamento do respetivo mRNA. Em
principio era simples: bastava verificar por anélise dos respe-
tivos mRNAs, se estes apresentavam um tamanho anormal;
inesperadamente, porém, individuos saudaveis, que serviram
de controlo experimental, também apresentavam padroes
de mRNAs com diversos tamanhos (12). A analise molecular
destas formas de mRNA revelou que a informagao codifican-
te de um gene poderia ser reunida de forma modular, como
combinar pecas individuais de Lego®. Este processo deve-se
a estrutura dos genes humanos conterem a informacéo do
codigo genético dividida em blocos (exdes), interrompidos
por sequencias nao-codificantes (intrdes). Ambos sao primei-
ro copiados do gene para formar o pré-mRNA, o qual de se-
guida, e ainda no nucleo da célula, sofre um processamento
para juntar as regioes codificantes, designado por splicing. A
observacao experimental de que um gene podera dar origem
a diversos tamanhos de mRNA, culminou numa nova &rea
de investigagdo, chamada splicing alternativo, ou seja, a ca-
pacidade inata dos nossos genes de gerar mais do que um
mRNA em condicOes fisioldgicas. Quais as fungbes, numa

célula normal, destas diversas isoformas de mRNA (designa-
dos como variantes de splicing)? Poderia este processo ex-
plicar porque é que 0s genes dos organismos multicelulares,
ao contrério das bactérias, se apresentam subdivididos em
regides codificantes e ndo-codificantes?

A linha de investigagao criada no DGH pelo investigador
Peter Jordan tem revelado, ao longo dos Ultimos anos, duas
consequéncias distintas devido ao splicing alternativo, que
permitam uma maior flexibilidade de regulacdo do genoma de
organismos multicelulares. Primeiro, ha variantes de splicing
que apresentam uma estabilidade diferente e sao rapidamen-
te degradadas, provocando rapidamente uma reducéo efeti-
va do produto funcional do gene. Trata-se de outra camada
na regulagdo complexa dos nossos genes e 0S Seus niveis
de atividade. Segundo, hé& variantes que geram isoformas da
proteina, codificadas pelo mesmo gene, mas estas agora di-
ferem na sua atividade, regulacdo ou localizag@o subcelular,
por causa da inclusdo ou omissdo de uma parte da sequén-
cia codificante. O caso mais estudado no DGH, ¢ a variante
RAC1B que se encontra sobre-expressa num subtipo genéti-
co de tumores do colon, nomeadamente 0s que apresentam
uma mutacdo no oncogene BRAF (12). Este subtipo represen-
ta cerca de 15% de todos 0s casos de cancro do colon espo-
radico. O trabalho desenvolvido no DGH identificou primeiro
que a regidao do mRNA que determina qual é a variante pro-
duzida, esta localizada diretamente na sequéncia destinada a
ser incluida na variante RAC1B. De seguida, a equipa identifi-
cou qual a sequéncia de nucledtidos envolvida e pelo menos
duas proteinas reguladoras de splicing que reconhecem
estas sequéncias no nucleo da célula (14). A figura 2 resume
os resultados desta investigacado e ilustra as regras molecu-
lares que regulam o processo do splicing alternativo em cé-
lulas humanas. Este conhecimento permitiu ainda investigar
quando, e como, estas proteinas reguladoras do splicing sao
ativadas na célula cancerigena: foi concluido que a célula tu-
moral do célon aumenta a expressao destas variantes pro-tu-
morais em resposta a estimulos inflamatérios provindos do
microambiente celular que rodeia o tumor (15:16),
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Figura 2: 1 Regulagéo molecular do splicing alternativo do pre-mRNA do gene RACH.
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A regulacao do splicing alternativo do ex@o 3b depende de fatores de splicing. Estes ligam-se a elementos curtos de sequéncia no RNA que intensificam (SE) ou

silenciam (SS) o splicing e podem estar presentes no exao (ESE, ESS) ou nas regides intrénicas adjacentes (ISE, ISS). No caso do RAC1B, um destes ESEs é reconhecido

pelo fator de splicing SRSF1 que promove (parte superior do esquema) a jungao produtiva do spliceossoma junto ao exao alternativo. Caso predomine o fator de splicing
SRSF3 nas células, este ira ligar-se ao elemento silenciador (ESS) do exao 3b e inibir a formacao do spliceossoma neste exao (parte inferior), resultando na sua exclusao do
mRNA maduro e a ligagéao direta do exao 3 ao exdo 4. A competicdo entre os fatores antagonistas SRSF1 ou SRSF3 depende dos seus niveis relativos de expressdo na célula,
ou da sua quantidade localizada no nucleo da célula, regulavel por modificagdes transientes e reversiveis destes fatores proteicos, como a fosforilacdo, em resposta a sinais
exteriores que a célula recebe (p.ex., estimulos inflamatérios). Abreviaturas: U1 = particula pequena de ribonucleoproteina nuclear (snRNP) U1, U2 = snRNP U2, U2AF = fatores
auxiliares de snRNP U2, pPyT = trato de polipirimidina, bpA = adenina de conexao com a extremidade do intrao liberto, ESS/ISS = silenciador de splicing exénico/intrénico,

ESE/IES = intensificador de splicing exénico/intrénico, SR = proteina da familia SR.

Os resultados mais relevantes destes estudos serviram dois
propdésitos principais: por um lado, o aumento geral do co-
nhecimento cientifico, pois os trabalhos foram internacional-
mente citados como exemplos de alteragdes no processo do
splicing alternativo que podem promover o desenvolvimen-
to tumoral. Por outro lado, o know-how adquirido, permitiu
desenhar experiéncias em células humanas, cultivadas em
laboratério, para investigar a patogenicidade de uma duzia
de mutagdes de significado incerto que foram encontradas
em familias com sindrome de cancro hereditario. Com base
nesta investigagdo, foram classificados como patogénicas
alteragées encontradas nos genes MLH1 (17) e APC (18), Os
estudos permitiram ainda identificar e disseminar pela comu-
nidade cientifica, através de publicagdes cientificas, limita-
cdes técnicas nas metodologias utilizadas na prestagao de
servicos de rotina, e sugerir potenciais melhorias (12:19),

_Conclusdes e perspetivas futuras

A atividade de investigacdo destes dois grupos resultou em
130 artigos publicados em revistas internacionais, e trouxe,
ao longo destes anos, varias mais-valias para o DGH e as
missdes do INSA: (1) know-how de ponta em técnicas de
biologia molecular e celular, (2) equipamentos inovadores,
(3) pensamento critico e capacidade de resolucéo de pro-
blemas técnico-cientificos, (4) desenvolvimento de testes
funcionais para ajudar a prestacao de servicos diferencia-
dos a determinar a patogenicidade de algumas alteragdes
genéticas observadas em doentes.

A inovacgéo tecnoldgica na andlise de sequéncias nucleoti-
dicas que ocorreu nos ultimos 10 anos, levou a criagéo de
uma unidade laboratorial de apoio especializado, com pes-
soal dedicado e capacidade de gerar grandes quantidades
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de dados de sequenciacdo do DNA ou RNA em pouco tempo.
A maior capacidade de sequenciar revelou novas descober-
tas sobre a organizagao do genoma e sobre 0 seu funciona-
mento. No entanto, serd sempre necessario validar muitas
das previsdes computacionais através da gendmica funcional
e do desenvolvimento de ensaios funcionais com células em
cultura ou organismos modelo. Fruto também das atividades
de investigacao, o DGH estara apto e preparado para enfren-
tar os novos desafios na area da Genética Humana.
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