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ABSTRACT

The development of large-scale DNA sequencing methods enabled the
investigation of eukaryotic genomes previously classified as irrelevant to the
adaptive value of species, the so called “junk” DNA. Junk DNA contains several
random elements originated by aleatory nucleotide arrangement and
rearrangement. Junk DNA also contains a large amount of genomic fossils,
sequences that were once active, but that lost their functions in the course of
evolution. In this context, small Open Reading Frames (SmORFs) are small
nucleotide sequences (<100 codons) mainly occurring in a random pattern in
genomes. The prediction of smORF-encoded bioactive peptides is extremely
challenging and has been largely ignored by gene prediction programs, generating
a wide gap in sequence databases. However, the recent improvement of genome
and transcriptome sequencing technologies associated to evolutionary, genetic
and functional analysis, have demonstrated the existence of several sSmORF-
encoded bioactive peptides in diverse biological species, ranging from insect
disease vectors to humans. In this manuscript, we contextualize this serendipity
approach towards junk DNA exploration in the search of these new small coding
jewels.

Keywords: small Open Reading Frames; Junk DNA, Next-Generation
Sequencing; Gene evolution.

RESUMO

O sequenciamento de DNA em larga escala possibilitou a exploracdo de trechos
dos genomas eucarioticos classificados como irrelevantes para o valor adaptativo
das espécies, o chamado DNA lixo. No DNA lixo, encontram-se diversos
elementos aleatdrios, além de diversos fésseis gendmicos, ou seja, sequéncias que
perderam funcionalidade no decorrer da evolugdo. Entretanto, um nudmero
crescente de dados evidenciam que no DNA lixo podem existir elementos
importantes, cujas funcdes ainda sdo desconhecidas. Neste contexto, as small
Open Reading Frames (smORFs), ou pequenas janelas abertas de leitura, sdo
sequéncias nucleotidicas com tamanho diminuto (< 100 codons) que ocorrem, em
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sua grande maioria, de forma aleatoria nos genomas. Por este motivo, a predigdo
de smORFs funcionais é extremamente desafiadora e sua deteccdo tem sido
ignorada por programas de predicdo génica nos ultimos anos, gerando uma
enorme lacuna nos bancos de dados de sequéncias. Todavia, 0 recente avanco das
tecnologias de sequenciamento de genomas e transcriptomas, acoplados a analises
evolutivas, genéticas e funcionais, demonstraram a existéncia de diversos
peptideos biologicamente relevantes codificados a partir de SmMORFs em diversas
espécies, desde insetos vetores de doengas a humanos. Nesta revisdo,
contextualizaremos esta recente corrida cientifica de exploracdo do DNA lixo em
busca de novas pequenas joias codificantes.

Palavras-chave: Small Open Reading Frames; DNA lixo, Sequenciamento de
Nova Geracdo; Evolucédo génica.

INTRODUCAO

Discorrer sobre a imensa relevancia que o
sequenciamento de acidos nucleicos possui para a
ciéncia ndo € uma tarefa trivial. No mais
fundamental dos niveis, pode-se dizer que o
advento das tecnologias de sequenciamento
possibilitou a analise de uma das principais
propriedades capazes de orquestrar uma vida
terrestre e diferencia-la de outras: o DNA (ou o
RNA) (Heather & Chain, 2016).
Apropriadamente, Frederick Sanger e Walter
Gilbert receberam o prémio Nobel em Quimica
do ano de 1980 por suas contribuicdes como
“pais” do sequenciamento de acidos nucleicos.
Contudo, a area s6 ganhou forte projecéo apds o
anuncio do sequenciamento do genoma humano,
em 2001 Genome

(International Human
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Sequencing Consortium, 2001; Venter et al.,
2001).

Os genomas possuem o cAddigo genético, o
“livro da vida” que define, juntamente a aspectos
ambientais, as caracteristicas béasicas dos
organismos (Lesk, 2012). Desde o seu primordio,
0 estudo dos genomas cresce COmo um
abrangente ramo da ciéncia, assim como o estudo
dos transcriptomas, isto é, das sequencias de RNA
transcritas em uma célula ou em uma populagéo
de células, que atualmente também tem se
expandido enormemente. Todos estes avangos
foram possiveis gracas ao desenvolvimento da
bioinformatica e o advento das tecnologias de
sequenciamento de nova geracao, que permitem
que novos dados genéticos sejam constantemente
novos

produzidos, fomentando a geracéo



Acta Scientiae et Technicae, Volume 7, Number 2, Dec 2019

conhecimentos funcionais. Aproximadamente 50
mil genomas estdo indexados na se¢do “Genome”
Center  for

do National Biotechnology

Information (NCBI) <ncbi.nlm.nih.gov/genome>

(Dezembro de 2019), abrangendo uma vasta

gama de taxons e favorecendo analises

comparativas. Entretanto, este numero de
genomas ainda é uma parcela muito pequena
diante de toda a biodiversidade existente.
Embora o0s genomas possuam grande
diversidade de regibes regulatorias (sequencias
que ndo sdo necessariamente transcritas e atuam
regulando a expressdo dos genes) e genes
expressos atuando de forma dinamica dentro dos
mais variados sistemas bioldgicos, nem todo
conteudo genémico, sobretudo em eucariotos, é
considerado relevante biologicamente. Estima-se,
por exemplo, que apenas 10% do genoma
humano seja funcional (Rands et al., 2014), sendo
aos cerca de 90% restantes, historicamente,
atribuida a controversa definicdo de DNA “lixo”
(Sridhar et al., 2011), por ndo possuirem atividade
biolégica ou simplesmente por ainda ndo

possuirem suas fungdes elucidadas. Portanto,

ainda que o sequenciamento de genomas e
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transcriptomas seja fundamental, decifra-los
ainda é uma ardua e necessaria tarefa. Neste
contexto, as tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo (NGS do inglés Next-Generation
Sequencing) abriram as portas para O
sequenciamento massivo e profundo de genomas
e transcriptomas, permitindo a visualizacdo de
verdadeiros “submundos” gendmicos antes
inexplorados (Shendure et al., 2017). Estudos
voltados para regides de DNA pouco exploradas
estdo em voga na genética e tendem a crescer com
0 aumento da disponibilidade de genomas e
transcriptomas sequenciados, possibilitando a
descoberta de novos genes e funcbes associadas
as moléculas de DNA, como, por exemplo, 0s
genes de small Open Reading Frames, que serdo
abordados nesta revisao.
DNA “lixo”: um territorio de enigmas
genbmicos

Embora controverso, o termo DNA lixo
pode ser compreendido como regides gendmicas
irrelevantes para o valor adaptativo de um

organismo, mas que possivelmente em algum

momento da histéria evolutiva assumiram e/ou



assumirdo  papéis  bioldgicos  importantes,
podendo abrigar fosseis genémicos (adaptado de
Eddy (2012). Na lingua inglesa, onde a expressao
surgiu, este conceito € traduzido como junk DNA.
Contudo, o significado da palavra “junk” ¢
constantemente confundido com o termo
“garbage”, que se refere diretamente ao que é
inutil e descartavel, enquanto a palavra “junk” ¢é
melhor associada, por exemplo, aos objetos
antigos acumulados nos fundos de garagens
(Eddy, 2012). Esta confusdo semantica afastou
pesquisadores por muitos anos desta area de
estudos e ainda em dias atuais é topico de intensos
debates, mesmo diante dos avancos tecnoldgicos.

Nos primordios da gendmica, o dogma do
“um gene, uma proteina” (Ingram, 1957)
promoveu a ideia de que as proteinas eram o cerne
das atividades moleculares dos organismos e 0s
RNAs meros carreadores de informacdo genética
(revisto por Crick, 1970; Nam, Choi & You,
2016). Atualmente, o conceito de ‘“gene” ¢
atribuido ndo s6 as regides codificantes, mas
também as regides regulatérias e trechos
transcritos em RNAs néo codificantes (nCRNAs,

do inglés non-coding RNAs) (Gerstein et al.,
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2007). Entretanto, este paradigma contribuiu,
historicamente, para a desvalorizacao das regioes
gendmicas ndo precursoras de proteinas, mesmo
quando estas eram transcritas em ncRNAs (Zanet
et al., 2016). Favorecendo este cenario, em 1972,
no Simpdésio de Biologia de Brookhaven nos
Estados Unidos, o bidlogo evolucionista Susumu
Ohno cunhou o termo DNA lixo ao classificar
pseudogenes ndo codificantes de proteina. Porém,
rapidamente o conceito passou a ser atribuido a
todas as regibes ndo codificantes do genoma
(Palazzo & Gregory, 2014).

Um estudo do consércio ENCODE (The
Encyclopedia of DNA Elements) sugeriu que 80%
do genoma humano possui algum tipo de funcéo
bioquimica (Dunham et al., 2012), refutando a
existéncia de grandes aglomerados de DNA lixo
no genoma. Contudo, o conceito de “funcdo”
utilizado pelo grupo gerou controvérsias, pois nao
estaria necessariamente associado a papéis sob
pressdo seletiva e com relevancia biologica
(Doolittle, 2013; Graur et al, 2013).
Posteriormente, um estudo mais conservador

propds que apenas 10% do genoma humano seja

efetivamente funcional (Rands et al., 2014).
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Independentemente destes debates, sugere-se que
entre 75 a 90% do genoma humano possa ser
transcrito e menos de 2% codifiquem proteinas
(Birney et al., 2007; Costa, 2010; Djebali et al.,
2012). Embora grande parte deste numero de
transcritos ~ possa  representar  produtos
estocasticos, estes dados sugerem que genes e
processos importantes ainda sejam
desconhecidos.

Atualmente, a importancia de se estudar os
componentes do DNA lixo é reconhecida, neste
contexto, seus principais representantes a serem
reconceituados como biologicamente relevantes
séo o0s genes de NncRNA, pois a hipétese do mundo
de RNA (Gilbert, 1986), somada ao avango
biotecnologico, contribuiu para a elucidacdo
funcional de muitas destas moléculas. Entre os
diversos processos moleculares em que 0s
ncRNAs estdo envolvidos, encontram-se a
ativacdo de fatores de transcricdo, regulacdo
epigendmica, silenciamento génico, regulacdo
pos-transcricional e modulacdo de splicing
alternativo, além de comprovada relagdo com o

surgimento e desenvolvimento de tumores (Pop-

Bica et al., 2017; Hu et al., 2018).
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Porém, os ncRNAs ndo s&o 0s unicos
elementos oriundos do DNA lixo a possuirem sua
relevancia elucidada. Diferentes estudos vém
sendo desenvolvidos nos ultimos anos sobre
regibes de heterocromatina; zonas repetitivas;
elementos de transposicdo; zonas intronicas;
regides regulatorias como enhancers, promotores
e silenciadores  (silencers); genes em
sobreposicdo; pseudogenes e; mais recentemente,
genes de smORFs codificantes (do inglés small
Open Reading Frames) (Balakirev & Ayala,
2003; Okamura et al., 2007; De Koning et al.,
2011; Pink et al., 2011; Qin et al., 2015; Burns,
2017; Chugunova et al., 2019; Elkon & Agami,
2017;  Podgornaya,  Ostromyshenskii &
Enukashvily, 2018).

A descoberta de que RNAs anotados como
ndo codificantes podem sofrer tradu¢do, candnica
ou ndo, de seus pequenos quadros abertos de
leitura (SMORFs), configura-se como uma das
mais desafiadoras novidades da gendmica
moderna. Deste modo, as SmORFs sdo uma nova
classe de genes codificantes,

com padrdes

genéticos, evolutivos e funcionais pouco

conhecidos, que emerge do submundo do DNA



lixo (Nam et al., 2016; Couso & Patraquim, 2017;

Luetal., 2019).

O que define uma small Open Reading Frame?

Para definir o conceito de sSmORF é preciso,
fundamentalmente, discorrer sobre o significado
de frame (em portugués, quadro/janela/fase) e
ORF (do inglés, Open Reading Frame; em
portugués, janela/quadro/fase aberta(o) de
leitura).

Em genética molecular, uma frame é uma
leitura nucleotidica em tripletes (cédons) néo
sobrepostos. Sequéncias nucleotidicas podem ser
lidas em trés frames, considerando-se, quando
aplicavel, as outras trés frames de sua sequéncia
antissenso (totalizando-se seis possibilidades de
leitura). A composicdo de codons de cada frame
é distinta uma das outras (Figura 1A) (Lesk,
2012).

De acordo com o dogma da biologia
molecular, 0os genes podem ser transcritos em
RNAs, e RNAs podem ser traduzidos em
proteinas, podendo haver transcricdo reversa. As

ORFs sdo um dos principais atores deste

processo, pois €& sobre elas que a traducdo

84

Guerra-Almeida et al. 2019

efetivamente ocorre (Figura 1) (Lesk, 2012). Sera
utilizado neste artigo o conceito mais empregado
de ORF em estudos sobre smORFs, que a define
como uma sequéncia que, em mesma frame, seja
iniciada por um codon de iniciacdo da traducéo,
em geral um ATG, e finalizada pelo codon de
terminacdo da traducdo mais préximo, em geral
TAG, TGA, TAA (Figura 1A,B). Definicbes
alternativas podem ser encontradas em Sieber,
Platzer & Schuster (2018).

Cada codon de uma ORF (com excecdo dos
cddons de terminacao em traducdes candnicas) da
origem a um aminoacido durante a traducéo
(Figura 1B). Em genes eucarioticos, ORFs podem
se sobrepor a introns, 0 que promove sua excisao
e possivel mudanca de frame apds eventos de
splicing, podendo modificar completamente a
sequéncia do RNA maduro e da proteina
resultante. As ORFs efetivamente codificantes
presentes em RNAs maduros sdo chamadas de
CDSs (do inglés, Coding DNA Sequences)
(Figura 1C).

A principal diferenga conceitual entre
ORFs e smORFs é o tamanho (em co6dons).

Contudo, ndo hd um consenso cientifico que
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estabeleca um limiar. O critério amplamente
utilizado estabelece que as smORFs possuem
entre o0 minimo limite tedrico de dois codons até
100 cddons (Andrews & Rothnagel, 2014;
Chekulaeva & Rajewsky, 2018). Entretanto, ha
estudos que definem limites maximos de tamanho
entre 150 a 250 cddons (Yang et al., 2011,
Andrews & Rothnagel, 2014; Chu, Ma &

Saghatelian, 2015).

L
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A ATG CCT TAG GCT ATG ATA GCG ACA AGT GTC GCC ATA CAG CC
AA TGC CTT AGG CTA TGA TAG CGA CAA GTG TCG CCA TAC AGC C
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Figura 1 — Conceito, localizacdo e processamento de
ORFs. A — Fita senso e antissenso de uma sequéncia de
DNA hipotética e suas respectivas frames: Uma fita de DNA
pode ser dividida em trés frames, que sdo divisdes em
cédons (tripletes) ndo sobrepostos em que a composicao de
cédons de cada frame é distinta uma da outra. A fita
antissenso é reversa e também complementar a sua
respectiva fita senso (evidenciando a organizacdo
predominantemente dupla fita do DNA) e também pode ser
dividida em trés outras frames. Um gene pode possuir
funcdo atrelada ao seu respectivo produto de transcri¢do da
fita senso e também antissenso. A traducdo de genes é
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realizada sobre ORFs (em vermelho), que consistem em
sequéncias que, na mesma frame, sejam iniciadas e
terminadas por cddons de iniciacdo e finalizacdo da
traducdo, respectivamente (sublinhados). B — Modificacdo
de uma sequéncia hipotética de DNA até sua traducdo. Em
processos de transcricdo de um gene em seu respectivo
RNA, os nucleotideos de Timina (T) sdo substituidos por
nucleotideos de Uracila (U). Os RNAs produzidos apos a
transcricdo estdo sujeitos a sofrer tradugdo ribossomal de
suas ORFs (em vermelho), em que cada codon de uma ORF
codificara um aminoacido de acordo com o codigo genético
universal, com excegdo dos codons de terminacdo da
traducdo. No momento em que surge um codon de iniciagao
da traducdo em uma sequéncia, abre-se uma janela de
leitura ribossomal, em que os cdédons podem ser traduzidos
em aminoacidos na producdo de proteinas (peptideos),
encerrando-se 0 processo no surgimento do primeiro cédon
de finalizacdo da traducdo presente na mesma frame. C —
Estrutura geral e simplificada de um gene eucariético. Uma
ORF pode se localizar em sobreposigdo a introns em um
gene, podendo haver modificacdo, nos eventos de splicing,
da frame e da composi¢do de cddons desta ORF apés a
producdo do RNA maduro, em que introns séo deletados
(com excecdo de eventos de splicing alternativo). ORFs
podem ser inativadas neste processo ou novas ORFs nédo
existentes no gene de origem podem surgir em nivel de
RNA. As ORFs efetivamente codificantes de proteina estéo
integralmente presentes no seu respectivo RNA mensageiro
maduro, onde passam a se chamar CDSs. A maioria das
SmORFs codificantes comegam e terminam em exons, nao
sendo processadas em eventos de splicing (Ladoukakis et
al., 2011).

Contextualizacao historica das smORFs

O termo “peptideo” foi primeiramente
atribuido as sequéncias menores do que 50
aminoacidos oriundas da clivagem de proteinas
maiores via mecanismos pds-traducionais e
protedlise (Figura 2A) (Albuquerque et al., 2015;
Saghatelian & Couso, 2015). Diversos peptideos
e pequenas proteinas ativas biologicamente,
como neuropeptideos, hormonios e antigenos,
surgem através destes processos (Albuquerque et

al., 2015). Entretanto, sabe-se atualmente que



pequenas sequéncias peptidicas podem surgir
diretamente através da traducdo ribossomal de
smORFs (Figura 2B).

SmMORFs

Incontaveis potencialmente

codificantes tém sido desconsideradas em
consequéncia de um consenso cientifico aceito
até anos recentes, que sugere que ORFs menores
do que 100 codons ndo possuem relevancia
traducional e bioldgica (Albuquergue et al., 2015;
Saghatelian & Couso, 2015). Consequentemente,
SmORFs

milhares de codificantes de

polipeptideos importantes sdo erroneamente
anotadas como nao-funcionais ou descartadas
aleatorios de

como produtos traducionais

ncRNAs, ocasionando grandes lacunas de
conhecimento e escassez de informagbes nos
bancos de dados de anotacdo de sequéncias em
relacdo as SmORFs e seus produtos (Ladoukakis
et al., 2011; Chekulaeva & Rajewsky, 2018).
Entretanto, diversos polipeptideos importantes
oriundos de smORFs tém sido descobertos nos
trés dominios da vida (revisdo em Eukarya:
Couso & Patraquim, 2017; estudo em Archaea:

Prasse et al., 2015; estudo em Bacteria: Miravet-

Verde, 2019) e também em genomas virais
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(Finkel, Stern-Ginossar & Schwartz, 2018),
evidenciando as potencialidades deste territorio

gendmico desconhecido.

A
)) ’
Proteina precursora Edigdo pos- Peptideo maduro
traduzida a partir de traducional
um RNA mensageiro (clivagem)
B) 2
— / —
/ &
—_ o re ’

RNA mensageiro
de smORF
maduro

Traducao
ribossomal
direta

Peptideo de
smORF maduro

Figura 2 — Esquema simplificado dos processos de
producdo de peptideos. A — Biossintese classica de
peptideos. Hormonios e neuropeptideos sdo processados no
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi através da
clivagem de longas proteinas precursoras, que sao
traduzidas por ribossomos a partir de mMRNAs contendo uma
grande ORF. Posteriormente, estes peptideos podem ser
secretados a partir de vesiculas para acdo exterior a célula
de origem. B — Biossintese de peptideos de smORFs.
Peptideos de smORF sdo produzidos por traducdo
ribossomal direta de diversos tipos de mRNAs canénicos ou
ndo, incluindo mRNAs policistronicos (MRNAs contendo
mais de uma ORF codificante) e também podem ser
secretados para agdo exterior a célula de origem.

Desafios preditivos para identificacdo de
SMORFs

Devido ao seu tamanho diminuto, milhdes
de smORFs podem surgir nos genomas de forma
estocastica/aleatoria (Ladoukakis et al., 2011). A
predicdo computacional de smORFs com
potencial codificante em meio a uma miriade de

pequenas sequéncias sem funcdo € uma tarefa

extremamente desafiadora (Ladoukakis et al.,
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2011; Andrews & Rothnagel, 2014), pois 0s
principais programas de predicdo génica utilizam
critérios rigorosos de avaliacdo para eleger uma
sequéncia como potencialmente codificante,
dentre os quais, sinais de poliadenilacdo, codons
de iniciacio AUG, cddons de terminacao,
sequéncias promotoras e conservacao evolutiva.
Contudo, estes padrdes ocorrem com menor
frequéncia em genes de smORFs, promovendo
alto numero de resultados falsos negativos (Chu
et al., 2015). Além disto, tais algoritmos sdo
desenvolvidos para desconsiderar ORFs menores
do que 100 codons, por assumir que estas
possuam potencial codificante desconsideravel
(Olexiouk & Menschaert, 2016; Yeasmin, Yada
& Akimitsu, 2018).

A melhor forma de investigar o potencial
codificante de uma smORF é a conservacao
evolutiva (Crappé et al., 2013). Entretanto, de
acordo com o0s parametros dos principais
algoritmos de busca de

sequéncias por

similaridade, como o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990),

cadeias (sequéncias) muito pequenas acumulam

menor pontuagdo em termos quantitativos do que
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sequéncias maiores, pois a contagem € feita sobre
0s aminoacidos individualmente, e peptideos de
smORFs  possuem  menor ndmero de
aminoacidos. Portanto, a chance de sequéncias
pequenas apresentarem baixos niveis de
similaridade, mesmo sendo homologas, é alta
(Couso & Patraquim, 2017). Embora alguns
programas ja tenham sido desenvolvidos na
tentativa de contornar estes problemas, como o
SORF finder (Hanada et al., 2009) e o SPADA
(Zhou et al., 2013), ha evidéncias de que a pressdo
seletiva pode ocorrer apenas sobre a estrutura
secundaria e terciaria dos peptideos, dificultando
ainda mais a deteccdo de potenciais moléculas
através de buscas baseadas em sequéncia primaria
(Magny et al., 2013; Zanet et al., 2016).

Outro desafio preditivo descoberto via
peptidémica e ribosome profiling é a utilizacdo de
cddons de iniciacdo ndo candnicos na traducao de
smORFs, ou seja, codons diferentes do ATG
usualmente encontrado em RNAs mensageiros
candnicos (Chu et al., 2015; Pueyo, Magny &
Couso, 2016). Além disto, estudos de revisao

sugerem que peptideos de smORFs podem

possuir padrdes de composicdo de aminoécidos



distintos dos encontrados em proteinas maiores
usualmente funcionais (Pueyo et al., 2016; Couso
& Patraquim, 2017). Evidéncias da tradugdo de
SmORFs a partir de RNAs atipicos para esta
funcdo corroboram a existéncia de regulacoes
traducionais ndo canénicas (Zanet et al., 2016;
Kim et al., 2018).

A deteccdo de peptideos de smORFs por
analises protedmicas é ineficiente e estocastica,
ocorrendo auséncia de resultados em até 75% das
corridas de um processo (Chu et al., 2015). Os
métodos de analise

principais protedmica

possuem limitacdes de filtragem para
polipeptideos menores do que 10 kDa. Além
disto, a rapida degradacdo e perda durante os
procedimentos de

extracdo e purificacdo,

juntamente aos resultados falsos positivos

provocados por peptideos oriundos da
degradacdo de proteinas maiores, tornam esta
abordagem ainda mais desafiadora (Andrews &
Rothnagel, 2014; Couso & Patraquim, 2017).
Contudo, estima-se que os peptideos de SMORFs
representem, em média, aproximadamente 0,1%
de todo o conteudo proteico dos tecidos, havendo

de 10 a 1.000 moléculas por célula (Slavoff et al.,
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2013). Outros estudos sugerem que os peptideos
provenientes de SmORFs representem entre 10 a
20% do contetdo traduzido em células meiéticas
de levedura (Hollerer, Higdon & Brar, 2018).

Abordagens genéticas de predicdo como
mutagénese aleatoria também podem falhar em
introduzir mutacGes deletérias em smORFs, pois
sequéncias diminutas sdo alvos menos propensos
a serem mutados aleatoriamente. Protocolos
sisttmicos de mutagénese direcionada também
sdo impraticaveis, pois 0 nimero de SmORFs
aleatdrias existentes nos genomas é exorbitante.
Deste modo, encontrar sequéncias promissoras €
um grande obstaculo para estudos preditivos em
larga escala (Andrews & Rothnagel, 2014; Couso
& Patraquim, 2017).

Apesar dos desafios preditivos, métodos
promissores baseados em  sequenciamento
profundo de transcriptomas com cobertura
ribossomal, como ribosome profiling e poly-ribo-
seq, tém se mostrado altamente promissores na
descoberta de novas smORFs (Aspden et al.,
2014; Weaver et al., 2019), assim como analises

de genbmica comparativa (Ladoukakis et al.,

2011; Mackowiak et al., 2015).
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Importantes peptideos de SmMORFs ja descritos

Nos ultimos anos, RNAs anotados
inicialmente como ndo codificantes tém sido
reanotados a partir da descoberta de diversas
SmORFs importantes nestas sequencias, deste
modo, muitos ncRNAs tém sido reclassificados
como genes contendo pequenas sequéncias
precursoras de peptideos bioativos (SmMORFS)
(Aspden et al., 2014).

Um dos principais exemplos é o gene
policistrénico pri/mlpt/tal (polished-rice/mille-
pattes/tarsal-less, respectivamente), descrito
primeiramente no besouro Tribolium castaneum
como um gene gap. Este gene, conservado em
Pancrustacea (grupo monofilético contendo
insetos e crustaceos), codifica em seu RNA
mensageiro entre dois a cinco peptideos de
SmORFs paréalogos (duplicados) com motivo
LDPTGXY de tamanhos entre 10 a 30
aminoacidos (Savard et al., 2006; Pueyo &
Couso, 2008). Este ¢ um dos genes de SMORFs
mais estudados e sua caracterizacdo contribuiu

fortemente para a disseminacdo da importancia

das smORFs como agentes do desenvolvimento
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em vertebrados (Albuquerque et al., 2015).

Mutacdes e silenciamentos génicos de
pri/mlpt/tal promovem fendtipos embrionarios
letais que podem ser diferentes em espécies
distintas, como por exemplo, alteracdes em
estruturas epidermais na mosca-do-vinagre
Drosophila melanogaster (Kondo et al., 2007),
modificacdo no nimero de pernas em besouros e
percevejos (Figura 3) (Savard et al., 2006; Ray et
al.,, 2019; Tobias-Santos et al., 2019) e ma-
formacédo das regides do tarso, a extremidade das
pernas de artropodes (Pueyo & Couso, 2011,
Tobias-Santos et al., 2019).

Curiosamente, descobertas recentes com o
percevejo Rhodnius prolixus, o principal vetor da
doenca de Chagas, demonstraram 0 surgimento
de novas smORFs no RNA mensageiro de
pri/mlpt/tal de hemipteras (percevejos), dentre 0s
quais, uma sequéncia de cerca de 80 cddons,
altamente conservada, restrita a genomas de
hemipteras e com sequéncia tedrica de
aminoacidos distinta dos peptideos contendo o
dominio LDPTGXY, previamente descrito em

diversas ordens de insetos (Tobias-Santos et al.,

2019). Embora a funcdo desta nova SmORF seja



desconhecida, este achado demonstra como uma
abordagem de gendmica comparativa pode levar
a identificacdo de novas smORFs em genes
previamente conhecidos e anotados.

Dois peptideos de SmMORFs
transmembranares chamados de sarcolamban A e
B (28 e 29 aminoacidos, respectivamente)
também foram descobertos através de um
transcrito anotado como possivelmente néo
codificante em Drosophila. Estas SmORFs teriam
surgido a 550 milhGes de anos, possuindo
ortélogos (phospholamban e sarcolipin) com

funcdo conservada em humanos. Estas SmORFs

estdo associadas com a regulacdo do transporte de

Silenciamento da expressao do
gene policistrénico mille-pattes |
tarsal-less| polished-rice em
insetos.
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calcio no reticulo sarcoplasmatico, atuando de
forma preponderante na contracdo do miocardio,
sendo alvos de diversos estudos sobre arritmia
cardiaca (Magny et al., 2013). Recentemente,
dois peptideos de smORFs da mesma familia, a
mioregulina (46 aminoacidos), envolvida na
regulacdo de calcio especificamente em musculos
esqueléticos (Anderson et al., 2015) e um outro
com funcdo antagénica chamado DWORF (34
aminoacidos) (Nelson et al., 2016), também
foram descobertos e caracterizados em RNAs de
Estes transcritos

rato. foram previamente

anotados como ncRNAs e atualmente sdo alvos de

N A * Alteracao em estruturas epidermais.
| 22
6@ » Ma formacgao das regibes do tarso.
L ¢ il . - .
7 Lff//‘\ « Ma formagéo da traqueia.
}// Mosca-do-
/ vinagre

« Alteragdo no nimero de pernas.
« Transformacao dos segmentos
abdominais em toréacicos.

farinha

« Alteracdo no nimero de pernas.

« M& formacéao das regibes do tarso.
« Transformagao dos segmentos
abdominais em toracicos.

« Ma formacéao da cabeca.

Barbeiro

Figura 3 — Diferentes fendtipos descritos em insetos apds o silenciamento do gene policistronico mille-pattes/tarsal-
less/polished-rice. Faixas azuis no gene mille-pattes / tarsal-less / polished-rice representam as SmORFs duplicadas. Dados
retirados de Savard et al., 2006; Kondo et al., 2007; Pueyo & Couso, 2011; Tobias-Santos et al., 2019.
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estudos em desempenho muscular (Chekulaeva &
Rajewsky, 2018).

O peptideo de smORF humanina (24
aminoacidos), encontrado em humanos, €
codificado pelo rRNA mitocondrial 16S e foi
descoberto através de um estudo sobre o mal de
Alzheimer que buscava cDNAs relacionados a
morte celular no sistema nervoso. Apds um cDNA
demonstrar atividade na prevencdo a apoptose,
descobriu-se que 0 mesmo codifica um peptideo
nomeado humanina, que interage com o regulador
apoptotico Bax, prevenindo a ativacdo desta
molécula (Guo et al., 2003).

O rRNA mitocondrial 12S codifica o
peptideo MOTS-c (16 aminoacidos). Em ratos, o
tratamento com MOTS-c previne a resisténcia a
insulina e a obesidade induzida por alimentacao,
aléem da reversdo da resisténcia muscular a
insulina atrelada a idade (Lee et al., 2015; Kim et
al., 2018). Outros exemplos de smORFs
importantes foram descritas nos Gltimos anos,
como a hemotin (88 aminoacidos), que regula a
fagocitose a partir do controle da maturagdo do

endossoma em moscas-do-vinagre, e Stannin (88

aminoacidos em humanos), descrito como atuante
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na resposta a metais pesados em vertebrados,
descrito como homologo de hemotin (Pueyo et al.,
2016), sendo mais um caso de uma importante
através de

smORF  descoberta gendmica

comparativa.

Conclusao

O presente artigo busca destacar para a
comunidade cientifica brasileira uma nova
fronteira bastante negligenciada da biologia
molecular/genética moderna. Com a grande
quantidade de genomas e transcriptomas
disponiveis gratuitamente, é possivel identificar
novos genes contendo smORFs que podem se
constituir como futuros alvos para controle de
vetores e agentes etioldgicos de doencas, além de
estudos biomédicos. A partir de uma abordagem
multidisciplinar, o estudo das smORFs encontra-
se na fronteira da era pos-genébmica,
vislumbrando-se grandes avancos nos proximos

anos.
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