CAPITULO 20

R —

RNAs Reguladores

r Ios DOIS ULTIMOS CAPITULOS, DISCUTIU-SE como a transcrigao é regulada em
procariotos e eucariotos. Aprendeu-se que este controle é alcancado
usando proteinas reguladoras — normalmente, proteinas de ligagdo ao

DNA sequéncia-especificas que ativam ou reprimem a transcri¢do de genes

proximos. Os detalhes mecanisticos da regulacdo génica tém sido estudados

desde que Francois Jacob e Jacques Monod propuseram seu modelo de re-
pressdo hd mais de 50 anos (Cap. 18, Quadro 18-2). Naquela época, eles nio
sabiam se os fatores em frans (repressores) eram proteinas ou RNA. Transpa-
recia que, nos casos que estudaram (e, de fato, na maioria dos casos), os regu-
ladores eram proteinas que atuavam pela ligacdo a sitios operadores do DNA.

Todavia, em seu artigo original, eles sugeriram que os reguladores poderiam

facilmente ser moléculas de RNA — de fato, eles favoreciam esta possibilidade.
A ideia de que moléculas de RNA poderiam ser reguladores foi ampla-

mente esquecida a medida que mais e mais proteinas reguladoras eram en-
contradas em procariotos e eucariotos. Mas, nos tltimos anos, houve uma
explosao no estudo de reguladores de RNA, particularmente em eucariotos,
que operam em nivel de transcricéo e, sobretudo, traducdo. Este novo campo
emergiu a partir de duas fontes: a descoberta dos microRNAs, primeiramente
descritos no inicio da década de 1990 e, entdo, a descoberta do fenémeno
conhecido como RNA de interferéncia no fim da década de 1990. Antes de
estas formas de regulacdo serem descritas — como elas funcionam e as aplica-
¢Oes que permitem aos cientistas —, serdo abordados casos de regulagdo génica
mediada por RNA em bactérias.

REGULACAO POR RNAs EM BACTERIAS

Pequenos RNAs tém sido reconhecidos em procariotos hia muitos anos. Al-
guns deles estdo envolvidos na regulagdo da replicacio de plasmideos, e ou-
tros estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica (ver discussio sobre
Tni10 no Cap. 12). Alguns dos RNAs deste Gltimo grupo controlam a transcri-
¢do — 0 RNA 6S de Escherichia coli, por exemplo. Este RNA liga-se a subunidade
o’ da RNA-polimerase e controla negativamente a transcricao a partir de vé-
rios promotores de ¢’’. O RNA 68 acumula-se em altos niveis na fase estacio-
ndria (fase de crescimento em que as bactérias entram quando os nutrientes
se tornam escassos e as células param de se dividir). Na fase estaciondria, um
fator o alternativo, o*, é produzido. Este o compete com ¢’” pelo niicleo da
polimerase e dirige a enzima para promotores expressando genes para as mul-
tiplas respostas a estresse necessarias para a sobrevivéncia na fase estacionaria.
Ao reduzir a transcri¢ao a partir de promotores de o’’, 0 RNA 6S ajuda neste
redirecionamento de expressdo para promotores o'
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Nos ultimos anos, a atengdo tem sido voltada para pequenas moléculas
de RNA de bactérias que regulam a traducao e a degradacdo de mRNA. O in-
teresse nestes pequenos RNAs foi aumentado por sua semelhanca a RNAs que
regulam a expressdo génica em eucariotos — os pequenos RNAs de interferén-
cia e os microRNAs que serdo discutidos na segunda metade deste capitulo.

Uma classe de RNAs reguladores bacterianos (chamados de sRNAs)
atua em frans para controlar a traducao de genes-alvo, parecido com o que
microRNAs fazem em eucariotos. No entanto, eles sao maiores (80 a 110 nu-
cleotideos) do que os RNAs reguladores eucarioticos (que variam de 21 a 30
nucleotideos) e, em geral, ndo sdo formados pelo processamento de precur-
sores de RNA de dupla-fita (dsRNA) maiores (como o sdo os reguladores de
RNA eucarioticos); em vez disso, eles sdo codificados em sua forma final por
pequenos genes. Varios destes genes foram identificados por bioinformatica,
com mais de 100 sRNAs sendo descobertos em E. coli. A maioria dos sRNAs
atua pelo pareamento de bases com sequéncias complementares nos mRNAs-
-alvo e dirigindo a destruicdo do mRNA, inibindo sua tradug¢ao ou até mesmo,
em alguns casos, estimulando a traducao.

A ligagao de um sRNA a seu mRNA-alvo €, na maioria dos casos, auxiliada
pela proteina bacteriana Hfq. Esta chaperona de RNA ¢ necessaria porque a
complementaridade entre os SRNAs e seus mRNAs-alvo ¢ normalmente im-
perfeita e curta e, assim, sua interacao ¢é fraca. A Hfq facilita o pareamento de
bases. Além disso, ao ligar-se aos sSRNAs mesmo antes que eles estejam parea-
dos com seus alvos, a Hfq aumenta a estabilidade destes reguladores.

Um sRNA bastante estudado de E. coli é o0 RNA RybB, com 81 nucleo-
tideos. Este sSRNA liga-se a varios mRNAs-alvo e desencadeia sua destruicao
porque o trecho de dupla-fita do heteroduplex formado pelo pareamento é
reconhecido como substrato pela nuclease RNase E. A maioria dos mRNAs-
-alvo de RybB codifica proteinas de armazenamento de ferro. Ferro livre é ne-
cessdrio para a célula sob certas condi¢des, mas altos niveis sao toxicos. RybB
regula os niveis de ferro livre pelo controle de proteinas de armazenamento
de ferro. RybB € expresso a partir de um promotor reconhecido por um fator
o especial chamado ¢" (assim como ¢°, um fator ¢ de resposta ao estresse).
A propria expressdo do gene que codifica o é regulada por RybB e, assim, este
sRNA faz parte de um circuito regulador autonegativo para o

O fator o de fase estacionaria ¢, mencionado anteriormente, ¢ codificado
pelo gene rpoS de E. coli. A traducdao do mRNA de rpo$ ¢ estimulada por dois
sRNAs: DsrA e RprA. A ativagdo é alcancada por uma troca no pareamento de
bases de RNA alternativo: os pequenos RNAs ligam-se a uma regido do mRNA
que de outro modo parearia com o sitio de ligacdo ao ribossomo, inibindo a
traducao. O gene rpoS também ¢ controlado negativamente por outra peque-
na molécula, OxyS. A Figura 20-1 mostra estes dois mecanismos.

Outros exemplos de RNAs reguladores em bactérias atuam simplesmente
como RNAs “antissenso”: eles sdo codificados pela fita oposta a fita codifica-
dora de um gene e atuam pelo pareamento de bases homologas para inibir a
expressio do mRNA produzido a partir do gene. Estes tendem a estar associa-
dos com genes que codificam produtos potencialmente toxicos, e também
na regulacdo de alguns genes de fago (como em i) (ver Cap. 18). Em geral,
diz-se que estes RNAs atuam em cis porque agem apenas no gene a partir do
qual foram gerados (ao contrario dos sRNAs de atuacdo em frans descritos
anteriormente).

Os RNAs reguladores de atuacio em trans serdo retomados na segunda
metade deste capitulo, onde serd abordado seu papel na regulacio da expres-
sdo génica em eucariotos. Mas antes de a atengao ser voltada para este topico,
serdo abordados outros exemplos de regulagao génica mediada pelo parea-
mento de RNA alternativo em bactérias, que operam verdadeiramente em cis.
Estes sdo elementos reguladores de RNA que controlam a expressao dos genes
em cujos mRNAs eles residem. Os exemplos mais marcantes sio os chamados
ribocomutadores, que controlam 6perons metabélicos e a atenuacédo em
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FIGURA 20-1 A ativacdo e a repressao da traducao por sRNAs. Quando o sitio de liga-
¢do ao ribossomo (RBS) estd ocluide devido ao pareamento de bases com outra molécula de RNA
{como acorre em b) ou Por pareamento com outra regiao da prépria molécula de RNA (como
ocorre em a), a traducac é inibida. {Adaptada, com permissac, de Gottesman S. et al, 2008, Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 71- 1-1 1, Fig. 1. @ Cold Spring Harbor La boratory Press.)

Operons biossintéticos. Os genes trp de E. coli sdo o exem plo clissico deste ql-
timo mecanismo e onde a regulacdo mediada por RNA foi descoberta (o caso
sera descrito em detalhes no Quadro 20-1),

Os ribocomutadores residem nos transcritos dos
genes cuja expressao eles controlam por meio
de alteragées da estrutura secundaria

Os ribocomutadores controlam a eXpressdo génica em resposta a alteracoes
nas concentracoes de pequenas moléculas. Estes elementos reguladores sio
normalmente encontrados nas regides 5' ndo traduzidas (5"-UTRs) dos genes
que eles controlam e podem regular a expressio em nivel de transcricao ou
tradugdo. Eles fazem isso por meio de alteracdes na estrutura secundaria do
RNA, como sera visto.

Cada ribocomutador é constituido por dois componentes: o aptamero
e a plataforma de expressao (Fig. 20-2). O aptamero liga-se a pequena
molécula ligante e, em resposta, sofre uma alteracao conformacional que, por
Sua vez, causa uma mudanga na estrutura secundaria da plataforma de expres-
sao adjacente, Fstas alteracoes conformacionais alteram a expressdo do gene
associado pela inducdo do término da transcricao ou pela inibicio do inicio
da transcricao. Ambos os mecanismos estio ilustrados no exemplo apresenta-
do na Figura 20-3, que ser4 descrito agora.

Os ribocomutadores sio normalmente encontrados, nao surpreendente-
mente, a montante dos genes envolvidos na sintese do ligante metabolico
reconhecido pelo ribocomutador em questao. Em Bacillus subtilis, por exem-
plo, muitos genes envolvidos no uso do aminoacido metionina possuem um
RNA-lider ndo traduzido de 200 nucleotideos que atua como ribocom utador
sensor de SAM (S-adenosilmetionina), A RNA-polimerase inicia a transcricao
NO promotor e transcreve esta regido-lider antes de entrar na sequéncia co-
dificadora dos genes a jusante. Uma vez transcrita em RNA, a regiao-lider
pode adotar estruturas alternativas por meio de padrées alternativos de parea-
mento de bases intramoleculares (Fig. 20-3a). Um destes arranjos inclui um

RBS
m sequéncia codificadora

de expressao
L |
aptamero

FIGURA 20-2 Organizacio dos
RNAs ribocomutadores. Como descri-
te no texto, o aptdmero liga-se ac meta-
bélito controlador, causando mudancas
na estrutura da plataforma de expressao
adjacente. Os aptimeros identificados
até o momento variam de tamanho entre
70 e 200 nucleotideos: as plataformas de
eXpressao sao mais variadas, tanto em ta-
manho quanto em caréter,
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FIGURA 20-3 Os ribocomutado-
res regulam o término da transcricao
ou o inicio da traducao. Dois exemplos
de um ribocomutadar sensor de SAM,
em um caso (a) regulando o término
da transcricao, em outro (b), o inicio da
tradugdo. Os nimeros 1 a 4 indicam di-
ferentes elementos de sequéncia do RNA
a montante da regido codificadora (em
amarelo). Na auséncia de SAM, as regides
2 e 3 formam uma haste-alga; na presen-
ga de SAM, as regides 1 e 2 formam uma
haste-alca, e as regides 3 e 4 também.
A consequéncia desta mudanca de es-
trutura secunddria controla a transcricao
ou a traducdo, como mostrado. (a) Uma
haste-alca das regides 3 e 4 produz um
terminador transcricional, que faz a RNA-
-polimerase terminar a transcricao imedia-
tamente apos a transcrigao destas regides
e antes de entrar na regido codificadora a
jusante. A haste-alca, neste caso, é segui-
da por um trecho de Us no mRNA, outra
caracteristica do terminador transcricional
(Cap. 13, Fig. 13-13). (b) A haste-alca for-
mada pelas regides 3 e 4 inibe o inicio da
traducao ao sequestrar o sitio de ligacao
ao ribossomo, como mostrado.
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X
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SAM 4

terminador transcricional haste-alca (ver Cap. 13). SAM - o ligante para este
ribocomutador - liga-se ao aptamero e estabiliza a estrutura secundaria que
inclui este terminador transcricional (como mostrado na base da Fig. 20-3a).
Sob estas circunstincias, a transcricao é terminada antes que a polimerase
tenha a chance de transcrever o segmento codificador de proteina do gene a
jusante. Esta forma de regulacao transcricional é também chamada de ate-
nuacao. (Observa-se a semelhanca mecanistica com o sistema trp descrito no
Quadro 20-1.) Em outro caso — em outro gene — um ribocomutador sensor de
SAM pode atuar pela regulacdo da traducdo. Neste caso, como mostrado na
Figura 20-3b, a estrutura secundaria alternativa estabilizada pela ligacao de
SAM ao aptimero inclui uma haste-al¢a que, embora ndo seja um terminador
transcricional, inclui o sitio de ligacao ao ribossomo (RBS; na regiao 4). Esta
alteragdo conformacional sequestra o RBS e bloqueia o inicio da traducéo pe-
los ribossomos (ver Cap. 15). Esta forma de inibi¢ao da tradugdo é, portanto,
essencialmente idéntica a descrita anteriormente para os sRNAs de atuacio
em frans (Fig. 20-1). Os detalhes das alteracdes na estrutura secundaria do
RNA induzidas pela ligagcdo de SAM a um ribocomutador estio mostrados na
Figura 20-4.

Varios ribocomutadores foram identificados, e resultados atuais de se-
quenciamento do genoma inteiro sugerem que ha provavelmente centenas
ou milhares deles em espécies de bactérias. Mesmo os exemplos bem-carac-
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terizados respondem a uma gama de diferentes metabdlitos, incluindo lisina
€ outros aminodacidos, vitamina B12, coenzima pirofosfato de tiamina (TPP),
mononucleotideo de flavina (FMN) e guanina (Fig. 20-5),

QOutro tipo de ribocomutador responde a tRNAs ndo carregados, em vez
de a pequenas moléculas ligantes. Deste modo, determinados genes, sobretu-
do os genes de aminoacil-tRNA sintetases (ver Cap. 15), sdo controlados por
atenuacao mediada por um RNA-lider nio traduzido, com 200 a 300 nucleoti-
deos de comprimento, que interage direta e especificamente com o tRNA cor-
respondente, nio carregado, pela sintetase: a forma carregada do tRNA nio
se encaixa no bolso de ligagdo fornecido pela estrutura secundaria do RNA.
A ligacdo do tRNA nio carregado estabiliza o RNA-lider em sua estrutura de
antitérmino, de modo que a transcricdo do gene de sintetase adjacente pode
prosseguir. A especificidade é alcangada, em parte, pela interacao “codon-
-anticodon” entre o tRNA e 0 RNA-lider. Como apenas o tRNA nao carregado
¢ capaz de ligar-se ao lider, a leitura de todo o transcrito € estimulada apenas
quando o aminodcido correspondente est4 escasso, e o nivel do tRNA nio
carregado estd aumentado na célula,

Os ribocomutadores, apesar de muito prevalente entre bactérias, sio
também encontrados em arquebactérias, fungos e plantas. Em alguns casos,
nestes organismos mais complexos, os ribocomutadores estao envolvidos
até mesmo no controle do processamento alternativo (Cap. 14). Assim, por
exemplo, em um caso descrito no fun 80 Neurospora crassa, trés aptameros de
TPP foram identificados, e dois deles inibiram, e o terceiro estimulou, a ex-
pressao de genes por meio da regulacio do processamento de RNA.

RNAs como agentes de defesa em
procariotos e arquebactérias
Antes de abordar o papel dos RNAs reguladores em eucariotos, ha outro sis-

tema a ser considerado em bactérias. Embora ele nio seja estritamente um
exemplo de regulagdo génica (é um sistema de defesa contra virus e outros

705

FIGURA 20-4 Alteracées da estru-
tura secundaria de um ribocomuta-
dor sensor de SAM. As sequéncias das
regides 1 a 4 (descritas na Fig. 20-3) sdo
agui mostradas em detalhes e em diferen-
tes cores. Os pareamentos de bases en-
contrados nas duas estruturas secundarias
alternativas — ou seja, com e sem SAM Ii-
gado — estdo mostrados. (Adaptada, com
permissdo, de Winkler W.C. et al. 2003,
Nat. Struct. Biol. 10: 701-707, Fig. 5b. ©
Macmillan.)
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FIGURA 20-5 Ribocomutadores respondem a uma ampla gama de metabélitos.
A estrutura secundéria de sete ribocomutadores e os metabdlitos aos quais eles sao sensiveis
sao mostrados agui. (Adaptada, com permissao, de Mandal M. et al. 2003. Cefl 113: 577-586,
Fig. 7A. © Elsevier.)

invasores extracromossdémicos), o mecanismo usado € bastante semelhante
aos sistemas que serdo encontrados em eucariotos, isto €, 0 RNAL.

CRISPRs sao o registro de infeccoes
sobrevividas e resisténcia adquirida

Anos antes de que qualquer funcdo pudesse ser atribuida a eles, pequenos
trechos de sequéncias incomuns mas caracteristicamente organizadas fo-
ram observados nos genomas de varias bactérias. O padrao distinto levou a0
nome bastante complicado de Repeti¢des Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Intercaladas (ou CRISPRs, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats). As caracteristicas gerais estdo apresentadas na Figura 20-6
e consistemn em sequéncias repetidas (cada uma com cerca de 30 pb e alta-
mente conservadas em um dado agrupamento) intercaladas com sequéncias
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Quadro 20-1 Operons biossintéticos de aminoécidos sao controlados por atenuacéo

Em E. coli, os cinco genes contiguos trp codificam enzimas
que sintetizam o aminoécido triptofano. Esses genes s6 sao
expressos de maneira eficiente quando o triptofano esta em
concentracao limitante (Fig. 1 deste quadro). Estes genes sao
controlados por um repressor, assim como os genes lac, em-
bora, neste caso, seja a auséncia de seu ligante (o triptofano)
que alivie a repressao.

O que é surpreendente, porém, é que depois de iniciar
uma molecula de mRNA de trp, nem sempre a polimerase
completa todo o transcrito. Assim como nos ribocomutado-
res, a decisao de produzir um transcrito com pleto é contro-
lada por atenuacdo; neste caso, a maioria dos transcritos &
prematuramente terminada, antes mesmo de incluirem o pri-
meiro gene de trp (trpE). Contudo, a atenuacéo é superada
se os niveis de triptofano forem baixos na célula; quando o
triptofano é limitante, a polimerase niao termina e, em vez
disso, transcreve todos os genes trp. A ocorréncia ou nio
de atenuacdo depende da habilidade de os RNAs formarem
estruturas secundarias alternativas, assim como ocorre com
os ribocomutadores. Neste caso, entretanto, a escolha entre
estruturas alternativas formadas pelo RNA-lider ndo é contro-
lada pela ligacao do ligante diretamente ao RNA; em vez dis-
s0, a escolha de alternativas depende do acoplamento entre
transcricao e traducao em bactérias.

A sequéncia da extremidade 5' do mRNA do éperon trp
inclui uma sequéncia-lider de 161 nucleotideos a montante
do primeiro cédon de trpE (Fig. 2 deste quadro). Préximo ao
fim dessa sequéncia-lider, e antes do trpE, existe um termi-
nador de transcricao, constituido por uma alca em grampo
caracteristica no RNA (formada pelas sequéncias das regides
3 e 4 da Fig. 2 deste quadro), seguida por oito residuos de
uridina (ver Cap. 13, Fig. 13-13). A transcricao geralmente
para apos este terminador (e poderiamos pensar que a pa-
rada deveria ser obrigatdria) produzindo um RNA-lider com
139 nucleotideos. Esse RNA é produzido quando ha altos ni-
veis de triptofano.

Trés caracteristicas da sequéncia-lider permitem que o
terminador seja transposto pela RNA-polimerase quando a
concentracao celular de triptofano esta baixa. Primeira, um

lider trpE
M e B e )
e operador
promotor

MRNA frp N e

RNA Sy,

segundo grampo (além do grampo de términa) pode ser
formado entre as regides 1 e 2 do lider (ver Fig. 2 deste
quadro). Segunda, a regido 2 também é complementar a
regiao 3; podendo, portanto, ser formado mais um grampo
com as regioes 2 e 3 e, quando isso ocorre, ndo ha forma-
¢do do grampo de término (3, 4). Terceira, o RNA do lider
contém uma fase de leitura aberta que codifica um peque-
no peptideo-lider, com 14 amino4cidos, a qual é precedida
por um forte sitio de ligagdo ao ribossomo (ver Fig. 2 deste
quadro).

A sequéncia que codifica o peptideo-lider tem uma ca-
racteristica muito interessante: dois cadons de triptofano em
sequéncia. Quando a concentracao de triptofano é baixa, ha
muito pouco tRNA de triptofano carregado disponivel, e o ri-
bossomo para ao chegar aos dois cédons de triptofano. Nes-
tas circunstancias, o RNA nas proximidades dos cédons de
triptofano esta no interior do ribossomo e nao pode partici-
par do grampo. A consequéncia desse cendrio é apresentada
na Figura 3 deste quadro.

Um ribossomo parado nos cddons de triptofano
(parte b) encobre a regido 1, deixando a regiao 2 livre para
parear com a regiao 3; portanto, o grampo de término (for-
mado pelas regices 3 e 4) nao sera formado e a transcricao
nao é atenuada. Por outro lado, se houver triptofano sufi-
ciente (e, portanto, suficientes tRNAs carregados com Trp)
para permitir o avanco do ribossomo por meio dos cédons
de triptofano, o ribossomo bloqueia a sequéncia 2 e, durante
este periodo, as regides de RNA 3 e 4 estardo sendo produzi-
das. Assim, o terminador forma-se, atenuando a transcricao,
€ 0s genes trp nao sao transcritos.

O 6peron trp é controlado por repressio e atenuacao,
fornecendo uma resposta de dois estagios a reducao pro-
gressivamente mais rigorosa dos niveis de triptofano. Con-
tudo, a atenuacao, por si, pode fornecer regulacao robusta:
outros operons de aminoécidos, como feu e his, dependem
totalmente da atenuacao para seu controle. No caso da leuci-
na, o peptideo-lider do dperon da leucina tem quatro cédons
de leucina adjacentes, e o peptideo-lider do 6peron da histi-
dina contém sete cadons de histidina em sequéncia.

trpD trpC trpB trpA
et SR e i e e e it S

| .

QUADRO 20-1 FIGURA 1

Operon trp. O éperon do triptofano de E. coli, mostrando a relacao do lider (ver texto) com os

genes estruturais que codificam as enzimas do Trp. Os produtos génicos sdo a antranilato-sintetase (produto do trpE), a fosfor-
ribosilantranilato-transferase (trpD), a fosforribosiIantranilato-isomerase—indoIgIicerolfosfato-sintetase (trpC), a p-triptofano-
-sintetase (trpB) e a a-triptofano-sintetase (trpA).

(continua)
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Quadro 20-1 (Continuacio)
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fim do lider
(sitio de atenuagéo)

QUADRO 20-1 FIGURA 2 RNA-lider do operador de trp. Caracteristicas da sequéncia nucleotidica do RNA-lider do
operon trp.

a alta concentragdo de triptofano

1

regido codificadora
do peptideo-lider

b baixa concentracéo de triptofano

MRNA do 6peron fp

codons de triptofano

€ auséncia de sintese proteica

QUADRD 20-1 FIGURA 3 Termino da transcricao no atenuador de trp. O término da transcricao no atenuador do éperon trp
¢ controlado pela disponibilidade de triptofano. A caixa em roxo mostra a regido codificadora do peptideo-lider. (a) Condicées de
triptofano elevado: a sequéncia 3 pode parear com a sequéncia 4, formando um grampo de término de transcricao. (b) Condicoes
de triptofano reduzido: o ribossomo para nos cédons de triptofano adjacentes, deixando a sequéncia 2 livre para pareamento com
a sequéncia 3, impedindo a formacao do grampo de término 3-4. (c) Auséncia de sintese proteica: se nenhum ribossomo iniciar a
traducao do peptideo-lider AUG, o grampo é formado pelo pareamento das sequéncias 1 e 2, impedindo a formacao do grampo
2-3 e permitindo a formagao do grampo de término com as sequéncias 3-4. As enzimas Trp ndo sdo expressas.
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espacadoras de comprimento semelhante mas com sequéncias altamente di-
vergentes. Em uma das extremidades do arranjo esta uma chamada sequéncia-
-lider, geralmente rica em A-T e com cerca de 500 pb de comprimento.

Estes agrupamentos niao sao raros - de fato, as CRISPRs foram encontra-
das em metade de todos os genomas bacterianos sequenciados, e essencial-
mente em todos os genomas de arquebactérias. Em muitos casos, ha apenas
um agrupamento por genoma, mas nao € incomum haver mais, e o namero
pode chegar a 20 ou mais - e em um caso quase 400 foram detectados em
uma espécie de Chloroflexus. Mas como eles surgem, e o que eles fazem?

A primeira pista de sua origem veio da curiosa observacao (um achado
puramente de bioinformatica) de que um namero significativo de sequéncias
espacadoras eram idénticas a regides de fagos ou plasmideos conhecidos. Isso
levou rapidamente i proposta de que estes arranjos estavam envolvidos em
algum tipo de mecanismo de defesa contra a entrada de acidos nucleicos es-
tranhos na célula.

O suporte experimental para este modelo veio quando células de bac-
térias resistentes que surgiam em populagoes desafiadas com um dado fago
apresentaram sequéncias espacadoras incorporadas derivadas do fago. Da
mesma maneira, a sensibilidade reduzida a um fago poderia ser conferida ou
anulada pela adicdo ou remogdo das sequéncias espacadoras relevantes. Além
disso, as bactérias tornavam-se mais resistentes a infecdo por um dado fago
a medida que adquiriam mais sequéncias espacadoras deste fago. Mostrou-se
também que os virus recuperam a capacidade de infectar estas células previa-
mente resistentes quando adquirem mutagoes nestas regides de seus genomas
que doaram - e, portanto, sao complementares — as sequéncias espacadoras.

Um conjunto de genes codificadores de proteinas conservado esta forte-
mente associado as sequéncias CRISPR. Os dois membros mais altamente con-
servados (cas1 e cas2, significando CRISPR associated [associados a CRISPR])
sdo encontrados em todos os casos, mas outros genes cas, e genes mais distan-
temente relacionados, sao menos frequentes. Estes genes codificam proteinas
envolvidas em diferentes aspectos da fungao de CRISPR, como sera discutido
adiante. Um exemplo da complexidade observada em alguns casos reais é
apresentado na Figura 20-7,

CRISPR de E. coli
casbe cast
cse2 | |

))

csel csed |
csel3

cas3

(

cas2

CRISPR1 de S. thermophilus
cas7
cas? |

csnt

cas?2
CRISPR de P. furiosus g
cmré cas? u_%
cmri cmr3 cmrd | cst1 casbt cas4 | _ =)
e e o)) ) =) [18))) ) NE
casé cmr2 csx1 cmrs cst2  cas3 cas?
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FIGURA 20-6 A organizacdo do
locus CRISPR. As sequéncias repetidas
conservadas e o espacador varidvel estao
indicados na parte superior. Na parte in-
ferior da figura, vé-se o arranjo destas se-
quéncias (o ndmero delas é extremamen-
te variavel); a sequéncia-lider proximal
também é apresentada. (Adaptada, com
permissao, de Karginov FV. e Hannon G.J.
2010. Mo/. Cefl 37:7-19, Fig.1A,B, p. 8.
© Elsevier.)

FIGURA 20-7 A organizagao dos
genes cas em trés foci CRISPR. Os di-
ferentes nlmeros, orientacées e tipos
de genes cas sao mostrados em trés loc/
CRISPR bem-estudados. Os genes cas
centrais sao mostrados em vermelho.
As sequéncias repetida e espacadora
mostradas na Figura 20-6 estao aqui na
extremidade & direita. (Adaptada, com
permissao, de Karginov FV. e Hannon G.J.
2010. Mol. Cell 37: 7-19, Fig. 1C, p. 8. ©
Elsevier.)
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FIGURA 20-8 Mecanismo de
aquisicao de sequéncia espacadora.
Cada sequéncia espacadora nova é inse-
rida proxima a sequéncia-lider, resultando
em um arranjo que & um registo tempa-
ral de aquisicées passadas. A sequéncia
destinada a tornar-se uma espagadora
¢, no genoma do fago, conhecida coma
“protoespacadora” e é adjacente a uma
sequéncia PAM, como descrito no texta.
(Adaptada, com permissao, de Karginov
FV. e Hannon G.). 2010. Mol. Cell 37:
7-19, Fig. 2B, p. 10. © Elsevier.)

protoespagadora PAM

wm U 4

cas?
cas’

ERRRBANERRRERENEN A RS ]

sequéncia-lider

©®2010 Elsevier

Sequéncias espacadoras sao adquiridas de virus infectantes

Como ja descrito anteriormente, a aquisicao de sequéncias espacadoras de
um dado fago por uma célula confere sensibilidade diminuida a infeccdes
posteriores por este fago. O processo basico esta apresentado na Figura 20-8.
A sequéncia do virus que ird se tornar um novo espacador é chamada de pro-
toespacador e € encontrada proxima & sequéncia PAM (do inglés, profo-spacer
adjacent motif [motivo adjacente ao protoespacador|). Quando um novo es-
pacador € adicionado a um arranjo CRISPR, ele ¢ incorporado a extremidade
proximal, proximo a sequéncia-lider.

Alguns dos genes cas codificam proteinas necessdrias para o processo de
aquisicdo. Assim, o mecanismo de defesa antiviral nao ¢ prejudicado por sua
auséncia, mas a célula ndo consegue adquirir resisténcia a novos virus. Os
produtos dos genes cas1, cas2 e cas4 estdo nesta categoria. Casl ¢ uma inte-
grase putativa, enquanto Cas2 € uma ribonuclease. Ao contrario de outras
proteinas Cas, a Cas6 esta envolvida na expressdo e processamento do agru-
pamento CRISPR e Cas3 estd envolvida na interferéncia a infecco viral.

Uma CRISPR é transcrita como um RNA simples longo, o
qual é entao processado em espécies de RNA mais curtas
que desencadeiam a destruicao de DNA ou RNA invasores

A expressao de CRISPR de E. coli foi extensamente estudada. O promotor a
partir do qual a expressdo ¢ iniciada esta localizado na regido-lider e gera um
tnico transcrito de RNA chamado de pré-ctRNA. No caso de E. coli, CRISPR
esta associada a oito genes cas, e os produtos de cinco deles formam um com-
plexo chamado Cascade. Este complexo inclui uma subunidade que esta im-
plicada no processamento do longo transcrito em crRNAs individuais cur-
tos, cada um deles tendo o comprimento de um espacador e uma sequéncia
repetida. Estes pequenos RNAs permanecem ligados ao complexo Cascade e
o direcionam para os genomas de DNA de moléculas invasoras (Fig. 20-9a).

Cada crRNA contém oito nucleotideos da repeticao S’ seguidos pela re-
gido espagadora completa e a maior parte da proxima repeticao. As secoes de
repeticao incluidas no ctRNA sao chamadas de “alavancas” 5" e 3, respectiva-
mente, e representam partes conservadas de cada crtRNA, sendo consideradas
as regides que se ligam as subunidades do complexo Cascade.

Em outros casos (p. ex., Pyrococcus furiosus), o processamento do
pré-ctRNA ¢ realizado por uma enzima diferente (mas estruturalmente seme-
lhante), e os crRNAs sédo ligados a um complexo proteico alternativo formado
por um conjunto diferente de proteinas Cas. Neste caso, os ctrRNAs comegam
com as alavancas 5 e 3', mas a alavanca 3 € removida em um passo de pro-
cessamento subsequente. Neste caso, o complexo ctRNA-proteina é direciona-
do contra RNA exogeno, em vez de DNA.

Os mecanismos dos sistemas de E. coli e P. furiosus estdo ilustrados na
Figura 20-9. Adiante, serd visto como estes se assemelham ao processo de
RNAi observado em eucariotos, embora, em detalhes, operem de maneiras
bastante diferentes.
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FIGURA 20-9 A operacéo antiviral dos Joci CRISPR de E. coli e P furiosus. O sistema
de £. coli (a) tem o DNA exogeno como alvo, enquanto o de B furiosus (b) tem o RNA como
alvo. Embora semelhantes de varias maneiras, o mecanismo de processamento e a operacio
final das dois sistemas sdo diferentes, como destacado no texto. Em a, o pré-crRNA é pro-
cessado pela subunidade CasE do complexo Cascade (CasE é codificada pelo gene cse3 na
Fig. 20-7). crRNA e Cascade sac entdo dirigidas para, e clivam, o DNA-alvo com auxilio de Cas3
de maneira ainda ndo totalmente esclarecida. Em b, Cas6 (ver Fig. 20-7) processa o pré-crRNA,
e este, unido a um complexo diferente de Cascade, age sobre o RNA viral com um mecanisma
analogo ao sistema de RNAI de eucariotos. (Adaptada de Jore M.M. et al. 2012. Cold Spring
Harb. Perspect. Biol. 4: a003657. © Cold Spring Harbor Laboratory Press.)

OS RNAs REGULADORES ESTAO AMPLAMENTE
DISTRIBUIDOS EM EUCARIOTOS

Os RNAs reguladores eucaridticos existem em multiplas formas, caracteriza-
dos por seu tamanho (“longo” ou “curto”), sua origem € os mecanismos pelos
quais eles sao gerados e regulam a expressio génica. Hoje, se acredita que
entre 30 e 70% dos genes em eucariotos complexos sejam regulados até certo
ponto por RNAs, com papéis que vao desde o desenvolvimento (bem-estuda-
do no nematddeo C. elegans e na planta Arabidopsis, descritos no Apéndice 1)
até a homeostase celular e protecio das células contra virus e transposons.
Além disso, uma forma de regulacio (RNA de interferéncia) foi adaptada para
uso como uma poderosa ferramenta experimental para manipular a expressao
génica em vdarios organismos.
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FIGURA 20-10 Geragao de siRNAs
e miRNAs, e seu modo de acao. O pro-
cessamento de dsRNA para gerar siRNAs e
pré-miRNAs para a producao de miRNAs
pela enzima Dicer. Qutra enzima envol-
vida apenas na geracio de pré-miRNAs
— Drosha — nao estd mostrada aqui, mas
é descrita adiante. siRNAs e miRNAs di-
recionam um complexo chamado RISC
(do inglés, RNA-induced sifencing com-
plex [complexo de silenciamento induzi-
do por RNA]), para reprimir os genes de
trés modos. Este complexo ataca e digere
mRNA com homologia ao siRNA; interfere
na traducao desses mRNAs; ou direciona
as enzimas modificadoras de cromatina
para os promotores que Promovem a ex-
pressdo desses mRNAs (Fig. 20-18). Ac
recrutar uma RMA-polimerase RNA-de-
pendente, os siRNAs podem gerar mais
dsRNA como substrato para Dicer produ-
zir mais siRNA. Esta é a etapa de "ampli-
ficacdo” mostrada a direita e em detalhes
na Figura 20-11. (Adaptada, com permis-
sao, de Hannon G.J. 2002. Nature 418:
244-251, Fig. 5. © Macmillan.)

Comecaremos esta secdo olhando os varios pequenos reguladores RNAs
curtos de RNA, e retornaremos a espécies mais longas no fim do capitulo.

Varios tipos de RNAs muito curtos reprimem, ou silenciam, a expressdo
de genes com homologia a estas sequéncias curtas de RNA. Dependendo da
origem e do contexto, estes RNAs atuam inibindo a traducdo do mRNA, des-
truindo o mRNA, ou mesmo silenciando a transcricao a partir do promotor
que dirige a expressdo do mRNA. Conforme serd descrito adiante, estes RNAs
curtos sao geralmente produzidos por enzimas especiais a partir de RNAs de
dupla-fita (dsRNAs) mais longos, de varias origens.

Pequenos RNAs que silenciam genes sao produzidos
a partir de uma variedade de fontes e dirigem o
silenciamento de genes de trés formas diferentes

Antes de descrever os aspectos da producdo e fun¢ao destes curtos RNAs silen-
ciadores em mais detalhes, serd fornecida uma visdo geral de como este tipo
de silenciamento funciona (ilustrado na Fig. 20-10).

Os pequenos RNAs possuem nomes diferentes dependendo de sua ori-
gem. Os gerados a partir de precursores de dsRNA, artificilmente ou in vivo, sao
chamados de pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs, small interfering
RNAs). Outro grupo de RNAs reguladores € o de microRNAs (miRNAs). Es-
tes miRNAs sio derivados de RNAs precursores que sdo codificados por genes
expressos em células nas quais estes miRNAs possuem fungoes reguladoras
especificas. Uma terceira classe de RNAs reguladores curtos sio 0os RNAs de
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interacao com piwi (PiRNAs, piwi-interaction RNAs), que sdo expressos
predominantemente na linhagem germinativa e possuem caracteristicas dis-
tintas das de miRNAs.

siRNAs e miRNAs sdo gerados a partir de moléculas de RNA mais longas
pela enzima Dicer, uma enzima semelhante 4 RNase IIT que reconhece e
digere dsRNAs mais longos ou estruturas de haste-alca formadas por precur-
sores de miRNA (ver discussio posterior). Os produtos de siRNA e miRNA
possuem normalmente 21 a 23 nucleotideos; sua producao estd mostrada
Na etapa estimulada por Dicer no topo da Figura 20-10. Os piRNAs (que pos-
suem 24 a 34 nucleotideos) sao derivados de uma forma que ndo envolve
um precursor de dsRNA. Em vez disso, os PiRNAs sdo gerados pelo proces-
samento de transcritos longos de fita simples que abrangem os chamados
agrupamentos de piRNA encontrados no genoma. Este processamento nio
necessita de Dicer.

Estes pequenos RNAs inibem a expressao de genes-alvo homélogos de
trés formas: eles desencadeiam a destruicdo do mRNA codificado pelo gene-
-alvo, eles inibem a tradu¢do do mRNA ou eles induzem modificagdes da
cromatina no gene-alvo e, assim, silenciam sua transcricao. Notavelmente,
qualquer que seja a via empregada em determinado caso, grande parte da
maquinaria necessdria é a mesma. Esta maquinaria inclui um complexo cha-
mado complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC, RNA-
-induced silencing complex). Um RISC contém, além do pequeno RNA, virias
proteinas incluindo um membro da familia Argonauta.

O pequeno RNA deve ser desnaturado para originar um RNA-guia — a
fita que fornece ao RISC especificidade, como serd visto — e um RNA passa-
geiro, que é geralmente descartado. O complexo resultante, o RISC madu-
ro, € entdo dirigido para RNAs-alvo contendo sequéncias complementares ao
RNA-guia. Estes RNAs-alvo sdo degradados ou sua tradugio é inibida. Normal-
mente, a escolha depende em parte do grau de complementaridade entre o
RNA-guia e 0 mRNA-alvo: se as sequéncias forem altamente complementares
(como geralmente ocorre com os siRNAs), o alvo é degradado; se a correspon-
déncia ndo for tio boa (i.e., se houver varios malpareamentos de bases, como
geralmente ocorre com os miRNAs), a resposta é, na maior parte das vezes, a
inibi¢do da tradu¢ao. Nos casos em que o RNA-alvo é degradado, a Argonauta
€ a subunidade catalitica que realiza a clivagem inicial do mRNA; por este
motivo, a Argonauta é frequentemente chamada de Slicer (“fatiador”) e a
clivagem do mRNA, de slicing (“fatiamento”),

Um RISC pode também ser direcionado para o nicleo, onde recruta ou-
tras proteinas que modificam a cromatina em torno do promotor do gene
complementar ao RNA-guia (mostrado i esquerda na Fig. 20-10). Essa modi-
ficacdo resulta no silenciamento da transcricao (Cap. 19). O estabelecimento
de silenciamento nas regides centroméricas da levedura Schizosaccharomyces
pombe, por exemplo, necessita da maquinaria de RNAi, conforme sera visto
adiante.

Uma distincao que vale fazer entre miRNAs e siRNAs é que os primeiros
atuam como reguladores em trans tradicionais: eles sio codificados por um
gene mas atuam sobre outros (como os sSRNAs encontrados em sistemas bac-
terianos). Ao contrario, os siRNAs sio normalmente gerados por transcritos
das regioes nas quais atuam (formalmente como os RNAs antissenso descritos
em bactérias) e sio, portanto, descritos como atuando em cis.

Outra caracteristica importante no silenciamento por RNAI € a sua extre-
ma eficiéncia. Quantidades muito pequenas de dsRNA sao suficientes para
induzir um quase completo desligamento dos genes-alvo. Um fator adicional
a eficiéncia poderia ser a atuacao de uma RNA-polimerase RNA-depen-
dente (RARP, RNA-dependent RNA polymerase), uma enzima adicional ne-
cessaria em muitos casos de RNAI, incluindo o silenciamento centromérico
em leveduras. Esta polimerase pode amplificar o sinal inibidor: a RARP gera
dsRNA apos ser recrutada para o mRNA pelo siRNA original (como indicado
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FIGURA 20-11 Amplificacao do
sinal de siRNA por RdRP. Como mos-
trado na Figura 20-10, o sinal de siRNA
pode ser amplificado, gerando mais
dsRNA para gue Dicer processe em mais
siRNAs. Isso é alcancado pelo recrutamen-
to de uma RNA-polimerase dependente
de RNA, pelo complexo siRNA-RISC, para
o RNA-alvo, e siRNA atua como iniciador
para gue esta enzima transforme o alvo
em dsRNA, que pode entdo, ele mesmo,
ser processado por Dicer. As RdRPs sdo
encontradas em plantas, vermes e na
levedura Schizosaccharomyces pombe
(Saccharomyces cerevisiae nao possui a
maquinaria de RNAI), e a importancia
desta etapa de amplificacao sera vista no
caso do silenciamento do centrémero de
S. pombe (Fig. 20-18).
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a direita na Fig. 20-10 e mostrado em detalhes na Fig. 20-11). Este processo
de retroalimentacdo gera grandes quantidades de siRNA. A RARP ainda ndo
foi identificada em células de mamiferos, e sua alta eficiéncia provavelmente
resulta do fato de que o fatiamento (ou slicing) é catalitico — isto €, cada RISC
pode clivar virios mRNAs.

Assim, embora na primeira secao deste capitulo tenham sido vistos exem-
plos de pequenos RNAs regulando a expressao génica em bactérias, os meca-
nismos de produgao e atuagao destes RNAs em eucariotos é bastante diferente.

SINTESE E FUNCAO DAS MOLECULAS DE miRNA

Os miRNAs possuem uma estrutura caracteristica que
ajuda na sua identificacao e na de seus genes-alvo

Conforme mencionado anteriormente, os miRNAs estao codificados no ge-
noma como segmentos de transcritos mais longos. Sua estrutura caracteris-
tica ajuda na sua identificacdo e na predicao dos genes-alvo que eles podem
regular.

A forma funcional de um miRNA é normalmente entre 21 ou 22 nucleoti-
deos (ela pode variar de 19 a 25 nucleotideos). Estes RNAs curtos sao gerados
por duas reacoes de clivagem a partir de um transcrito de RNA mais longo
(chamado de pri-miRNA, de “primario”) que possui uma estrutura secundaria
em formato de grampo. A primeira clivagem libera a haste-alca, chamada de
pré-miRNA; a segunda gera o miRNA maduro a partir do pré-miRNA. Um
dos primeiros e mais bem caracterizados miRNAs a ser identificado € o lef-7,
que regula o desenvolvimento na transi¢ao de larva para adulto no verme
C. elegans (ver Apéndice 1). As estruturas dos pré-miRNAs para lef-7 e alguns
outros miRNAs naturais estdo representadas na Figura 20-12.

Inicialmente, pensava-se que um “braco” da estrutura de haste-alca
do pré-miRNA seria o miRNA regulador. Porém, numerosos exemplos fo-
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ram identificados nos quais ambos os bracos da estrutura dio origem aos
miRNAs funcionais, cada um deles com seu proprio conjunto de genes-alvo
(nestes casos, os dois miRNAs sdo vermelho e azul na Fig. 20-12). Atual-
mente, considera-se que a producio de miRNAs a partir de ambos 0s bracos
¢ algo comum. Os pré-miRNAs podem ser codificados por qualquer parte
de um transcrito: ou seja, eles podem estar em regides codificadoras, em
regides-lider, ou em introns (Fig. 20-13).

A estrutura secundéria caracteristica de um transcrito primario portando
um miRNA (pri-miRNA) tornou possivel predizer sua presencga com base no
dobramento calculado da estrutura secundiria da sequéncia de RNA. Além
disso, em muitos casos, candidatos para os genes-alvo regulados podem tam-
bém ser preditos, porque o silenciamento depende da complementaridade de
sequéncia entre o alvo e 0 miRNA maduro. O pareamento de bases entre miR-
NA e o RNA-alvo ¢ iniciado por interacoes dos chamados residuos-semente —
em geral, a sequéncia entre as bases 2 e 9 do miRNA de 22 nucleotideos. Esta
¢ aregido de maior complementaridade e, assim, é a regiao mais Gtil na iden-
tificacio de genes-alvo. Obviamente, estabelecer que um miRNA realmente
existe requer que sua presenca seja detectada em células (p. ex., por northern
blot) e que a expressdo génica a partir dos mRNAs-alvo seja afetada por sua
presenca.

As duas reacOes de clivagem necessdrias para gerar o miRNA a partir des-
tes transcritos primérios sdo mediadas por duas RNases distintas. Uma de-
las € Dicer, que ja introduzimos e que também é necessiria na geracdo de
siRNAs. A outra, especificamente necessaria para o processamento de miRNA,
¢ Drosha. Uma caracteristica destas enzimas é que elas reconhecem e clivam
RNAs com base na estrutura de seus substratos, em vez de sua sequéncia es-
pecifica. Agora a atenc¢do serd voltada para como estas enzimas funcionam.
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FIGURA 20-12 Estrutura de al-
guns pre-miRNAs antes do proces-
samento para gerar os miRNAs ma-
duros. As sequéncias em vermelho sao
miRNAs. Em alguns casos, ambos os
"bracos” de uma haste-alga podem ge-
rar um miRNA funcional. Nestes casos,
0 sequndo miRNA é mostrado em azul —
por exemplo, miR-1 (vermelho) e miR-1*
(azul), bem como em miR-34 (vermelho) e
miR-34* (azul). Os miRNAs mostrados s3o
todos de verme. /in-4 e fet-7 foram ge-
neticamente identificados; os chamados
de miR foram encontrados por bicinfor-
matica. (Modificada, com permissao, de
Lim L.P. et al. 2003. Genes Dev. 17: 991,
Fig. 6. © Cold Spring Harbor Laboratory
Press.)
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FIGURA 20-14 Visao geral da estrutura do pri-RNA mostrando os sitios de cliva-
gem de Dicer e Drosha. A regiao em vermelhe torna-se 0 miRNA maduro. Observa-se que os
segmentos basais devem ser de fita simples para ¢ reconhecimenta adequado pelo complexo
Drosha.

da RNase III sdo especificas para dsRNA e o clivam de maneira a deixar um
trecho de dois nucleotideos livres nas extremidades 3’ do produto de dsRNA.
Este trecho 3' ndo pareado é importante para o reconhecimento desta molé-
cula de RNA pela proxima enzima da via, Dicer.

Dicer é a segunda enzima de clivagem de RNA
envolvida na producao de miRNA e a unica
necessaria para a producao de siRNA

O pré-miRNA liberado por Drosha ¢ exportado para o citoplasma, onde a
segunda reacdo de clivagem do RNA, realizada por Dicer, acontece. Assim
como ocorre com Drosha, Dicer seleciona seus sitios de clivagem usando um
mecanismo de medida, em vez de um mecanismo sequéncia-especifico. Uma
estrutura de alta resolucao de Dicer fornece uma ideia de como isso provavel-
mente acontece.

Dicer € construida por trés médulos: dois dominios de RNase I1I e um
dominio de ligacio a dsRNA chamado de dominio PAZ (que tem este nome
devido a trés proteinas que contém este dominio: Piwi, Argonauta e Zwille).

A Figura 20-16a mostra um desenho com a organizacao da proteina Dicer
e como se acredita que ela interaja com a molécula de dsRNA. No painel in-
ferior, Figura 20-16b, é apresentada a estrutura de Dicer, modelada com um
substrato de RNA. A proteina possui o formato de uma machadinha. O domi-
nio PAZ estd na parte inferior do cabo, ande forma um bolso de ligacido para a
extremidade 3" do substrato de dsRNA. O cabo da machadinha é formado por
um dominio de conexdo e contém uma superficie de ligacdo positivamente
carregada para a molécula de RNA. A regiao superior, a “lamina”, compreende
os dois dominios de RNase, arranjados em um dimero simétrico. Cada domi-
nio de RNase carrega um sitio ativo e é responsavel pela clivagem de uma das
duas fitas do substrato de RNA. Portanto, Dicer ird atuar em qualquer dsRNA,
independentemente de sua sequéncia, e ira clivar esta molécula a 22 nucleo-
tideos de sua extremidade. O dominio PAZ ancora a extremidade 3’ terminal
do substrato de RNA para posicionar os sitios ativos da enzima a cerca de 22
nucleotideos de distdncia como se fosse uma régua (ver Fig. 20-16). De fato,
a ocorréncia de dominios PAZ de diferentes tamanhos esta correlacionada
com os diferentes tamanhos dos produtos de Dicer encontrados em diferentes
Organismos.

Como visto, apenas os miRNAs sido produzidos a partir de grandes pre-
cursores em formato de grampo. Ao contrario, o RNA precursor para a via de
siRNA & um dsRNA mais longo. Como consequéncia deste substrato inicial
diferente, Drosha nao € necessdria para a geracdo de siRNAs. A clivagem por
Dicer ainda € necessdria, no entanto, e gera novamente um RNA com 21 a 22
nucleotideos adequado para incorporacdo no RISC. Em plantas, até mesmo

a pri-miRNA

_omemm()

~11pb ~22 pb

etapa de 1
reconhecimento
de substrato

DGCR8
\

St

|

centro de

b etapa de reagdo
catalitica

=)

S
~11 pb

produtos

717

® —Drosha

processamento

F1 F2 {pré-miRN&
: F3

{ PR
~11 pb ~22 pb

FIGURA 20-15

Reconhecimento

e clivagem de pri-miRNA pelo com-
plexo Microprocessador. Trés fragmen-
tos sao gerados por clivagem, marcados

como F1, F2 (pré-miRNA) e F3.




CAPITULO 20 RNAs Reguladores 717

L clivagem
clivagem por Dicer
5NNNNN\ /pD{DrOSha GNNN. N N
e W Y +1 /N — bm
\UNNN,\ ,”NNNNF\NNNNNNNN1NNNNNNNNNN:‘. N/ \h‘
J|
Wu’ﬁ )&NNN NNNNNNNNNﬁ’NNNNNNNN_Mg\N /N
I NNNNN/ i AN
- mlRNA maduro .
segmentcs haste inferior haste superior alca
basais (~11 pb) (~22 pb) terminal
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gem de Dicer e Drosha. A regiac em vermelho torna-se o miRNA maduro. Observa-se que os
segmentos basais devem ser de fita simples para o reconhecimento adequado pelo complexe
Drosha.

da RNase III sdo especificas para dsRNA e o clivam de maneira a deixar um
trecho de dois nucleotideos livres nas extremidades 3’ do produto de dsRNA.
Este trecho 3’ ndo pareado ¢ impartante para o reconhecimento desta molé-
cula de RNA pela proxima enzima da via, Dicer.

Dicer é a segunda enzima de clivagem de RNA
envolvida na producao de miRNA e a unica
necessaria para a producao de siRNA

O pré-miRNA liberado por Drosha ¢ exportado para o citoplasma, onde a
segunda reacao de clivagem do RNA, realizada por Dicer, acontece. Assim
como ocorre com Drosha, Dicer seleciona seus sitios de clivagem usando um
mecanismo de medida, em vez de um mecanismo sequéncia-especifico. Uma
estrutura de alta resolucdo de Dicer fornece uma ideia de como isso provavel-
mente acontece.

Dicer ¢ construida por trés modulos: dois dominios de RNase IIT e um
dominio de ligacdo a dsRNA chamado de dominio PAZ (que tem este nome
devido a trés proteinas que contém este dominio: Piwi, Argonauta e Zwille).

A Figura 20-16a mostra um desenho com a organizagao da proteina Dicer
e como se acredita que ela interaja com a molécula de dsRNA. No painel in-
ferior, Figura 20-16b, ¢ apresentada a estrutura de Dicer, modelada com um
substrato de RNA, A proteina possui o formato de uma machadinha. O domi-
nio PAZ esta na parte inferior do cabo, onde forma um bolso de ligacdo para a
extremidade 3’ do substrato de dsRNA. O cabo da machadinha é formado por
um dominio de conexdo e contém uma superficie de ligacdo positivamente
carregada para a molécula de RNA. A regido superior, a “lamina”, compreende
0s dois dominios de RNase, arranjados em um dimero simétrico. Cada domi-
nio de RNase carrega um sitio ativo e € responsavel pela clivagem de uma das
duas fitas do substrato de RNA. Portanto, Dicer ira atuar em qualquer dsRNA,
independentemente de sua sequéncia, e ira clivar esta molécula a 22 nucleo-
tideos de sua extremidade. O dominio PAZ ancora a extremidade 3’ terminal
do substrato de RNA para posicionar os sitios ativos da enzima a cerca de 22
nucleotideos de distincia como se fosse uma régua (ver Fig. 20-16). De fato,
a ocorréncia de dominios PAZ de diferentes tamanhos estd correlacionada
com os diferentes tamanhos dos produtos de Dicer encontrados em diferentes
organismos.

Como visto, apenas os miRNAs sdo produzidos a partir de grandes pre-
cursores em formato de grampo. Ao contrario, o RNA precursor para a via de
siRNA é um dsRNA mais longo. Como consequéncia deste substrato inicial
diferente, Drosha ndo ¢ necessaria para a geracdo de siRNAs. A clivagem por
Dicer ainda € necessaria, no entanto, e gera novamente um RNA com 21 a 22
nucleotideos adequado para incorporacdo no RISC. Em plantas, até mesmo
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a modelo de Dicer
(Giardia intestinalis)

lamina

cabo

dominio PAZ
extremidade
3' do RNA

FIGURA 20-16 Estrutura e organi-
zacao de Dicer. (3) O esquema mostra
a organizacao de Dicer. (b) A estrutura
de Dicer modelada com dsRNA revela
como o comprimento é medido. A pro-
teina é mostrada em cinza, com os sitios
ativos da nuclease indicados por esferas
vermelhas (e como pontos pretos na par-
te a). O RNA estd em verde. A estrutura
mostrada contém apenas os dominios
de RNase Ill e PAZ. A proteina Dicer tam-
bém contém ATPase e outros dominios.
(b, MacRae |.J. et al. 2006. Science 311:
195-198. Codigo PDB: 2FFL; observa-se
que o RNA foi modelado na estrutura e
nao era parte da estrutura cristalografica.)
Imagem preparada com MolScript, Bob5s-
cript e Raster3D,

os miRNAs sio gerados apenas por Dicer; apesar de ndo estar claro como elas
conseguem abrir mao da acao anterior de Drosha.

SILENCIAMENTO DA EXPRESSAQO
GENICA POR PEQUENOS RNAs

Até 0 momento, vimos como os pequenos RNAs sdo gerados a partir de pre-
cursores de RNA de dupla-fita ou miRNA. Agora, a atencao € voltada para
como estes pequenos RNAs silenciam a expressdo de seus genes-alvo.

A incorporacao de uma fita de RNA-guia no RISC torna o
complexo maduro, pronto para silenciar a expressao génica

A acdo de Dicer gera a pequena molécula de RNA que ird determinar em que
RNA-alvo ird atuar. A forma ativa do RNA regulador € de fita simples — neste
estagio, chamado de RNA-guia — incorporado no complexo proteico RISC.
Neste complexo, a fita de RNA-guia recruta RISC para um RNA-alvo. Argu-
menta-se que o comprimento de 22 nucleotideos ¢ longo o suficiente para
especificar uma @inica sequéncia-alvo nos grandes genomas de eucariotos
complexos usando o pareamento de bases RNA-RNA.

O componente central de RISC € uma proteina chamada Argonauta,
que é, em muitos casos, uma enzima de clivagem de RNA. O mecanismo mais
bem compreendido de silenciamento génico € a clivagem (ou fatiamento
[slicing]) do mRNA-alvo mediado por RISC. Entretanto, muitos organismos
possuem multiplos membros da familia de proteinas Argonauta. Por exem-
plo, ha oito Argonautas diferentes em seres humanos, mas nem todas elas,
quando incorporadas em um complexo RISC, possuem atividade de fatia-
dor. RISCs que contém outras Argonautas devem silenciar a expressao génica
usando mecanismos independentes de fatiamento, como a repressdo da tra-
ducao. Os piRNAs encontrados anteriormente, que ndo sdo gerados por Dicer,
ainda assim se ligam a uma proteina relacionada a Argonauta, chamada PIWI,
em um complexo semelhante ao RISC.

A geragao do RISC ativo e o slicing, sob a orientacdo de um siRNA, ocorre
da seguinte maneira. O dsRNA curto gerado pela Dicer € incorporado ao RISC,
onde é desnaturado para fornecer as fitas-guia e passageira (que ¢ descartada).
O RISC resultante — chamado de RISC maduro — com seu RNA-guia de fita
simples estd agora pronto para reconhecer e fatiar o mRNA-alvo.

Como visto com Dicer, a estrutura de uma proteina Argonauta fornece
um quadro para a compreensao do mecanismo de reconhecimento de RNA-
-alvo e clivagem por RISC (Fig. 20-17). Como Dicer, Argonauta possui um
dominio PAZ e um dominio de RNase. O dominio PAZ reconhece especifica-
mente a extremidade 3' do RNA-guia. O RNA-guia ligado é pareado ao RNA-
-alvo, e a arquitetura do complexo € tal que esta ligagao posiciona o sitio ativo
do dominio de RNase de maneira adequada para clivar a fita do RNA-alvo. A
clivagem ocorre quase no meio do diplex de RNA-guia-RNA-alvo, entre o 10°
e 0 11?2 nucleotideos a partir da extremidade 5’ do RNA-guia.

Como ja foi mencionado, em alguns casos, o RISC maduro pode inibir
a traducdo em vez de fatiar o mRNA e, de fato, é assim que a maioria dos
miRNAs parece atuar.

O mecanismo desta repressao traducional ainda esta sob investigacao, e
hé grande debate sobre a ordem dos eventos. Assim, embora a tradugdo seja
certamente inibida, 0 mRNA também sofre declinio. Portanto, é dificil provar
qual € a causa e qual € a consequéncia: se houver decaimento ou degradagdo do
mRNA, nio haver4, obviamente, traducio; da mesma maneira, quando a tradu-
¢do de um mRNA ¢ inibida (por qualquer mecanismo), a célula tende a destruir
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FIGURA 20-17 Estrutura de Argonauta, mostrando as regides de ligacdo aoc RNA
e um dominio semelhante a nuclease RNase H. (a) Estrutura cristalogréfica de Argonauta.
Os domfnios foram coloridos como na parte b, com o dominio em azul sendo a parte amino-
terminal da proteina, e o dominio verde, no meio. (b) llustracio dos dominios de Argonauta.
A seta mostra o sitio ativo da RNase posicionado para clivar no meio da regido pareada entre
o pequeno RNA e mRNA. (a,b, Adaptadas, com permissao, de Song J.J. et al 2004. Science
305: 1434-1437, Fig. 4C. Codigo PDB: lu04. © AAAS.) Imagens preparadas com MolScript,
BobScript e Raster3D.

esta molécula de mRNA. De qualquer forma, isso € diferente do mecanismo de
fatiamento ativo desencadeado pelos siRNAs, descrito anteriormente.

O inicio da traducao ¢ um mecanismo elaborado envolvendo uma série
de fatores (ver Cap. 15) e permitindo muitas oportunidades para interferén-
cia. Qualquer que seja 0 mecanismo de inibi¢do da traducdo, parece que os
miRNAs levam, em alguns casos, ao sequestro do mRNA nos chamados cor-
pusculos de processamento (corpusculos P) no citoplasma, onde a traducio
¢ reprimida.

Pequenos RNAs podem silenciar genes
em nivel transcricional pela coordenacao
de modificacoes na cromatina

Vimos agora como miRNAs e siRNAs podem silenciar genes pela inibi¢io da
traducdo de mRNAs-alvo ou pela sua destruicio. RNAs reguladores também
podem atuar em nivel de transcricdo, desligando a expressio de genes-alvo
pela modificacao de histonas no promotor. Este mecanismo foi mais extensi-
vamente estudado no silenciamento centromérico da levedura S. pombe.

No Capitulo 19, observou-se que, em leveduras, os genes posicionados
em certas regidoes do genoma sao normalmente silenciados. No caso descrito
em detalhes naquele capitulo, genes posicionados proximos aos telébmeros
em Saccharomyces cerevisiae foram silenciados. Genes no locus de tipo acasa-
lante desta levedura e de 5. pombe também sao silenciados. Em S. pombe, os
centromeros sio outra regido silenciada do genoma. Em ambos os organis-
mos, o silenciamento envolve modificacdes de histonas. Mas ao contrario
dos casos de silenciamento em . cerevisiae, desprovida de uma maquinaria de
RNAI, o silenciamento centromérico em §. pombe necessita desta via.

Os centromeros de S. pombe possuem uma organizacdo de sequéncia
mais semelhante a de eucariotos superiores (p. ex., moscas e seres humanos)
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do que a de S. cerevisiae (ver Cap. 8, Fig. 8-8). Cada centrOmero possui uma
regido central, de sequéncias bastante caracteristicas, flanqueada por uma
série de repeticdes comuns a todos os centromeros. As repeti¢oes sao impor-
tantes para a fung¢do, e contribuem para a formagdo da heterocromatina e
para o silenciamento transcricional associado com a regido, como serd visto
adiante. As histonas na heterocromatina possuem marcadores de repressao:
baixos niveis de acetilagio e metilagdo na lisina-9 da cauda da histona H3
(H3K9).

S. pombe possui apenas um Unico gene para cada um dos principais com-
ponentes da via de RNAi — Dicer e Argonauta. Organismos mais complexos
possuem multiplos genes para Dicer e Argonauta, com fungdes parcialmente
redundantes, tornando mais dificil a manipulacio genética desta via. Alem
disso, ao contrario da situacio em moscas e vermes, a perda da via de RNAi
nao é letal para S. pombe, embora isso prejudique o crescimento das células
ao, por exemplo, perturbar a segregacdo cromossdmica. Foi surpreendente,
no entanto, descobrir que a perda de qualquer um dos componentes da via de
RNAi levava a perda da metilacdo da histona H3K9 e a perda do silenciamen-
to génico nos centromeros, sobretudo porque este silenciamento era reconhe-
cidamente transcricional. Até esta descoberta, pensava-se que o RNAi atuava
apenas pos-transcricionalmente.

O ponto-chave para entender este silenciamento transcricional parece ser
as proprias repeticoes centromeéricas; estes elementos de sequéncia sdo trans-
critos a partir de ambas as fitas pela RNA-polimerase 1I, produzindo transcri-
tos complementares que podem hibridizar para formar dsRNAs — processo
que é amplificado por RARP (como se viu na Fig. 20-11). Os RNAs, por sua
vez, sofrem a a¢do da maquinaria de RNAi para gerar siRNAs que, de alguma
forma - que ainda permanece desconhecida - dirigem um complexo seme-
lhante ao RISC contendo Argonauta (chamado de complexo de silenciamen-
to transcricional induzido por RNA [RITS, RNA-induced franscriptional silen-
cingl) para os centrémeros. Os siRNAs poderiam, teoricamente, fazer isso pelo
reconhecimento do DNA nos centrémeros, por meio do pareamento de bases
sequéncia-especifico diretamente com o molde de DNA. Todavia, mais pro-
vaveis sao modelos nos quais os siRNAs recrutam RITS para transcritos presos
ao centrémero pela RNA-polimerase I1. O recrutamento resulta no fatiamento
dos transcritos centroméricos, que, por sua vez, € necessario para alastrar o
aparato de modificagdo de histonas ao longo do centromero (Fig. 20-18). Por-
tanto, a propria transcrigdo pode alastrar o silenciamento quando os transcri-
tos sdo alvos do RNAI.

Como foi mencionado anteriormente, os loci de tipo acasalante de
S. pombe sao também transcricionalmente silenciados, e aqui o silenciamen-
to nédo é perdido em linhagens mutantes defectivas para RNAi. Acredita-se
que o RNAi atue também neste caso, mas apenas no estabelecimento ini-
cial do estado de silenciamento — ele ndo ¢ necessario para a manutengao
do silenciamento uma vez que este estiver estabelecido. Outros mecanismos
baseados em proteinas mantém o estado reprimido — assim como o fazem em
§. cerevisiae (Cap. 19). Acredita-se também que o RNAi possua um papel no
silenciamento da heterocromatina de outros organismos, abrangendo desde
moscas até plantas. O silenciamento da transcri¢do indesejada de transposons
também parece ser mediado por RNA, como descrevemos a seguir.

Uma série fascinante de observacoes e experimentos levou ao conheci-
mento atual sobre pequenos RNAs reguladores em eucariotos. Estes iniciaram
no fim da década de 1980 com os resultados aparentemente incompreensi-
veis de tentativas de superexpressar genes de pigmentos em pettinias (para
torna-las roxo mais profundo, mas resultando em flores brancas). Depois
disso, houve a descoberta dos genes reguladores de vermes cujos produtos
mostraram ser miRNAs e, entdo, experimentos mostrando que a introdugao
de dsRNAs em vermes silenciava a expressao de genes complementares. Esta
histéria é descrita no Quadro 20-2, Descoberta de miRNAs e RNAI.
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O RNAi € um mecanismo de defesa que
protege contra virus e transposons

A maquinaria de RNAI estd bastante difundida em eucariotos, embora nio
seja onipresente. Fla ndo ocorre em §. cerevisiae, por exemplo, como acaba-
mos de ver. Acredita-se, no entanto, que pelo menos o sistema basico existia
no ancestral comum mais recente a todos os eucariotos mas foi subsequente-
mente perdido em algumas linhagens.

Mas o que faz o RNAi, biologicamente? Existem os miRNAs, ¢é claro — e
a maquinaria de RNAi € necessaria para produzir e usar estes reguladores —
mas alguns organismos possuem a maquinaria de RNAi e nenhum miRNA
(incluindo S. pombe). De fato, acredita-se que os miRNAs evoluiram para tirar
proveito da existéncia da maquinaria de RNAi em vez de serem a razio pela
qual a maquinaria existe. Uma fungao antiga que a maquinaria de RNAi pode
ter tido (e ainda tem) € a protecdo dos organismos contra transposons e virus.

Anteriormente, foi descrito o sistema CRISPR-cas em bactérias
(ver Fig. 20-9). Neste caso, sequéncias de DNA derivadas de material exdgeno
(fago ou plasmideos) sdo acumuladas em regioes do genoma que podem ser

721

FIGURA 20-18 Modelo para o re-
crutamento de RITS e o silenciamen-
to dos centrémeros. No topo, estdo
mostrados os nucleossomos em torno das
sequéncias repetidas em um centréme-
ro de S. pombe. As sequéncias repetidas
(cen DNA) sao transcritas pela RNA-poli-
merase I, gerando dsRNA qgue é substrato
para Dicer. Os siRNAs produzidos desta
maneira sao carregados no complexo RITS
contendo Argonauta. Como mostrado no
centro, o complexo RITS contendo siRNA
¢ recrutado para os transcritos ligados &
Pol Il sendo gerados pela transcrigao con-
tinuada das repeticdes centroméricas,
por meio da complementaridade entre o
siRNA e o transcrito. Entao, este complexo
recruta alguns outros complexos: RDRC,
gue permite a producdo de mais dsRNA
por RdRP (ver Fig. 20-11), e CIr4 e Swib,
que modificam localmente os nucleos-
somos adicionando marcas de silencia-
mento H3K9. Outra subunidade de RITS,
Chp1, contém um cromodominio (Cap. 8,
Fig. 8-41), que, ao ligar-se aos nucleosso-
mos metilados, provavelmente estabiliza a
ligagio de RITS. Embora nao representado
na figura, o "fatiamento” dos transcritos
por Argonauta (no interior do RITS) gera
substratos de RNA para RdRP, que sinte-
tiza uma fita complementar e gera mais
substrato para Dicer. Este processo é ne-
cessario para a modificacdo do nucleos-
somo — e, assim, a regiao silenciada seja
espalhada. (Redesenhada, com permis-
sao, de Martienssen R. e Moazed D. 2007.
Epigenetics [ed. D. Allis et al.], p. 157,
Fig. 4. @ Cold Spring Harbor Laboratory
Press.)
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PEXPERIMENTOS-CHAVE

Quadro 20-2 Descoberta de miRNAs e RNAI

Em 1989, Richard Jorgensen, que trabalhava na empresa de
hiotecnologia Advanced Genetic Sciences em Oakland, Cali-
férnia, estava tentando gerar petinias com flores de cor roxa
mais profunda do que as linhagens existentes. A estratégia
parecia simples: ele iria introduzir nas plantas uma copia ex-
tra do gene de pigmento (que codifica a chalcona sintase)
sob o controle de um promotor forte. Estas plantas iriam
produzir mais chalcona sintase e as flores seriam mais roxas.
O que ele conseguiu, na verdade, foi plantas com graus va-
riados de flores mais palidas, muitas malhadas — com regides
roxas e brancas — e até mesmo algumas completamente
brancas (Fig. 1 deste quadro).

Embora decepcionantes, estes resultados foram intri-
gantes. Na tentativa de entender o que estava acontecendo,
Jorgensen revelou varias caracteristicas do fenémeno, cha-
mado de cossupressao (porque tanto a expressao do trans-
gene quanto a do gene endégeno era reprimida). Quanto
maior a expressao do transgene, menor o nivel de chalcona
sintase; isso era valido quando a expressao aumentada resul-
tava de multiplas cépias do transgene ou do uso de promoto-
res mais fortes dirigindo o transgene. Observou-se também
que algumas plantas possuiam padroes variegados de pig-
mentacao, e que diferentes padroes de variegacao podiam
ser encontrados em diferentes flores na mesma planta. As
vezes, estes padroes eram herdados, mas, em outras oca-
sides, eram aparentemente alterados ao acaso. Estas obser-
vacOes sugeriram a Jorgensen e outros (particularmente Mar-
jori Matzke, que também estava investigando este fenémeno)
que eles estavam lidando com um fenémeno epigenético.

Qutros pesquisadores estavam tentando tornar plantas
resistentes a infeccdo viral. Para isso, uma abordagem consis-
tia em superexpressar em plantas um derivado dominante-
-negativo de um fator de replicacdo viral comum: esperava-se
que esta proteina fosse bloquear a replicacao de qualquer
virus infectante que usasse este mecanismo de replicagao co-
mum. Embaora o produto viral dominante-negativo bloqueas-
se a replicagao do virus da batata a partir do qual havia sido
derivado, sua especificidade de acao era fortemente restrita
ao virus. Demonstrou-se também que a propria proteina nao
era necessaria — apenas o RNA.

QUADRO 20-2 FIGURA 1 Flor da petinia. Um exem-
plo dos efeitos da superexpresséo do gene do pigmento
chalcona sintase no que seria, no caso de expressao em nivel
normal, uma flor de pettnia completamente roxa. (Cortesia
de Richard A. Jorgensen, University of Arizana.)

Enquanto isso, outros pesquisadores estavam usando
RNA antissenso para abolir a expressao do gene par-1 em
vermes. Sua intencao era provar que este gene era respon-
savel por um determinado fendtipo do desenvolvimento.
O RNA antissenso produzido in vitro e injetado no verme em
desenvolvimento efetivamente induzia o fenotipo previsto
para a perda da expressao de par-1. Observou-se, porém,
que o RNA senso apresentava o mesmo efeito. Este so havia
sido incluido no experimento como um controle negativo,
logicamente; ndo se esperava que tivesse qualquer efeito
sobre a expressdo. RNAs ndo relacionados ao gene par-1
nao apresentavam efeito.

A explicacao para esta repressao génica RNA-dependen-
te foi fornecida por Andrew Fire e Craig Mello, em experi-
mentos que lhes renderam o Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina em 2006. Eles mostraram que, na verdade, nao era
o RNA senso nem o antissenso que silenciava o gene — era o
dsRNA produzido por uma mistura dos dois. Acontece que
as preparacoes de RNA senso ou antissenso estavam ambas
contaminadas com peqguenas quantidades da fita oposta, e
era a populacao de dupla-fita resultante que causava o si-
lenciamento. Quando dsRNAs eram deliberadamente prepa-
rados, mostravam ser hastante potentes na eliminacao da
expressao do gene-alvo. Portanto, o fendomeno do RNAI havia
sido descoberto, achado que foi publicado em 1998.

Explicacbes sobre o funcionamento deste fenémeno
surgiram de varios laboratérios. Primeiro, dsRNAs demons-
traram desencadear a degradacao de mRNAs homologos em
extratos de células de Drosophila, ensaio que levou a iden-
tificacdo de RISC. A identificacao dos siRNAs — espécies que
dirigem o RISC aos genes-alvo — foi relatada em plantas em
1999, Dicer, a nuclease que gera os siRNAs, foi descrita em
2001. E o ultimo dos principais componentes da via, Slicer,
foi identificado em 2005, gquando a estrutura cristalografica
de Argonauta revelou que a proteina era uma RNase.

Além de ser necessaria para gerar siRNAs, Dicer é tam-
bém necesséria para o funcionamento de miRNAs durante o
desenvolvimento. O primeiro miRNA e seu alvo haviam sido
descritos em 1993, por Victor Ambros e Gary Ruvkun, res-
pectivamente. Na época, esta observacao foi vista como um
resultado correto, mas, ainda assim, estranho; o gene fin-4
codificava um pequeno RNA que atuava em um gene-alvo,
lin-14, por complementaridade de sequéncia entre o miRNA
e as regioes da 3'-UTR dos genes-alvo (Fig. 2 deste quadro).
Subsequentemente, outros miRNAs foram encontrados em
vermes, alguns deles com homologia a genes semelhantes
em animais e plantas, sugerindo que este mecanismo de re-
gulacdo era mais disseminado. Assim, surgiu o quadro de
um mundo de pequenos RNAs envolvidos na regulagao gé-
nica — alguns fornecidos de maneira exégena, outros gera-
dos como parte dos programas de regulacao génica usados
durante o desenvolvimento. O campo desenvolveu-se muito
rapidamente, como as datas neste relato revelam, passando
de um fenémeno ohscuro a um Prémio Nobel e exigindo seu
proprio capitulo em livros-texto, em apenas 15 anos. O pro-
gresso acelerado talvez tenha sido, em grande parte, devido
4 gama de espécies (leveduras, plantas e vermes) estudadas
e as abordagens (genética, bioguimica, estudos estruturais e
bicinformatica) utilizadas.




Quadro 20-2 (Continuacao)
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QUADRO 20-2 FIGURA 2 O microRNA
lin-4 liga-se a extremidade 3'-UTR de seu ge-
ne-alvo, lin-14. (a) O pré-miRNA lin-4 antes do
processamento por Dicer. A sequéncia do miRNA
esta mostrada em azul. (b) As sete sequéncias da
3'-UTR de lin-4 que podem parear com o mRNA
de lin-4 em varios niveis, como mostrado na par-
te c. A biologia por tras dos eventos reguladores
controlados por lin-4/lin-14 é bastante intrigan-
te. Serao vistos (no Cap. 21) exemplos de como
a expressao génica regula as decisdes ao longo
do desenvolvimento. Exemplos famosos incluem
0s genes Hox, cuja expressao define a identida-
de espacial; assim, membros e outras estruturas
formam-se onde deveriam ao longo do eixo cor-
poral, e ndo no local errado — por exemplo, uma
perna nao cresce na cabeca. Isso, porém, é o que
de fato pode acontecer em mutantes desprovi-
dos de certos genes Hox — como o famoso mu-
tante homedtico de Drosophila, antenapédia, em
que uma pata cresce na cabeca no lugar de uma
antena. A proteina lin-14 é um exemplo de um
regulador que controla a identidade diferencial
temporal. Portanto, mutacdes nos chamados ge-
nes heterocronicos resultam em transformacées
temporais em vez de espaciais. Ou seja, as cé-
lulas geralmente adotam destinos especificos a
elas em estagios iniciais ou tardios do desenvol-
vimento. A expressao da proteina lin-14 &, obvia-
mente, regulada pelo microRNA lin-4, como des-
crito no texto. (Modificada de Ha I. 1996. Genes
Dev. 10: 3041-3050, Fig. 1. © Cold Spring Harbor
Laboratory Press.)
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subsequentemente expressas na forma de pequenas moléculas de RNA que
destroem acidos nucleicos homologos caso estes venham a invadir novamen-
te a célula. Embora o sistema CRISPR nao possua componentes em comum
com a maquinaria eucariotica de RNAi (além do fato de usar pequenos RNAs
para guiar complexos proteicos para destruir dcidos nucleicos alvos), a fun¢do
e a logica dos dois sistemas sdo notavelmente parecidas de muitas maneiras,
Isso € especialmente verdadeiro para o sistema de piRNA.

Como se viu, os piRNAs sdo a terceira classe de pequenos RNAs regulado-
res (apos siRNAs e miRNAs); eles surgem a partir de longos transcritos de fita
simples dos agrupamentos de piRNAs no genoma, sem a necessidade da
acdo de Dicer.

Assim como CRISPR, os piRNAs parecem ter como alvo os acidos nucleicos
de parasitas - mas enquanto os principais alvos de CRISPR sdo fagos infec-
ciosos, para um genoma de animal, as principais ameacas sao transposons.
Os transposons sdo encontrados essencialmente em todos os eucariotos e, em
alguns casos, compdem uma quantidade substancial do genoma (ver Caps. 8
e 12). Em seres humanos, por exemplo, cerca de 45% do genoma é composto
por sequéncias que um dia foram transposons. Os transposons sdo geralmente
silenciados transcricionalmente e empacotados na heterocromatina. Em alguns
mutantes de RNAi, no entanto, as modifica¢des de histonas associadas com o
silenciamento de transposons sdo perdidas. Além disso, em plantas e vermes,
foram identificados varios siRNAs que correspondem a transposons. Em alguns
casos, em ambos tipos de organismos, a perda de RNAIi reativa transposons,
fazendo com que saltem, levando a altos niveis de mutagénese espontanea. No
entanto, nem tantos transposons sdo reativados como quanto sao conhecidos
por gerar siRNAs. Isso pode refletir uma situacdo semelhante a descrita ante-
riormente para o silenciamento do tipo acasalante em S. pombe: 0 RNAi pode
ser essencial para iniciar o silenciamento de alguns transposons, mas o silencia-
mento se torna, entdo, autossustentavel sem necessidade posterior de siRNAs,

Os piRNAs parecem particularmente dedicados a tarefa de proteger as cé-
lulas contra transposons e sdo predominantemente expressos na linhagem
germinativa (células cuja protecdo é mais importante). Os agrupamentos de
piRNA contém pedacos de transposons — eles foram descritos como “cemi-
térios de transposons” — e, assim, os piRNAs gerados a partir de transcritos
destas regides geralmente tém como alvo transcritos feitos por transposons
ativos, inibindo sua a¢do. Como visto, o sistema CRISPR inclui um mecanis-
mo para adquirir ativamente amostras de DNA exégeno invasor e usar isso
para preparar os arranjos de CRISPR para produzir pequenos RNAs que terao
como alvo as mesmas sequéncias caso elas venham a aparecer novamente na
célula. O sistema piRNA parece ser desprovido desta caracteristica, mas as se-
quéncias de DNA que acabam em agrupamentos de piRNA presumivelmente
transportam-se elas mesmas para estas regioes, assim os agrupamentos serao
enriquecidos para sequéncias de transposons (ver Fig. 20-19).

Em plantas, o RNAIi é necessario para controlar transposons, como men-
cionado, assim como infecdes virais. O efeito protetor do RNAi em infec-
¢Oes virais de plantas foi amplamente observado. De fato, os efeitos foram
reconhecidos muito antes que o RNAi fosse reconhecido como o mecanismo
subjacente. Quando uma folha de uma planta é infectada por um virus, um
fator capaz de silenciar a replicacdo do virus € sistematicamente espalhado
ao longo de toda a planta. Este fator nao protege a folha originalmente infec-
tada, mas impede que a infecgdo se espalhe. Em plantas mutadas nos genes
de Argonauta ou Dicer, a infeccdo espalha-se livremente e a replicacdo viral é
muito maior. O sinal protetor inclui siRNAs gerados a partir do proprio geno-
ma viral. Os virus revidaram: eles geralmente carregam genes cuja funco é
proteger o virus infectante contra o RNAi do hospedeiro. Um exemplo disso é
o HcPro do virus Y da batata, que atua reduzindo a producio ou a estabilidade
dos siRNAs. Outros produtos virais afetam outras etapas no mecanismo de
defesa, incluindo o espalhamento sistémico de siRNAs.
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Conexdes entre miRNAs e doengas humanas estio descritas no Quadro
20-3, microRNAs e doencas humanas.

O RNAI tornou-se uma poderosa ferramenta
para a manipulacao da expressao génica

A descoberta do RNAi surgiu de observacdes feitas por pesquisadores que ten-
tavam manipular a expressao génica (ver Quadro 20-2). Em ambos 0s casos
de cossupressao em plantas e RNA antissenso em vermes, foram tentativas
de entender falhas inesperadas nestas manipulagdes que levaram a desco-
berta do RNAI. Portanto, talvez ndo tenha sido uma surpresa que, uma vez
compreendido, o RNAI tenha sido rapidamente explorado como ferramenta
para manipular a expressao génica. Em vermes, isso foi logo rotineiramen-
te implementado. Bibliotecas que codificam dsRNAs que podem ter como
alvo qualquer gene do genoma do verme e, portanto, podem ser usadas para
triar vermes quanto as consequéncias da inibicdo da expressio de um dado
gene qualquer. A maneira geral pela qual isso é feito estd representada na
Figura 20-20. Os vermes alimentam-se de bactérias. No laboratério, eles sio
alimentados com E. coli, e ocorre que a rota mais rapida para o genoma do
verme € através de seu estdbmago: qualquer dsRNA desejado pode ser expresso
em células de E. coli das quais o verme se alimenta, e isso fornece substrato su-
ficiente para que a resposta de RNAi seja desencadeada nas células do verme,
desligando genes homologos ao dsRNA original.

Seria, logicamente, de grande interesse fazer uma triagem para genes des-
ta mesma forma em células de mamiferos, em que as triagens genéticas tradi-
cionais ndao sdo viaveis. Estabeleceu-se que siRNAs sintetizados artificialmen-
te, produzidos in vitro e introduzidos em células de mamiferos em cultivo,
desencadeiam uma resposta de RNAi e reduzem a expressio de genes-alvo
adequados, mas a eficiéncia da transfeccdo (a entrada dos RNAs nas celulas)
€ baixa. Moléculas de dsRNA mais longas também sdo problematicas porque
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FIGURA 20-19 Comparagio entre
os sistemas de defesa CRISPR bacte-
riano (a) e piRNA animal (b). Embora
muitas das caracteristicas sejam analogas,
0s componentes moleculares ndo sao
conservados. Além disso, como discutido
no texto, enquanto CRISPR adquire ati-
vamente novas sequéncias espacadoras
de fagos infectantes (ver Fig. 20-8), as
sequéncias de transposons que ativam o
sistemna piRNA chegam passivamente aos
agrupamentos de piRNA. (Adaptada de
Karginov FV. e Hannon G.J. 2010. Mol.
Cell 37: 7-19, Fig. 5, p. 16. © Elsevier.)
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FIGURA 20-20 A interferéncia
por RNA pode ser induzida em ver-
mes ao alimenta-los com bactérias
que expressam dsRNAs. Ver Capitulo 7
para detalhes da manipulacdo molecu-
lar necessaria nas primeiras etapas deste
esquema. A expressédo do dsRNA a partir
do plasmideo esta sob o controle de dois
promotores, em crientacdes opostas, re-
conhecidos por uma Unica subunidade da
RNA-polimerase de um fago chamado T7.
O gene para esta polimerase ¢ artificial-
mente expresso nas células usadas neste
esquema, sob o controle do promotor jac
(Cap. 18). Assim, a producao do dsRNA
pode ser controlada usando um indutor
do promotor flac.

amplificar parte do gene
A de interesse por PCR
R

ligar ao
plasmideo

i | i |

introduzir plasmideo em linhagem
de E. coli e expressar dsRNAs,
como explicado na legenda

RNA- \
-polimerase  promotor
de T7 lac

adicionar vermes a
cada pogo da placa

triagem para o fendtipo de interesse

desencadeiam uma resposta que desliga toda a tradugio na célula, resposta
evoluida para bloquear a replicacao viral, ji que muitos virus possuem geno-
ma de RNA.

Em vez de tentar introduzir o dsRNA nas células, os pesquisadores acha-
ram mais produtivo mimetizar miRNAs. Com este objetivo, foram geradas
bibliotecas nas quais genes curtos sao sintetizados como oligonucleotideos e
clonados em plasmideos. Cada gene curto é projetado para gerar um transcri-
to que ird se enovelar em uma haste-alca. Estas sdo processadas por Dicer na
célula, gerando um siRNA que ird dirigir o silenciamento de seus genes-alvo.
Estes genes curtos sintéticos sao chamados de genes de grampos curtos
de RNA (shRNAs, shorf hairpin RNA). Usando um shRNA adequadamente
projetado, qualquer gene individual do genoma pode ser um alvo. Ou, com
uma biblioteca adequada, uma triagem genética pode ser realizada. Em uma
biblioteca assim, por exemplo, cada plasmideo iria codificar um shRNA dirigi-
do contra um gene diferente. A biblioteca inteira é transfectada nas células de
maneira que cada célula receba um shRNA diferente. Células com um fenoti-
po em particular sdo escolhidas, e o gene cuja repressdo levou a este fenotipo
pode ser identificado.




PCONEXOES CLiNICAS

Quadro 20-3 microRNAs e doencas humanas
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Cancer

Uma reducao geral dos niveis de varios miRNAs ¢ frequente-
mente observada em canceres. Esta diminuicao foi tomada
como indicacao de que estes miRNAs possuem efeito supres-
sor de tumor. Apesar desta tendéncia geral, outros miRNAs
especificos sdo superexpressos em alguns cénceres. Analo-
gos a genes codificadores de proteinas implicados em cén-
cer, os miRNAs em questao sio descritos €Omo supressares
de tumor (se sua auséncia aumentar a incidéncia de cancer)
Ou oncogénicos (se sua expressdo aumentada levar ao de-
senvolvimento de cancer). Seus alvos tendem a ser genes
envolvidos na progressio do ciclo celular (proliferacdo) ou
na apoptose.

Entre as centenas de miRNAs identificados em seres hu-
manos, mais de metade est4 localizada em regides do ge-
noma geralmente alteradas em cinceres. Assim, em muitos
canceres, 0s genes para estes miRNAs estao deletados ou
amplificados, dependendo da natureza do rearranjo cro-
mossémico. Sendo assim, os miRNAs mif-15 e miR-16, por
exemplo, induzem a apoptose de células pela reducao da ex-
pressao do gene BCL2 (ver Fig. 1 deste quadro). A forma mais
comum de leucemia adulta no hemisfério ceste @ a leucemia
linfocitica crénica (LLC), doenca associada com delecées em
uma regiao do cromossomo 13 (13914). Esta regido do ge-
noma contém os genes dos miRNAs miR-153 e miR-16a; de
fato, estes sao os dois tGnicos genes incluidos nas menores
delecbes associadas a LLC, Assim, quando estes genes estio
deletados, a apoptose é reduzida e os tumores podem surgir
e desenvolver-se mais facilmente.

Em outra regido do cromossomo 13 (13931) estad o
miR-17-92, um miRNA oncogénico. Comparada ao tecido
normal, a expressao deste gene estd significativamente au-

a baixa expressio

=

MIiRNAS supressores
de tumor

miR-15a e miR-16
Let-7a

b alta expressio

miR-17-92 3 miR-155 :
T)
)

MiRNAs oncogénicos

mentada em varios canceres, incluindo cancer de pulmao,
sobretudo em suas formas mais agressivas (p. ex., cncer de
pulmao de células pequenas). Além disso, a superexpressao
deste miRNA em camundongos transgénicos induz tumorigé-
nese. Entre os varios alvos preditos para miR-17-92 estao dois
genes supressores de tumor, PTEN e RB2. Um alvo definido
é o regulador da progressao do ciclo celular, E2F1. Estes e
outros exemplos de miRNAs em cancer estio mostrados na
Figura 1 deste quadro.

Retardo mental associado ao X fragil

Por meio da analise hioquimica do complexo RISC, varias
proteinas a ele associadas foram identificadas. Uma delas &
a proteina do retardo mental associado ao X fragil (FMRP,
Fragile X mental retardation protein). O gene que codifica
esta proteina (FMR7) é ligado ao X, e sua mutacao é a causa
da mais comum das formas hereditarias de retardo mental.
A FMRP é uma proteina de ligacdo ao RNA envolvida na re-
gulagdo génica; sabe-se que ela interage com alguns miRNAs
associados com neuroplasticidade. Pacientes desprovidos de
FMRP possuem uma gama de defeitos de desenvolvimento,
bem como o retardo mental, devido 4 perturbacao da expres-
Sao génica.

Drosophila possui uma homéloga de FMRP. Em moscas
deficientes para este gene, foram observadas conexdes sinap-
ticas incomuns entre neurénios e musculos. Uma das protei-
nas Argonauta de Drosophila foi associada 3 FMRP, enquanto
estudos separados de Argonauta também descobriram que
FMRP estava ligada a este componente da maquinaria de
RNAi. Achados semelhantes foram relatados também em
celulas humanas, indicando uma conexao intrigante entre a
condicao de X fragil e 0 amadurecimento e funcao de miRNA.
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QUADRO 20-3 FIGURA 1

malmente reduz a expressio de um oncogene pode atuar como gene supressor de tumor. A perda de funcéo do miRNA por
mutagao ou delegao, por exemplo, pode resultar em expressio anormal do oncogene-alvo, o que contribuiria para a formacao
de tumor. (b) Aqui, a amplificacdo ou a superexpressao de um MiRNA que reduz a expressio de um supressor de tumor ou
outros genes importantes envolvidos na diferenciacdo podem contribuir para a formacao de tumor por estimulacdo da proli-
feragao, da angiogénese e da invasio. (Redesenhada, com permissao, de Garzon R. et al. 2006. Trends Mol. Med. 12: 580-587,

Fig. 2. © Elsevier.)
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RNAs LONGOS NAO CODIFICADORES
E INATIVACAO DO X

Os RNAs longos nao codificadores exercem
varios papéis na regulacao génica, incluindo
os efeitos em cis e trans da transcricao

Nos altimos anos, técnicas de sequenciamento de alto rendimento (descri-
tas no Cap. 7) revelaram a presenca de varios RNAs ndo codificadores ex-
pressos em células animais e vegetais. Até o momento, foram discutidos
RNAs curtos, mas ha também uma classe de RNAs ndo codificadores com
mais de 200 nucleotideos, conhecida como RNAs longos néao codifica-
dores (IncRNAs, long non-coding RNAs). Estes possuem varios papeéis em
processos que vao desde a traducdo e o processamento até a regulagio trans-
cricional. O caso mais bem estudado deste tltimo é o RNA de Xist envolvido
no processo de inativacdo do X em mamiferos, que discutiremos a seguir.
Mas antes disso, serdo abordados outros dois IncRNAs reguladores com pa-
péis no desenvolvimento.

Existe grande debate sobre exatamente o quao prevalente sao os IncRNAs na
célula. Como recém-mencionado, a maioria deles ¢ detectada usando poderosos
métodos de alto rendimento que podem detectar até mesmo espécies muito ra-
ras. Deve-se ter cuidado ao atribuir significado biologico a estes na auséncia de
testes diretos. Porém, alguns IncRNAs especificos (além de Xist) claramente tém
funcoes reguladoras especificas, e alguns deles serao abordados aqui.

HOTAIR € um IncRNA cujo gene é encontrado no agrupamento HoxC de
seres humanos, mas ele atua na regulacao da expressao dos genes HoxD em
outro cromossomo (em trans) ao recrutar o complexo repressivo Polycomb
2 (PRC2, Polycomb Repressive Complex 2; ver Cap. 19) para este locus. O PRC2
adiciona grupos trimetil a lisina-27 da histona H3, uma marca (H3K27me3)
associada com expressao génica reprimida (ver Fig. 19-29). HOTAIR também
recruta um segundo complexo que remove modificacdes de histonas nor-
malmente associadas a genes ativos. Estes dois complexos proteicos ligam-se
a regides separadas da molécula de RNA de HOTAIR e sao presumivelmente
direcionadas para o locus especifico HoxD por meio de uma terceira regido.
Além de estar envolvido no desenvolvimento, HOTAIR também estd superex-
presso em alguns tipos de cancer. A delecdo do dominio de ligacdo a PRC2 de
HOTAIR destroi suas funcoes reguladoras em ambos os eventos, desenvolvi-
mento e cincer. Embora isso possa sugerir um papel bioldgico crucial, é curio-
so observar que HOTAIR € pouco conservado no camundongo, e sua delecao
nao produz fendtipo aparente. Isso poderia sugerir que ele deve ter evoluido
rapidamente em mamiferos.

Qutros IncRNAs nao atuam em trans, mas em cis. Como sera visto,
Xist &€ um destes. Todavia outros incluem RNAs envolvidos no imprinting.
O imprinting foi discutido no Capitulo 19 (ver Fig. 19-31). O locus 1gf2/H19
14 descrito inclui também uma unidade de transcricao que produz o IncRNA
AIR. O proprio AIR sofre imprinting, sendo expresso apenas a partir do ale-
lo paterno; sua expressdo € necessaria para a repressao de varios genes sob
imprinting no cromossomo paterno a partir do qual ele € expresso. O RNA
permanece de certa forma associado ao cromossomo e recruta um comple-
x0 proteico que trimetila H3K9, levando a repressdo da transcricdo nestes
promotores-alvo.

A inativacao do X gera individuos mosaicos

Agora sera dada mais aten¢do a funcgdo do IncRNA chamado Xist e ao proces-
so de inativacdo do X. Fémeas de mamiferos possuem dois cromossomos X,
enquanto machos possuem apenas um X e um cromossomo Y. Embora esta
seja a base da determinacdo do sexo — o que permite que machos e fémeas
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sejam diferentes — ela também gera um problema: qualquer gene codificado
pelo cromossomo X seria, se nao fosse controlado, expresso em dobro nas
fémeas, quando comparadas aos machos. Este desbalango iria potencialmente
causar distirbios em processos metabélicos e celulares. Evitar estes problemas
requer o que se chama de compensacao de dose. Em mamiferos, isso é
obtido pela inativacdo de uma das copias do cromossomo X das fémeas.
Esta agao resulta na auséncia da expressao de todos os genes da copia do cro-
mossomo. Em mamiferos placentados, a inativagdao ocorre no estagio de 32
para 64 células, e a escolha de qual cromossomo X sera inativado - a copia
materna ou a paterna - ¢ aparentemente feita ao acaso em cada célula. Uma
vez selecionada em cada célula, a mesma copia permanece inativada em todas
as células descendentes.

Uma consequéncia de a inativacio ser aleatoria em cada célula é que as
fémeas sdo mosaicos — algumas de suas células expressam o cromossomo X
paterno e outras, 0 materno. Isso geralmente nao tem consequéncias signifi-
cativas, embora possa influenciar na gravidade dos sintomas de doencas li-
gadas ao X, dependendo da proporc¢ao de células nas quais o gene mutado é
expresso ou silenciado. Um exemplo mais familiar é o gato célico (ou casco
de tartaruga) (Fig. 20-21). Em gatos, um gene do cromossomo X determina se
sua pelagem serd cor de laranja ou preta — um alelo deste gene dé origem a pe-
lagem cor de laranja e o outro, a pelagem preta. Em gatos heterozigotos para
este gene, as diferentes manchas de pelagem preta ou cor de laranja revelam
regioes compostas por células nas quais um ou outro cromossomo X foi ina-
tivado. Esta observacdo também explica porque os gatos cdlicos sao fémeas.
A pelagem branca vem do efeito de um gene autossémico.

Xist @ um longo RNA nao codificador que inativa um
unico cromossomo X em fémeas de mamiferos

Como um cromossomo X ¢ inativado, e como a inativacio ¢ herdada ao lon-
go do desenvolvimento? O regulador inicial é uma molécula de RNA chama-
da Xist. Este RNA ¢é codificado no locus reconhecidamente vital para a inativa-
¢do do X, chamado Xic (do inglés, X-inactivation center [centro de inativacdo
do X]), no cromossomo X. O RNA de Xist cobre o cromossomo X a partir do
qual € expresso. Isso pode ser visto no resultado da hibridizacio in situ na
Figura 20-22a. Nao esta claro o que causa esta cobertura nem como ela é res-
trita a um cromossomo X (i.e., porque ela atua apenas em cis). Sabe-se, no en-
tanto, que a acao de Xist € central para a inativacdo e ndo necessita de outras
sequéncias do cromossomo X além de Xic: quando expresso ectopicamente a
partir de uma localizagdo autossémica (i.e., a partir de um cromossomo nao
sexual), Xist pode, em graus diferentes, silenciar genes ao longo do cromosso-
mo. Ou seja, ele “inativa” o autossomo a partir do qual é expresso.

O préprio RNA de Xist ndao causa silenciamento, mas recruta outros fato-
res que modificam e condensam a cromatina (PRC2, etc.) e que talvez tam-
bém metilem o DNA (como ja se viu em outros exemplos de silenciamento
de mamiferos no Cap. 19). Mais tarde, ha um acamulo de uma variante rara
de histona chamada MacroH2A, que estd normalmente associada a cromatina
compacta e silenciada. Sao estas modificagcdes que causam o silenciamento e
garantem que ele seja herdado: uma vez firmemente estabelecido, o préprio
Xist ndo ¢ mais necessario. Uma caracteristica da modificacio de histonas do
cromossomo X inativado ¢ mostrada na Figura 20-22b. Nesta, 0 cromossomo
X inativado estdi muito menos acetilado do que o resto do genoma. Como
foi visto em capitulos anteriores (Caps. 8 e 19), histonas desacetiladas estio
associadas a regioes do genoma que nao sao transcritas.

Como uma célula escolhe qual cromossomo X serd inativado? A respos-
ta ainda € vaga, mas outro RNA regulador pode ser a chave. Este outro RNA
também ¢ codificado pelo locus Xic mas na fita oposta e sobreposto ao gene
de Xist. Ele € chamado de Tsix (Xist escrito ao contrario) e atua como regu-
lador negativo de Xist (Fig. 20-23). De fato, se Tsix for mutado em um dado

FIGURA 20-21 Visualizacao da
inativacao do X: o gato calico. As
manchas de pelagem cor de laranja e pre-
ta fornecem uma visualizacdo indireta da
inativacao do cromossomo X, como des-
crito no texto. (Cortesia de VG.)

Xist na metafase

X hipoacetilado

FIGURA 20-22 Visualizacao da
inativagcao do X: marcadores molecu-
lares. (a) Localizacido do RNA de Xist ao
longo do cromossomo X inativo mostrada
por hibridizacao in situ de células metafa-
sicas. (b) Os cromossomos estao marca-
dos para acetilacdo na histona H4. A seta
indica cromossome X inativado, que pos-
sui niveis muito mais baixos de acetilacio
do gue outros cromossomos. (Reprodu-
zida, com permissdo, de Brockdorff N.
e Turner B.M. 2007. Epigenetics [ed. D.
Allis et al.], p. 327. @ Cold Spring Harbor
Laboratory Press.)
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FIGURA 20-23 Tsix antagoniza a expressao de Xist. Tsix (sombreado em azul-claro)
& expresso como um RNA antissenso de Xist (sombreado em azul-escuro) e é mais longo que
Xist. O grau de sobreposicdo estd indicado na regido em azul-escuro. Xite e DxPas34 (Dx) sao
elementos requladores que controlam a expressao dos genes. No infcio da inativacao, Xist e
Tsix 530 expressos a partir de ambaos os cromossomos X, mas, apos um tempo, O Cromaossomo
que seré inativado aumenta & expressao de Xist, enquanto a expressac a partir do cromossomo
destinado a permanecer ativo diminui. Ainda ndo esta claro como esta alteracao nos niveis de
Xist é requlada por Tsix, mas se Tsix for deletado de um dos cromossomos, serd sempre esta
copia que se tornara inativa.

cromossomo X, este serd o cromossomo escolhido para inativacao. Assim, um
balango entre a produgio e a estabilidade dos RNAs de Xist e Tsix pode incli-
nar o resultado para um lado ou para outro em cada célula.

A compensacao de dose € necessaria em todos os animais (p. ex., vermes
e moscas), da mesma maneira como nos mamiferos. Em cada caso, porém,
0s mecanismos para atingir a compensagao sao diferentes. Por exemplo, em
Drosophila, ela é alcancada pelo aumento da expressdo de genes ligados ao X
no macho (ao invés de sua diminuicao na fémea). Mas aqui 0 mecanismo
também envolve RNAs reguladores ndo codificadores. Neste caso, os RNAs
(chamados de roX1 e roX2) estdo envolvidos no recrutamento de comple-
xos modificadores de cromatina para os genes do cromossomo X de machos,
onde auxiliam a ativar a transcrigao.

RESUMO

Apesar da proposta de que moléculas de RNA seriam provavel-
mente agentes de regulacao génica datar de 1961, foi apenas
na tltima década que sua ocorréncia e significancia vieram a
tona. Antes disso, a atenuagao do operon frp em E. coli era
considerado um caso raro no qual se sabia que as sequéncias
de RNA na regido 5' de um mRNA controlavam a expressao
dos genes a jusante. Neste caso, padroes alternativos de pa-
reamento de bases intramoleculares nesta regido do RNA dao
origem a estruturas secunddrias alternativas que comunicam
diferentes destinos aos genes. Em uma conformacao, a trans-
cricio é terminada antes de entrar na regido codificadora dos
genes a jusante, enquanto em outra conformacao, ela permite
que a transcrigdo continue, € 0s genes sdo expressos.

Os ribocomutadores controlam genes de maneira seme-
lhante: estruturas secunddrias alternativas nas 5'-UTRs dos
genes determinam se a transcrigio destes genes continua (ou,
em outros casos, se a traducdo ¢ iniciada). Com os ribocomu-
tadores, a escolha da estrutura secundaria alternativa depende
da ligacao direta ao RNA dos ligantes que controlam o gene
em questao.

E. coli também codifica pequenos RNAs (sRNAs) que
atuam em frans para regular genes. Assim, pequenos genes
codificam RNAs curtos que pareiam com mRNAs portadores
de sequéncias complementares. Esta situagao inibe a traducdo
destes mRNAs-alvo, desencadeia sua destruicdo, ou até mes-
mo, em alguns casos, estimula sua tradugdo. As acoes de peque-
nos RNAs bacterianos sio semelhantes em varias maneiras as
de sSRNAs que regulam genes em células eucarioticas, embora
a maquinaria usada para produzir estes reguladores de RNA e

a maquinaria usada para alcangar seus efeitos em genes-alvos
sejam bastante diferentes.

Um sistema bacteriano reflete mais de perto o que se vé
em eucariotos, € este é o sistema CRISPR. Agrupamentos de
sequéncias de DNA repetitivas caracteristicas (diferentes em
cada agrupamento) do origem a uma classe especial de sSRNAs
que dirigem uma magquinaria proteica para destruir fagos ¢
plasmideos infecciosos — de fato, qualquer DNA exdgeno que
entra na célula. A habilidade para distinguir entre “proprio” e
“nio proprio” vem do fato de que as regioes CRISPR acumu-
lam fragmentos de genomas de fago de infeccoes anteriores ¢
estes determinam as sequéncias-alvo dos RNAs.

Os equivalentes mais proximos a CRISPR nos eucariotos
sao os chamados agrupamentos de piRNA. Estas regioes con-
tém fragmentos de transposons (e sao, as vezes, chamadas
de “cemitérios de transposons”). Os curtos piRNAs gerados
a partir destas regides silenciam transposons homologos na
genoma, particularmente na linhagem germinativa, garantin-
do que eles permanecam inativos. Pequenos RNAs de interfe-
réncia (siRNAs) e mictoRNAs (miRNAs) sdo as duas classes de
RNAs reguladores curtos encontradas em eucariotos. Ao con-
trario dos piRNAs, os siRNAs e miRNAs sio gerados a partir de
regioes de RNA de dupla-fita por meio do processamento por
uma enzima chamada Dicer. Os siRNAs sao derivados direta-
mente de dsRNA endogeno ou exégeno em uma unica etapa.
Os miRNAs sdo codificados no genoma e seu carater de dupla-
-fita deriva de regices de estrutura secundaria que sdo reconhe-
cidas primeiramente por uma enzima chamada Drosha, que os
processa até um estagio em que Dicer possa atuar. Em ambos




