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Meta: entender como RNAs nao codificadores regulam a expressao
génica.

Objetivos:

1. Descrever os passos basicos de interferéncia de RNA em eucariotos.

2. Entender como o entendimento de RNAs regulatorios pode ser aplicado
como uma ferramenta de biologia molecular.

3. Entender como ocorre a biogénese dos microRNAs e como eles atuam.

4. Diferenciar o mecanismo e funcao de siRNAs e miRNAs na regulacao da
expressao génica em eucariotos.

5. Entender o mecanismo de acao de RNAs nao codificadores longos.

6. Entender como RNAs longos podem participar de modificagdes
epigenéticas, usando como exemplo a inativagao do cromossomo X.



RNAs na regulacao génica: visao geral

Os RNAs tem outras funcdes além da codificacao de proteinas (RNAs
nao codificadores).

Os RNAs podem assumir estruturas terciarias funcionais.

Os RNAs podem reconhecer RNAs complementares por pareamento
de bases.

Os RNAs podem recrutar proteinas para a cromatina



PROCARIOTOS

RNAs nao codificadores na regulacao da
expressao genica

~ : Regulacdo em cis do
1. Atenuacao no operon do triptofano. dogramgento do RNA

2. Riboswitches.

3. snRNAs
4. CRISPR RNAs (sgRNAs)

Regulacao em trans
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Interferéncia de RNA (RNAI)

Fire e Melo descobriram que quando um RNA dupla-fita
correspondente a sequéncia de um gene ¢ injetado no
verme C. elegans, a expressao do gene correspondente &

suprimida.

O RNA dupla-fita interferia com a expressao do gene.
Logo, este fenbmeno recebeu o0 nome de interferéncia de

RNA ou RNA.I.



RNAi (RNA de Interferéncia)

Interferéncia de RNA é o mecanismo através do qual a presenca de
RNA dupla fita cuja sequéncia é complementar a um determinado gene
interfere com a expressao deste gene.

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
was awarded jointly to Andrew Z. Fire and Craig
C. Mello "for their discovery of RNA interference -
gene silencing by double-stranded RNA"



Nem a injecao de
RNA sense ou
antissense para a
proteina muscular
teve efeito

Entretanto apds a injecao
conjunta de fitas sense e
antissense (que formam
uma dupla-fita), o
nematoide apresentou
movimentos de
“twitiching” igual aos dos
vermes cuja proteina
muscular era defeituosa

C. elegans

Sense RNA Antisense RNA Double-stranded RNA
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The Nobel Prize in Physiology or Medicine for 2006 *  http://nobelprize.org



A via de RNAI

RNA dupla fita (dsRNA) é clivado em fragmentos de 21 pb
chamados de “pequenos RNAs de interferéncia” (SiRNA —
small interfering RNA) por uma ribonuclease chamada
“Dicer”.

Estes siRNAs se associam a um complexo de proteinas
chamado “complexo de silenciamento induzido por RNA”
(RISC - RNA-induced Silencing Complex).

O complexo RISC remove a fita senso do siRNA e dirige a
fita antissenso para mRNAs alvos com sequéncia
complementar.

O pareamento do siRNA com o mRNA desencadeia a
clivagem do mRNA por Argonauta (uma proteina do
complexo RISC, suprimindo assim a expressao génica).



https://www.youtube.com/watch?v=FMVLgOPCqUo 1min 30s




Interferéncia de RNA mediada por siRNAs
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Interferéncia de RNA (RNAI)

Pequenos RNAs dupla-fita podem desencadear a
degradacao de mRNAs contendo a mesma sequéncia.

RNAI € uma ferramenta poderosa para bloquear
artificialmente a funcao de genes em eucariotos de
maneira dirigida.



RNAI pode ser utilizado para estudar
funcao de genes
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Lentivirus
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Exportacdo

especifico ao gene-alvo

FIGURA 22-19 Silenciamento da expressao génica baseado
em siRNA em células humanas. Lentivirus, virus de RNA que
infectam células humanas, sdo usados como vetores. Uma
sequéncia codificando uma estrutura do tipo grampo homoé-
loga a presente no gene-alvo é clonada em um vetor lentiviral
(vermelho). Na célula hospedeira, o RNA viral é convertido
em DNA de fita dupla pela transcriptase reversa, e o DNA é
integrado no genoma celular. A transcricao do gene integra-
do produz um RNA em forma de grampo que é convertido a
siRNA especifico do gene-alvo.



A RNAI pode ser usada para silenciar a expressao
génica em varios eucariotos

Em moscas e vermes, dsRNAs longos desencadeiam a
interferéncia de RNA.

Em células de mamiferos, siRNAs sao usados para
desencadear a RNAI.



Em mamiferos a presenca de RNAs dupla-fita
longos leva a uma resposta celular generalizada
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A RNAI pode ser usada para silenciar a expressao
génica em varios eucariotos

Em moscas e vermes, dsRNAs longos desencadeiam a
interferéncia de RNA.

Em células de mamiferos, siRNAs sao usados para
desencadear a RNAI.

A RNA. foi usada para triagem funcional de genomas
completos



Pooled screening

Mix and package
into viral vector O O O

Transduction at low viral
titers such that one cell
takes up one shRNA

Negative selection l
N Reference control
e

PCR/Microarray/Next-generation sequencing

https://blog.sitoolsbiotech.com/2017/07/sirna-vs-shrna-applications-and-off-targeting/



A RNAI pode ser usada para silenciar a expressao
génica em varios eucariotos

Em moscas e vermes, dsRNAs longos desencadeiam a
interferéncia de RNA.

Em células de mamiferos, siRNAs sao usados para
desencadear a RNAI.

A RNA. foi usada para triagem funcional de genomas
completos

Exemplos de siRNAs endogenos que levam a degradacgao
de mRNAs sao relativamente raros.



Qual é a origem dos siRNAs naturais?

Muitos siRNAs sao originados a partir do processamento de RNAs dupla-fita longos
pela RNaselll DICER > Gera siRNAs de 21-23nt
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A RNAI pode ser usada para silenciar a expressao
génica em varios eucariotos

Em moscas e vermes, dsRNAs longos desencadeiam a
interferéncia de RNA.

Em células de mamiferos, siRNAs sao usados para
desencadear a RNAI.

A RNA. foi usada para triagem funcional de genomas
completos

Exemplos de siRNAs endogenos que levam a degradacgao
de mRNAs sao relativamente raros.

A descoberta de RNAI convergiu com a descoberta de
varios tipos de RNAs regulatorios incluindo os microRNAs

(MmiRNAS).



A RNAi como um processo natural

NOs agora sabemos que a RNAi € a manifestacao de um
processo natural envolvendo RNAs codificados no genoma
chamados de microRNAs (miRNAs).

MiRNAs tipicamente formam grampos (hairpins), que sao
processados pela Dicer em siRNAs dupla-fita de 21 pb.

Os genomas de mamiferos codificam centenas de miRNAs
gue orquestram uma miriade de processos regulatorios.

D
T
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A interferéncia de RNA também é mediada por
microRNAs

microRNAs sdo pequenos RNAs (~22 bases) codificados pelo genoma
eucariotico.

v Os genes podem estar localizados em regides intrbnicas ou
intergénicas

v Podem ser codificados de forma isolada ou em clusters

v O transcrito primario (pri-miRNA) assume a conformacao de

grampo(s) por pareamento intramolecular

@ P

Intergénica Intronica Policistrénica

— — -
miRNA Ul IImiRNAll miRNA miRNA

Pri-miRNA ) Pri-miRNA
Nucleo




A interferéncia de RNA também é mediada por
microRNAs

v Os pri-miRNAs sao processados no nucleo pela Drosha (uma Rnase
lIl) em pré-miRNAs de ~70nt (ainda possuem a estrutura de grampo)

v" O pré-miRNA é exportado para o citoplasma

- B
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A interferéncia de RNA também é mediada por

microRNAs Exportina 5 Nucleo
v' Os pré-miRNAs *
sao processados
no citoplasma pela
Dicer em miRNA
dupla-fita (~22nt)

Citoplasma

Dicer*

v O miRNA se
- DIQID miRNA:miRNA* duplex
associa a RISC e Bicas
silencia mMRNAs ‘
complementares RISC

de forma analoga
aos siRNAs
Target miRNAs

Translational repression mRNA degradation
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—y- ORF O AAA
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RNA induced silencing complex (RISC)

RISC - particula ribonucleoproteica composta por um RNA curto simples
fita e por proteinas, incluindo a argonauta que tem atividade nucleasica e
pode clivar os mMRNAs complementares ao siRNA.

— Guia o siRNA/miRNAs para mRNAs complementares.

RISC

LOA DA

5’'m7GpppN

/

Clivagem do mRNA por Argonauta somente
ocorre quando a complementaridade entre o v
MiRNA e o mRNA é perfeita

Degradacao do mRNA



RNA induced silencing complex (RISC)

RISC - particula ribonucleoproteica composta por um RNA curto simples
fita e por proteinas, incluindo a argonauta que tem atividade nucleasica e
pode clivar os mMRNAs complementares ao siRNA.

— Guia o siRNA/miRNAs para mRNAs complementares.

L

" AGO
-— D
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Quando a complementaridade entre o0 miRNA
e 0 mRNA ¢ imperfeita, RISC inibe a traducéao
do mRNA

Supressao da traducao



miRNA inibem a expressao génica pos-transcricionalmente
* MiIRNAs nao sao exatamente complementares as suas sequéncias alvo

(exceto em plantas).

* miRNAs regulam a traducao
* miRNAs regulam a estabilidade do RNA atraves de mecanismos distintos
dos siRNAs.

» miRNAs frequentemente possuem muitos alvos.

All
OoOD O OO0
1 2 3 4 5 6 7

c (A
AlA
1 AlU
lin-4 miRNA lin-14 CCUCAJUGCU CUCAGGAAC
binding sites m4{GAGUGUGAGAGUCCUUG
V) A[\AlIC
[c\ Jc
MC/

2 ACAUUCAAAACUCAGGAAU

UGUGAGU GAGUCCUUG
/’G/ \A \ @/

()
CUCOLAUTY \CUCAGGGAAT
(SAGUGUGAR [GAGUCCCUUS

)
N \UgC/




MIiRNA e siRNAs compartilham o mesmo mecanismo de
silenciamento (via Dicer e RISC)

(b)
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MIiRNA e siRNAs compartilham o mesmo mecanismo de
silenciamento (via Dicer e RISC)
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Regulacao de metastases por miRNAs

O processo de metastase € responsavel por ~ 90% das
mortes devido ao cancer.

Metastase € um processo complicado que envolve muitas
mudancas na expressao génica celular.

Muitos miIRNAs tem niveis de expressao alterados na
metastase.

Os miRNAs podem regular o processo metastatico?



Os niveis do miRNA-31 estao inversamente correlacionados
com a capacidade metastatica de linhagens celulares de
cancer de mama
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Valastyan et al. 2009 Cell 137, 1032 - 1046



Sera que a expressao de miRNA-31 impede a formacao de
metastases?

injetar celulas 231-GFP

na porcao adiposa da ‘
glandula mamaria de .
camundongos vector

Analisar a formacao de miR-31
tumores em um sitio

distal (pulmdes) que se

formam a partir de

metastases.

Valastyan et al. 2009 Cell 137, 1032 - 1046



Como o miRNA-31 impede a formacao de metastases?

Procurar genes com sequéncia 3’ UTR complementar ao miRNA-31.
Testar como a expressao dos genes candidatos responde ao miRNA-31.

Testar como as sequéncias UTR respondem ao miRNA-31.
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Valastyan et al. 2009 Cell 137, 1032 - 1046



O miR-31 bloqueia mestastases

O miR-31 inibe varios genes envolvidos em motilidade
celular, remodelacao de citoesqueleto, adesao celular e
polaridade celular, que encontram-se alterados em

metastases.
3 destes genes (ITGas, RhoA, RDX) sao suficientes para

mediar os efeitos do miR-31 (valastyan et al., Genes & Development
(2009) 23:2592-2597)

A reativacao do miR-31 em células metastaticas pode
reverter metastases (Valastyan et al., Genes & Development (2011)
25:646-659).

O miR-31 € um potencial alvo terapéutico no cancer.
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RNAs nao codificadores longos
(IncRNAS)

Transcription

3' Antisense strand RNA polymerase
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RNA Transcript
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A maior parte do genoma (75%) é
transcrita em RNAs nao codificadores

RNAs > 200 nt que ndo codificam proteinas
Classe muito abundante (4X > que mRNAs)

Podem assumir estruturas versateis com
funcoes diversas

> Intergénicos

Intergenic

1 -

[ Coding B Noncoding
®  Transcritos a pelo menos 1kb de genes
codificadores de proteinas;
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> Intragénicos:

® antissenso (IncRNA-AS)

® senso (sense intronic IncRNA)
Transcritos a partir da fita antissenso ou
senso de genes codificadores de proteina,

em regioes que apresentam sobreposicao a
introns;



Mecanismos de acao dos IncRNAs

> InteracOes INcRNA + outras moléculas (proteinas, RNAs, DNA)
®  Atuam principalmente interagindo com complexos remodeladores ou modificadores de
cromatina, resultando na modulagao da expressao génica
decoy scaffold
Iscas Adaptadores
|mpedem acesso de ’1%30 @ & Atraem duas ou mais
proteinas _ : " 7 proteinas para formar
regulatérias ao DNA «\9”?9’*' o @ complexos
'-‘\X \\W
Modificacao Aumento da
da estrutura [ ... — expressao
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Recruta proteinas, @ﬁ?‘gm@ g ;cl)\lr:q/ggjz de -hllb(;idOS
como enzimas ) , guiando
modificadoras da complexos proteicos
cromatina, para para sitios especificos
regides seletivas do do gt_anoma, criando um
DNA looping

Rinn JL, Chang HY. Genome regulation by long noncoding RNAs. Annu Rev Biochem. 2012;81:145-66.



Long Noncoding RNAs (LncRNAs)
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RNAs nao codificadores longos podem servir de
arcaboucos para recrutar reguladores da cromatina: Xist e
inativacao do cromossomo X

Fémeas de mamiferos possuem dois cromossomos X.

Isto gera um problema de “compensacao de dose”.

O problema é resolvido pela inativacdo do cromossomo X: Durante a
embriogénese (quando o embrido tem entre 32 a 64 células) um ou o outro
cromossomo X ¢ inativado randomicamente. O cromossomo X inativo é
herdado durante o restante do desenvolvimento.

Portanto fémeas adultas sdo um mosaico genético: elas sdo compostas de
uma mescla de partes descendentes clonais de cada uma das células nas
quais um dos cromossomos X foi inativado.

Isto explica porque portadoras heterozigotas de mutagdes dominantes
associadas ao cromossomo X podem ser assintomaticas.



A inativacao do X é mediada por um ncRNA longo
chamdo Xist

Xist € transcrito a partir do cromossomo X inativo.
Xist recobre o cromossomo X inativo.

Xist recruta proteinas modificadoras da cromatina para o
cromossomo X inativo. - oy

Xist DNA loci

™ cromatina

complexo repressor nucleossomal
& proteina de ancoragem

http://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AXistRNADNAFISH.jpg  — RNA Xist
BrockdorffN Development 2011;138:5057-5065




A inativacao do X é mediada por um ncRNA longo
chamdo Xist

Xist € transcrito a partir do cromossomo X inativo.

Xist recobre o cromossomo X inativo.

Xist recruta proteinas modificadoras da cromatina para o
cromossomo X inativo.

Com base no seu conhecimento
Xist DNA loci de modificagdes da cromatina,
que modificacdes vocé
esperaria encontrar em altos
niveis no cromossomo X
inativo?

Quais vocé esperaria encontrar
em baixo nivel?




Xist recruta proteinas modificadoras da cromatina
para o cromossomo X.

DAPI acH4 DAPI acH3 DAPI meK9H3
¥ ¥
. b N
O cromossomo X inativo tem baixos niveis de histonas
acetiladas.

O cromossomo X inativo tem altos niveis de histonas metiladas.

Gartler et al. BMC Biology 2004 2:21 doi:10.1186/1741-7007-2-21



