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MELLO, Lucas Rodrigues de. Biogénese dos microRNAs e seu papel no controle da expressao
génica. 2016. 44 f. TCC (Graduacéao) - Curso de Biomedicina, Centro Universitario Sdo Camilo, Sao
Paulo, 2016.

Em 1993, foi descoberto o primeiro microRNA (miRNA), Lin4, em nematodeos
Caenorhabditis elegans. Isso revolucionou o campo da biologia molecular ao
apresentar um modelo de repressdo pos-transcricional, em que 0s RNAs
mensageiros teriam sua traducéo inibida por estes pequenos RNAs enddgenos na
maioria dos organismos superiores (plantas, fungos e animais). Desde entdo, 0s
mecanismos pelos quais os miRNAs atuam sao estudados, hoje estima-se que um
terco de todos os genes humanos tenham sua expressédo controlada por miRNAs.
Além disso, foram descobertos novos mecanismos e redes de interacdes
envolvendo estes pequenos RNAs, desde a capacidade que estes tém de controlar
a prépria expressao por mecanismos de feedback negativo, até o fato de estarem
sendo transportados através do meio extracelular dentro de vesiculas, que ao serem
internalizados pelas células préximas, propdéem um modelo de regulacdo paracrino
da expressdo génica. E consenso que os miRNAs irdo mudar o modo como as
ciéncias biolégicas entendem o controle da expressao génica, porém, por ser uma
area recente da biologia molecular, existe pouco material didatico disponivel sobre
estes mecanismos sendo principalmente encontrados em artigos cientificos que néo

em lingua portuguesa.

Palavras-chave: Biogénese. Biologia molecular. Expressao génica. MicroRNAs.



MELLO, Lucas Rodrigues. Biogenesis of microRNAs and their role in the control of gene expression.
2016. 44 f. TCC (Graduation) - Biomedicine Course, Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo,
2016.

In 1993, it was discovered the first microRNA (miRNA), Lin4 in Caenorhabditis
elegans nematodes. It revolutionized the field of molecular biology to present a
model of post-transcriptional repression, in which the RNAs have their translation
inhibited by these small endogenous RNAs in superior organisms (plants, fungi and
animals). Since then, the mechanisms by which miRNAs act are studied thoroughly,
today it is estimated that one third of all human genes have their expression
controlled by miRNAs. Moreover, were discovered new mechanisms and networks of
interactions involving these small RNAs, from the ability that they have to control their
own expression by negative feedback mechanisms, to the fact that they are being
transported through the extracellular medium in vesicles, which the be internalized by
cells near propose a model of paracrine regulation of gene expression. The
consensus is that miRNAs will change the way biological sciences understand the
control of gene transcription, however, to be a new area of molecular biology, there is
little educational material available on these mechanisms are primarily found in

papers.

Key words: Biogenesis. Molecular biology. Gene expression. MicroRNAs.
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1 INTRODUCAO

Em 1993 Lee et al. (1993) identificaram o primeiro miRNA (microRNA), Lin-4,
proveniente do nematdédeo Caenorhabditis elegans, levantando novas possibilidades
envolvendo os fatores poés-transcricionais na regulacdo génica por meio da
interferéncia de pequenos RNAs ndo-codificantes na tradugéo de proteinas. MiRNAs
sdo pequenas sequéncias nao-codificantes de RNA que geralmente apresentam 18
a 25 nucleotideos de comprimento (BUENO; DE CASTRO; MALUMBRES, 2008).
Estes pequenos RNAs tem um importante papel na repressdo da transcricao génica,
uma vez que possuem a capacidade de reprimir a transcricio ou mesmo clivar
sequéncias alvo de RNAs mensageiros (mMRNA) no citoplasma da célula (BARTEL,
2009). Existem outras moléculas que podem impedir a traducdo proteica que
recebem o nome de short-interference RNA (siRNA) (ALBERTS et al., 2010). A
principal diferenga entre estas moléculas e os miRNAs é sua origem; siRNAs séo de
origem exogena, podendo ser provenientes de virus (CARTHEW; SONTHEIMER,
2009), transposons e material genético exdgeno em geral (FILIPOWICZ, 2005;
MALONE; HANNON, 2005). SiRNAs possuem a capacidade de se acoplar a
sequéncias de RNA e promover sua clivagem (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Os miRNAs e siRNAs compartilham muitas semelhancas com relagéo a seus
mecanismos. Primeiro, fitas duplas de RNA, seja ele endégeno como no caso de
MiRNAs ou exdgeno no caso de siRNAs, sdo clivadas em pequenas sequéncias
simples fita com cerca de 20 nucleotideos pela DICER, uma proteina presente no
citoplasma das células de eucariotos (TIJSTERMAN; PLASTERK, 2004). Em
seguida é formado o complexo proteico RISC, que consiste em uma fita simples de
RNA, proveniente da clivagem pela DICER, associada a outras proteinas, como a
Argonauta (AGO) e a prépria DICER (BARTEL, 2004). O complexo RISC ira se ligar
ao mMRNA alvo por meio da complementariedade entre a fita simples de RNA
presente no complexo e a sequéncia alvo (BUENO; DE CASTRO; MALUMBRES,
2008). Em animais, miRNAs na maior parte das vezes apenas impedem a
transcricdo da fita de RNA pelos ribossomos e essa fita sera degrada por RNAses
presentes no citoplasma. Os siRNAs e alguns miRNAs promovem a destruicdo do
MRNA por clivagem através da proteina AGO-2 (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).
O complexo RISC apresenta alta especificidade por seus alvos, sendo necessario

por volta de 19 nucleotideos complementares ao RNA de interferéncia para que o
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complexo RISC se ligue ao mRNA, embora isto possa variar de acordo com o
mMiRNA (LEWIS et al., 2003).

Estima-se que um terco de todos 0s genes tenham sua expressao controlada
por miRNAs ou seja, por volta de 5300 genes (LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005).
MiRNAs possuem um papel muito importante na proliferacdo celular, regulacdo da
apoptose e tumorigénese. Diminuicdo da expresséo de certos microRNAs como 0s
da familia Let-7 podem levar a proliferacéo celular descontrolada e desenvolvimento
de tumores, uma vez que estes miRNAs controlam a transcricdo de proto-oncogenes
impedindo que o RNA mensageiro destes seja traduzido em proteinas e
desencadeie qualquer tipo de resposta. Em contrapartida, foi observado um
aumento na expressdo de certos miIRNAs em determinadas neoplasias como
linfoma por células B, uma vez que estes miRNAs podem interferir na transcricdo de
fatores pré-apoptoticos como E2F1 (HWANG; MENDELL, 2006).

Apesar de causarem a degradacdo e/ou clivagem da fita de mRNA, o
complexo RISC nédo é degradado junto do RNA e pode ser atuar reprimindo a
traducdo de RNAmM mais de uma vez (ALBERTS et al.,, 2010), por desta forma o
mecanismo de regulacdo génica por RNAs de interferéncia € muito eficiente no
controle da expressédo de seus genes alvo. Atualmente, os siRNAs estdo sendo
utilizados para o tratamento de doencas, uma vez que muitas condicbes
fisiopatoldgicas tém como fator um aumento na disponibilidade de certas proteinas,
seria possivel tratd-las ao diminuir a expressdo destas proteinas a niveis
considerados aceitaveis, como por exemplo o uso de siRNAs para a diminuicdo da
producédo de VEGF no tratamento de tumores soélidos (LARES; ROSSI; OUELLET,
2010).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo fazer uma revisdo dos mecanismos pelos

quais os microRNAs controlam a expressdo génica, bem como outros fatores

relevantes para a biogénese destes pequenos RNAs nao codificantes.

2.1 Objetivos gerais

Descrever os mecanismos envolvidos na biogénese dos microRNAs.
Descrever os mecanismos pelos quais os miRNAs atuam como repressores

da tradugéo.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar os genes que codificam microRNAs.

Processamento dos pri-miRNAs pelo complexo microprocessador
Funcionamento da Drosha e DCGR8

Processamento dos pri-miRNAs em pré-miRNAs pela DICER
Funcionamentos da DICER, TRBP e outras proteinas do complexo RISC
Acédo do complexo RISC na repressao de RNAs mensageiros
Funcionamento das proteinas da familia Argonauta

Transporte do miRNAs por meio de vesiculas extracelulares
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3 METODOLOGIA

Foi feito um levantamento bibliografico por meio de pesquisas em livros na
biblioteca Pe. Inocente Radrizzani localizada no Centro Universitario Sdo Camilo,
campus Ipiranga e busca em bases de dados como PubMed e NCBI. Também foi
feito uso da ferramenta Google académico. As palavras-chave utilizadas foram;
microRNA, miRNA, céancer, cell proliferation, DICER, DCGR8, miRNAs in blood,
exossomes, micro-vesicules, AGO protein, GW182, TRBP, non-coding RNAs,

MiRNAS as biomarkers.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 Localizacédo dos genes de miRNAs

Os miRNAs sdao transcritos a partir de sequéncias ndo codificantes presentes
no genoma (ALBERTS et al.,, 2010). Os genes responsaveis por servir de molde
para os miRNAs podem ser classificados como intergénicos ou intrénicos de acordo
com sua localizacdo. Os miRNAs intergénicos estédo localizados em sequéncias néo
codificantes encontradas entre genes conhecidos, algumas destas sequéncias as
quais antes ndo eram atribuidas fungdes, hoje sdo consideradas como genes que
dao origem a alguns miRNAs e possuem regides promotoras préoprias (LIN; MILLER;
YING, 2006). Os introns, sequéncias localizadas entre os éxons dos genes e que
sdo removidas durante o splicing alternativo (ALBERTS et al., 2010), também podem
ser transcritos em mMiRNAs. Estes miRNAs intrbnicos geralmente obedecem a
mesma taxa de expressdo dos genes codificantes aos quais Sao transcritos
(RODRIGUEZ et al., 2004) e podem ser transcritos inteiros de um anico intron ou
serem reorganizados a partir de splicing de um ou mais introns (OKAMURA et al.,
2007).

Figura 1 — Exemplo de genes de miRNA

Gene

T

Regido nao-codificadora de
proteinas

Figura 1. Representacdo de um gene que origina um miRNA intergénico. Este gene esta
localizado em uma regido nédo codificante e possui e regido promotora prépria. Porém, existem
introns que podem dar origem a miRNAs apds serem processados, miRNAs que tem sua
origem de introns sdo chamados de miRNAS intronicos.

Fonte: (Arquivo Proprio, 2016)

Ramalingam et al. (2014) encontraram evidéncias diretas de que os miRNAs
intrbnicos podem ter regides promotoras proprias e independentes do gene

hospedeiro. E comum que os miRNAs estejam organizados na forma de clusters
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policistronicos, sendo expressos em conjunto (TRUSCOTT; ISLAM; FROLOV, 2015),
por exemplo, o cluster miR-17-92, que contém 7 miRNAs e esta localizado no
terceiro intron do gene C130rf25 no locus 13g31.3 (HAYASHITA et al., 2005). Em
humanos, os genes que codificam miRNAs sdo geralmente encontrados de maneira
isolada (BARTELL, 2004; LIN; MILLER; YING, 2006), porém isto ainda ndo € um
consenso, uma vez que ha evidéncias de que até 40% destes genes podem estar
organizados em clusters (ALTUVIA et al., 2005). Estao representados na figura 2,

diferentes configuracdes dos genes para miRNAs.

Figura 2 - Diferentes configuracbes entre genes monocistronicos,

dicistrénicos e clusters policistrénicos

Cluster de genes de

Gene de miRNA Gene de miRNA <
o - miRNA
monocistrdnico dicistrénico S
policistrénico
1 Transcrigdo l Transcrigdo 1
(RNA pol 1) (RNA pol I1)
Pri-miRNA Pri-miRNA Pri-miRNA
monocistrdnico dicistrénico policistrénico
m'Gppp _] AAA m'Gppp AAA m'Cppp I ! AAA

Figura 2: Genes monocistrénicos d&o origem a um uanico miRNA, dicistrébnicos a dois e
policistrénicos a trés ou mais. Um unico pri-miRNA pode dar origem a varios miRNAs
diferentes apds o processamento.

Fonte: Modificado de (SALMOW et al., 2006)

Uma caracteristica interessante é que os genes que codificam miRNAs sdo
evolutivamente bem conservados entre as espécies, como por exemplo o gene Let-7
(letal-7) encontrado em nematddeos, que codifica um miRNA de aproximadamente
22 bases de comprimento, sendo que, RNAs homologos a este posteriormente
foram identificados em moscas Drosophila, humanos e outros organismos (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001).

Cada linhagem celular apresenta um perfil de expressao diferenciado quanto
a seus mMiIRNAs. MiIRNAs de um mesmo cluster possuem funcdes e taxas de
expressao diferentes de outros mIRNAs presentes no mesmo cluster
(CHOUDHURY; MICHLEWSKI, 2012). Outro fator importante esta relacionado a

expressao de determinados miRNAs somente durante estagios de desenvolvimento
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embrionério ou em ciclos especificos, como por exemplo, alguns miRNAs sao

expressos para regular o crescimento embrionério (KROL, 2010).

4.2 Pri-miRNAs

Os mIRNAS n&o sao transcritos diretamente como pequenos fragmentos.
Estes s&o transcritos primeiramente em pri-miRNAs (primary-microRNA), estruturas
de fita Unica que podem ter varios kilobases de comprimento e, devido a seu
tamanho, apresentam a forma de hairpin loop, pois duas regibes da mesma
sequéncia geram pares de base entre si, formando uma dupla-hélice incompleta,
gue se assemelha a um grampo de cabelo (KIM, 2005; ALBERTS et al., 2010).

A primeira teoria sobre a transcricdo dos miRNAs e siRNAs foi de que estes
RNAs seriam transcritos pela pol-lll (RNA polimerase Ill) (LEE et al., 2004), uma
proteina conhecida pela transcricdo de pequenos RNAs, tais como 0os RNAs
transportadores (tRNAS) por exemplo (ALBERTS et al., 2010). Porém, esta teoria foi
descartada devido a varias inconsisténcias entre o funcionamento da enzima RNA
polimerase Ill e as caracteristicas apresentadas pelos pri-miRNAs, as estruturas que
sao processadas em miRNAs. Primeiro, os pri-miRNAs podem chegar a extenséo de
varios kilobases, algo que ndo combina com outros produtos desta enzima, algumas
sequéncias ainda possuem mais de 4 residuos de uridinas em sequéncia que
terminariam a transcricao pela pol-lll, muitos miRNAs também sdo expressados em
diferentes taxas durante a vida do individuo, indicios que combinam com o padréao
de funcionamento da pol-ll mas ndo com a pol-lll. Também foi observada a presenca
de CAP, uma estrutura na extremidade 5 que permite ao RNAm ser reconhecido
pelo ribossomo e impede que seja degradado por exonucleases, além da cauda poli-
A, outra estrutura que confere protecdo contra degradacéo, e indicios de splicing. A
presenca destas estruturas reforca a hipotese de que a enzima responsavel pela
transcricdo dos pri-miRNAs seria a RNA polimerase Il (LEE et al., 2002), como
representado pela figura 3. O pri-miRNA ainda nao é funcional, por isso necessita de
mais etapas de processamento antes de exercer sua funcado (ALBERTS et al., 2010;
GOODALL et al., 2013; KIM, 2005; LEE et al., 2004).
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Figura 3 — Esquema da transcricao do pri-miRNA pela RNA polimerase Il

Gene

| HE

Transcricao pela

RNA polimerase |l
Pri-miRNA

Fonte: (Arquivo proprio, 2016)

Uma excecgdo a regra seria que Borchert et al. (2006) encontraram indicios de
gue alguns miRNAs podem ser transcritos pela RNA polimerase-Ill.

4.3 Complexo microprocessador
4.3.1 Drosha e DCGR8

Ainda dentro do nucleo, o pri-miRNA é processado pela Drosha, uma familia
de proteinas RNAse lll (Ribonuclease lll), subclasse Il de cerca de 650 kDa cada
(HAN et al.,, 2004). A familia Drosha é necessaria para o processamento dos
mMiRNAs, tendo o papel de clivar as longas fitas de pri-miRNAs em pré-miRNAs
(FILIPOWICZ, 2005), em fitas menores em forma de hairpin loop com cerca de 60 a
90 bases de comprimento (GOODALL et al., 2013).

A proteina Drosha possui dois dominios RIlIIDs (RNase-llIl domain), dominios
caracteristicos deste tipo de RNase, e um dominio dsRBD (Double-stranded RNA
binding domain), regido responsavel por fixar a proteina ao RNA dupla-hélice (HAN
et al., 2005).

Para que o processamento do pri-miRNA pela Drosha seja eficiente, €
importante que o pri-miRNA possua um loop terminal com ao menos 10
nucleotideos. Além disso, as regides flanqueadoras, sequéncias que sdo continuas
ao miRNA mas que seréo retiradas durante o processamento, devem ser um pouco
mais extensas do que o miRNA final (ZENG; CULLEN, 2005). Chen et al. (2004)
chegaram a conclusdo de que sao necessarios cerca de 40 nucleotideos entre a

sequéncia do miRNA final e inicio do loop terminal (figura 5).
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A proteina Drosha necessita de outra proteina para que ocorra ligacdo a
dupla-hélice de RNA, a ribonucleoproteina de ligacdo DCGR8 (DiGeorge syndrome
critical region 8 gene) (figura 4). Esta proteina possui um dominio dsRBD e é
responsavel por ancorar a dupla-fita de RNA a Drosha, garantindo que a distancia
entre o que sera uma das pontas do miRNA maduro e as regifes flanqueadoras seja
respeitada e o pré-miRNA seja clivado nas regides corretas. Essa distancia € de
exatamente 11 pares de base, 0 que equivale a uma volta de RNA dupla-hélice
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Figura 4 — Biogénese dos miRNAs

miRNA
pri-miRNA

Processamento r’

/\/ A

Exportina :t" ’ e Complexo
| | Maturagio RISC
pre-miRNA !
Splicing y 4 o k
AAA - .
Spliceosome / miRNA

Figura 4: Esquema que resume a biogénese dos miRNAs, desde de o processamento do pri-
mMiRNA pela proteina Drosha, até aincorporacdo do miRNA maduro no complexo RISC.
Fonte: modificado de (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009)

A posicdo da clivagem realizada feita pela Drosha em sua extremidade, e
posteriormente também pela DICER, determina a identidade das pontas 5’ e 3’ do
MiRNA, influenciando diretamente em sua sequéncia seed, que é definida como a
sequéncia de nucleotideos 2 a 8 da fita de miRNA responsavel pelo pareamento
com o RNA alvo. Na figura 5 esta representado um pri-miRNA/pré-miRNA e as
regides onde ocorrerdo clivagens ao longo do processamento. Alteracoes,
especialmente na extremidade 5’, sdo muito importantes para definir a fungdo do
mMiRNA e com quais alvos ele ird interagir (KROL, 2019; OKAMURA; CHUNG; LAl,
2008).

Gregory et al. (2004) comprovaram que a maturagcdo do miRNA n&o ocorre
com apenas uma dessas proteinas, necessitando das duas para que um miRNA

funcional fosse gerado.
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Figura 5 — Esquema da configuracdo de um pri-miRNA/pré-miRNA, e sitios de

clivagem das proteinas Drosha e DICER
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Figura 5: Exemplo de um pré-miRNA logo apds clivagem pela Drosha, a nomenclatura Mir,
seguida do brago, 5p para 5’ e 3p para 3’, e X seria a nomenclatura propria. Na extremidade 3’
estd a ponta abrupta com dois nucleotideos ndo pareados, sinal caracteristico de cortes feitos
pela Drosha e DICER.

FONTE: modificado de (GAMA-CARVALHO; ANDRADE; BRAS-ROSARIO, 2014)

4.3.2 Proteinas acessoérias ao complexo microprocessador

Nos ultimos anos, ocorreu a identificacdo de uma ampla variedade de
proteinas que atuam como inibidoras e/ou ativadoras da expressdo de miRNAs ao
interagir com o complexo microprocessador, especialmente a Drosha e DICER.
Geralmente, cada miRNA possui regulacdo por uma proteina especifica (KROL,
2010). Um exemplo séo as proteinas LIN28/LIN28b, que regulam o miRNA Let-7;
apesar da presenca de pri-let-7 em células indiferenciadas, a proteina LIN-28 atua
tanto sobre Drosha quanto DICER ao reprimir o processamento deste miRNA ao
ponto dos niveis de let-7 serem muito baixos ou ausentes no citoplasma
(VISWANATHAN; DALEY, 2010). Este tipo de controle € muito importante para
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homeostase, uma vez que o Let-7 esta relacionado ao desenvolvimento embrionario
e a maturagcdo de células tronco mesenquimais em adultos, promovendo a
diferenciacéo celular. E observada a presenca de Let-7 em células maduras dos
tecidos, mas nao nas células progenitoras (BOYERINAS et al., 2010).

Apesar das proteinas Drosha e DGCRS8 serem os principais componentes do
complexo microprocessador, € necessaria a associagdo da Drosha com pelo menos
20 outras proteinas para que ocorra a clivagem do RNA, como por exemplo, as
helicases p68 e p70. Embora ainda restem algumas duvidas quanto a sua exata
funcdo no complexo microprocessador, estas Sd0 necessarias para 0
processamento de uma série de miRNAs diferentes, o que ndo ocorre caso 0S genes

destas helicases sofram delecdo (DAVID et al., 2010).

4.4 Vias nao-candnicas de miRNAs

A principal via em que o0 miRNA é transcrito na forma de pri-miRNA, clivado
em pré-miRNA pelo complexo microprocessador para seguir ao citoplasma €
denominada via candnica dos miRNAs (CARTHEW; SOTENHEIMER, 2009) e é a
mais estudada. Porém, existe uma via alternativa, a qual foi descoberta por meio de
tecnologias de sequenciamento, em que o mMIRNA ndo necessita do complexo
microprocessador para ser clivado em pré-miRNA, apenas do splicing. Essa via
recebe o nome de via ndo-canbnica. Os miRNAs gerados a partir desta via séo
chamados de Mirtrons (juncdo de miRNA com Intron) (GOODALL et al., 2013).

4.4.1 Mirtrons

O splicing é o processo no qual os introns de um gene sao removidos e 0s
éxons sao reorganizados de acordo com o RNAm a ser gerado, sendo realizado por
um complexo ribonucleoproteico chamado spliceossomo, exclusivo das células de
eucariotos (ALBERTS, 2010).

Por meio de estudos computacionais, acredita-se que cerca de 10% dos
MiRNAs em vertebrados e em invertebrados s&o transcritos como mirtrons, o que
significa que sado mMIRNAs independentes do complexo microprocessador
(OKAMURA; CHUNG; LA, 2008).
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Durante o splicing, o spliceossomo remove introns de mRNAs imaturos
(WAHL; WILL; LUHRMANN, 2009) na forma de um laco contendo uma incomum
ligacao fosfodiéster 2’ 5’. A teoria atual em que o mirtron é formado como um laco, e
posteriormente tem sua ligagdo 2° 5’ quebrada pela proteina Dbrl, ainda ndo € um
consenso, embora tenha sido demonstrado que a delecdo da proteina Dbrl é fatal
em eucariotos devido a perda do controle pds-transcricional exercido por pequenos
RNAs em geral (MONTEMAYOR et al., 2014). Um exemplo de como ocorre o
processo de splicing esta demonstrado na figura 6.

Tanto mirtrons quanto miRNAs classicos formam pré-miRNAs em forma de
hairpin que seguirdo pela mesma via de processamento em mIiRNAs funcionais
(MARCO; NINOVA; GRIFFITHS-JONES, 2013).

Figura 6 — Splicing
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Figura 6: O intron é retirado do transcrito durante o processo de splicing, os éxons
permanecem para serem traduzidos. O intron na forma de lagco serd reconhecido pela proteina
Dbrl, que ir4 clivar a ligagédo 2’ 5’ e desdobra-lo para formar um pré-miRNA semelhante a um
pré-miRNA gerado a partir da via can6nica.

Fonte: modificado de (MONTEMAYOR et al., 2014)
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4.4.2 SnoRNA atuando como microRNA

Existe um snoRNA (small nucleolar RNA) denominado ACA45 gue é transcrito
diretamente em forma de hairpin loop devido ao fato de ser um RNA fita simples
curto. O hairpin é em seguida clivado pela DICER, e pode ser associado a AGO para
reprimir RNAm enddégeno da mesma forma que um miRNA. Apesar de ndo ser um
MIiRNA por ndo sofrer o mesmo processamento, 0 SNnORNA ACA45 possui 0s
mesmos mecanismos de acado que um miRNA (CARTHEW; SOTENHEIMER, 2009).

4.5 Exportagao de miRNAs para o citoplasma

O pré-miRNA precisa ser exportado para o citoplasma para continuar com o
processamento, sendo transportado por intermédio da exportina XPO-5 (exportina-5)
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009). A XPO-5 funciona como um carreador de RNAs
gue necessita do cofator Ran-GTP para que ocorra ligacdo com a carga (YI et al.,
2003). Apos a formacdo do complexo RNA - exportina - Ran-GTP, este sera
transportado a favor do gradiente, uma vez que as concentragdes de Ran-GTP sé&o
muito maiores dentro do nucleo do que no citoplasma. Apds a passagem, ocorrera
liberacdo da carga no citoplasma por hidrélise da Ran-GTP em Ran-GDP
(BORCHERT; LANIER; DAVIDSON, 2006) como representado na figura 7.

A exportina 5 € essencial para o funcionamento do ciclo celular. Iwasaki et al.
(2013) realizaram experimentos com células XPO5 knockout e confirmaram a
diminuicdo global dos niveis de miRNAs, juntamente com a rapida progressdo da
tumorigenése, devido a perda do controle pds-transcricional exercido pelos miRNAs.

A XPO5 reconhece pré-miRNAs clivados pela Drosha por meio da presenca
da extremidade protuberante 3° com dois nucleotideos ndo pareados caracteristica
dos miRNAs (MURCHISON; HANNON, 2004).
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Figura 7 — Ciclo da proteina RAN
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Figura 7: Ciclo da proteina Ran. A proteina Ran liga-se a carga a ser transportada por
importinas e exportinas, proteinas responsaveis pelo transporte de pequenos RNAs entre
outros produtos através do envelope nuclear.
Fonte: Modificado de (ROUT; AITCHISON, 2001)

4.6 Complexo RISC

O complexo RISC (RNA-induced silencing complex) € um complexo
ribonucleoproteico formado por diversas proteinas. E por meio deste complexo que
0os miRNAs tem seu processamento finalizado e induzem a repressdao de RNAmM
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

4.6.1 DICER

ApoOs serem exportados do nucleo para o citoplasma, os pré-miRNAs irdo
continuar o processo de maturagdo, sendo que a proxima etapa dessa via consiste
na clivagem pela DICER, uma Ribonuclease Il (HAN, 2004) presente em eucariotos.
Em Drosophila, por exemplo, sdo as proteinas Dcrl e Dcr2, enquanto que em

humanos o papel de clivar RNAs fita dupla em pequenos RNAs é exercido pela
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DICER (TIJSTERMAN; PLASTERK, 2004). A proteina DICER possui varios
dominios ao longo de sua estrutura; da extremidade amino-terminal para carboxi-
terminal, ha um dominio DEXD/H ATPase, um dominio DUF283 que ainda né&o
possui funcdo conhecida, um dominio PAZ, dois dominios RNase Ill em tandem, e
um dominio de ligagdo dsRBD (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; TWORAK, 2016).
Curiosamente, diferente de outras proteinas dessa familia encontradas em outros
organismos, que sdo dependentes de dominios ATPase para que a clivagem de
RNAs ocorra, a DICER humana € capaz de clivar RNAs mesmo na auséncia de ATP
(ZHANG et al., 2002).

Até o momento, foi observada uma Unica excegéo a regra de que os miRNAs
devem ser processados pela DICER (GODDAL, 2013); o mir-415, um miRNA que é
processado em pré-miRNA pela Drosha, porém € diretamente clivado pela proteina
AGO2 em sua regiao 3’ terminal, retirada por esta ao invés da DICER, concluindo
seu processamento em um mIiRNA funcional para que este exerca sua funcgéo
regulatoria ao clivar RNAm alvos em conjunto com a proteina AGO2 (YANG et al.,
2010).

Assim, como a Drosha é dependente da proteina de ligacdo DGCRS, a
proteina DICER por si s6 ndo tem a capacidade de acoplar a dupla fita de RNA.
Para isso é necessdaria a proteina de ligacdo chamada TRBP (Transactivation-
responsive RNA Binding Protein) (KROL, 2010). Enquanto a proteina Drosha é
responsavel por definir as regides onde o pri-miRNA serd clivado, e
consequentemente a extremidade 5 do miRNA, a DICER possui papel semelhante
quanto a extremidade 3’ ao clivar o pré-miRNA. Considerando o fato de que alguns
pri-miRNAs podem originar dois miRNAs funcionais diferentes, quando tanto o
mMiRNA quanto o miRNA* sdo funcionais, neste caso, a Drosha acaba por definir a
extremidade 5’ de um e 3’ do outro ao clivar o pri-miRNA, assim como a DICER ira
definir as extremidades restantes ao clivar o pré-miRNA. Um exemplo de onde
ocorrerdo as clivagens para a maturacdo do miRNA esta demonstrado na figura 5
(GAMA-CARVALHO; ANDRADE; BRAS-ROSARIO, 2014).

A DICER pode clivar em qualquer ponto de um RNA, desde que este
apresente estrutura dupla fita (um hairpin, por exemplo), porém ela possui maior
afinidade pelas regides terminais como representado na figura 8. O fato de Drosha e
DICER possuirem pontos de corte especificos e os miRNAs serem transcritos a

partir de genes, faz com que estes geralmente apresentem terminacdes bem
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definidas e com pouca variacdo, caracteristica que ndo é observada em RNAs de
interferéncia (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Figura 8 — Mecanismos de acao da DICER
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Figura 8: Estas proteinas obedecem duas regras bésicas, a primeira é determinar a distancia
entre a ponta 3’ e a regido loop terminal, a segunda é em relagéo a clivagem, a DICER cliva as
regides flanqueadoras do pri-miRNA nos dois lados da regido loop terminal com base em uma
distancia fixa de cerca de 20 nucleotideos da ponta 3’ da regidao loop terminal.

Fonte: modificado de (TUTSUMI, 2011)

ApoOs identificar as extremidades, ocorre clivagem no comprimento de
aproximadamente duas voltas de RNA dupla hélice (11 pares de base cada) a partir
do término destas sequéncias, isto €, nas duas regibes flanqueadoras ao loop
terminal, removendo esta regido. Ao fim do processo, a estrutura que anteriormente
estava na forma de um hairpin, da origem a uma dupla fita de RNA com

aproximadamente 20 a 22 nucleotideos cada. Uma destas fitas sera 0 miRNA
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funcional, enquanto a outra provavelmente sera degradada (BARTEL, 2004,
CARTHEW; SONTHEIMER, 2009)

4.6.2 Proteinas TRBP

Apesar de apresentar dominios dsRBD, assim como a Drosha, a atividade da
DICER é dependente de proteinas especializadas em se ligar a RNAs dupla fita. Em
humanos existe uma TRBP especifica que se liga a DICER para clivagem do preé-
miRNA, e posteriormente, ligagdo no complexo RISC, a TARBP2. Ja foi confirmado
que o complexo RISC ndo pode ser formado na auséncia desta proteina
(CHENDRIMADA et al., 2005).

Melo et al. (2009) observaram que o0s niveis da proteina TRBP estédo
diminuidos em certos tipos de carcinoma, devido a uma mutacéo do tipo frameshift
que inibiu a expressdo desta proteina, diminuindo em cerca de 90% a producao de
MiRNAs nas células neoplasicas. Enquanto nas células normais, ndo-neoplasicas,
foram observados altos niveis de TARBP2 e, consequentemente, producdo normal
de miRNAs. Este estudo reforcou a hipétese de que determinados miRNAs agem

suprimindo oncogenes e que sua diminuicdo esta associada a risco maior de cancer.

4.6.3 Argonauta

Peguenos RNAs ndo-codificantes, como micro-RNAs, possuem a capacidade
de silenciar genes ao se ligar de maneira seletiva aos RNAs mensageiros e impedir
sua traducéo de diferentes maneiras (MALLONE; HANNON, 2009). Este mecanismo
s6 é possivel pela existéncia de uma familia de proteinas com um papel essencial
no reconhecimento e ligacdo do complexo RISC ao RNAm alvo, a familia das
Argonautas, ou apenas proteinas AGO (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Proteinas da familia Argonauta sdo encontradas em uma ampla variedade de
organismos. Plantas por exemplo, também apresentam um controle de expresséo
génica por pequenos RNAs e sdo muito utilizadas como modelos de estudo para
siRNAs e miRNAs (YANG, 2007).

Atualmente foram identificadas 8 proteinas AGO em mamiferos, sendo que no
ser humano foram encontrados genes para quatro proteinas AGO diferentes; os

genes para AGO1; AGO3 e AGO4 humanas estdo localizados no cromossomo 1,
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enquanto o gene que codifica AGO2 estd localizado no cromossomo 8. Estas
proteinas recebem a abreviagdo AGO ou PIWI (subfamilia restrita a vermes) de
acordo com sua subfamilia (HOCK; MEISTER, 2008).

4.6.3.1 Subfamilias das proteinas argonautas

As proteinas da subfamilia AGO tém a capacidade de se ligar aos RNAs
clivados pelas RNAses Ill (BERNSTEIN et al., 2001), devido a presenca de dominios
PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) que se ligam a extremidades 3‘ com dois nucleotideos
ndo pareados e permitem que a proteina se ligue a fitas de RNA (HOCK; MEISTER,
2008).

Figura 9 — Dominios e estrutura da proteina AGO

Fonte: Modificado de (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009)

Existem também dominios PIWI, como observado na figura 9, que possuem
afinidade por RNAs digeridos pela enzima RNAse H, a qual sugere-se possuir
atividade de endonuclease em mamiferos (PARKER; ROE; BARFORD, 2004).

4.6.4 Formacao do complexo RISC

As proteinas mencionadas anteriormente; DICER, TRBP, argonauta e varias
outras proteinas acessodrias como helicases, RNAses e RNPs (RNA-Binding Protein)
fazem parte da formacdo do complexo RISC (BARTEL, 2004, KROL, 2010). A
proteina TRBP ira auxiliar na transferéncia da fita de miRNA processada pela DICER
para que esta seja acoplada a proteina AGO (CHENDRIMADA et al., 2005).
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Geralmente a proteina AGO possui maior afinidade pela fita com a ponta 5 menos
estavel, enquanto a fita adjacente, miRNA* ou passenger geralmente € descartada
(KIM, 2005).

ApOs o processamento o miRNA geralmente possui complementariedade e se
liga a regido 3’ UTR, uma regido localizada pouco antes do codon de parada que
atualmente é associada ao controle pos-transcricional por miRNAs (KROL, 2010).

Muitos miRNAs ndo tem sequéncias seed perfeitamente complementares ao
alvo, acredita-se que sequéncias com alta complementariedade levem a degradacao
do RNAm alvo, enquanto sequéncias com mais bases ndo pareadas acarretem
apenas a repressdo do RNAm alvo (GOODALL et al., 2013) (figura 10).

Figura 10 — Complexo RISC
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Figura 10: O complexo RISC pode impedir que o RNAm seja traduzido em proteinas ao
bloquear a acdo dos ribossomos e/ou iniciar um processo de desadenilacdo de sua cauda de
poli-A, permitindo que este seja degradado por RNAses enddgenas. Quando o complexo RISC
inclui a AGO2, que possui acdo de endonuclease e cliva o RNAm, os fragmentos de RNAm séo
degradados ap0s a clivagem.

Fonte: Modificado de (KROL, 2010)

Apesar das proteinas AGO1 a AGO4 serem co-expressas na maioria das
linhagens celulares (MEISTER et al., 2004), € dada especial atencdo a AGO2, por
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ser a unica proteina AGO com capacidade de agir como ribonuclease ao se associar
a miRNAs em mamiferos (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

O complexo RISC ira reprimir a traducdo das fitas de RNAm alvo, seja por
desadenilacdo, a remocao de adeninas da cauda de poli-A levando a degradacao da
fita, ou simplesmente por obstrucdo mecanica, impedindo que o ribossomo traduza
esta fita e consequentemente esta seja degradada por RNAses endogenas (figura
10) (KROL, 2010).

4.6.5 Proteina GW182

Para que o complexo RISC exerca a funcdo de desadenilacédo/repressao, as
quatro proteinas da familia AGO devem interagir com proteinas GW182 (glycine-
tryptophan protein of 182 kDa) através da regido N-terminal destas proteinas. Foram
identificadas trés proteinas desta familia em humanos, TNRC6A/GW182, TNRC6B e
TNRC6C, as quais sdo proteinas paralogas com fun¢des redundantes (EULALIO;
TRITSCHLER; IZAURRALDE, 2009). A GW182 também ¢ atribuida a funcdo de
sequestrar 0 RNAmM e o complexo RISC para a formacao de corpos P, estruturas
relacionadas a degradacdo de RNAs no citoplasma, onde outras proteinas como
DCP1; DCP2, Ccr4-Cafl (exemplo na figura 11) entre outras, sdo responsaveis pelo
processo de desadenilacdo de poliaA deste RNA e retirada do CAP, levando a
degradacdo do RNAmM. Sem a acdo da GW182 nao ocorreria a repressao destes
RNAs mensageiros pelo RISC (BEHM-ANSMANT et al., 2006; NISHI et al., 2013).

Figura 11 — Proteina GW182
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Figura 11: A proteina TRBP/GW182 é responséavel por recrutar inidmeras outras proteinas que
fazem parte do complexo RISC e participam da represséo da traducao/desadenilagao.

Fonte: (Arquivo Proprio)
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4.6.7 Degradacao de RNAs mensageiros

ApoOs o acoplamento do complexo RISC a fita de RNAm alvo, a proteina
GW182 sinaliza para proteinas como Dcpl e Dcp2 resultando em retirada do CAP, e
outras enzimas como Ccr4:NOT, por exemplo, para a degradagédo da cauda de poli-
A por meio de desadenilagéo (NISHI et al., 2013).

No citoplasma da célula, existem aglomerados de RNAs (marcados para
degradacdo) que aparecem como pequenas granulacdes, esses aglomerados
recebem o nome de corpos P, e sdo o destino final da maioria das fitas de RNA
marcadas para serem degradadas, ndo apenas dos alvos de miRNAs (PARKER,;
SHETH, 2007).

Um exemplo da variedade de proteinas associadas a degradacdo do

complexo RISC junto do RNAm alvo esta representado na figura 12.

Figura 12 — Degradacdo do RNA mensageiro em corpos P apds pareamento

com complexo RISC
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Figura 12: Ligacdo da GW182 a DCP1 e DCP2, ap6s isso, inUmeras proteinas séo recrutadas
para auxiliar na degradacdo do RNA mensageiro. Embora hoje acredite-se que os miRNAs tém
seus alvos degradados em complexos separados, a maquinaria celular utilizada é semelhante.
Fonte: modificado de (PARKER; SHETH, 2007)
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Em 2009, Gibbings et al. provaram por meio de testes bioquimicos e de
biologia molecular, que os complexos RISC-RNAm formam vesiculas separadas dos
outros RNAs a serem degradados em corpos P, os quais foram nomeados corpos

GW pela presenca de GW182 nestas vesiculas.

4.7 Transporte entre células por vesiculas extracelulares

Os exossomos e as microvesiculas sédo estruturas produzidas pela maioria
das linhagens celulares em mamiferos. Os exossomos séo vesiculas com cerca de
100 nm derivados de corpos multivesiculares que se fundem a membrana
plasmatica da célula e sofrem exocitose. Estruturas geralmente maiores que
exossomos e originadas diretamente da membrana plasmatica sdo chamadas de
microvesiculas, podendo chegar a 1 pum. Os mecanismos destas vesiculas
extracelulares ainda ndo foram completamente elucidados, além disso, os autores
tendem a usar 0s termos exossomos ou microvesiculas para se referir a vesiculas
extracelulares como um todo, de acordo com a propria preferéncia, causando certa
confusdo sobre quando e onde usar determinado termo (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013).

Inicialmente, acreditava-se que 0S exo0Ssomos e microvesiculas eram
utilizados apenas para o descarte de proteinas desnecessarias do citoplasma para o
meio extracelular, porem estudos recentes indicam que a producdo de vesiculas
contendo miRNAs podem ser um meio de sinalizagéo entre células (STOORVOGEL,
2012).

4.7.1 Funcionamento das microvesiculas

Em 2012, Montecalvo et al. chegaram a conclusédo de que células dendriticas
podiam se comunicar umas com as outras por meio de exossomos contendo
MiRNAs. Os miRNAs encapsulados dentro dos exossomos eram resistentes a
RNAses, permitindo que estes resistissem a passagem pelo meio extracelular e
fossem fagocitados/endocitados pelas células dendriticas onde poderiam exercer
seu efeito como reguladores pos-transcricionais.

Esse mecanismo de comunicacdo também ocorre entre linhagens celulares

diferentes. Células do endotélio vascular expostas a um aumento do shear stress, o
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estresse de cisalhamento que a passagem do sangue causa ao vaso, tem como
resposta um aumento do fator de transcricdo KLF2 (Kruppel-like factor 2); este fator
esta relacionado com aumento da expressao do cluster de miRNAs mir-143 a mir-
145. As células do endotélio produzem microvesiculas enriqguecidas em miRNAs
deste cluster, que ao serem endocitadas pelas células musculares lisas da tunica
média, alteram o fendtipo destas células tornando-as mais resistentes a
aterosclerose (HERGENREIDER et al., 2013).

Figura 13 — Formacao de exossomos a partir de corpos multivesiculares

Figura 13: (1) MicroRNAs sdo seletivamente incorporados dentro de vesiculas de corpos
multivesiculares. (2) Os corpos multivesiculares se fundem a membrana plasmética e tem seus
corpos intraluminais liberados para o espaco extracelular. (3) Exossomos se ligam a
membrana plasmatica da célula. (4) Ocorre a endocitose dos exossomos pela membrana
plasmatica, onde ocorre a formagdo de um compartimento contendo o exossomo. Alguns
exossomos recrutados podem se fundir diretamente com a membrana, ndo necessitando que
ocorra endocitose. (5) Endocitose do compartimento e fusdo do exossomo com o citoplasma,
desse modo o miRNA exossomal é integrado ao citoplasma da célula e 0 miRNA pode exercer
sua fungdao regulatéria dentro da célula.

Fonte: Modificado de (STOORVOGEL, 2012)
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O processo de formacdo de vesiculas até a liberagcdo das mesmas esta
representado pelo esquema da figura 13.

Também foi confirmada a existéncia de miRNAs em corpos apoptoticos,
lipoproteinas de alta e baixa densidade, além de outras proteinas ligadoras de RNAs
(KOSAKA et al., 2014)

4.8 MiRNA*

Um miRNA* ou passenger strand miRNA é o nome dado a fita de miRNA que
por ter uma menor afinidade com proteinas do complexo RISC (AGO em especial)
nao foi acoplada ao complexo RISC e geralmente é degradada (KROL, 2010).
Porém, recentemente muitos grupos estdo identificando genes que ao serem
processados, tanto o0 miRNA quanto o miRNA* possuem funcao, as vezes, distintas
(GAMA-CARVALHO; ANDRADE; BRAS-ROSARIO, 2014). Um bom exemplo é o
mMiRNA mir-21, um miRNA com um amplo papel na diferenciacéo celular, regulacao
do sistema imune, além de estar relacionado com o desenvolvimento de cancer e
fiborose em determinados tecidos (KUMARSWAMY; VOLKMANN; THUM, 2011).
Bang et al. (2014) provaram que a hipertrofia do tecido cardiaco é influenciada pela
acdo do miR-21*. Em resposta ao estresse cardiovascular, fibroblastos presentes no
tecido cardiaco tendem a produzir maiores quantidades de mir-21, um miRNA
conhecido pelo aumento da proliferacéo e producdo de matriz extracelular por estas
células, levando a fibrose. Porém, o miR-21*, que antes acreditava-se ser degradado
no interior da célula, é transportado por meio de exossomos para os cardiomidcitos
(figura 14). Dentro de cardiomidcitos, estes miRNAs* contribuem para que estas
células musculares sofram hipertrofia ao diminuirem a traducdo de SORBS2 e
PDLIM5, proteinas cuja baixa expressao estd associada a hipertrofia em

cardiopatias.
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Figura 14 - Cortes histologicos de tecido cardiaco de ratos

Figura 14: (A e B) Microscopia eletrénica de transmissao de fibroblastos no tecido cardiaco de
ratos, barra de 200 nm; (A) Citoplasma apresenta corpos multivesiculares; (B) Fusdo dos
corpos multivesiculares com a membrana citoplasmatica; (C) Exossomos derivados de
fibroblastos do tecido cardiaco de ratos, microscopia eletr6nica de transmissao, barra de 100
nm. Estes exossomos séo transportados para os cardiomiécitos através do meio extracelular
no tecido cardiaco.

Fonte: modificado de (BANG et al., 2014)

4.9 Regulacdo pos-transcricional dos miRNAs e outros fatores

4.9.1 Fatores de ativacao e repressao pos-transcricional

Embora sejam conhecidos fatores de transcricdo que controlem a producgéo
dos miRNAs (OBERNOSTERER; et al., 2006), existe outro fator que explica a
capacidade que alguns miRNAs possuem de serem produzidos em menor ou maior
guantidade que os outros RNAs de seu cluster, ou genes hospedeiros no caso dos
miRNAs intrénicos; isto ocorre pela existéncia de fatores pés-transcricionais que
controlam a producdo de miRNAs ap0s a transcricdo dos mesmos. Estes fatores
podem ser ativadores ou repressores da expressdo dos genes de miRNA (KROL,
2010).

Um bom exemplo é a proteina hnRNP A1, que dobra a regido loop terminal do
pri-miRNA mir-18a e permite que a Drosha o clive com maior eficiéncia. Este
processo aumenta a producdo do mir-18a. Existem muitas outras proteinas além
desta que auxiliam no controle do processamento de miRNAs (MICHLEWSKI; et al.,
2008).
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4.9.2 Regido loop terminal

A presenca de um loop terminal (como anteriormente mostrado na figura 4)
durante muito tempo foi tratada como necessaria para a clivagem do pri-miRNA pela
Drosha (ZENG; CULLEN, 2005; TOMARI; ZAMORE, 2005; CARTHEW;
SOTENHEIMER, 2009). Kim et al. (2009) refutaram esse modelo e chegaram a
conclusdo de que a maturacdo do miR-16 e de outros miRNAs podem ocorrer
mesmo sem a regido de loop terminal, pois curiosamente, ao testarem um miRNA
mutante com um loop menor do que o miRNA original, a expressdo do miR-16 foi
inibida.

Embora o processamento possa ocorrer sem regides de loop terminal, estas
sdo benéficas para um bom funcionamento do processo microprocessador por
permitirem a ligacdo de fatores que regulam a producao de miRNA em um nivel pés-
transcricional (CHOUDHURY; MICHLEWSKI, 2012).

4.9.3 Mecanismos de controle via feedback negativo

E comum que os miRNAs participem em mecanismos de feedback negativo,
estes podem ser mecanismos de feedback negativo unilateral, como ocorre com o
fator de transcricdo PITX3 que estimula a producdo de mir-133b, um repressor da
traducdo do proprio PITX3 para que a diferenciagcdo de neurdnios dopaminérgicos
seja controlada. Também existem mecanismos de feedback negativo duplo, quando
a expressao de um gene estimula a producdo de um miRNA, que é responsavel por
suprimir um determinado RNAm alvo transcrito a partir de um gene diferente. O mais
interessante talvez seja o mecanismo de feedback negativo reciproco, no qual o
mMiRNA reprime um RNAm alvo e este alvo, caso seja traduzido, também suprime a

producdo deste miRNA (KROL, 2010), como representado na figura 15.



35

Figura 15 — Mecanismos de feedback dos miRNAs
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Figura 15: (A) A proteina p53 atua como fator de ativagéo para alguns miRNAs, MYC pode ser
tanto ativador como repressor da transcricdo dependendo do grupo de miRNAs observado,
enquanto que as proteinas DNMTI/3 e REST séo repressoras. (B) Mecanismo de feedback
negativo simples. (C) mecanismo de feedback negativo reciproco. (D) Mecanismo de feedback
negativo duplo.

Fonte: modificado de (KROL, 2010)
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4.9.4 Regulacéo pos-transcricional da DGCRS8

Muitos miRNAs possuem mecanismos de controle por feedback negativo,
mas talvez o mais interessante seja o fato de a propria Drosha controlar a expressao
da proteina DGCRS8 ao clivar seu RNAm, indicando a necessidade de que haja um
equilibrio entre as duas para o funcionamento do complexo microprocessador; ja foi
confirmado que um excesso de DGCRS inibe a atividade da Drosha, justificando a
existéncia deste mecanismo (GREGORY et al., 2004).

4.9.5 Edi¢cdo de miRNAs

Muitas enzimas com acdo desadenilase atuam na edicdo de mMIiRNASs,
podendo atuar tanto em pri-miRNAs quanto pré-miRNAs, catalisando a conversao
de adenosinas em inosinas e modificando tanto a sequéncia quanto a estrutura
desse RNA. Essas alteracdes podem fazer com que o RNA néo seja clivado pela
Drosha/DICER, ou mesmo que ndo seja exportado para fora do nudcleo. Esse
conjunto de enzimas pode ser referido como ADARS (Adenosine deaminases that
act on RNA) (KROL, 2010).

4.9.6 Manutencdo de miRNAs

Outra enzima com a capacidade de editar miRNAs seria a enzima TUT7
(Terminal Urydylyl transferase), responsavel pela manutencédo de pré-miRNAs. Essa
enzima é capaz de restaurar a caracteristica de extremidade protuberante 3° com
dois nucleotideos ndo pareados presente nos pré-miRNAs, caso ocorra perda de um
nucleotideo nesta terminacdo. Se o pré-miRNA perdeu os dois nucleotideos, a
enzima ira adicionar a este RNA uma longa cauda de uracilas, isso faz com que o
pré-miRNA seja marcado para degradacédo, desta forma, a enzima faz uma selecao
de quais pré-miRNAs podem ser restaurados e quais serdao degradados (KIM et al.,
2015).
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4.9.7 MIRNAS COMO BIOMARCADORES

Os miRNAs nao circulam apenas dentro de vesiculas, existem também
mMiRNAs circulando pelo sangue, estes também apresentam uma estabilidade
incomum mesmo quando circulando pelo sangue em sua forma livre e levando em
conta a quantidade de RNAses presentes neste tecido (KOSAKA et al., 2014).

Embora néo seja o foco deste trabalho, € impossivel ndo mencionar o fato de
gue a quantificacdo destes miRNAs circulantes pode ser utilizada para definir um
perfil da expressédo de miRNAs do individuo, cuja alteragdo demonstra relagdo com
a tumorigenése, diagndstico e progressado de neoplasias (MITCHELL et al., 2008). O
motivo de usar estes miRNAs no diagndstico do cancer, se deve pelo fato de sua
expressdo estar frequentemente desregulada em células tumorais, serem
relativamente tecido-especificas e apresentarem incomum estabilidade em tecidos
fixados em formol, permitindo sua analise em outros tecidos além do sangue
(KOSAKA; IGUCHI; OCHIYA, 2010). Esses miRNAs podem ser quantificados a partir
de técnicas de qRT-PCR (quantitative reverse transcription-PCR) e comparados aos
resultados anteriores da literatura para um diagnéstico de cancer (KROH et al.,
2010).
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CONCLUSAO

Os miRNAs possuem mecanismos distintos dos outros RNAs endogenos
guanto a sua biogénese e sua maturacdo. A maneira sutil, embora eficiente da
regulacdo da expressdo génica por meio de miRNAs é essencial para a
sobrevivéncia do individuo, uma vez que ja foi demonstrado que sua auséncia é
incompativel com a vida. O papel dos miRNAs sobre as mais variadas vias,
especialmente as relacionadas a proliferacdo e diferenciacdo celular, necessita de
mais estudos para maior compreensao de como estes miRNAs podem interferir
nestas vias, principalmente em relagdo ao desenvolvimento de neoplasias. Por
altimo, também é necessario estudar a funcdo destes pequenos RNAs como
reguladores paracrinos, uma vez que o miRNA produzido dentro de uma célula pode

ser transportado para meio extracelular, e em seguida para outras células.
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