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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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RESUMO: Pequenos RNAs denominados
miRNAs regulam a expressdao génica por
interferirem na traducdo do RNA mensageiro
por clivar essas moléculas ou bloquearem a
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traducdo do RNA mensageiro. Esta moléculas
sdo descritas em varios organismos deste
plantas até algas.
moléculas envolvem proteinas

A Dbiogénese destas
dicers e
argonautas e um complexo de indugdo do
silenciamento mediado por pequenos RNAs.
Em fungos essas moléculas parecem estar
relacionadas a adaptacdo ao crescimento em
diferentes condi¢cdes de temperatura, ou ainda
regularem genes especificos de seus estagios
morfolégicos. MiRNAs também sao associados
a progressao da doenca, visto que em muitos
casos eles podem favorecer o desenvolvido
da infeccdo por manipular as repostas do
hospedeiro suprimindo genes da resposta
imune.

PALAVRAS-CHAVE: miRNAs, fungos, dicers,
argonautas, doenca.

ABSTRACT: Small RNAs called miRNAs
regulate gene expression by interfering with
the translation of messenger RNA by cleaving
these molecules or by blocking the translation
of messenger RNA. These molecules are
described in various organisms from this plants
to algae. The biogenesis of these molecules
involves dicers and argonauts proteins and a
silencing induction complex mediated by small
RNAs. In fungi, these molecules appear to be
related to adaptation to growth under different
temperature conditions, or to regulate genes
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specific to their morphological stages. MiRNAs are also associated with disease
progression, since in many cases they may favor the development of the infection by
manipulating host responses by suppressing genes of the immune response.
KEYWORDS: miRNAs, fungi, dicers, argonauts, disease.

11 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas dos Micrornas e Biogénese

Pequenos RNAs de eucariotos com possivel funcéo regulatéria séo classificados
em trés tipos: microRNAs (microRNAs), RNAs de interferéncia (siRNA) e RNAs
associados as proteinas Piwi (piRNAs). Sao moléculas sequéncia-especificas, sendo
0 mecanismo de silenciamento efetuado em resposta a um RNA dupla fita (dsRNA).
A diferenca entre as trés classes de pequenos RNAs & devida ao seu mecanismo
de biogénese, processamento e funcéo dentro da célula. Pequenos RNAs ja foram
descritos em animais, plantas e fungos como moléculas efetoras do silenciamento
génico. (GROSSHANS; FILIPOWICZ, 2008).

MicroRNAs sao derivados de RNAs de classe |, a qual inclui todos os RNAs
que sofrem as primeiras etapas da expressdo génica, ou seja, a transcricao,
frequentemente incluindo o processamento, mas nunca sao traduzidos na maquinaria
de sintese proteica nos ribossomos, podendo ser transcritos pela RNA polimerase |, I
ou lll. Possuem em torno de 20-25 nucleotideos e atuam como silenciadores pés-
transcricionais regulando varios processos bioldgicos por interferirem na traducéo do
RNA mensageiro (MBRNA) (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). Descrito pela primeira
vez por (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993)creating a temporal decrease in LIN-14
protein starting in the first larval stage (L1, o microRNA lin-4 demonstrou ser essencial
nas primeiras etapas do desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans, regulando
a traducéao do gene /in-14 por um mecanismo antisentido entre o microRNA e a regiao
nao traduzida (3' UTR) do mRNA alvo. Em 2000 Reinhart e colaboradores, descreveram
um segundo microRNA presente em C. elegans denominado let-7, sendo este pequeno
RNA capaz de promover a regulacao da expressao de outros genes incluindo lin-14,
in-28, lin-41, lin-42 e daf-12.

Posteriormente, microRNAs foram identificados em organismos invertebrados
como Drosophilamelanogastere em érgéos de vertebrados. Embora, alguns microRNAs
foram comuns a ambos animais e insetos, o perfil de expressdao destes pequenos
RNAs foi diretamente relacionado ao tipo de tecido e ao estagio de desenvolvimento
analisado. Dessa maneira, foi demonstrado que microRNAs podem possuir um papel
regulatério ndo apenas no tempo de desenvolvimento larval como visto em C. elegans
mas também apresentar fungcbes regulatérias em tecidos especificos (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001).

Genes de microRNAs sdo frequentemente localizados em regides intergénicas
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e transcritos similarmente a genes codificantes de proteinas (NOZAWA; MIURA;
NEI, 2012) em alguns casos genes codificantes de microRNAs s&o localizados em
regides de introns ou éxons (YANG et al.,, 2013). A regulacdo da biogénese de
microRNAs envolve fatores transcricionais e fatores acessérios. Trabalhos revelam
gue a abundéancia de um microRNA é controlada através da transcricao, estabilidade
e processamento dos pri-microRNAs (XIE; ZHANG; YU, 2015). Proteinas acessoérias
DDX5 e DDX17, juntamente com Drosha e DGCR8 s&o envolvidas na formagéao do
complexo microprocessador nuclear de pri-microRNAs. Essas proteinas acessorias
atuam de duas formas: Primeiro estabilizando este complexo para o correto
processamento do pri-microRNAs e também servem como mediadores de sinal que
conectam a atividade do microprocessador nuclear com outras vias de sinalizacao
sob varias circunstancias, como em casos de dano ao DNA ou durante a formacéao
de microRNAs com fungdo de supressdo tumoral, aumentando a atividade do
complexo com intuito de inibir o crescimento do tumor. Além disto, a estabilidade
e o processamento dos pri-microRNAs no nucleo sé&o regulados pela edicdo desta
molécula. Proteinas ADARs 1 e 2 editam moléculas de RNA trocando a adenosina pela
inosina, esta mudanca na estrutura do pri-microRNA, suprime a atividade de Drosha e
reduz a estabilidade da molécula de pri-microRNA, favorecendo o reconhecimento e
degradacao desta molécula por nuclease. A concentracéo das proteinas envolvidas no
processamento de microRNAs como argonautas também variam entre os diferentes
tecidos e células, por exemplo em células tronco embrionarios, a proteina argonauta 2
sofre ubiquitinacéo e degradacéo no proteassoma, tal evento bloqueia o silenciamento
génico pos-transcricional mediado por microRNAs (revisado por SHEN; HUNG, 2015).

A via de biogénese de microRNAs em plantas (VOINNET, 2009) e mamiferos é
bem elucidada. Em plantas como Arabidopsis thaliana a produ¢do de um microRNA
envolve duas etapas de clivagem do microRNA primario e do pre-microRNA, no
nacleo, pela enzima dicer-1(REINHART et al., 2002), posteriormente a esta etapa
a enzima (HEN1) adiciona um grupo metil a extremidade 3' do duplex microRNA/
microRNA*, estabilizando a molécula. O duplex € entdo transportado do nucleo para
o citoplasma através de Hasty (HST), uma proteina homologa a exportina 5 (PARK et
al., 2005). Em A. thaliana a principal proteina efetora de silenciamento mediado por
microRNAs é argonauta 1, a qual possui atividade de endonuclease e é capaz de
suprimir a expressao de genes alvos por clivagem do RNAm ou inibicdo da traducéo
(BAUMBERGER; BAULCOMBE, 2005). Estudos mostram que o crescimento normal
da planta e suas funcdes fisioloégicas requerem um controle rigoroso dos niveis e da
atividade dos microRNAs (XIE; ZHANG; YU, 2015).

Sabe-se que em mamiferos microRNAs sdo originados de um precursor
de RNA codificado no genoma (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). A transcricao
destas regides pela RNA polimerase Il (Pol II) (VOINNET, 2009) produz longas fitas
simples de RNAs que, por complementariedade de bases, formam RNA dupla fita
(dsRNA) com estrutura semelhante a grampos, chamados de microRNAs primarios
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(pri-microRNAs) (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). No nucleo, a enzima do tipo
ribonuclease Il Drosha e seu cofator DGCR8 sao responsaveis por processar 0s
microRNAs (primarios) e produzir estruturas em dupla fita, também em forma de
grampo (hairpin) com aproximadamente 70 nucleotideos denominados precursores de
microRNAs (pre-microRNAs) (HE; HANNON, 2004). Tais moléculas sao transportadas
para o citoplasma através da exportina 5 (Yl et al., 2005), onde sdo processados pela
enzima Dicer. A clivagem por esta enzima gera os microRNAs maduros que variam
entre 21 a 25 nucleotideos, constituidos por moléculas de RNA dupla fita microRNA/
microRNA* (HE; HANNON, 2004). Um das fitas do duplex, o microRNA*, é degradada,
enquanto a outra é associada ao complexo de induc¢do do silenciamento (RISC) (HE;
HANNON, 2004). Membros da familia das proteinas argonautas constituem o nucleo
central do RISC e sdo associadas aos microRNAs antes e apbés o reconhecimento
do mRNA alvo (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004). Em muitos casos, os microRNAs
ligam-se a regidgo 3' UTR do mRNA por um mecanismo de complementaridade de
bases imperfeita, causando represséao da traducao do mRNA, sem degradacéo de sua
fita (HE; HANNON, 2004).

Ja em fungos como Neurospora crassa 0 mecanismo de produ¢ao de microRNAs-
like & parcialmente semelhante ao realizado por plantas e mamiferos. Quatro vias
distintas para a producao de microRNAs-like neste fungo foram descritas por (LEE et
al., 2010). O milR-1 & produzido através de um longo milRNA primario (pri-milRNA)
onde proteinas dicers dcri/dcr2p clivam o pri-milRNA formando um RNA dupla
fita (dAsRNA) denominado precursor de milRNAs. Apds esta etapa o precursor de
milRNAs, liga-se a argonauta qde-2p e esta proteina recruta a exonuclease QPIlp
para processamento do pré-microRNA e formacéao do microRNA maduro. Além disso,
analises de linhagens mutantes para qde-1p (RNA-Polimerase-dependente de RNA)
e qde-3p (RecQ helicase) revelaram que estas proteinas ndo sao necessarias para a
biossintese de milR-1, o qual é processado por enzimas dicers e argonauta.

Ainda em N. crassa, 0 mecanismo para a producéao de milR-3 requer a presenca
de dicers (dcrip/dcr2p). Para a sintese de milR-4 o mecanismo € parcialmente
dependente de dicers indicando possivelmente a presenca de outra nuclease envolvida
no processamento de milR-4. Ao contrario de milR-1 a producao do milR-3 e milR-4
nao requer a presenca de qde-2p evidenciando um mecanismo independente de qde-
2p para sintese deste dois microRNAs. A biogénese de milR-2 é independente de
dicers, embora a proteina argonauta qde-2p, com seu sitio catalitico, seja necessaria
para a producao de pre-milRNA e milR-2 maduro, entretanto para a sintese de milR-2
a proteina QPIp, ndo é empregada. Desta forma, o pri-milR (milR-2) é processado por
uma nuclease desconhecida e o pre-milR associa-se com qde-2p, que através da sua
atividade catalitica é envolvida na geracdo do microRNA-like maduro. Em N. crassa
a proteina mitocondrial MRPL3p contendo um dominio de Ribonuclease Ill poderia
atuar na biogénese de microRNAs-like que né&o sdo dependentes do processamento
por dicers (LEE et al., 2010). Assim como em N. crassa, em Mucor circinelloides
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diferentes vias para producdo de pequenos RNAs sdo presentes, empregando
proteinas dicers, argonautas e RNA polimerase dependente de RNA. Além disso, uma
via ndo candnica, dependente de argonautas e RNA polimerase dependente de RNA,
porém independente de dicers € presente neste fungo, sendo envolvida no processo
de degradacao de RNAs mensageiros enddégenos (TRIEU et al., 2015).
MicroRNAs-like produzidos por fungos apresentam semelhancas com microRNAs
de plantas e animais, tais quais, todos sdo processados a partir de um precursor
de RNA em forma de bragco e alca (stem-loop). Muitos microRNAs-like de fungos
requerem proteinas dicers e argonauta durantes as etapas de processamento (LEE et
al., 2010) e atuam também como reguladores da expressao génica. MicroRNAs-like
produzidos por N. crassa (LEE et al., 2010) e Cryptococcus neoformans (JIANG et
al., 2012) induzem o silenciamento de genes alvo e componentes centrais da via sao
conservados entre diferentes espécies de fungos (DRINNENBERG et al., 2009).

1.2 Descricao e Funcao de Micrornas em Fungos

ApoGs a descoberta de microRNAs em C. elegans (LEE et al., 1993) pequenos
RNAs foram identificados em animais, plantas e algas (GRIMSON et al., 2008),
(ZHAO et al., 2007). Elementos essenciais da via de biogénese de pequenos RNAs de
interferéncia como a proteina Argonauta e a enzima dicer foram descritos em varios
fungos pertencentes a diferentes filos, entre eles Aspergillus nidulans, N. crassa,
C. neoformans, Schizosaccharomyces pombe entre outros, demonstrando que
representantes deste reino evolutivamente conservaram a maquinaria para regulacao
da expressao génica pés-transacional mediada por pequenos RNAs (DRINNENBERG
et al., 2009).

Os primeiros microRNAs-like identificados em fungos foram descritos em N. crassa
(LEE et al., 2010) e C. neoformans (JIANG et al., 2012). Posteriormente microRNAs-
like foram identificados em outros fungos, em Aspergillus flavus microRNAs-like foram
regulados em resposta a mudancgas de temperatura (BAl et al., 2015). Em Penicillium
marneffei microRNAs-like foram identificados nas fases de micélio e levedura, tais
microRNAs-like foram mais abundantes na fase filamentosa deste fungo (LAU et al.,
2013). Em Metarhizium anisopliae um perfil de expresséo diferencial de microRNAs-like
foi detectado nas fases de micélio e conidio, sugerindo um possivel papel regulatério
dos microRNAs-like nas diferentes fases de crescimento deste fungo (ZHOU et al.,
2012)

No fungo termodimérfico Paracoccidioides brasiliensis miRNAs foram
diferencialmente regulados entre as fases de micélio, transicdo 22h e levedura. Na
fase de levedura que é a fase encontrada no hospedeiro, miRNAs potencialmente
regulam o polimero presente na presente na parede celular, pela repressao de genes
envolvidos com degradacéo de quitina e sintese de beta glucana, além disso miRNAs
durante a fase de micélio e transicdo dimorfica, potencialmente regulam as vias de
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producéo de energia mediadas por beta-oxidacéo (DE CURCIO et al., 2018). Mutacdes
de genes envolvidos no fendbmeno de RNA por interferéncia em Mucor circinelloides
alteraram a fung¢ao de varios processos bioldgicos incluindo esporulacdo, crescimento
em diferentes variacdes de pH e autdlise. Além disso, um conjunto extenso de genes
foi regulado entre as linhagens mutantes e selvagens (NICOLAS et al., 2015). Neste
fungo a via de RNA por interferéncia também atua de forma ndo-canénica, promovendo
mutacdes epigeneticas em determinadas linhagens e conferindo resisténcia a
antifungicos, favorecendo assim uma rapida adaptacao do patdbgeno a condi¢des de
estresse (TRIEU et al., 2015).

Diferentes microRNAs-like foram identificados em Penicillium chrysogenum,
analises in silico revelaram genes alvo silenciados por microRNAs-like produzidos
por este fungo (DAHLMANN; KUCK, 2015). MicroRNAs-like foram ainda descritos
em Fusarium oxyporum (CHEN et al., 2014), Trichoderma reesei (KANG et al., 2013)
Sclerotinia sclerotiorum (ZHOU et al., 2012), demonstrando assim a presenca dessas
moléculas em diferentes espécies de fungos. Analises do perfil de RNAs contidos em
vesiculas secretadas por C. neoformans, P. brasiliensis (Pb18), Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae identificaram a presenca de mRNA, ncRNA incluindo
pequenos RNAs com tamanhos de até 250 nt. A busca por homologia entre estas
sequéncias de pequenos RNAs e microRNAs de outros organismos depositados no
mirBASE permitiram a identificacdo de 145 sequéncias em P. brasiliensis, 344 em C.
neoformans, 423 em C. albicans e 532 sequéncias em S. cerevisiae que apresentaram
homologia com microRNAs de outros organismos (PERES DA SILVA et al., 2015).
Assim como em células de mamiferos e plantas, a presenca de microRNAs-like em
fungos evidencia um mecanismo conservado entre diferentes eucariotos (KANG et al.,
2013).

1.3 Micrornas e sua Relacao na Interacao entre Patégenos e Hospedeiro

Pequenos RNAs de interferéncia como os microRNAs, atuam em varios
processos biolégicos através de um mecanismo de regulacdao poOs-transcricional,
alterando a expresséao de genes envolvidos em eventos de diferenciacao e proliferacao
celular, tumorigénese,imunidade celular, atuando também durante o processo de
interacdo patdégeno-hospedeiro demonstraram que o fungo fitopatogénico Botrytis
cinerea, durante a infeccédo em Arabidopsis thaliana e tomate produz pequenos RNAs
capazes de silenciar genes do hospedeiro relacionados com a imunidade, desta forma
favorecendo a infec¢ao do patdbgeno em plantas (WEIBERG et al., 2013)

Em infeccOes sistémicas a presenca de um agente patogénico frequentemente
induz uma significativa mudanca no perfil de expresséo de microRNAs circulantes do
hospedeiro. Neste contexto SINGULANI e colaboradores 2017, analisaram o perfil
de expressao de microRNAs produzidos por pacientes com Paracoccidioidomicose
(PCM) e individuos saudaveis. Os dados do trabalho apontaram para uma inducéo
da expressao de oito microRNAs entre os individuos com PCM. Apoptose, resposta
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imune e adesao do fungo as células do hospedeiro sdo possiveis processos regulados
pelos microRNAs diferencialmente expressos, demonstrando assim a influéncia destas
moléculas no processo de interacdo patdégeno-hospedeiro. Além disso, segundo os
autores, a presenca de microRNAs circulantes no soro de pacientes com PCM pode
ser uma possivel alternativa para a obtencao de biomarcadores da infeccdo. Em um
modelo de infeccéo pulmonar por P. brasiliensis, microRNAs produzidos pelas células
do pulmé&o do hospedeiro foram diferencialmente expressos em 28 e 56 dias apos
a infeccao, sugerindo um papel putativo destes pequenos RNAs durante o curso da
micose nos pulmdes ( MARIOTO et al., 2017).

Aestratégia de uso de microRNAs produzidos pelo hospedeiro a favor do processo
infeccioso também tem sido descrita em patdgenos humanos. A bactéria intracelular
Mycobacterium avium, ap6s contato com macrofagos do hospedeiro induz a expresséao
de dois microRNAs produzidos por estas células, o microRNA let 7 e mir-29. Tais
microRNAs possuem como alvos as proteinas Casp3 e Casp7 respectivamente, estas
proteinas s&o membros da familia BCL2, as quais sdo envolvidas na ativacdo da via
de apoptose celular. Desta forma a indugcédo destes dois microRNAs inibe a apoptose
celular, mecanismo utilizado pelo hospedeiro para combater patdbgenos intracelulares,
favorecendo assim a infec¢ao por M. avium (SHARBATI et al., 2011). Mycobacterium
tuberculosis outro patdégeno intracelular, regula positivamente a expressao de miR-
106b produzido por macréfagos esse microRNA possui como alvo a enzima lisossomal
degradativa catepsina. Ainducao da expresséo deste microRNA manipula as respostas
do hospedeiro com o intuito de evitar a exposicéo da bactéria as enzimas degradativas
produzidas por macréfagos (PIRES et al., 2017).

Estudos de interacdo entre macrofagos derivados de medula 6ssea e Listeria
monocytogenes demonstram que esta bactéria é capaz de modular a expressao de
inumeros microRNAs contidos nos macréfagos, sugerindo que microRNAs podem
fazer parte de uma resposta imune inata do hospedeiro contra a infeccéo por este
patdgeno (SCHNITGER et al., 2011). Analises do padréo de expressao de microRNAs
produzidos por células dendriticas, ap6s o contato com Aspergillus fumigatus e Candida
albicans revelaram uma resposta especifica de microRNAs a infeccdo causada por
estes fungos, sendo que alguns dos microRNAs induzidos apds o contato com estes
patdgenos foram miR-212 e miR-132. Possivelmente a inducao da expressao destes
microRNAs é associada a resposta antifungica medida por células dendriticas, visto
que alvos destes pequenos RNAs sédo associados a genes envolvidos na resposta
imune durante o processo de infeccéo no hospedeiro (DIX et al., 2017).

O parasita Leishmania donovani, agente etioloégico da leishmaniose visceral, altera
o perfil de expressao de microRNAs hepaticos envolvidos no metabolismo lipidico,
através da clivagem da proteina dicer 1 do hospedeiro. Este processo desregula a
homeostase lipidica, favorecendo a infecg¢ao, visto que pacientes com hipolipidemia
s&o mais susceptiveis a doenga causada por este parasita (GHOSH et al., 2013). Nos
estagios iniciais da infecgao por Schistosoma spp. a expressao de miR-351 é reduzida
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nos tecidos hepéticos do hospedeiro, entretanto nos estagios mais tardios da infeccao
ocorre ainducéo da expressao de miR-351 e consequente aumento da fibrose hepatica
esquistossomética. O uso de um antagonista de miR-351 promoveu a reducéo da
fibrose hepatica protegendo parcialmente o hospedeiro da esquistossomose letal (HE
et al., 2018). Demonstrando assim, que a presenca de miRNAs influencia diretamente
o desenvolvimento de determinadas infeccgoes.
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