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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 17

A DIVERSIDADE DA CLASSIFICACAO DE RNAS,NAO-
CODIFICADORES EM BACTERIAS

Amanda Carvalho Garcia
Programa de Po6s-graduagao em Medicina Interna
e Ciéncias da Saude

Universidade Federal do Parana
Curitiba — PR, Brasil.

RESUMO: Os genes codificadores de RNAs
com funcéo regulatoria conhecidos como RNAs
curtos (small RNAs ou sRNAs) ou sRNAs nao
codificadores (non-coding RNAs ou ncRNAs),
modulam respostas fisiologicas através de
diferentes mecanismos, através de interacéo
RNA-RNA ou interacdo RNA-proteina. Essas
moléculas s&o transcritas in trans e in cis em
relacdo ao RNA alvo. Estao localizados entre
as regides codificadoras de proteinas, ou
seja, nas regides intergénicas do genoma e
apresentam sinais de promotores e sequéncias
terminadoras geralmente Rho- independente.
O tamanho dos genes de ncRNAs varia entre
~50 até ~500 nucleotideos e varios transcritos
sao processados por RNase com produtos
finais menores, que modulam respostas
fisiologicas através de diferentes mecanismos,
pela interacdo RNA-RNA ou interacOes
RNA-proteina e algumas interagcbes podem
ser estabilizadas pela chaperona Hfg. Os
Riboswitches constituem outra classe ncRNAs,
localizados na regiao 5’UTR de um mRNA que
promovem a regulagdo transcricional através
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THE DIVERSITY OF THE CLASSIFICATION
OF NON-CODING RNAS IN PROKARYOTES

ABSTRACT: The genes that encode regulatory
RNAs in prokaryotes - known as short RNAs
(sRNAs) or non-coding sRNAs (ncRNAs).
These molecules are transcribed in trans and
in cis relative to the targeted RNA. They are
located within the protein coding regions, in
the intergenic regions of the genome and show
signs of promoter and terminator sequences
that are generally Rho-independent. The size
of the ncRNA genes ranges from ~ 50 to ~
500 nucleotides and several transcripts are
processed by RNase with smaller end- products.
These modulate the physiological responses
through different mechanisms, either by RNA-
RNA or RNA-protein interactions, and some of
the interactions can be stabilized by the Hfq
chaperone. The Riboswitches constitute another
class of ncRNAs, that are located in the 5’UTR
region of an mRBNA and induce transcriptional
regulation through their molecular interactions
with linkers. CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) regions
have been recently described in prokaryotes,

which are based on repeated palindromic
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sequences. Each replicate consists of small segments of “spacer DNA” taken from
exposures prior to the isolation of a bacteriophage virus or exogenous plasmid. CRISPR
can be defined as an immune system of resistance to exogenous molecules.

KEYWORDS: ncRNA, cis-encodedncRNA, trans-encodedncRNA, riboswitch, CRISPR.

11 INTRODUCAO

Os RNAs néo codificadores podem ser classificados como RNAs curtos néo-
mensageiros (SnmRNAs, do inglés small no-messenger RNAs), RNAs curtos néo
codificadores (ncRNAs, do inglés small no-coding RNAs), RNAs nao traduzidos
(utRNAs, do inglés untranslated RNAs), ou RNAs nao codificadores de proteinas
(npcRNAs, do inglés no-protein-coding RNAs) (HOE et al., 2013). Os RNAs curtos
(small RNAs ou sRNAs) ou RNAs néo codificadores (non-coding RNAs ou ncRNAS).
Estas moléculas modulam respostas fisiologicas através de diferentes mecanismos,
através de interacdo RNA-RNA ou interacdo RNA-proteina. Algumas interacdes
podem ser estabilizadas pela chaperona Hfgq (PICHON e FELDEN, 2007; LIVNY e
WALDOR, 2007; LIU e CAMILLI, 2010). E o que ocorre comumente na classe dos
ncRNAs frans-encoded onde a formacao do complexo ncRNA:Hfg:mRNA pode atuar
positiva ou negativamente na regulacao pés-transcricional (FANER e FEIG,2013).

Os ncRNAs mais estudados sdo os cis-encoded RNAs e os trans-encoded
RNAs, sendo os primeiros transcritos in cis e antisenso em relacdo ao mRNA alvo e
os segundos transcritos em regides gendmicas distantes do mRNA alvo (AZHIKINA
et al., 2015). Por isso, somente os cis-encoded RNAs apresentam pareamento de
bases perfeito com os alvos. Os Riboswitches constituem outra classe ncRNAs,
localizados na regido 5’UTR de um mRNA, que promovem a regulagéo transcricional
através de sua interacdo com uma molécula ligante (WINKLER, 2005; MEYER et
al.,, 2011; IZAR, MRAHEIL e HAIN, 2011). Recentemente, em procariotos, foram
descritas regides CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) que sao repeticdes de sequéncias de bases palindrébmicas (BRONS et
al., 2008; AZHIKINA et al., 2015). Cada repeticdo consiste em segmentos curtos de
“DNA espacador” de exposicdes anteriores a um virus bacteridofago ou plasmideo
exdégeno. O sistema CRISPR\cas consiste em um sistema imune de resisténcia a
moléculas exdgenas (MARRAFFINI e SONTHEIMER; 2008).

Ferramentas computacionais sao muito utilizadas para a predicao de ncRNAs,
como o QRNA (RIVAS et al., 2001) que realiza a analise comparativa de genomas,
o ISI (PICHON e FELDEN, 2003) que analisa sequéncias intergénicas conservadas
entre genomas relacionados para a identificacdo ncRNAs. O programa computacional
RNAz 2.0 (GRUBER et al.; 2010) analisa a estabilidade termodindmica da estrutura
conservada do RNA e a existéncia de promotor e terminador nos possiveis preditos
ncRNAs. As ferramentas de predicdo sRNAPredict2 (LIVNY et al., 2006) e SIPHT
(LIVNY et al., 2008) avaliam as informacdes dos promotores terminadores Rho-
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independentes contra banco de dados. Além disso, a abordagem experimental de
larga escala que envolve sequénciamento de cDNA (RNA-seq), tem sido amplamente
utilizada na predicdo de ncRNAs e constitui um método bastante eficiente devido a
possibilidade de confirmar a expressao de ncRNAs preditos (SHARMA e VOGEL,
2009; SHINHARA et al., 2011; PICHON et al., 2012; SCHROEDER et al., 2015).
Pretende-se assim contribuir para o entendimento da participagcdo desse tipo de
RNA na regulacéo do metabolismo bacteriano.

21 RNAS NAO CODIFICADORES EM PROCARIOTOS

O avanco cientifico e tecnoldgico proporcionou a descoberta das funcdes
daqueles tidos como principais RNAs: RNA mensageiro (mRNA), molécula de
transferéncia da informacéo durante a sintese de proteinas; RNA ribossémico (rRNA)
componente da estrutura da sintese de proteinas e RNA transportador (tRNA) com
capacidade de transportar os aminoacidos e interagir com as proteinas (COX et
al., 2012). Diversos estudos estruturais e funcionais do RNA tém sido realizados e
possibilitaram a descricdo de novas classes de RNA, com funcgdes variadas e nos
dominios Archea, Bacteria e Eukaria (QUADRO 1) (BROSIUS e RAABE, 2016).

Enquanto a genbmica considera e analisa 0os genomas como sequéncias
codificadoras de mRNAs, rRNAs e tRNAs, a RNO6mica investiga, além desses, os
genes codificadores de RNAs que sdo nédo traduzidos, mas que sdo RNAs funcionais
e estédo envolvidos em diferentes processos celulares (HUNTTENHOFER et al., 2005;
ULVE et al., 2007). Os RNAs nao codificadores est&o envolvidos em varios processos
celulares, como por exemplo: replicagcdo dos cromossomos na divisao celular (diF),
regulacao da transcricao (6S RNA), processamento do RNA (rnpB), estabilidade do
MRNA e traducgao (sequéncia antisense — spot42), estabilidade de proteina (tmRNA)
e transporte (4.5S ou ffs) (MIKULIK, 2003). Existem ncRNAs envolvidos no stress
oxidativo (oxyS), na transcricdo da fase estacionaria (dsrA, rprA), relacionados ao
controle do numero de copias de plasmideos (RNAI, RNAIIl), armazenamento de
carbono (csrBC) e transporte de carbono (gcvB) (ULVE et al., 2007).

A classe dos ncRNAs com funcédo regulatéria estd envolvida em diversos
mecanismos regulatérios como na expressao génica, na modulacao das proteinas
de superficie da membrana externa (Omp) (MASSE et al., 2003). Alguns ncRNAs
podem ligar-se a proteinas a fim de modular suas atividades, como € o caso do
6S RNA que forma um complexo com a RNA polimerase (RNAP) (ULVE et al.,
2007; PICHON, FELDEN, 2007; GOTTESMAN e STORZ, 2011). Essas moléculas
séo transcritas in trans ou em in cis em relacdo ao RNA alvo (STORZ, ALTUVIA e
WASSARMAN, 2005; LIU e CAMILLI, 2010). Os genes estao localizados entre as
regides codificadoras de proteinas, ou seja, nas regides intergénicas do genoma
e apresentam sinais de promotores e sequéncias terminadoras, geralmente Rho-
independente (ERMOLAE et al., 2000; WASSARMAN et al., 2001; ARGAMAN et al.,
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2001; CIAMPI, 2006).

O tamanho dos genes de ncRNAs varia entre ~50 até ~500 nucleotideos e varios
transcritos sao processados por RNase com produtos finais menores (FIGURA 1)
(WASSARMAN e KILEY, 2010; ARNVIG, CORTES e YOUNG; 2014; UPDEGROVE
et al., 2015; SCHROEDER et al., 2015). O pareamento antisenso entre 0 ncRNA
regulatorio e o RNA mensageiro alvo é o mecanismo de acao mais comum (SHARMA
e VOGEL, 2009; MASSE e GOTTSMAN, 2002). Essa interacdo ocorre em regides
curtas e de complementariedade imperfeita de sequéncia, podendo ser estabilizada
pela proteina chaperona Hfq (MASSE et al., 2003; REPOILA e DARFEUILLE, 2009;
STORZ et al., 2011).

Terminador
Rho-
independente
RBS AUG
5'DNA | Promotor D 3 DNA
, 50— 500 pb ALTO A+T
5 UTR 3'UTR

CTTGAC(N) CTATAT
-35 -10

FIGURA 1 — Estrutura de um gene de ncRNAs em bactéria, onde apresenta uma regiao
promotora CTTGAC (N) (-35) e CTATAT (-10), sitio de ligagao de ribossomo (RBS), uma regiao
codificadora AUG na extremidade 5’UTR. Podendo variar o tamanho entre 50 a 500 pares de
bases, e na regido 3'UTR apresenta uma sequéncia terminadora (Rho-independente).

Jager e colaboradores (2012) demonstraram que a interagao ncRNA,,/ RNA
alvo em Archaea pode ocorrer com acéo cis-encoded ou trans-encoded, através de
dois dominios distintos. Assim como em Bacteria, os ncRNAs em Archaea estao
envolvidos em muitos processos biolégicos, tais como: regulacdo metabdlica,
adaptacao a condigcdes ambientais, resposta ao stress, regulagdo da morfologia e
no comportamento celular. Em Methanosarcina mazei GO1, Babski e colaboradores
(2014) identificaram ncRNAs que alinham na regido 5’UTR dos mRNAs alvos e em
Sulfolobus solfataricus ncRNAs que alinham na regidao 3’'UTR dos mRNAs alvos. Ja
para Pyrobaculum sp. e Haloferax volcanii, ha evidencias que os ncRNAs podem
alinhar com mRNAs alvos tanto na extremidade 5’UTR, quanto na extremidade
3’UTR. Além disso, observaram que o ncRNA TRF regula negativamente a traducéo
em resposta a ligagcao ao RBS.

O modo de acao dos ncRNAs regulatérios depende da co-localizagdo com os
seus mMRNA alvos (FIGURA 2). Podendo ser classificados em trans-encoded RNA,
codificados distantes dos seus mRNA alvos, e em cis-encoded quando localizam-se
na regiao 5’UTR em relacdo ao alvo. Os riboswitches, em sua maioria, encontram-se
na regido 5’UTR, sofrem alteragdes conformacionais na sua estrutura secundaria,
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devido a ligacdo de um ligante, e regulam a expresséo génica (GOTTESMAN e
STORZ, 2011; ARNVIG et al., 2014).

ncRNAs cis-encoded NERNAs frans-ancocad

mRMNA alvo mRNA alvo

ncRNA ncRNA

FIGURA 2 — Sentido de transcricdo ncRNAs e modo de pareamento com RNAs alvos. Genes
de ncRNAs cis-encoded estao localizados proximos aos genes codificadores de mRNAs alvos
enquanto que genes de ncRNAs trans-encoded estdo locados distantes dos seus mRNAs alvo.
Apbs a transcricdo os ncRNAs cis-encoded fazem pareamento curto e perfeito com seus alvos

e os ncRNAs trans-encoded fazem pareamento longo e imperfeito.

O mecanismo de acao dos ncRNAs varia de acordo com a sua funcao (FIGURAS
3 e 4). No passo pos-transcricional o ncRNAs cis-encoded pode causar a degradacao
do mRNA (FIGURA 3a), a inibicdo da traducéo (FIGURA 3b), a clivagem do mRNA
alvo (FIGURA 3c) (Overlaping da 5’UTR) e terminacao da transcricdo (FIGURA.
2d) (WATERS e STORZ, 2009). A interacdo do ncRNA trans-encoded com mRNA
alvo pode resultar na inibicao da traducao (FIGURA 4a) e na degracdo do mRNA
pela interacdo negativa da 5’UTR inibindo o sitio de ligacdo do ribossoma, ou na
degradacao parea RNase (FIGURA 4b). O ncRNA trans-encoded com o seu mRNA
alvo pode formar uma estrutura inibitéria que poderia bloquear de alguma forma
o local do sitio de ligacdo do ribossoma, impedindo assim, a traducéo (FIGURA
4.c) (WATERS e STORZ, 2009). Muitos RNAs codificados em cis com orientacao
antisense, podem formar complexos binarios trans-encoded com o mRNA alvo, o
gue demonstra que esta classificagao néo é rigida ou decisiva (OLIVA, 2015).

ORF ORF 1 ORF 2
5 3 g 3
& 5'1 7 5
RBS l .
neRNA / NERNA l ncRNA

g ' b. Inibi¢io da l
. traducao
a. Degradacao c. Clivagem d. Terminacao

do RNA do mRNA da Transcricdo

FIGURA 3 — Mecanismos de agéo cis-encoded em que, no genoma, o ncRNA esté localizado
proximo ao gene do seu mRNA alvo. O ncRNAs cis-encoded esté representado em amrelo e
seu alvo em azul. 3a. Degradacdo do mRNA. 3b. Inibicdo da tradugdo. 3c. Clivagem do mRNA
e 3d. Terminacdo da transcricao.




ORF

ncRNA
9 F ol 3
RBS | RBS
e 1 NGRNA _/ ncRNA l ncRNA
| z
a. Inibigao da b. Degradag&o do c. Tradugao
Tradugéo mRNA

FIGURA 4 — Mecanismos de agao trans-encoded em que, no genoma, o ncRNA est4 localizado

distante do gene do seu mRNA alvo. O ncRNAs frans-encoded esté representado em vermelho

e o seu mRNA alvo em azul. Complementariedade de pares de bases é limitada. 3a. Inibicdo da
traducgéo. 3b. Degradacédo do mRNA. 3c. Permite a traducao.

2.1 cis-encoded ncRNAs

Os cis-encoded ncRNAs estéo presentes em diferentes espécies bacterianas,
Gram-positivas e Gram-negativas (STORZ, ALTUVIA e WASSARMAN; 2005; OLIVA,
SAHR e BUCHRIESER, 2015). Em E. coli, Wagner e Simons (1994) descreveram
o papel regulatério antisense do RNA no controle da expressao génica de mRNAs,
na maturacédo de fagos, na transposicao de elementos moéveis e na replicagao de
plasmideos. Além disso, podem participar da regulagcdo do inicio da replicacao,
conjugacao de plasmideos, transposicdo, degradacdo do mRNA e também de
algumas vias do metabolismo celular. Estes eventos continuam sendo objeto de
investigacao de diferentes pesquisadores (STORZ, ALTUVIA e WASSARMAN; 2005;
BRANTL, 2007; LIU e CAMILLI, 2010; OLIVA, SAHR e BUCHRIESER, 2015).

Os cis-encoded ncRNAs sao codificados no mesmo locus do seu mRNA alvo,
mas no sentido antisense do duplex, sendo assim, totalmente complementares
durante a interacdo. O mecanismo de resposta poOs-transcricional da regulacéo
génica envolve um elevado grau de complementariedade de sequéncia, e isso foi
considerado um indicio de que nao seria necessaria a interacdo da proteina Hfq
(HOGTTENHOFER, SCHATTNER e POLACEK, 2005; BRANTL, 2007). Entretanto,
alguns pesquisadores reportaram a interferéncia de Hfg no pareamento ncRNA cis-
encoded mRNA alvo (SITTKA et al., 2008; LORENZ et al., 2010; ROSSI et al., 2016).
De forma geral, esses ncRNAs atuam através do pareamento complementar ao sitio
de ligacao do ribossoma do mRNA, inibindo, por sua vez, a tradu¢cdo (BRANTL,
2007; REPOILA e DARFEUILLE, 2009).

Um exemplo de cis-encoded ncRNA tipico é o 5’ureB de Helicobacter pylori,
localizado 5"-antisense ao gene ureB que compde o operon ureAB (WEN, FENG e
SACHS, 2013; HAN et al., 2013). Esse ncRNA contém 292 pb e regula negativamente
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a expressao do operon ureAB ao bloquear a traducéo na porcéo 5’ do ureB (FIGURA
4). Os genes ureAB de H. pylori localizam-se no cluster de dois operons ureAB-
urelEFGH e codificam as subunidades UreA e UreB da apoenzima urease. Essa
enzima € essencial para a sobrevivéncia da H. pylori em baixo pH uma vez que sua
reagéo produz NH, e HCO,para o ambiente, permitindo assim, a homeostasia para o
crescimento bacteriano (WEN, FENG e SACHS, 2013). Adiversidade do cis-encoded
NcRNA e seus papéis regulatorios variam de acordo com cada organismo como. Por
exemplo, Salmonella enterica serovar Typhimurium possui o cis-encoded ncRNA
lesR-1 cuja a funcéo é controlar a replicagcdo em células de eucarioto (GONZALO-
ASENSIO et al.,, 2013) e Salmonella entérica serovar Typi possui o cis-encoded
ncRNA AmgR envolvido na viruléncia em ratos (LEE e GROISMAN, 2010) e o AsdA
que é regulador da replicacao intracelular (DADZIE et al., 2013).

A mesma diversidade pode ser observada com relacdo as estratégias
regulatorias. Em Eschericha coli o emparelhamento de bases entre o cis-encoded
ncRNA GadY e seu mRNA alvo gadXW causa a clivagem do duplex entre gadX e
gadW, proporcionando o aumento dos niveis do transcrito gadX. O produto GadX
funciona como fator de transcricdo do operon GadAGadB durante a sintese da
glutamato descarboxilase e este processo consiste em um sistema de desfesa contra
estresse acido em E. coli (WATERS e STORZ, 2009; AZHIKINA et al., 2015).

O sistema SymR-SymE em E. coli consiste em dois genes, o cis-encoded
ncRNA symR e o gene symE que codificam uma proteina toxica (REPOILA e
DARFEUILLE, 2009; LIU e CAMILL, 2010; AZHIKINA et al., 2015). O aumento da
concentracao celular da proteina SymE diminui a atividade sintética dos ribossomos.
O cis-encoded ncRNA symR regula negativamente a expressédo do gene symE pela
complementariedade de bases ncRNA/mMRNA, resultando na inibicdo da traducéo
de mRNAsymE e na retomada da atividade sintética ribossomal (REPOILA e
DARFEUILLE, 2009; WATERS e STORZ, 2009; HAN et al., 2013; AZHIKINA et
al., 2015). Peng e colaboradores (2015) identificaram, em Brucella abortus 2308,
o cis-encoded ncRNA BsrH que regula positivamente a expressdo do gene hemH,
evidenciando, com isso, a importéncia da expresséo regulatoria que ncRNA BsrH
exerce sobre seu mRNA alvo.

Os cis-encoded ncRNA antisense sédo também comuns no mecanismo de
replicacédo de plasmideos. Por exemplo, no controle da replicacdo do plasmideo
ColE1, que usa ncRNA em vez de proteinas para iniciar a replicacdo no sitio de
origem, sao transcritos dois RNAs parcialmente complementares a partir de fitas
opostas. O RNA maior, com 250-500 nucleotideos (RNAII), é transcrito a partir da fita
sense e forma um hibrido estavel com o DNA molde. Este hibrido é entdo processado
pela RNAse H para gerar um primer para a DNA polimerase. O RNA menor, com 68-
108 nucleotideos (RNAI), é transcrito a partir da fita antisense e € complementar a
regiao 5’ do RNAII. Ele funciona como um regulador negativo da formacao do primer
pela formacao do duplex RNAI/RNAII que impede a formacéo do hibrido RNAII/DNA
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molde. A concentracédo de RNAI é proporcional ao numero de plasmideos por célula,
constituindo assim uma alga de feedback negativo que regula a replicacéo plasmidial
em reposta as alteracdes metabélicas (MASSE, MAJDALANI e GOTTSEMAN, 2003;
CAMPS, 2010).

2.2 trans-encoded ncRNAs

Como ja mencionado, o0 modo de agéo dos trans-encoded ncRNAs difere dos
cis-encoded ncRNAs pelo limitado compartilhamento de pares de bases com os seus
mMRNA alvos (WATERS e STORZ, 2009; HAN et al., 2013; AZHIKINA et al., 2013).
Esse tipo de ncRNA é codificado in trans e pode ter mRNAs alvos em diferentes
locais no genoma. O ncRNA transcrito necessita geralmente da proteina chaperona
Hfq para estabilizar a interacdo ncRNA-RNA alvo, devido ao pareamento de bases
imperfeito e, assim, evita-se sua eventual degradacédo pela RNase (RICHARDS e
BELASCO, 2008; STORZ et al., 2011, WATERS e STORZ, 2009). A chaperona mais
estudada é a proteina Hfq que em E. coliinterage com 40% dos ncRNAs (AZHIKINA
et al., 2015). Schoroeder e colaboradores (2016) relatam que quase 50% de todas as
espécies bacterianas possuem trans-encoded ncRNAs que necessitam da proteina
chaperona Hfg, uma excessao é Listeria monocytogenes em que a maioria dos trans-
encoded ncRNAs séao independentes da Hfq.

A interacdo de Hfq com trans-encoded ncRNAs esta envolvida na regulacao
pbs-transcricional em varias espécies de bactérias, e pode exercer efeito negativo
ou positivo sobre os seus mRNAs (RICHARDS, VARDERPOOL, 2011; CECH et al.,
2016). A estrutura de Hfq, baseada em estudos de cristolografia, mostra uma proteina
hexamérica, homoldéga a proteinas Sm que possuem dois motivos (Sm1 e Sm2)
(STORZ et al., 2011; PENG, DONG e WU; 2015). Em E. coli, Link e colaboradores
(2009) caracterizaram dois sitios de ligacdo de RNA da proteina Hfqg: proximal que
se liga ao ncRNA e mRNA alvo e o outro distal que se liga a cauda poli U (FIGURA
5) (HOLMQVIST et al., 2016).

=3 mRNA
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FIGURA 5 - Modelo provéavel da interacéo da proteina Hfqg com o par ncRNA/mRNA.

Peng e colaboradores (2015) reportaram, através de estudos de transferéncia
de energia por ressonancia fluorescéncia (FRET), modelos estruturais em a Hfq
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interage com PAPI, PNPase e RNaseE. Soper e colaboradores (2010) descreveram
trés ncRNAs regulatérios DsrA, RprA, ArcZ em E. coli que regulam positivamente a
traducao do fator sigma RpoS quando ocorre o emparelhamento de bases ncRNA e
MRNA rpoS. Eles identificaram a formacao de um grampo inibitério na regido 5’'UTR
e demonstraram que a ligacado a Hfg é importante para a estabilidade do complexo
RNA:RNA. Ja na regulacdo negativa, o emparelhamento de bases ocorre entre a
sequéncia de ligacdo ao ribossomo (RBS) e o ncRNA, bloqueando a ligagdo ao
ribossomo, ou a degradacéao pela RNases.

Em E. coli, a regulagao da expressao da proteina OmpC envolve o ncRNA MicF
e uma reguiao 5’ UTR de 22 nucleotideos antisense ao mRNA ompC (CHEN et al.,
2004). Esta interacao envolve também a Hfq e resulta na inibicdo da traducédo. Ja
em Salmonella typhimurium € o ncRNA MicC, associado a proteina Hfq, que silencia
o mMRNA ompD através do duplex de RNA/RNA de 12 pares de bases na regiao
codificadora de proteina. O MicC n&o inibe a iniciagcdo da traducédo na posicao a
jusante, mas acelera a atividade de RNaseE-dependente (PFEIFFER et al., 2009;
WROBLEWSKA e OLEJINICZAK, 2016).

3 | RIBOSWITCHES

Riboswitches sé&o elementos estruturados de RNA n&o codificante considerados
elementos cis-encoded de RNA, localizados em sua maioria na regiao 5’UTR de
um mRNA alvo e menos frequentes na extremidade 3° UTR (WINKLER, 2005;
WATERZ e STORZ, 2009; HAN et al., 2013). Entretanto, Loh e colaboradores (2009)
descreveram um caso de riboswitch que controla in trans a expressao da proteina
reguladora da viruléncia PrfA em Listeria monocytogenes. Possuem a capacidade de
controlar a expressao génica a nivel de transcricao e traducéo e de adquirir diferentes
conformagdes em resposta a sinais ambientais, como elevadas temperaturas e a
ligacdo de pequenas moléculas, como metabdlitos ou ions metalicos (WATERS e
STORZ, 2009; IZAR, MRAHEIL e HAIN, 2011).

Recentemente, uma grande variedade de riboswitches foi identificada
em procariotos. Bacillus subtilis possui 2% de todos os seus genes regulados
por riboswitches que sem ligam a metabdlitos intracelulares, como Flavina
mononucleotideo (FMN), pirofosfato de timina, S-adenosil-metionina (SAM), lisina
e guanina (FIGURA 6) (MIRONOV et al., 2002; HENKIN, 2008; HAN et al., 2013;
OLIVA, SAHR e BUCHRIESER, 2015). A estrutura do riboswitch € composta por
duas partes, a regido de aptamero que serve de sitio de ligagdo para um ligante e a
plataforma de expresséo que assume uma conformacao adequada para a trandug¢éo
(FIGURA7) (WATERS e STORZ, 2009; ANTHONY et al., 2012). Aligagcao da molécula
ligante provoca alteragdes conformacionais na estrutura nativa do riboswitch,
podendo regular os processos de transcricao e traducao (WINKLER, 2005). A tltima
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sequéncia da plataforma de expressdo forma um emperalhamento com o dominio
aptéamero, depedendo se estiver ligado ou ndo ao ligante e pode, eventualmente,
sinalizar um término de transcricdo ou controlar a estrutura helicoidal no sitio de
ligacdo do ribossoma (WEINBERG et al., 2011).

Assim os riboswitches séo utilizados pararegulacao daterminacao datranscricao
(atenuacédo) do mRNA e a na iniciacdo da traducdo (BARRICK et al., 2004). Na
transcricdo quando o ligante se liga ao mRNA na regido do aptamero, ocorrem
alteracbes conformacionais, resultando na formac&o de um grampo alternativo
(FIGURA 7a) (WATERS e STORZ, 2009). Este grampo atua como um terminador da
transcricdo que inibe a expressao génica. A ligacao da molécula ligante ao grampo
alternativo leva a anti-terminacao (FIGURA 7b). A ligacao de um ligante que provoca
alteracao estrutural e leva ao sequestro do RBS impede a traducdo (FIGURA 7c).
Ao contrario, a ligacdo de um ligante pode causar a exposi¢cdo do RBS e promover
a traducéao (FIGURA7AJ).

ORF
5 - 3

Wo ,/ -

\
O ﬂ 0
(O

Juu RBS
l ** ligante
& l + ligante
uvuu ﬂ

a. Terminacgao

l = ligante

“ ligante ﬂ

b. Anti-terminagéo ¢. Nao fraduacéo d. Tradugao

RBS
RBS

FIGURA 6 — Arranjo Estrutural do Riboswitch e Fung¢do Regulatoria do Ligante. Riboswitch
€ formado pela regidao aptamero (rosa) e uma plataforma de expresséo (amarelo) na 5’'UTR
do respectivo mRNA (azul). Molécula ligante exerce funcao regulatéria nos processos da
transcricéo (A e B) e da traducéo. Modificado de WATERS e STORZ, 2009.

Os riboswitches podem desempenhar fungcdo em sistemas biol6gicos da célula,
devido o grande numero de familias de genes envolvidos. Corbino e colaboradores
(2005) descobriram motivos metA em Agrobacterium tumefaciens semelhante ao
riboswitch dectetor de S-adenosilmetionina (SAM). A classe de riboswitch SAM-II
apresenta grande diversidade estrutural, de baixa conservacéo, podendo alterar
a estrutura conformacional do mRNA (EPSHEIN, MIRONOV e NUDLER, 2003;
McDANIEL et al., 2003; WINKLER et al., 2003; LALAOUNA et al., 2013). A estrutura
do riboswitch pode conter diversos motivos que controlam a expressao do gene,
através da deteccdo de concentracbes dos metabdlitos especificos, o que torna
estas estruturas promissores alvo para antibiéticos. Suresch e colaboradores (2016)
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demonstraram que o S-adenosilmetionina riboswitch-Ill, presente em bactérias
anaerobicas, estd envolvido no processo de regulacdo da metionina e das vias
biossintéticas SAM. Em presenca ou auséncia do ligante, o S-adenosilmetionina
riboswitch-1ll exerce uma dupla funcdo, o que facilita a mudanga conformacional
entre o estado parcial e totalmente dobrado, formando uma estrutura duplex estavel,
a qual fortalece as interagdes entre os nucleotideos Shine-Dalgarno (SD) e anti-
Shine-Dalgarno (aDS).

41 CONCLUSAO

O conhecimento acerca da regulacdo pos-transcricional que os ncRNAs
exercem em um determinado mRNA alvo, esta relacionado com a sua posi¢céo e o
pareamentono entre ncRNA:RNAm, e qual a classe de sRNA que se estéa trabalhando.
Ha diferentes classes de sRNAs e como estes podem regular diversos mecanismos
formando umarede regulatéria, a qual, desempenha um papel fundamental no circuito
regulatorio do genoma em estudo. Com o avango das tecnologias computacionais
visando proporcionar um conhecimento a respeito do papel e da funcionalidade dos
non-coding RNA nos diversos dominios da vida, os quais vem sendo desenvolvidos
pesquisas para predicao e validacdo que auxiliam ao entendimento do que era
considerado lixo gen6mico, hoje se sabe, da grande importancia que os ncRNAs
exercem apesar do tamanho sdo excelentes construtores e alicerces que compdéem
a maquinaria genémica.
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