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RESUMO

O genoma de um organismo multicelular apresenta um vasto repertorio de sequéncias
que sdo transcritas em RNA ndo codificantes de proteinas. Esses ncRNAs atuam na
manutencdo e regulacdo génica, bem como na sinalizacdo e diferenciagdo celular, eventos
cruciais para o desenvolvimento embrionario e ontogenético. Além disso, outros eventos
requerem a expressdo ordenada desses transcritos, como nos processos de inativacao
cromossémica e imprinting genémico, podendo a sua falha originar diversas sindromes,
malformacdes, doencas e até mesmo a morte do individuo afetado. Esta revisdo procura
apresentar as principais formas de atuacdo dos ncRNAs ja estudadas, bem como apresentar o
panorama atual de transcritos da familia Dapper (Dpr) e sua atuacdo no desenvolvimento de

vertebrados.

ABSTRACT

The genome of multicellular organisms shows a ruge index of RNA transcripts that are
not protein coding. These ncRNAs act in housekeeping and genic regulation, as well in
signaling and cell differentiation, crucial events to embryonic and ontogenetic development.
Moreover, another events require the orderly expression these transcripts, as in cromossomic
inactivation and genomic imprinting process, and their fail may cause several syndromes,
malformations, illness and even death of affected individual. This review focus is to present
the main acting pathways of ncRNAs already studied, as well to introduce the actual

landscape of Dapper gene cluster and its performance in vertebrate development.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os papéis do RNA néo codificante (ncRNA)

De acordo com o dogma proposto pela biologia molecular, nosso genoma esta organizado
de forma a conter toda a informacdo genética na molécula de dupla hélice, 0 DNA,
representando todo o patriménio genético de um individuo de uma espécie em particular. Esse
DNA codificaria, através da transcricdo, outra molécula de suma importancia para o
funcionamento da maquinaria genética e para a coordenacdo dos processos metabdlicos do
organismo: 0 RNA mensageiro (mMRNA), cuja funcdo primordial é servir de molde para a
traducédo de proteinas. Em resumo, o DNA é transcrito em RNA, que por sua vez, € traduzido
em proteinas funcionais. No entanto, recentemente descobriu-se que a por¢cdo do genoma
responsavel por todo esse processo corresponde a ~ 1 a 2% apenas, ao passo que 98% de todo
0 genoma transcricional humano é representado por RNAs que ndo codificam proteinas
(BROSNAN e VOINNET, 2009). Esses RNAs nédo codificantes (ncRNAs) consistem em
transcritos que ndo possuem ORFs (do inglés Open Reading Frames - mddulos abertos de
leitura) — sequéncias de bases potencialmente codificadoras de proteinas — e sdo muito
dificeis de serem previstos em sequéncias genémicas (COSTA, 2005; XUE e LI, 2008).
Observando que o numero de genes codificadores de proteinas é teoricamente insuficiente
para controlar o complexo programa transcricional dos vertebrados, Mattick observou que a
porcentagem do genoma transcrito em ncRNA aumenta com a complexidade do organismo
(MATTICK, 2004 apud CARNINCI, 2008).

NncRNAs como um grupo heterogéneo pode ser dividido em trés diferentes classes, de
acordo com o comprimento de sua sequéncia de nucleotideos e com suas diferentes funcdes.
De acordo com o comprimento podem variar de (1) ~ 18 a 25 nucleotideos para a familia dos
micro RNAs e pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs); (2) ~ 20 a 300 nucleotideos para
RNAs curtos comumente encontrados como reguladores transcricionais e traducionais,
predominantes em procariotos (STORZ, 2002); ou (3) acima de 10.000 nucleotideos de
comprimento para RNAs envolvidos em outros processos — longos ncRNAs (IncRNASs)
(COSTA, 2006). No entanto, definir IncRNAs simplesmente tomando-se como base seu

comprimento ou pela incapacidade de codificar proteinas ndo representa um resultado



satisfatorio (PONTING et al., 2009).

Transcritos de ncRNAs podem ser divididos entre ncRNAs housekeeping e ncRNAS
regulatorios (PONTING et al.,, 2009). Transcritos housekeeping incluem o0s RNAs
ribossomal, de transferéncia, SnRNAs (pequenos RNAs nucleares), snoRNAs (pequenos
RNAs nucleolares), e geralmente sdo expressos constitutivamente. Dentre 0s ncRNAs
regulatérios curtos estdo os micro RNAs, siRNAs e Piwi RNAs; entretanto, a maioria desses
transcritos esta associada com InNcRNAs (MATTICK e MAKUNIN, 2006 apud PONTING et
al., 2009).

1.2. Principais ncRNAs de cadeia curta

1.2.1. Micro RNAs

Constituidos de ~ 22 nt, produzidos a partir de estruturas hairpir (pareamento end6geno)
imperfeitos presentes em ncRNAs longos, precursores de introns de genes codificantes e néo
codificantes, processados em duas clivagens consecutivas pela ribonuclease Drosha e pela
proteina de ligacdo de RNA Pasha e sdo digeridos pela ribonuclease especifica, de dupla fita,
Dicer (CULLEN, 2004; GREGORY et al., 2004 apud SIRACUSA e BUCHBERG, 2008).
Moléculas maduras de miRNA interagem entre si por pareamento de bases com alvo no
mMRNA para modular a translacdo ou degradacéo direta entre efetores associados das familias
Argonauta e Piwi (Ago/Piwi) (AMARAL e MATTICK, 2008). Nos animais, miRNAS
possuem centenas de sitios alvo, que podem incluir ncRNAs e regular o desenvolvimento a
partir de diferentes formas, incluindo nas sinaliza¢gdes Notch, Nodal e Hedgehog (CHOI et al.,
2007; FLYNT et al., 2007; HORNSTEIN et al., 2005; LAI et al., 2005; MARTELLO et al.,
2007; STARK et al., 2003 apud AMARAL e MATTICK, 2008). miRNAs podem controlar os
programas de controle de expressdo durante o desenvolvimento ligando-se a sitios regulares
de splicinge transcrigdo, como com as proteinas da familia Hox. Mais recentemente, mostrou-
se que miRNAs também estdo envolvidos no controle da metilagdo do DNA em células
tronco embrionérias de camundongos ligando-se a sitios de metiltransferases, interferindo na
expressao génica e na homeostase do comprimento dos telomeros (BENETTI et al., 2008;
SINKKONEN et al., 2008 apud AMARAL e MATTICK, 2008), desempenhando um

importante papel na conservacdo do material genético.

1.2.2. siRNAs



Curtos RNAs de transferéncia (small interference RNAs — siRNAS) possuem ~ 21 nt de
comprimento, similar ao tamanho dos micro RNAs, porém derivados de precursores de RNA
de dupla fita (a partir de duplex RNA:RNA ou de longos hairpins internos), diretamente
processados por Dicer (FARAZI et al.,, 2008 apud AMARAL e MATTICK, 2008).
Geralmente, associam-se a sitios de RNA sinalizando sitios de degradacdo. No entanto,
siRNAs também podem silenciar transposons e participar em processos regulatorios
enddgenos que controlam a expressdo génica durante o desenvolvimento (AMARAL e
MATTICK, 2008).

1.2.3. piRNAs e rasiRNAs

RNAs de interacdo Piwi (piRNAs) possuem ~ 28 — 33 nt de comprimento e sdo
encontrados associados a proteinas PIWI em células germinativas masculinas e em ovocitos
de animais. Inicialmente, foram descobertos em testiculos de camundongo e aparentemente
séo derivados de precursores de ncRNAs de fita simples processados independentes ao Dicer
(AMARAL e MATTICK, 2008). J4 os RNAs de associacdo repetidos (rasiRNAs) possuem
cerca de 23 — 28 nt, e foram descobertos em Drosophila, Caenorhabditis elegans e
aparentemente correspondem a piRNAs nesses organismos. Parecem estar envolvidos no
controle de atividade se transposons em Drosophila, C.elegans, peixes e mamiferos, e sdo
essenciais para a viabilidade das células germinativas (FARAZI et al., 2008 apud AMARAL
e MATTICK, 2008).

1.2.4. SnoRNAs

Pequenos RNAs nucleolares (small nucleolar RNAs — snoRNASs) possuem ~ 60 — 300 nt,
sdo moleculas de acdo trans que funcionam como guias especificos para complexos protéicos
efetores de modificacdes em nucleotideos de RNAs alvo, a partir de pareamento especifico de
bases préximas a sitios de modificagdo (BACHELLERIE et al., 2002 apud AMARAL e
MATTICK, 2008). Cerca de centenas de snoRNAs foram descritos em humanos, porém, a
maioria deles sdo encontrados entre outros metazoarios, processados a partir de transcritos
precursores de ambos introns, codificantes e ndo codificantes. Originalmente, pensa-se que
esses RNAs tiveram fungbes na modificacdo e infra estrutura de rRNAs e tRNAs,
desempenhando assim, exclusivamente, uma funcdo housekeeping. Entretanto, muitos
snoRNAs ndo possuem sitios de ligacdo reconhecidos e alguns sdo expressos especificamente
em determinados tecidos, etapas do desenvolvimento ou clado, em diferentes eucariotos,
especialmente no tecido cerebral (AMARAL e MATTICK, 2008).



1.3. Classificacéo e fungdes dos ncRNAs

De acordo com Ponting et al. (2009) um ncRNA pode estar situado dentro de uma ou
mais dentre cinco categorias: (1) senso, ou (2) antisenso, quando sobrepdem-se a um ou mais
éxons ou a outro transcrito na mesma fita ou na fita oposta, respectivamente; (3) bidirecional,
quando a expressdo do mesmo e de um transcrito vizinho codificado na fita oposta é iniciado
em uma proximidade genémica; (4) intrénico, quando é derivado totalmente dentro de um
intron de um segundo transcrito (embora as vezes isso possa representar apenas sequéncias
pré mRNA); ou (5) intergénico, quando estdo dentro de um intervalo genémico entre dois
genes. A expansdo de genes ndo codificadores de proteinas e que especificam RNAs
regulatérios preenchem uma ampla gama de fungdes na biologia celular e do
desenvolvimento (TAFT et al., 2007) e em muitos casos esses NnCRNAs foram encontrados
regulando a expressao génica. A maioria deles atua através de padrBes de expressao génica
mediados por RNAIi (RNA de interferéncia), no entanto, alguns ncRNAs regulam a expresséo
génica em cis (HARTZOG e MARTENS, 2009), quando o RNA antisenso € transcrito na
mesma regido cromossdémica do gene alvo, na fita oposta (NUMATA et al., 2007). Nesses
casos, 0 ato da transcri¢ao por si s6 em vez de gerar RNA como produto final, passa a mediar
a regulacdo de um gene sobreposto (HARTZOG e MARTENS, 2009). Muitos elementos
regulatérios em cis atuam em maultiplos niveis, como na arquitetura da cromatina, transcricao,
splicing, modificacdo e edicdo do RNA, traducdo e estabilidade do RNAmM (TAFT et al.,
2007).

Quanto aos RNAs antisenso codificados em trans, transcritos de um I6cus cromossdémico
diferente do gene regulado (NUMATA et al., 2007), estes podem recrutar fatores de
transcricdo de uma maneira sequéncia-especifica para precisar posi¢des nos cromossomos, a
fim de reduzir o risco de transcricdo erronea devido a especificidade ambigua de seu sitio de
ligagdo oposto as sequéncias alvo do DNA (SUZUKI e HAYASHIZAKI, 2004). A maioria
dos fendémenos epigenéticos, sendo todos, € dirigida por RNAs antisenso em trans, a
sinalizagdo desses RNAs parece estar envolvida com o0s processos de metilacdo do DNA,
imprinting genémico, transfeccdo, variegacdo no efeito de posicdo, remodelagem da
cromatina e ativacdo e repressdo de dominios nos cromossomos (MATTICK, 2003).
Mecanismos epigenéticos sdo modificacbes ocorrentes no material genético que ndo
modificam a sequéncia de nucleotideos, porém, causam modificacfes conformacionais na
molécula de DNA (COSTA, 2007). Metilacdo da citosina no DNA e modificacdes que

ocorrem nas histonas, como acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinizacdo, etc, sdo as



modificacdes epigenéticas mais estudadas, e elas implicam em uma variedade de mecanismos
regulatérios na expressdo génica (COSTA, 2007).

Funcionalmente, ncRNAs possuem importantes papéis em uma larga escala de eventos
bioldgicos, incluindo compensacdo de dose e inativagdo do cromossomo X, imprinting
gendmico, resposta a condicOes de estresse, regulacdo de atividades de proteinas no controle
transcricional, funcdo neuronal, regulacdo do desenvolvimento, e localizacdo de RNAs e de
proteinas (SUZUKI e HAYASHIZAKI, 2004). Algumas doencas podem estar relacionadas
com ncRNAs, como desordens neurocomportamentais e do desenvolvimento, bem como
certas formas de cancer (SZYMANSKI et al., 2005; PEREZ et al., 2007). Mudangas no nivel
de expressdo ou alteracdes genéticas e epigenéticas afetando ncRNAs acompanhando
processos de malignidade apoiam fortemente o papel funcional do RNA, especialmente nos
casos em que genes de ncRNAs sdo alterados por mutacdes cromossomicas (SZYMANSKI et
al., 2005).



2. ALGUNS MECANISMOS MOLECULARES
ENVOLVENDO ncRNAs

Apesar de que alguns mecanismos de atuacdo dos ncRNAs ja foram parcial ou
completamente elucidados, ndo se deve fazer generalizagGes sobre tais mecanismos tomando-
se como base alguns poucos, embora bem conhecidos, estudos de caso (PONTING et al.,
2009). A seguir, alguns exemplos de atuagcdo dos ncRNAS, mostrando a sua grande
versatilidade.

2.1. Inativacdo do cromossomo X

Nos mamiferos a compensacdo de dose é alcancada pela inativagdo de um dos dois
cromossomos X nas células somaticas das fémeas. Esse mecanismo de compensacdo de dose
tem a funcdo de equalizar a dosagem entre produtos génicos do cromossomo X de machos e
fémeas. As mutacdes que interferem na compensacdo de dose sdo letais, demonstrando a
necessidade da manutencao da relacdo correta entre os produtos génicos dos cromossomos X
para com os dos autossomos (ALBERTS et al., 2004). Antes da inativacdo aleatéria do
cromossomo X, ocorre a interacdo intercromossémica entre o I6cus do centro de inativacdo X
(XIC) nos cromossomos X. Esse evento pode promover a interferéncia entre os dois XICs,
promovendo a contagem do nimero de cromossomos X em uma célula e determinando qual
dos dois cromossomos serd inativado. O futuro cromossomo X inativado é caracterizado por
um acumulo do ncRNA Xist. Dentro do XIC ha trés genes codificantes de ncCRNAs que
regulam um ao outro: Xist, Tsix e Xite. Xist tem 17 Kb de comprimento e é capaz de se ligar
fisicamente e formar complexos com a cromatina adjacente do cromossomo X nas fémeas
(COSTA, 2007), sendo requerido para o inicio da inativacdo de um dos cromossomos X; Tsix
é 0 antisenso de Xist e promove o silenciamento do mesmo; e Xite regula positivamente a
transcricdo de Tsix (KIEFER, 2007). Ambos os transcritos podem afetar diretamente as
modificagdes na cromatina e assim alterar o nivel de proteinas ligantes ao DNA do
cromossomo X (COSTA, 2007). Dessa forma, XIC é regulado pela a¢do oposta de transcritos
senso e antisenso em cis (WHITEHEAD et al., 2008) (Figura 01).



2.2. Imprinting gendmico

Imprinting é o processo pelo qual as marcas epigenéticas permitem a expressdo
monoalélica de um Unico parental. H& cerca de centenas de genes em imprinting, muitos dos
quais regulam o crescimento fetal e placentario (KIEFER, 2007). Embrides com deficiéncia
na metilacdo morrem no meio do periodo de gestacdo, demonstrando o papel essencial e
dosagem-dependente do imprinting genomico de mamiferos (BOURC’HIS ¢ PROUDHON,
2008). Geralmente, o mecanismo de imprinting envolve a metilagio do DNA de um dos
alelos de um ou de muitos genes do mesmo locus génico. A maioria das regides que possui
controle da expressao monoalélica tem ncRNAs mapeados para a mesma regido (ou nas
proximidades) e estes estdo relacionados ao processo de silenciamento (COSTA, 2007).
Diversos grupamentos génicos sdo regulados por imprinting, € 0s NcCRNAS possuem um papel
crucial no silenciamento ou ativacdo da expressao génica. A seguir, trés grupos sao
exemplificados: Igf2 (fator de crescimento semelhante a insulina), Kcngl (canal de potéassio
voltagem-dependente), e Igf2r, cujos silenciadores sdo respectivamente os ncRNAs H19,
Kcnglotl e Airn (anteriormente conhecido como Air, mas recentemente renomeado para
Airn, segundo o Comité de Nomenclatura dos Genes — HUGO) (STRICKER et al., 2008).
Embora atuem de maneira cis regulados, a maioria desses ncRNAs, com uma possivel
excecdo de Kcnglotl, também servem como transcritos hospedeiros para regulacédo trans de
RNAs curtos, como siRNAs, miRNA e snoRNA (KOERNER et al., 2009)



Figura 01 — Esquema representando a inativagdo do cromossomo X. No cromossomo X inativo, a transcrigéo de
Xist e 0 seu acimulo ao longo do cromossomo leva a oclusdo de RNAPII, seguido pelo recrutamento hierarquico
dos processos epigenéticos, levando ao silenciamento transcricional. O silenciamento de Xist no cromossomo X
ativo é devido ao RNA antisenso Tsix, ou sua transcricdo permite a expressao de genes ligados ao cromossomo

X. Extraido de J. Whitehead, et al., Regulation of the mammalian epigenome by long noncoding RNAs, Biochim.

Biophys. Acta (2008).



3. EXEMPLOS DE FATORES REGULADOS EM CIS

3.1. Igf2 e H19

Esses genes estdo localizados préximos um do outro, no cromossomo 11 humano. Numa
dada célula, uma cépia de H19 no cromossomo materno é expresso, a0 passo que a outra
copia no cromossomo paterno € silenciada; para 1gf2 ocorre o inverso, a copia paterna €
expressa, a0 passo que a copia materna é silenciada. Duas sequéncias regulatorias sao
essenciais para a expressdo diferencial entre esses dois genes: um enhancer (regulado
downstream do gene H19) e um elemento isolador (regido de controle do imprinting — ICR),
localizado entre 0 H19 e o 1gf2. Elementos enhancer sdo uma importante classe de sequéncias
cis regulatérias, que compartilham ambas caracteristicas estruturais e mecanismos de acao
comuns. Aumentam drasticamente o nivel de transcricdo de um promotor, em um modo
independente de orientacdo e posi¢cdo. Enhancers possuem tipicamente 100 a 300 pb de
comprimento, e contém multiplos sitios curtos de ligacdo para diferentes ativadores e
repressores de transcricdo (LUDWIG, 2002). O enhancer pode ativar qualquer um dos genes,
dependendo do estado de metilagdo do ICR. Assim, o enhancer ndo pode ativar o gene Igf2
no cromossomo materno, pois nesse cromossomo o ICR estd ligado a uma proteina
silenciadora CTCF, que bloqueia os ativadores do enhancer para o gene Igf2. No cromossomo
paterno, em contraste, o elemento ICR e o promotor H19 estdo metilados. Nesse estado, a
maquinaria transcricional ndo pode se ligar ao ICR. Como resultado, o enhancer ativa o gene
Igf2 (Figura 02).



Figura 02 — O estado de metilacdo do isolador (ICR) determina se a proteina ligante CTCF pode ligar ou
bloguear a ativacdo do gene H19 do enhancer regulado downstream (adaptado de Molecular Biology of the Gene
6" ed, Watson et al.,2008, p.625).

3.2. Kengl e Kenqglotl

O ICR de Kcngl é metilado no cromossomo materno, mas ndo metilado no cromossomo
paterno, e serve como promotor para o transcrito antisenso Kcnglotl (PAULER et al., 2007,
WHITEHEAD et al., 2008). Cromossomos maternos portadores do cromossomo truncado
mantém o DNA metilado e ndo apresentam alteracdo na expressao. No entanto, cromossomos
paternos expressam o0 NCRNA repletos de reexpressdo de genes flanqueados em ambos tecidos
embrionario e extra embrionario (PAULER et al., 2007) (Figura 03). Experimentos com
RACE (amplificacBes rapidas de terminacGes de cDNA) e RT-PCR fornecerma quatro sitios
de inicio de 20 pb e um sitio de poliadenilacdo a 121 kb, localizado downstream do sitio
principal, mostrando que kcnqlotl possui ambas extremidades: 5’ metil capeada e a cauda
poliadenilada. Todas as ESTs foram contiguas com a sequéncia gendmica, provando nao
haver evidéncia de splicing (REDRUP et al., 2009). Kcnglotl é transcrito pela RNA



polimerase 11, localizado no nicleo e é moderavelmente estavel, semelhantemente a outros
ncRNASs longos com atribuicdes epigenéticas (UMLAUF et al., 2008 apud REDRUP et al.,
2009).

Figura 03 — O dominio megabase Kcnql, regulado pelo transcrito antisenso Kenglotl, contém 10 genes em
imprinting. Genes expressos estdo representados em verde, e genes silenciados em vermelho. Extraido de J.
Whitehead, et al., Regulation of the mammalian epigenome by long noncoding RNAs, Biochim. Biophys. Acta
(2008).

3.3. Igf2r e Airn

O padréo de expressdo paterno-especifico do ncRNA Airn silencia trés genes em cis
distribuidos a cerca de uma regido de 300 Kb. O promotor do Airn encontra-se em uma
orientacdo antisenso no intron 2 do Igf2r e origina um ncRNA de 108 Kb, ndo submetido a
splicing, que se sobrepde ao promotor Igf2r. De qualquer forma, dois outros genes (Slc22a2 e
Slc22a3, de 80 e 150 Kb, respectivamente) silenciados upstream ndo sdo sobrepostos, muito
menos apresentam sequer homologia com Airn (STRICKER et al., 2008). A producdo de
Airn no cromossomo paterno esta associada ao silenciamento em tecidos extra embrionarios
de trés outros genes situados em ambos os lados do ICR DMR2 (regido de controle de
imprinting diferencialmente metilada). Em tecidos embrionarios somente o gene Igf2r

sobreposto € silenciado, demonstrando que 0s mecanismos de imprinting tecido especifico



atuam nesse grupo génico (WHITEHEAD et al., 2008) (Figura 04). A expressao de Igf2r e
Airn quantificadas em QPCR mostra que o aumento da expressao desses ncRNAs acompanha
a diferenciacdo de células tronco embrionarias em camundongo com uma cinética paralela:
um agudo aumento é observado a primeira vista entre dos dias 2 e 3 para ambos 0s genes. Em
relacdo ao dia zero, estado indiferenciado, Igf2r aumenta na taxa de ~ 5-dobras (de ~ 20 a
100) e Airn de ~100 (para mais de 100). Ja as expressdes de Slc22a2 e Slc22a3 ndo foram
detectaveis por QPCR até os dias 2 — 3 de diferenciacdo e seu aumento foi similar ao
observado em Igf2r e Airn. Embora a expressdo de ambos Slc22a2 e Slc22a3 seja restrita ao
trofoblasto placentario, e presumidamente ausente em células tronco embrionarias, o ciclo
inicial de QPCR indicou que Slc22a2 é expresso de niveis baixos a medianos, ao passo que

Slc22a3 é expresso em niveis claramente detectaveis nessas células (LATOS et al., 2009).

Figura 04 — A familia génica Ifg2r, regulada pelo transcrito antisenso Airn, contém 5 genes, 4 dos quais
estdo em impriniting. Extraido de J. Whitehead, et al., Regulation of the mammalian epigenome by long
noncoding RNAs, Biochim. Biophys. Acta (2008).



4. EXEMPLOS DE FATORES REGULADOS EM TRANS

4.1. HOTAIR - 0 antisenso Hox

A expressdo de fatores de transcricdo dos genes homeobox (Hox), que especificam a
identidade posicional das células em um embrido em desenvolvimento e mantém o padrao de
simetria bilateral nos animais, é regulado de um modo espacial e temporal por complexas
interacdes entre dois grupos opostos de enzimas modificadoras de histonas, o grupo de
proteinas policombo (PcG) e o grupo tritérax (TrxG) (WHITEHEAD et al., 2008). Em
Drosophila melanogaster ambas as proteinas PcG e TrxG regulam a expressao dos genes Hox
via interacdo com o0s elementos responsivos policombo/tritorax (PRE/TRE), e ha evidéncias
no envolvimento de ncRNAs promovendo a ligacdo em proteinas TrxG em mamiferos
(RINGROSE e PARO, 2007; SANCHEZ-ELSNER et al., 2006 apud WHITEHEAD et al.,
2008), no entanto, esses mecanismos ainda nao estdo totalmente esclarecidos (WHITEHEAD
et al., 2008). PcG mantém o padrédo espacial dos genes Hox através da deposicédo de sinais de
silenciamento epigenético, i.e. metilacdo de histonas. Além disso, PcG reprime genes Hox em
regides onde normalmente ndo sdo expressos (KIEFER, 2007). PcG se liga na regido
regulatéria PRE dos genes alvo, incluindo genes de vérios fatores de transcricdo do
desenvolvimento (Fox, Sox, Pax), e moléculas sinalizadoras (Wnts, Shh, BMPs) (BRACKEN
et al., 2006; NEGRE et al., 2006 apud KIEFER, 2007). PcG é composto por dois complexos,
complexos repressivos policombo (PRC) 1 e 2. O PRC2 de mamiferos contém quatro nucleos
protéicos: EED; SUZ12 e RbAP48; EZH2; e PRC1, composto por mais de 10 subunidades,
incluindo a proteina do cromodominio policombo (PC), a oncoproteina BMI1, e E-3
ubiquitina ligases RING1 A e B (KIEFER, 2007). Como mecanismo de agdo oposto ao PcG,
0 grupo tritérax (TrxG) mantém a expressdo génica, incluindo genes Hox, facilitando o
acesso a eucromatina (BEISEL et al., 2002 apud KIEFER, 2007). O TrxG de mamiferos €
composto por multiplas proteinas, incluindo as proteinas homolégas de Drosophila,
conhecidas como Setla, Setlb, MII1, MII2, MII3 e MIl4, e a ATPase SWI/SNF
Brgl(KIEFER, 2007). TrxG se liga ao mesmos elementos cromossémicos que PcG, sendo

que a ativacdo de PRE/TRE requer a transcricdo de TRE.



Nos mamiferos, os gens Hox estdo agrupados em uma familia entre quatro loci
cromossémicos, do HoxA ao HoxD. Trabalhos com o transcrito antisenso Hox (HOTAIR),
que tem um transcrito antisenso de 2,2 Kb e é encontrado no limite do dominio do complexo
HoxC, mostraram sua atividade em fibroblastos da hipoderme (LEMPRDL e RINGROSE,
2008). Sua expressdo esta correlacionada ndo com os genes 3' de HoxC, mas com seus genes
5'. Notavelmente, esse transcrito ndo age em cis, mas em trans em relacdo ao complexo
HoxD. O silenciamento de HOTAIR expresso do 16cus HoxC ndo surte efeito sobre o proprio
HoxC, mas leva a uma desrepressdo em trans em um grande dominio do I6cus de HoxD. Essa
desrepressédo foi acompanhada pela perda do sitio ativo da proteina PcG e perda expressiva de
metilagdo na lisina 27 da histona H3 (LEMPRDL e RINGROSE, 2008). Uma questio
interessante &€ que, em contraste com muitos ncRNAs, i.e. H19, HOTAIR parece ser
conservado em muitos grupos de vertebrados. Assim, ndo sO 0s temas de regulacdo, mas
também talvez as sequéncias regulatérias por si s6 possam indicar um nivel elevado de
conservacao, indicando que alguns ncRNAs regem func@es basicas na Biologia (BROSNAN
e VOINNET, 2009).

4.2. Genes DIx e os transcritos Evf-1 e Evf-2

Genes DIx codificam proteinas homodominio requeridas na diferenciacdo e migracdo
interneuronal durante o desenvolvimento do cerebro nos vertebrados, e sdo criticos a
padronizacdo e migracdo de neurdnios da regido ventral do prosencéfalo no desenvolvimento
embrionario (KOHTZ e FISHELL, 2004). A proteina DIx-2 interage com duas sequéncias
intergénicas ultraconservadas dos enhancers ei e eii, e transcricionalmente ativa 0s genes
flanqueados DIx-5/6. Essas regides enhancer codificam dois ncRNAs, Evf-1 e Evf-2
(WHITEHEAD et al., 2008; JEONG et al., 2008).

Evf-1 é codificado por dois éxons separados por um intron de 37,5Kb. O éxon 1 de Evf-1
estd localizado a 4Kb regulado upstream do gene DIx-6 e a 8Kb distante do enhancer eii
(Figura 06). Essa é uma regido de sintenia entre o cromossomo 6 do camundongo e o
cromossomo 7 humano, suportando a idéia de que importantes genes funcionais sao
codificados nessa regido (KOHTZ e FISHELL, 2004). Em embrides de ratos com 12 dias, 0
perfil diferencial do MRNA do telencéfalo dorsal e ventral foram analisados, e oito diferentes

genes foram encontrados como diferencialmente expressos por analises de RT-PCR e de



Northern Blott. Hibridacéo in situ revelou que o gene Evf-1 exibe um padrdo de expressao
muito similar ao dos genes DIx. A expressdo de Evf-1 € vista predominantemente nos arcos
branquiais, prosencéfalo ventral, bulbo olfatério e botSes dos membros superiores (Figura
05). Tal padrdo de expressdo é semelhante aos padrdes previamente reportados por DIxX-5 e 6
(KOHTZ e FISHELL, 2004).

Evf-2, uma forma do Evf-1 submentida a splicing alternativo, é transcrito de ei e porta
uma regido altamente conservada em sua extremidade 5'. A interagdo entre Evf-2 e a proteina
DIx-2 é crucial para a ativacdo transcricional de DIx-5/6, que é mediada através da sequéncia
conservada 5' (WHITEHEAD et al., 2008). Bond et al. relatam pela primeira vez que Evf-2 é
importante para a regulacdo génica e desenvolvimento dos produtores de GABA, principal
neurotransmissor inibitério do cérebro. O balan¢co entre excitacdo e inibicdo no cérebro é
crucial para o seu devido funcionamento e é mantido por duas principais classes de neurénios:
0s neurdnios excitatorios de projecdo e os circuitos locais inibitérios. Embora a excitacdo seja
primeiramente mediada pelo neurotransmissor glutamato, GABA medeia a inibicdo primaria
(BOND et al., 2009). DisfuncBes nos circuitos GABA-regulados podem implicar em
diferentes desordens psiquiatricas, como esquizofrenia, autismo e sindrome de Tourette, bem
como epilepsia. Assim, Evf-2 controla o desenvolvimento interneuronal GABAérgico e 0
circuito cerebral adulto, tornando seu mecanismo um alvo para ambos os estudos do

desenvolvimento e de doencas do sistema nervoso (BOND et al., 2009).

Figura 05 — Padrdes de expressao dos arcos branquiais em genes downregulados DIX5/6™. Em A as seta e
cabeca de seta indicam a expressdo de fatores de transcri¢do para Evfl/2, e em B as mesmas setas indicam
acentuada reducgdo da expressdo dos mesmos em decorréncia da mutagdo deletéria do gene DIx 5/6. Extraido e
adaptado de Jeong et al., DIx genes pattern mammalian jaw primordium by regulating both lower jaw-specific
and upper jaw-specific genetic programs (2008).



Figura 06 — Organizagdo gendmica de Evf-1 de camundongo, baseada na sequéncia gendmica disponivel
em Genbank database. Extraido de J.D.Kohtz; G.Fishell, Developmental regulation of Evf-1, a novel non-coding
RNA transcribed upstream of the mouse DIx6 gene (2004).



5. OS GENES DA FAMILIA DAPPER

5.1. Breve historico

Aos genes que compdem a familia Dapper (Dpr) foram atribuidos diversos papéis. A
multiplicidade de funcbes € possivel devido a habilidade de a proteina Dpr interagir com
diversos parceiros moleculares (SOBREIRA, 2009). Assim sendo, dependendo do contexto
no qual estejam inseridas, essas proteinas podem desempenhar diferentes papéis ao longo da
embriogénese dos vertebrados (MOUSTAKAS e HELDING, 2009; WAXMAN et al., 2004 ),
dentre eles o de inibicdo da indugdo mesodérmica, o de atuacdo na morfogénese cefélica e do
olho, na coordenacdo de movimentos morfogenéticos e na cardiogénese (CHEYETE et al.,
2002; GLOY et al., 2002; ZANG et al., 2006 apud SOBREIRA, 2009; WAXMAN et al.,
2004).

O gene Dprl foi descoberto em 2002 por Cheyete et al., num estudo de sinalizagdo
molecular via Wnt. Em paralelo, Gloy et al. (2002) descreviam a proteina Frodo, altamente
relacionada com Dprl. Observou-se entdo que ambas as proteinas eram capazes de interagir
com as proteinas Dishevelled (Dsh), molécula chave na via de sinalizacdo Wnt (CHEYETE et
al., 2002 apud SOBREIRA, 2009). Apds a identificacdo inicial no anfibio Xenopus laevis,
ficou claro que genes da familia Dapper estavam presentes no genoma de todos 0s outros
vertebrados, ndo obstante ndo tenham sido identificados no genoma de organismos
invertebrados. No genoma de Xenopus laevis, tetraploide, existem os genes Dprl e Frodo
(HIKASA e SOKOL, 2004), gerados por duplicacdo génica. Na galinha (Gallus gallus) foram
identificados dois ortdlogos, Dprl e Dpr2. No camundongo e no homem existem trés
membros dessa familia génica, Dprl, Dpr2 e Dpr3 (FISCHER et al., 2006 apud SOBREIRA,
2009).

A grande versatilidade na formac&o das proteinas Dpr € atribuida ao splicing alternativo
pelo qual o gene Dpr é submetido, além da utilizacdo de promotores alternativos e da
producdo de transcritos antisenso. Estudando tais possibilidades, Sobreira (2009) levantou
121 sequéncias de cDNAs e ESTs de camundongos (Mus musculus) obtidas nos bancos de
dados UCSC (http://genome.ucsc.edu/) e Unigene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A partir

dessas analises, verificou que cerca de 10% das sequéncias apresentavam um segmento
adicional de 111pb na por¢do 5’do éxon 4 em relagdo a sequéncia de referéncia, sugerindo

que dois transcritos de tamanhos diferentes seriam gerados pelo transcriptoma do



camundongo a partir do l6cus Dprl (Figura 07). Esse dado reforcou ainda a possibilidade da
traducdo de uma proteina através da sequéncia variante, a qual em condi¢bes funcionais

desempenharia algum papel durante o desenvolvimento embrionério (SOBREIRA, 2009).

5.2. Estrutura do Dprl

A sequéncia do Dprl foi elucidada e descrita como DACT1 no banco de referéncias
(CHEYETE et al. apud SOBREIRA, 2009). E um gene composto por quatro éxons e trés
regides intronicas (Figura 07), aléem de apresentar sitios de splicing alternativo distribuidos
nos quatro éxons. Entre os vertebrados, o gene Dpr lapresenta uma estrutura evolutivamente
conservada, basicamente, o tamanho deste lécus varia pela diferenca no tamanho dos
segmentos intrdnicos entre as diferentes espécies de vertebrados estudadas. Em contrapartida,

o0 tamanho dos éxons varia muito pouco, mesmo entre espécies distantes (SOBREIRA, 2009).

Figura 07 — Identificacdo dos transcritos variantes A e B para o gene Dprl. A — os éxons de Dprl estdo
representados por quatro caixas azuis, enquanto que os segmentos intdnicos sao representados por flechas azuis.
A barra vertical rosa representa o segmento de 111pb encontrado em 10% das sequéncias Dpr analisadas. B —
diagrama representando as duas variantes geradas por splicing alternativo a partir do gene Dprl de camundongo,
composto por quatro éxons, representados pelas caixas coloridas. Extraido de D.R.Sobreira, Identificacdo de
uma nova variante do gene Dapperl gerada por splicing alternativo durante o desenvolvimento de vertebrados
e sua andlise numa abordagem evolutiva (2009).



5.3. Transcritos variantes gerados a partir do gene Dprl

Trabalhando com 121 sequéncias de cDNAs e ESTs de camundongo, obtidas nos bancos
de dados UCSC e Unigene, Sobreira procurou justificar e caracterizar a existéncia de
transcritos ainda ndo descritos na literatura. O resultado das analises mostrou que
aproximadamente 10 % das seqliéncias apresentavam um segmento adicional de 111 pb na
porcdo 5° do éxon 4 em relagdo a sequéncia referéncia para o cONA Dprl de camundongo,
sugerindo que dois transcritos de tamanho diferentes seriam gerados pelo transcriptoma do
camundongo a partir do locus Dprl. A utilizacdo da ferramenta Open Reading Frame Finder
(ORF finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a sequéncia da proteina codificada pela Variante A foi
predita. Esta analise revelou que a Variante A produz uma proteina que contém 37
aminoacidos a mais em relacdo a Variante B, sem que haja ruptura do quadro de leitura
subsequente. Esse dado reforcou a idéia de que a Variante A pudesse existir e que a proteina
gerada por ela teria condi¢bes de ser funcional e desempenhar algum papel durante o
desenvolvimento embrionario (SOBREIRA, 2009).

Figura 08 - Esquema representando as possiveis variantes para o gene Dprl encontradas nas analises de
bioinformética. Os quadrados purpura representam os quatro éxons (1, 2, 3 e 4) do gene Dprl.Na orientagdo 3’-
5’ esta representado o transcrito antisenso (Variante D) produzido por um promotor alternativo presente nesta
fita do DNA. Extraido de D.R.Sobreira, Identificacdo de uma nova variante do gene Dapperl gerada por
splicing alternativo durante o desenvolvimento de vertebrados e sua analise numa abordagem evolutiva (2009).



6. CONSIDERACOES FINAIS

Os RNAs nao codificantes possuem funcdes diversas, atuando principalmente como
reguladores da expressdo génica em momentos ontogenéticos diversos, e sdo responsaveis
pela repressdo de alguns caracteres, através do imprinting e da inativacdo cromossémica em
mamiferos. Em alguns casos essas interagdes requerem intermediacdes de moléculas
auxiliares, onde entram muitas vezes 0os ncRNAS de cadeia curta. Quanto aos ncRNAs de
cadeia longa, sua interagdo costuma ser mais direta e representa o produto final de expressao.
Em ambos os casos, proteinas podem interagir durante o processo.

Transcritos alternativos da familia Dapper parecem permear importantes reagdes
ontogenéticas, dai o0 seu padrdo de conservacdo entre os diversos grupos de vertebrados, que
por sua vez apresentam alta semelhanca nos padrfes de desenvolvimento embrionario. Para
maiores esclarecimentos, sugere-se a realizacao de testes Northern Blott e hibridacdo in situ
com a sequéncia Dprl antisenso em embrides de organismos modelo diferentes do
camundongo, como em embrides de galinha, por exemplo. Sem ddvida, os resultados obtidos
elucidariam mais alguns passos desconhecidos da intrigante e fascinante Biologia do

Desenvolvimento.
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