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Resumo 

 

GONÇALVES, Leandro de Brito. Seleção de braços e arm switching de microRNAs: uma 

revisão sistemática. 2023. 47 f. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharelado em 

Ciências Biológicas) - Instituto de biociências de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 

Botucatu, 2023. 

 

 

MicroRNAs (miRNAs) são pequenas moléculas que regulam a expressão de genes pós-

transcricionalmente em organismos multicelulares, reprimindo a expressão de mRNAs alvos. 

Esses pequenos RNAs de aproximadamente 22 nt têm a capacidade de reconhecer o RNA 

mensageiro alvo, por complementaridade de bases. Uma região chave do miRNA chamada 

de região 'seed' reconhece especialmente a região 3’UTR do mRNA alvo e, junto ao RISC 

(RNA-Induced silencing complex) protagonizado pela enzima argonauta (AGO), reprime o 

alvo influenciando a expressão fenotípica do organismo. A depender dos processos a que é 

submetido durante sua biogênese, o precursor hairpin de um miRNA tem um de seus braços 

selecionados preferencialmente pelo RISC. Cada um destes braços possui sequências 

distintas, inclusive, uma região 'seed' determinante para identificação de repertório de 

mRNAs alvos por complementaridade. Arm switching é um fenômeno de troca da 

prevalência de braços de microRNAs de um mesmo precursor em resposta à mudança 

contextual celular através de um conjunto mecanismos que interagem entre eles. Este 

trabalho tem como objetivo mostrar o atual estado da arte do conhecimento sobre os 

processos moleculares e fatores biológicos que levam a mudança de braços de miRNA (i.e., 

arm switching) em animais. No presente estudo, os processos foram categorizados em 

fatores intrínsecos e extrínsecos devido às propriedades químicas dos miRNAs. 

 

 

 

Palavras-chave: genética animal, microRNA, arm switching, regulação genética, seleção de 

braços, estabilidade termodinâmica, biogênese. 
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Abstract  

 

GONÇALVES, Leandro de Brito. Arm selection and microRNAs arm switching: a 

systematic review. 2023. 47 f. Undergraduate Thesis (Bachelor Degree in Biological 

Sciences) - Institute of biosciences of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 

2023. 

 

MicroRNAs (miRNAs) are small molecules that regulate gene expression post-

transcriptionally in multicellular organisms by repressing the expression of target mRNAs. 

These small RNAs of approximately 22 nt can pair with a target messenger RNA (mRNA), 

due to base complementarity. A key region of the miRNA called the 'seed' primarily pair with 

3' UTR of target mRNA and, together with the RISC (RNA-induced silencing complex) carried 

out by the enzyme Argonaute (AGO), represses the target, influencing the phenotypic 

expression of the organism.Depending on the processes to which it is subjected during its 

biogenesis, the hairpin  precursor of a miRNA has one of its arms preferentially selected by 

the RISC. Each of these arms has distinct sequences, including the 'seed' region for 

identifying a repertoire of target mRNAs through complementarity. Arm switching is defined 

as the inversion of the prevalence of one microRNA arm from the one of the same precursor 

in response to cellular contextual change through a set of mechanisms that interact between 

them. This work aims to show the current state of the art of knowledge about the molecular 

processes and biological factors that lead to the change of miRNA arms (i.e., arm switching) 

in animals. In the present study, the processes were categorized into intrinsic and extrinsic 

factors due to the chemical properties of miRNAs. 

 

 

Key words: animal genetics, microRNA, arm switching, gene regulation, arm selection, 

thermodynamic stability, biogenesis 
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1. Introdução ao problema abordado 

 

Desde sua descoberta em 1993 em estudos sobre o desenvolvimento de helmintos, 

os microRNAs (miRNAs) foram encontrados em diversos grupos eucariotos, inclusive em 

humanos (Bartel 2018; Berezikov 2011). Essas pequenas, porém abundantes moléculas, 

representam de uma nova camada do complexo sistema de regulação gênica e fisiológica, 

por onde mecanismos adaptativos e evolutivos atuam. Desde então, foram feitas diversas 

descobertas sobre as funções regulatórias de RNA, incluindo aspectos de sua estrutura, 

biogênese, pareamento, vias biológicas que participam e como a seleção natural atua sobre 

elas.  

Os miRNAs, bem como outros transcritos não-codificantes de proteínas, são 

reconhecidos como elementos fundamentais na regulação de mecanismos biológicos 

diversos, incluindo ontogênese, diferenciação celular, regeneração, e em diversas doenças, 

especialmente no câncer. Por estes motivos, um crescente corpo de estudos com interesse 

nos princípios de função, regulação e evolução de miRNAs se estabeleceu nas duas últimas 

décadas e continua a crescer.  

Os miRNAs são pequenas moléculas não codificantes (~22nt) que contém uma 

sequência determinante na porção 5' chamada região seed (2-8 nt) que canonicamente age 

junto a um complexo silenciador no reconhecimento de sítios complementares (microRNA 

recognition elements; MREs) na porção 3'UTR dos transcritos de RNAs mensageiros 

(mRNAs) alvo. O pareamento simples de "Watson e Crick" entre miRNA-mRNA pode levar à 

inibição da transcrição com o bloqueio da tradução ou a degradação da molécula alvo. 

Como cada família de miRNA é determinada pela identidade de bases da região seed, 

pressupõe-se possuir um repertório de mRNAs alvo comuns. Assim, cada família de miRNA 

usualmente está associada à regulação de processos biológicos específicos. 

De modo geral, os genes de miRNA são transcritos pela maquinaria das células e, 

em seguida, processados pelas enzimas Drosha e Dicer, resultando em um duplex de RNA. 

Cada fita deste duplex de RNA é denominada como o "braço" do miRNA. Após, este duplex 

é incorporado ao complexo protéico de silenciamento induzido por RNA (RISC) que possui 

uma enzima da família Argonauta (AGO) como molécula principal. Com este acoplamento, 

ocorrem mecanismos que levam ao strand selection (seleção preferencial de um dos braços 



8 

 

de miRNA), o qual terá atividade funcional, enquanto o outro é prontamente degradado. Em 

RISCs distintos, diferentes braços de um mesmo precursor de miRNA (pre-miRNA) podem 

ser preferencialmente selecionados.  

Estudos que quantificam a expressão de miRNAs mostram que os braços 

complementares de um mesmo pre-miRNA normalmente se acumulam nas células em 

quantidades constantes e assimétricas, indicando que a seleção de braços é enviesada a 

uma proporção de abundância relativa entre os braços de um mesmo precursor (Ro et al., 

2007; Landgraf et al., 2007; Bartel 2018). Ainda, estudos comparativos mostram que a 

seleção de braços de miRNAs pode variar entre tipos de tecidos, entre fases de 

desenvolvimento e até mesmo entre espécies. Isto indica que a fase de seleção de braços 

de miRNA é um processo direcionado e coordenado por variáveis ainda não totalmente 

conhecidas. Esta diferença na preferência seletiva implica na flutuação da abundância de 

transcritos de miRNAs funcionalmente ativos acoplados aos complexos RISC, no que 

parece ser um mecanismo positivamente selecionado ao longo da evolução por viabilizar 

melhores respostas adaptativas frente às mudanças de contexto celular, tecidual ou do 

organismo no ambiente. Desta forma, havendo a seleção diferencial de braços temos por 

vezes a mudança na abundância relativa entre os transcritos funcionais de miRNA que é 

denominada "arm switching" (Figura 1). Este evento é reconhecido como um processo ativo 

de otimização e auto-regulação funcional das células que atua de forma rápida e localizada 

sobre o conjunto de miRNAs expressos (miRNoma). Logo, o arm switching parece ter se 

fixado em diferentes táxons como um mecanismo celular adaptativo, no qual processos de 

modulação de fenótipo favorecem respostas adaptativas do organismo. Além disso, a 

ocorrência de arm switching  parece estar associada a doenças e desordens, tornando-o um 

potencial biomarcador, de modo que seu mapeamento pode oferecer insights para o 

desenvolvimento de novas biotecnologias na área da saúde.  
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Figura 1 | Arm switching são eventos de mudança do braço preferencialmente selecionado de um 
miRNA precursor o que presumidamente leva a uma mudança do repertório de mRNAs alvos. 
Diversos fatores revisados neste trabalho podem determinar a seleção de braço de miRNA podem 
levar ao arm switching. 
Fonte: Imagem elaborada pelo autor 

 

2. Justificativa e objetivos 

 

Apesar da centralidade dos eventos de arm switching de miRNAs e do crescente 

corpo de evidências acerca de seu impacto funcional e evolutivo, permanecem ainda 

abertas diversas lacunas no conhecimento sobre este fenômeno, especialmente no que diz 

respeito às variáveis que o governam. O objetivo deste trabalho de conclusão de curso é 

fornecer uma revisão sistemática do atual estado da arte sobre os mecanismos de seleção 

de braços e arm switching, discutindo aspectos causais, os processos biológicos 

subjacentes, importância biológica e evolutiva bem como propor uma discussão sobre o 

tema e trazer perspectivas futuras sobre os processos biológicos e temas abordados. 

 

3. Biogênese canônica de miRNAs em metazoários 

 

O processo de biogênese de miRNAs já foi amplamente estudada e hoje conta com 

uma robusta literatura, incluindo diversos artigos de revisão (Ha e Kim, 2014, Bartel 2018, 
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Gebert e MacRae 2019; Figura 2). Durante a biogênese, os genes de miRNA são transcritos 

pela enzima RNA polimerase ll (Figura 2a). Cerca de 15% dos miRNAs são classificados 

como miRtrons seus genes estão contidos em introns de outros genes e são codificados 

junto a eles e processados independentemente da enzima Drosha (Salim et al., 2022; 

Berezikov 2011). O transcrito inicial é chamado de pri-miRNA (microRNA primário), passará 

por várias etapas de processamento até se formar uma fita de miRNA madura 

biologicamente funcional. O pri-miRNA tipicamente apresenta uma estrutura secundária em 

forma de hairpin ou stem loop com uma região de dupla fita, stem, de aproximadamente 33-

39 pb conectadas por um loop em fita simples e flanqueada por uma cap 5' e uma cauda 

poli(A) 3' (Figura 2b) (Han et al., 2006; Ha e Kim, 2014; Kwon et al., 2016). Ainda no núcleo, 

em metazoários, ocorre o processamento inicial pelo complexo microprocessador, composto 

pela enzima conservada em animais Drosha e pela coenzima DiGeorge syndrome critical 

region 8 (DGCR8; homóloga a Pasha de Drosophila melanogaster e PASH-1 em 

Caenorhabditis elegans) (Figura 2b). O complexo Drosha-DGCR8 exibe atividade 

endorribonucleolítica típica de RNAses III reconhecendo o pri-miRNA e clivando-o 

aproximadamente na posição de 11 pb posterior a junção basal, removendo as regiões 

flanqueadoras e parte da dupla fita deixando saliências de 2 nt nas terminações 3' expondo 

fosfato 5'. Essas saliências têm um papel crucial no reconhecimento de miRNAs, devido à 

assimetria termodinâmica resultante de sua estrutura. (Denli et al., 2004; Gregory et al., 

2004,Nicholson et al., 2014). O produto formado nessa etapa é o pre-miRNA (microRNA 

precursor) que mantém a estrutura stem loop com cerca de 65-70 nt (figura 2c) (Know et al., 

2016). A Exportina (XPO5) junto a RAN-GTP (RAs-related Nuclear protein-GTPase) 

exportam o pre-miRNA ao citoplasma (Figura 2c) (Kim et al., 2016; Clancy et al., 2019). Uma 

vez no citoplasma, o pre-miRNA é reconhecido pela enzima Dicer, outra enzima da família 

RNAse III. Existem diversos homólogos de Dicer amplamente distribuídos em eucariotos, 

cada um desempenhando uma variedade de funções. A Dicer é conhecida como uma 

"régua molecular" porque é capaz de realizar clivagens com base na contagem de 

nucleotídeos. As saliências do pré-miRNA geradas pela Drosha são reconhecidas pelo 

domínio PAZ (PIWI-Argonaute-ZWILLE) da Dicer (Figura 3a). Em vertebrados, a Dicer opera 

junto a outras duas proteínas parálogas auxiliares de reconhecimento de dsRNA (dsRBP), a 

TRBP (transactivation response element RNA-binding protein) e PACT (protein activator of 

PKR). A Dicer realiza a clivagem do pré-miRNA próximo à região loop, com base na 

contagem de nucleotídeos a partir das saliências (Figura 2d). Existem duas maneiras de 
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medir o ponto de clivagem. No caso em que a porção 5' é mais estável, o pre-miRNA se 

acomoda no sítio de reconhecimento 3’ no domínio PAZ da Dicer. A contagem é feita a partir 

da parte 3' (3'-counting rule), e a clivagem ocorre entre 21-25 nt do ponto de medição, 

dependendo da isoforma da Dicer. Em certos casos, quando a extremidade 5' do pre-miRNA 

é relativamente instável devido ao mal-pareamento, o miRNA é ajustado no sítio de 

reconhecimento de no domínio plataforma, alterando a contagem de nucleotídeos, e a 

clivagem ocorre a 22 nt a partir da terminação 5' (5'-counting rule) (Figura 2a) (Kim et al., 

2020). Essas clivagens diferenciais podem levar à geração de variantes de miRNAs 

chamados isomiRs. (revisado por Dhanoa et al., 2019; Nielsen, Goodall e Bracken 2012).  

 

 

Figura 2 | Biogênese de miRNAs. (a) a transcrição do gene de miRNA é feita RNA polimerase ll. (b) logo 

o transcrito primário pri-miRNA é incorporado ao complexo microprocessador composto pela Drosha e 

DGCR8 que cliva o pri-miRNA a 11 nt de sua junção basal representado pela linha e setas em vermelho. ( 

C ) A molécula resultante é o pre-miRNA e esta é exportada ao citoplasma pelas XPO5 com associação 

com a RAN-GTP. (d) No citoplasma, o complexo formado pela Dicer, TRPB e/ou PACT em humanos que 

promovem a clivagem na região loop do pré-miRNA. A Dicer é reconhecida por ser uma “régua molecular” 

por ser capaz de contar 22 nt para sua clivagem. (e) Forma-se um duplex de braços de miRNA ao qual 

será incorporado o RISC. Fonte: Imagem elaborada pelo autor 

 

O produto da clivagem realizada pela Dicer tipicamente resulta em uma molécula de 

dsRNA com aproximadamente 22 nt pareados. Este duplex apresenta saliências de 2 nt em 

cada uma dos terminais 3’ (Figura 2e). MiRNAs de um mesmo precursor são chamados de 

fitas complementares e cada uma dessas fitas ganha a denominação de ‘braço’. A princípio, 

o braço que normalmente encontrado em amostras biológicas era chamado de braço ou fita 

guia ou simplesmente miR enquanto seu complementar era chamado braço ou fita 

passageira ou miR* (Bartel 2018, Guo e Lu 2010). Atualmente, esta é uma nomenclatura em 

desuso e recomenda-se o uso dos sufixos -5p ou -3p (Medley et al., 2020) que se referem a 
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posição do braço nas moléculas precursoras para nomear as sequências de miRNA. Por 

exemplo, um braço de miRNA que tenha origem próxima à porção 5’ do pré-miRNA se 

chamará braço-5p (Figura 2e).  

 

 

Figura 3 | Estruturas e domínios das proteínas Dicer e Argonauta 2 (Ago2). (a) Estrutura da Dicer é 

composta pelos domínios Helicase, responsável pelo reconhecimento e clivagem do loop, DUF238, 

Plataforma, responsável pelo reconhecimento da terminação 5’ do pré-miRNA, PAZ, responsável pelo 

reconhecimento da terminação 3’ do pre-miRNA, e os domínios RlllDa/RlllDb, com atividade catalítica 

RNAse lll reconhecem e clivam a região indicada em setas vermelhas. (b) Estrutura da Ago2, protagonista 

do RISC. É composta pelos domínios MID, e PIWI, cujo a interface entre estes reconhece a terminação 5’ 

da fita guia, o domínio N responsável pelo desenovelamento do duplex e a região PAZ que reconhece a 

terminação 3’ do miRNA. Em amarelo está representada a exposição da região seed. Fonte: imagem 

elaborada pelo autor 

 

A seguinte etapa do processamento de miRNAs compreende a incorporação do 

duplex ao RNA-induced silencing complex (RISC) (Figura 4a). Isso resulta na formação do 

complexo temporário miRISC (miRNA + RISC). O RISC é protagonizado por uma proteína 

da família Argonauta (Ago), responsável pela repressão direta de mRNAs. Em animais, 

diferentes genes ortólogos codificam proteínas da família argonauta que é dividida em Ago, 

WAGO, homólogas a argonautas específicas de vermes (C. elegans) e PIWI, enzimas 

restritas a células germinativas responsáveis pela manutenção da integridade destas. É 

conhecido que existem apenas duas cópias (Ago1 e Ago2) em moscas e existem 4 cópias 

(Ago1-4) em mamíferos. A família de proteínas argonauta tem função efetora no 

silenciamento de mRNAs. Resumidamente, uma Ago constitui-se em quatro domínios: N, 

PAZ, MID e PIWI (Figura 3b). O domínio N desempenha função no desenovelamento do 
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duplex durante a incorporação ao RISC. O domínio PAZ reconhece as terminações 3’. Os 

resíduos na interface entre os domínios MID e PIWI correspondem a uma região de 

reconhecimento de nucleotídeos 5’. Em humanos, o domínio PIWI da Ago2 tem atividade 

endoribonucleolítica conhecida como “slicer” (Liu et al., 2004; Willkomm et al., 2022; Mallick 

et al., 2019).  

O RISC seleciona preferencialmente apenas um dos braços do duplex por um 

processo específico que na literatura pode ser referido com os termos strand selection, 

asymmetric selection ou arm-sorting (Okamura et al., 2009; Hu et al., 2009, Marco et. al., 

2012; Suzuki et al., 2015; Kim et al., 2020; Medley et al., 2021). Os braços de um mesmo 

precursor tendem a se acumular em razões desproporcionais e em taxas significativamente 

constantes. Esse fenômeno é relevante para determinar o padrão de silenciamento mediado 

pelo complexo miRISC, o qual influenciará vias biológicas e fenótipos específicos. 

 

 

Figura 4 | Incorporação do duplex ao RISC e interação miRNA-mRNA alvo. (a) O RISC incorpora o 

duplex de miRNA (pré-miRISC) com a assistência das Chaperonas HSP90 e HSC70 com a alteração do 

formato da Ago. Após a ejeção da fita passageira, essa é prontamente degradada e há a formação do 

miRISC que será atuante. (b) O reconhecimento dos alvos pelo miRISC ocorre pela identificação da 

região 3’UTR de mRNAs por meio de MREs como a região complementar 3 (13-16 nt) mas principalmente 

pela região seed (2-8 nt). Fonte: imagem elaborada pelo autor 

 

No miRISC, a sequência incorporada servirá como referencial que se ligará por 

complementaridade de bases ao mRNA alvo, comumente à região 3’UTR (3’ untranslated 

region) deste. Os nucleotídeos de posição 2-7 na porção 5’ correspondem ao motif crítico 

para o reconhecimento dos mRNAs alvo chamado seed (Figura 4b). Uma família de miRNAs 

perfaz um conjunto de transcritos cuja região seed é idêntica e, portanto, pressupõe-se que 

reconheçam um repertório equivalente de mRNAs alvos (Pasquinelli, 2012). Ainda, outras 
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formas de reconhecimento de MREs (miRNAs recognition sites) são conhecidas (Marco 

2014). Apesar de mais raras, demonstram ter um papel fisiologicamente importante. Um 

pareamento complementar entre os nucleotídeos 11-20 próximos à terminação 3’ do miRNA 

maduro foi identificado como funcionalmente relevante, ainda que o pareamento da região 

seed tenha sido insuficiente (Figura 4b) (Broughton, 2016). Além disso, o repertório de alvos 

de miRNAs pode flutuar em casos em que as regiões centrais de miRNA identificam regiões 

flanqueadoras das seed ou diferentes MREs. Novas classes de elementos de 

reconhecimento em regiões codificantes estão sendo reportadas e propostas (Zhang et al., 

2018). Estes elementos de reconhecimento não seguem o padrão canônico de pareamento 

com a região seed e demonstram ser relevantes uma vez que há indícios de impactar 

diferencialmente nos mecanismos regulatórios (Seok et al., 2016; Chipman e Pasquinelli 

2019) 

Uma vez identificado o mRNA alvo, a Ago e outras proteínas do miRISC são 

responsáveis pela atividade catalítica. Em animais, diversos processos controlam a 

população de mRNAs, como a repressão da tradução, desestabilização e, mais raramente, 

degradação do alvo. 

  

4. Mecanismos de seleção de braços de miRNAs maduros funcionais 

 

Strand selection ou seleção de braços é o processo da biogênese pelo qual uma das 

fitas do mesmo pre-miRNA é selecionada de forma não aleatória pelo RISC para ser 

incorporada. A prevalência e abundância de braços de miRNAs têm impacto direto na 

expressão de fenótipos, uma vez que a mudança do braço de miRNA incorporado ao RISC 

resulta em uma alteração nos alvos afetados. Conforme mencionado anteriormente, apenas 

uma das fitas do duplex se torna biologicamente funcional.  

Ao sequenciar miRNAs, observa-se que eles se acumulam nos tecidos seguindo 

determinados padrões de concentração de um dos braços em relação ao seu 

complementar, gerando uma relação de abundância relativa 5p/3p. Em moscas, a 

incorporação de miRNAs ocorre facilitadamente à Ago1 devido a alterações nas posições 9-

10 do duplex. Porém, é possível ocorrer a incorporação do duplex à Ago2 através do RISC-

Loading complex (RLC) composto pela Dicer (Dcr-2) e uma enzima acompanhante R2D2 

(Czech et al., 2009; Förstemann et al., 2007; Tomari, Du e Zamore 2007). Em C. elegans a 

incorporação ocorre pela ação da família ALG (Argonaute like Genes) (Aalto et al., 2018). 
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Em mamíferos, todos os quatro membros da família Argonauta podem incorporar miRNAs 

com preferência a duplex com mal-pareamentos internos, nas posições nucleotídicas de 8-

11 (Su et al., 2009, Okamura et al., 2009). Apesar das diferenças que distinguem cada 

membro da família argonauta, não existe diferença evidente destas proteínas em mamíferos 

quando se trata da atividade de incorporação de miRNAs (Suzuki et al., 2015).  

Os mecanismos que determinam a seleção de braços ainda não são totalmente 

esclarecidos, mas as principais evidências sugerem que a determinação de qual fita é 

preferencialmente selecionada é conduzida principalmente por propriedades 

termodinâmicas do duplex de RNA e das enzimas envolvidas na biogênese. É consenso que 

as duas propriedades que melhor explicam a seleção de braços são: (I) a estabilidade 

termodinâmica da porção 5’ e (II) a identidade dos nucleotídeos 5’. Estas propriedades 

termodinâmicas contribuem simultaneamente, e, dentro desta abordagem, são descritas 

duas formas de ejeção do braço passageiro (aquele que terá curta duração no miRISC e 

será prontamente degradado). A primeira forma é slicer-independente e slicer-dependente. 

(Suzuki et al., 2015). 

Porém, recentemente tem sido observado casos onde a prevalência de um braço de 

miRNA não segue, necessariamente, as regras supracitadas, deixando a sugestão de que 

outros fatores e propriedades podem também influenciar na seleção de braços. Por 

exemplo, em alguns casos, miRNAs maduros previamente estabelecidos como sendo fita 

guia, seja pela expressão prevalente ou pelas propriedades termodinâmicas mencionadas, 

não foram aqueles predominantemente expressos quando em diferentes contextos 

celulares. Ro e colaboradores (2007) analisaram as sequências de miRNAs humanos 

disponíveis no banco de dados miRBase (Maio de 2007, Griffiths-Jones et al., 2006) e 

verificaram que 75% destes miRNAs (57 de 76 pares) não seguiram a seleção de braços 

conforme o esperado pela regra termodinâmica. Ainda, neste mesmo trabalho, encontraram 

32 pares expressos em outras espécies que também não seguiram essa regra. Medley e 

colaboradores (2020) fizeram outra análise considerando também a identidade do 

nucleotídeo 5’ e concluíram que essas duas regras por si só não determinam a seleção de 

braços. Ao analisar dados do miRBase (Versão 22.1, Kozomara et al., 2019) de C. elegans, 

D. melanogaster e H. sapiens constataram que mais da metade das seleções de braços de 

miRNAs não são explicados por nenhuma dessas propriedades conjuntamente, e entre 17 e 

25% não são explicados por nenhuma dessas propriedades separadamente. Ainda, há 

casos, como o do mir-34 humano, ao qual suas anotações são de funções distintas para 
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cada um dos braços, mas são expressos em razões 5p/3p significativamente equivalentes 

em certos tecidos (Córdova-Rivas et al., 2019, Feng et al., 2019), dificultando, assim, 

determinar qual das fitas é a guia. A razão entre as fitas 5p/3p não é fixa e oscila 

dependendo do contexto (Hu et al., 2009; Ro et al., 2007). Levando em conta estas 

evidências, o padrão contexto-dependente da razão de braços de miRNA é frequentemente 

denominada uso de braços (arm usage - padrão ou perfil de expressão de braços em 

determinados contextos) e demonstra que o viés de seleção de braços não é inalterável 

(Marco et al., 2010, 2012; Griffith-Jones et al., 2011).  

Não só o padrão de uso de braços pode variar entre tecidos, o padrão de 

abundância relativa entre os braços também flutua entre tecidos (Ro et al., 2007; Landgraf et 

al., 2007; Cloonan et al., 2011; Gong et al., 2014; Pundhir e Gorodikin, 2015; Ludwig et al., 

2016; Nong et al., 2020), ao longo dos estágios de desenvolvimento (Jagadeeswaran et al., 

2010; Sayed e Abdellatif, 2011; Glazov et al., 2015; Pinhal et al., 2018; Oliveira et al., 2022), 

entre machos e fêmeas em uma mesma espécie (Bizuayehu et al., 2012; Guo et al., 2016; 

Pinhal et al., 2016) e em resposta às condições ambientais abióticas (Simone et al., 2009; 

Nallamshetty, Chan e Loscalzo, 2013; Yan et al., 2015; Zhang et al., 2021) e bióticas (Chen, 

Zhou e Li, 2018; Croston et al., 2018; Weidner et al., 2022) ou entre diferentes estados 

fisiológicos e de saúde (Sayed e Abdellatif, 2011; Brites e Fernandes, 2015; Quintanilha et 

al., 2017; Menezes, Balzeau e Hagan, 2018; Çakmak e Demir, 2020; Ribeiro et al., 2022). 

Além disso, o padrão de uso de braços pode ser interespecificamente inconstante, ou seja, 

ao se comparar o perfil de expressão de miRNAs em tecidos homólogos é possível 

encontrar variações na expressão relativa das fitas 5p/3p de miRNAs específicos (de Wit et 

al., 2009; Hu et al., 2009; Marco et al., 2010; Griffiths-Jones, 2011; Mehrabadi et al., 2013; 

Biryukova, Ye e Levashina, 2014; Saad et al., 2015; Leite et al., 2016; Qu et al., 2020; Nong 

et al., 2021). Isto é tido como um fator que está envolvido com a variabilidade de fenótipos 

da biodiversidade eucariótica.  

Todos estes achados indicam que existe uma mecanismo ativo de modulação do 

perfil de expressão de miRNAs a depender do contexto denominado arm switching. Este 

fenômeno biológico emergente surge como um potencial fator relacionado à adaptação dos 

organismos ao desempenhar um meio de modulação de fenótipos. Portanto, a identificação 

dos fatores e propriedades determinantes que influenciam a seleção do braço e o seu uso 

nos diferentes contextos é de essencial importância para a compreensão do mecanismo em 

questão. 



17 

 

 

5. Seleção alternativa de braços de miRNAs ou “arm switching” 

 

Há pouco mais de uma década acreditava-se que a fita de miRNA dita como 

‘passageira’ seria descartada e imediatamente degradada. Entretanto, com o incremento do 

sequenciamento de alta performance, foi possível detectar a presença de fitas passageiras 

nos tecidos em quantidades reduzidas, mas, ainda sim, em níveis fisiológicos funcionais (Ro 

et al 2007; Okamura et al., 2008; Guo e Lu 2010). Similar às ‘fitas guias’, as fitas 

passageiras podem originar sequências maduras e funcionais (Ro et al., 2007). Uma 

evidência pode ser constatada pela conservação das sequências das fitas ‘passageiras’. 

Caso estas fossem inócuas, não seria esperada conservação de bases além dos terminais 

(Okamura et al., 2008; Yang et al., 2015).  Isso se opõe às primeiras concepções que davam 

pouca importância às fitas passageiras, visto que essas eram raramente detectadas em 

amostras biológicas. Atualmente, entende-se que a capacidade regulatória dos miRNAs se 

dá não somente pela ação da fita preferencialmente selecionada mas, sim, pelo conjunto de 

fitas complementares e a abundância relativa dos braços 5p/3p no tecido em determinado 

contexto (Okamura et al., 2008; Huang et al., 2014). Desde então, a comunidade científica 

identificou uma variedade de eventos de arm switching em diversos organismos e tecidos 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Eventos de arm switching encontrados 

Tipo de arm 

switching 

Organismos 

comparados 

Tecidos comparados Contextos 

biológico 

anotados 

Origem das 

sequências 

analisadas 

Referência 

Desenvolvimento G.gal Embrião Embriões (5, 7 e 9 

dias) 

in vivo Glazov et al., 2008 

Desenvolvimento B. mor - Larva, pré-pupa, 

pupa e adulto 

In vivo Jagadeeswaran et 

al., 2010 

Desenvolvimento; 

Interespecífico; 

intertecidual 

T.tri, C.rot, I.sca, 

D.pul, T.cas, 

D.mel, H.mel e 

A.aeg (Arthropoda) 

Músculo pata (T.tri e C.rot) Intertecidual e 

Desenvolvimento 

(T.tri vs. C.rot); 

Interespecífico 

(Todos os 

organismos) 

in vivo (T.tri e 

C.rot); Demais 

organismos: 

miRGeneDB 

Nong et al., 2021 

(Material 

suplementar) 
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Desenvolvimento; 

Intersexual 

O.nil Coração (fêmea), cérebro 

(macho e fêmea), gônadas 

(macho e fêmea), Músculos 

esqueléticos branco e 

vermelho (macho e fêmea), 

olhos e fígado 

Desenvolvimento: 

Embriões vs. 

adultos; 

in vivo Pinhal et al,. 2018 

Desenvolvimento; 

Intertecidual; 

Intersexual 

D.rer Ovário, testículos, olho, 

coração, cérebro, intestino, 

fígado e embriões 

Desenv.: (2.5 horas 

pós-fertilização- 

hpf), esfera (4hpf), 

escudo (6hpf) e 

24hpf 

Banco de dados 

(NCBI SRA) 

Olivera et al., 2022 

Estado de saúde H.sap Diversos tipos de células 

cancerígenas e células de 

tecido adjacente (normal) 

Câncer Banco de 

dados(TCGA). in 

vivo 

Chen et al., 2018 

Estado de saúde; 

Intertecidual 

H.sap; M.mus e 

R.nov 

256 bibliotecas de sRNA de 

26 órgãos e diversas 

linhagens celulares 

Tecidos; adulto e 

embriões; normal, e 

tumorais 

in vivo Landgraf et al., 2007 

Estados de saúde H.sap Células L-02 (hepatócitos 

normais) e HepG2 

(hepatoma) 

Câncer Retirados de 

outros trabalhos 

Guo et al., 2014 

Interespecífico D.mel, T.cas, 

C.ele, C.tel, H.sap, 

C. int, B.flo e N.vec 

(Eumetazoa) 

- Adulto; normal In vitro (T.cas, D. 

mel); Retirados de 

outros trabalhos 

Griffith-Jones et al., 

2010 

Interespecífico C.ele, C.bri e 

C.rem (Nematoda) 

- Normal; Estágios 

misto de 

desenvolvimento 

in vivo de Wit et al., 2009 

(Material 

suplementar) 

Interespecífico T.cas, D.mel, 

B.mor (Insecta) 

- Embriões de 0-5 

dias (T.cas) 

in vivo (T.cas); 

Retirado de outros 

trabalhos (B.mori) 

Marco et al., 2010 

Interespecífico T.cas, D.mel, 

B.mor e S.Fru 

(Insecta) 

Linhagens celulares Sf9   

(S. fru) 

Cultura de células 

(S.fru) 

in vitro (S.fru); 

Banco de dados 

(miRBase; D.mel e 

T.cas) 

Mehrabadi et al., 

2013 

Interespecífico P.tep, T.cas e 

D.mel (Arthropoda) 

Embriões Normal; Estágios 1-

10 (P.tep) 

in vivo (P.tep) e 

Banco de dados 

(miRBase; D.mel e 

T.cas) 

Leite et al., 2016 

Interespecífico H.hol, T.cor, D.mel 

e T.cas 

(Arthropoda) 

- Adulto; normal 

(H.hos e T.cor) 

in vivo; Retirados 

de outros trabalhos 

Qu et al., 2020 

(supplementary text) 
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Interespecífico B.ter e A.mel 

(Insecta; Diptera) 

- Larvas; fêmeas; 

normal 

In vivo (B. 

terrestris); Dataset 

(miRBase; A. 

mellifera) 

Saad et al, 2015 

Interespecífico; 

Resposta ambiental 

A.gam, A.aeg e 

D.mel (Insecta; 

Diptera) 

- Adultos; 

alimentação (A. 

gam: açúcar vs. 

sangue) 

In vivo; Dataset 

(miRBase) 

Biryukova et al 2014 

Intersexual H.hip Cérebro e gônadas Maturação sexual in vivo Bizuayehu et al., 

2012 

Intersexual H. sap 354 datasets de tecidos 

humanos 

Gênero: macho e 

fêmea; tecidos 

normais e tumorais 

Dataset (NCI-

TCGA) 

Guo et al., 2016 

Intertecidual S.Mal Ropálio vs. tentáculos Adulto (medusa); 

normal 

in vivo Nong et al., 2020 

Intertecidual M.Mus Estômago vs. Baço Normal In vivo Ro et al., 2007 

Intertecidual H.sap 61 tecidos humanos - in vivo Ludwig et al., 2016 

Intertecidual H.sap e M.mus 15 tecidos de M.mus e 9 

linhagens celulares de 

H.sap 

 in vivo; in vitro Kim et al., 2020 

Intertecidual H. sap Cérebro, coração, rim, 

fígado, pulmão, ovário, 

placenta, baço, etstículo e 

timo 

Normal; in vitro; Dataset 

NCBI SRA) 

Cloonan et al., 2011 

Intertecidual H.sap 410 sRNA datasets 

divididos em 15 tecidos e 

linhagens celulares 

Normal e doente Dataset (NCBI 

SRA) 

Gong et al., 2014 

Intertecidual H.sap Sangue; cérebro; mama; 

cérvice; epitélio; células 

tronco embrionárias; fígado; 

pulmão; pele 

Linhagens celulares Dataset (NCBI 

GEO) 

Pundhir e Gorodkin, 

2015 

 Estudos que identificaram eventos de arm switching de miRNAs encontrados nesta revisão. A.aeg = Aedes Aegypti; A.gam = 

Anopheles gambiae; A.mel = Apis mellifera; A.mal = Sanderia malayensis; B.flo = Branchiostoma floridae; B.mor = Bombyx mori; B.ter 

= Bombus terrestris; C.bri = Caenorhabditis briggsae; C.ele = Caenorhabditis elegans; C.int = Ciona intestinalis; C.ram = 

Caenorhabditis remanei; C.rot = Carcinoscorpius rotundicauda; C.tel = Capitella teleta; D.mel = Drosophila melanogaster; D.pul = 

Daphnia pulex; D.rer = Danio rerio; G.gal = Gallus gallus; H.hip = Hippoglossus hippoglossus; H.hol = Helicorthomorpha holstii; H.mel 

= Heliconius melpomene; H.sap = Homo sapiens; I.sca = Ixodes scapularis; M.mus = Mus musculus; N.vec = Nematostella vectensis; 

O.nil = Oreochromis niloticus; P.tep = Parasteatoda tepidariorum; R.nov = Rattus novergicus; S.fru =  Spodoptera frugiperda; T.cas = 

Tribolium castaneum; T.cor = Trigoniulus corallinus; T.tri = Tachypleus tridentatus. 

 

As evidências de que a variação do padrão de uso de braços em resposta ao 

contexto indicam que a seleção de braços é orientada por processos que ativamente 
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modificam a abundância dos miRNAs em um mecanismo de alternância responsiva da 

seleção de braços. Quando este mecanismo leva à inversão total da preferência de seleção 

do RISC e consequente mudança da prevalência entre braços 5p e 3p de mesmo precursor, 

o fenômeno é chamado arm switching (Liu et al,. 2008; De Wit et al., 2009; Marco et al., 

2010; Griffith-Jones et al.,  2011; Berezikov 2011). Apesar de permanecer pouco estudado, 

eventos de arm switching demonstram ter profunda importância na adaptação e 

diversificação de novas funções em eucariotos, contribuindo para o ajuste fino da regulação 

de fenótipos e processos adaptativos.  

O impacto do arm switching na biologia de organismos se deve ao fato de que os 

braços de miRNAs estão pareados antisenso no duplex, e por este motivo, as regiões seed 

e outras MREs não coincidem (Figura 4a). A mudança na sequência incorporada ao RISC 

altera o repertório de mRNAs alvos afetados e, consequentemente, leva à repressão de um 

conjunto diferente de genes que pode levar a alterações fenotípicas (Li et al., 2012b;  Kim et 

al., 2020). Dada a atividade dicotômica da seleção de braços (i.e., seleção da fita 5p ou 3p 

pelo complexo RISC), eventos de arm switching implicam na supressão da atividade 

regulatória de determinadas vias e funções biológicas em prol da amplificação de outras. 

Isto permite supor uma relação de demandas conflitantes (trade off) existente entre as fitas 

complementares com base em suas funções associadas. Por exemplo, a alteração das 

taxas de miR-155 em humanos ocorre de acordo com a ativação de células dendríticas 

plasmocitóides e os braços do miR-155 possuem efeitos antagônicos ao que se refere à 

produção de interferons sendo que a fita antes reconhecida como passageira, miR-155-3p, 

tem seus níveis de expressão aumentados quando há estimulação do ligante TLR7 de 

células dendríticas plasmocitóides (pDCs), enquanto miR-155-5p é reduzido (Zhou et al., 

2010, Alivernini et al., 2018, Dawson e Piccinini 2022). O incremento de uma função 

biológica ao custo da supressão de outra função, marcada pela diminuição da expressão 

relativa de um dos braços de miRNA, pode trazer vantagens adaptativas (de Wit et al 2009; 

Griffiths-Jones et al.,2011). Desta forma, arm switching evoluiu como um mecanismo 

endógeno que provoca a mudança no perfil de expressão predominantemente funcional 

interferindo no repertório de mRNAs alvos e vias biológicas e convertendo as funções 

celulares ativas. No entanto, os processos que sustentam a resposta contexto-dependente 

dos miRNAs ainda não são completamente esclarecidos. 

O arm switching se caracteriza, portanto, como um fenômeno de natureza 

referencial, ou seja, sua detecção só é possível por meio de uma análise comparativa do 
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perfil de expressão de miRNAs em diferentes contextos biológicos. Por isso, o arm switching 

pode ser classificado como  (i) intraespecífico ou parálogo quando ocorre expressão 

diferencial em contextos distintos dentro de uma espécie ou indivíduo, e (ii) interespecífico 

ou ortólogo quando ocorre expressão diferencial entre tecidos homólogos de espécies 

diferentes. 

Espécies filogeneticamente próximas tendem a apresentar semelhança quanto à 

composição de genes de miRNAs no genoma e, menos frequentemente, quanto ao perfil de 

expressão de miRNAs, e esta semelhança vai sendo perdida quando considera-se espécies 

mais distantes filogeneticamente. Levando isto em consideração, Griffiths-Jones e 

colaboradores sugeriram em seu trabalho em 2011 que a expressão modulável de miRNAs 

é um mecanismo a partir do qual novos fenótipos em diferentes espécies podem surgir e se 

manter pela ação da seleção natural. Contudo, atualmente, não existem dados precisos 

sobre a frequência com que determinado arm switching ocorre, embora algumas estimativas 

tenham sido feitas. No caso Kim e colaboradores (2020), utilizando dados AQ-seq de 15 

tecidos de camundongo e 9 linhagens celulares humanas, identificaram 13% (com desvio 

σ<3%) dos miRNAs com variação na taxa de prevalência dos braços. Entre D. melanogaster 

e Tribolium castaneum, a taxa de arm switching encontrada foi de 11% (Marco et al., 2010). 

Esses dados sugerem que nem todo miRNA complementar está sujeito a arm switching. 

Diante dessa perspectiva, arm switching fornece uma forma adicional de diversificação de 

miRNAs e suas funções biológicas, representando mais uma camada por onde a evolução 

pode agir, uma vez que as duas fitas de miRNA competem pela incorporação no RISC e 

possuem, a princípio, alvos com funções biológicas diferentes, sendo assim, passíveis de 

pressão seletiva. Desta forma, compreender os fatores de seleção de braços de miRNA 

pode elucidar como ocorrem, quais os fatores que os regem e deduzir o impacto destes 

processos na biologia dos organismos e como processos evolutivos atuam por meio da 

regulação via miRNAs. Atualmente, alguns fatores e variáveis que têm influência discutida 

na determinação do arm switching serão descritos a seguir. 

 

6. Fatores de seleção de braço e arm switching 

 

6.1 Intrínsecos ao dsRNA 
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6.1.1 Estabilidade termodinâmica relativa dos terminais 5’do pre-miRNA 

 

Os primeiros estudos sobre o viés na seleção de braços buscavam entender esse 

fenômeno nas moléculas de RNAi (RNA interference). Propriedades intrínsecas dos 

miRNAs, mais especificamente do precursor, são determinantes para o desenovelamento do 

duplex e sua incorporação ao miRISC. Em 2003, dois trabalhos, realizados por Khvorova e 

colaboradores e Schwarz colaboradores, chegaram em conclusões semelhantes ao 

investigar as propriedades físico-químicas que levam a uma fita do duplex ser integrada ao 

complexo de silenciamento de mRNAs (i.e., fita guia) e a outra fita ser descartada (i.e., fita 

passageira). Ambos descobriram indícios de que a terminação 5’ com menor estabilidade 

termodinâmica relativa do duplex (ou seja, com ligações de hidrogênio menos estáveis) é 

mais presente na fita guia. Em outras palavras, a fita com menor estabilidade termodinâmica 

relativa na terminação 5’ interage melhor e é selecionada pela Ago. Um único mismatch nos 

quatro primeiros nucleotídeos da terminação 5’ seria suficiente para determinar qual seria a 

fita guia. A explicação proposta é que esta ligação relativamente mais fraca dentro do duplex 

favorece a interação da fita menos instável com as enzimas do complexo RISC.  

A incorporação do duplex e a posterior ejeção da fita passageira são processos com 

consumo de ATP, enquanto a liberação da fita passageira é livre de gasto de energia. O 

modelo da “borracha elástica” (Rubber band model) enuncia que, para a incorporação do 

duplex ao RISC, as chaperonas Hsc70/Hsp90 alteram a conformação da Ago, com gasto de 

energia que é transferida à enzima, permitindo assim a incorporação do duplex (Kawamata 

e Tomari 2010). Neste momento, o complexo é denominado de pre-miRISC, pois é uma 

estrutura temporária que contém as duas fitas de miRNA no duplex. A tensão na molécula é 

logo liberada fazendo com que a Ago retornasse a sua conformação mais estável e, 

consequentemente, ejetando a fita com menor força de ligação com a Ago de maneira ATP-

independente. Essa proposta está de acordo com a ideia de que a f ita guia teria maior 

afinidade de ligação com os domínios de ligação de fosfato na interface MID e PIWI da Ago. 

Essa diferença de afinidade termodinâmica entre as fitas com a Ago, somada à mudança de 

conformação da Ago de mais instável para menos estável, resultaria na ejeção da fita 

passageira. Uma das críticas a este modelo é que a Ago ou o complexo RISC não podem 

“armazenar energia potencial devido às suas propriedades estruturais”. Em vista as críticas, 

os autores propuseram um novo modelo revisado chamado de “modelo do declive de 

energia” (energy slope model) (Kobayashi e Tomari 2016). Neste modelo, a conformação do 
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RISC é modificada pelas chaperonas Hsc70/Hsp90, com gasto de ATP, a uma forma 

instável mas que permite a inserção do duplex (Figura 3-a). Em outras palavras, as 

chaperonas consomem ATP e diminuem a energia de ativação do RISC em vez de transferir 

energia ao complexo. A ejeção da fita passageira seria explicada pela ação catalítica do 

domínio Terminal-N da Ago, responsável por romper as ligações de nitrogênio do duplex a 

partir da extremidade 3’ da fita guia, como mencionado, com menor estabilidade energética. 

Neste ponto, o desenovelamento do duplex é iniciado lentamente por mal-pareamentos na 

região seed ou na região de ligação suplementar 3’. Porém, substituições em aminoácidos 

únicos nos domínios MID e PIWI de ALG-1 em modelos de C. elegans promoveram a 

seleção diferencial reversa para alguns miRNAs (Chatterjee et al., 2011).  

 

6.1.2 Mal-pareamento central no duplex 

 

Mal-pareamentos ou mismatches em duplexes de miRNA são comuns (Kawamata et 

al., 2009) e estão diretamente relacionados à estabilidade termodinâmica devido às ligações 

de hidrogênio entre as fitas pareadas. Mal-pareamentos centrais são um pré-requisito para a 

incorporação de duplexes de miRNA em Ago1 de D. melanogaster; no entanto, isso pode 

ser restrito a uma espécie ou grupo devido às preferências de elencamento de RNAi entre 

dme-Ago1 e dme-Ago2. O mesmo ocorre com ALG-1 e ALG-2 em C. elegans. A inserção de 

mismatches na posição 12-15 da "fita guia" facilita o desenovelamento e leva à “Inverted 

asymmetry selection” pela Ago1 de moscas (Kawamata et al., 2009). Okamura et al., em 

2009, sugerem que em dme-Ago1 seleciona o chamado “miR” enquanto a Ago2, restrita a 

siRNAs exógenos, está relacionada à geração dos então chamados “miR*”. Ambas atuam 

em paralelo na produção do braço de miRNA em resposta ao contexto. No entanto, ao que 

se sabe, esses achados não foram reproduzidos. 

O mecanismo de ordenação de RNAi é menos rigoroso em humanos e outros 

mamíferos. Mal-pareamentos são importantes para a ejeção de fitas em Ago com atividade 

catalítica ‘slicer’ reduzida ou inexistente. Foram realizados experimentos que demonstraram 

que a inserção de mal-pareamentos nas posições centrais ou complementares 3' da fita guia 

promoveu a etapa de  seleção de braços ou o desenovelamento (aumento da produção da 

fita guia)( Okamura et al., 2009; Kawamata et al. 2009; Czech et al., 2009; Yoda et al.,2010). 

Esses resultados sugerem que, pelo menos em parte, a estabilidade do duplex como um 

todo não é uma variável utilizada pela Ago para a seleção da fita, mas sim a estabilidade e a 
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identidade da terminação 5' (Hu et al., 2009). A estabilidade termodinâmica no centro do 

duplex é importante, mas aparentemente é menos importante do que outras características 

(Zinovyeva et al., 2015). No entanto, além de não existir um sistema aparente de ordenação 

de siRNAs para os 4 membros da família Ago de humanos e mamíferos, os mal-

pareamentos centrais não mostram ter efeito aparente na seleção de braços neste grupo. 

No entanto, mismatches nas regiões seed (2-8nt) e complementar 3' (12-15nt) facilitam o 

desenovelamento para Ago1, 3 e 4, que são deficientes em atividades catalíticas (Domínio 

N). 

 

6.1.3 Exposição do fosfato 5’ e identidade do nucleotídeo 5’ terminal 

 

 Tipicamente, as RNAses lll clivam moléculas de dupla fita, resultando em saliências 

de 2 nt na região 3', o que expõe grupos hidroxila nessa região e grupos fosfato na 

terminação 5' (Nicholson, 2014). O domínio MID da enzima Ago é responsável pelo 

reconhecimento da porção fosfatada da terminação 5’ da fita guia, sendo considerado um 

pré-requisito para a interação miRNA-RISC.  Em experimentos in vitro,  bloquear a 

fosforilação na terminação 5' da fita guia de dsRNAs artificiais resulta na incorporação da fita 

passageira ao RISC, apesar da assimetria termodinâmica contrastante causada por mal-

pareamentos engenheirados artificialmente (Kawamata, Yoda e Tomari, 2011). Além disso, 

o domínio MID da Ago2 apresenta preferências a formar ligações com terminais U ou A na 

terminação 5’. Consistentemente, as fitas guia apresentam um viés de uracila nas suas 

terminações 5’ enquanto que na fita passageira tem o viés de citosina na 5’ (Hu et al., 2009; 

Frank et al., 2010; Seitz, Tushir e Zamore 2011). Ainda, o início das fitas menos expressas 

apresenta um excesso de pirimidinas (U e C). Isso indica que diferentes fatores podem estar 

associados com a escolha da fita em miRNAs distintos. Alterações específicas na proteína  

ALG em estado selvagem que levam a mudanças na seletividade das fitas têm impactos 

mais proeminentes do que a deleção total de seu gene, o que indica o grau de impacto de 

arm switching no organismo (Zinovyeva et al., 2014 e 2015). Porém, estes achados podem 

representar um sistema de ordenação de preferência da identidade da fita guia, descrito 

como modelo de hierarquização do duplex (duplex sorting model), que poderia compensar a 

inversão indevida de braços (Figura 4) (Czech et al., 2009; Seitz, Tushir e Zamor 2011; 

Zinovyeva et al., 2015). Porém, isolar a variável de identidade 5’ de miRNAs das demais 

como a estabilidade termodinâmica e a diversidade de parálogos de Ago dificulta em 



25 

 

identificar a real preferência nucleotídica do domínio MID. Contudo, ao que se entende, a 

Ago teria maior afinidade em estabelecer ligação, e portanto selecionar as fitas com 

nucleotídeos com identidade 5’ U ou A, nesta ordem, em detrimento de  C e G, também 

nesta ordem (Mi et al., 2008; Frank et al., 2010, Seitz, Tushir e Zamor 2011; Kim et al 2020). 

Experimentos realizados por Okamura et al., em 2009 conseguiram inverter a seleção de 

braços (arm switching) pela Ago1 de moscas mudando o nucleotídeo 5’ para U na “miR*”. 

Interessantemente, Young e colaboradores (2022) publicaram um artigo mostrando que foi 

possível inverter a preferência de seleção de braços de 3p para 5p do miR-140 exclusivo de 

condrócitos, o que chamaram de stoichiometric reversion (inversão estequiométrica). Este 

evento foi induzido por mutações no último nucleotídeo 5’ da fita 5p (passageira) de C➡U e 

das fitas 3p (guias) de UA➡CG, seguindo os padrões de ordenação mencionados. Estes 

achados confirmam, ao menos em parte, os preceitos do  “duplex sorting model”  

 

6.1.4 Twin-drive model: modelo de acionamento duplo 

 

 Suzuki e colaboradores, em 2015, propuseram o que chamaram de modelo de 

“acionamento duplo” (Twin-drive model) para explicar como coexistem a regra da assimetria 

termodinâmica terminal e a regra da identidade dos nucleotídeos 5’. Neste modelo, o 

domínio MID da Ago é composto por dois sensores ou sítios de reconhecimento: um para a 

identificação do fosfato no esqueleto da molécula (G drive) e um capaz de identificar o 

nucleotídeo (N drive) (Figura 4). O sítio de reconhecimento do fosfato seria capaz de 

reconhecer a estabilidade termodinâmica da fita. Em experimentos que testaram esta 

hipótese, proteínas mutantes nestes resíduos em Ago2 demonstraram redução na razão 

5p/3p de miRNAs testados. Os autores apontaram ainda que este modelo descreve como a 

assimetria termodinâmica relativa sozinha não explica os mecanismos de seleção de braços 

e que processos não passivos contribuem para a seleção da fita.  

Interessantemente, Hu e colaboradores em 2009 que buscavam avaliar os 

determinantes da seleção de braços em humanos, analisaram 895 miRNAs com diferença 

de expressão entre os braços de até 1:10. Nesse estudo foram detectados que 103 miRNAs 

(11,5%) não apresentaram nenhuma das propriedades termodinâmicas e de identidade para 

explicar a seleção dos braços. No entanto, à medida que a relação de abundância foi 
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aumentada (máx. 1:1000), outras características relacionadas à identidade dos nucleotídeos 

5’ se tornam gradualmente mais determinantes. No trabalho de Suzuki et al. 2015, foi 

realizado um experimento semelhante, no qual elencaram quais nucleobases que mais 

contribuem para a seleção de braços. Esses resultados, juntamente com o fato de que 

ambas as fitas do precursor podem gerar um miRNA funcional, sugerem que a principal 

força seletiva é a estabilidade termodinâmica relativa entre as terminações 5' do duplex. No 

entanto, isso não é um fator determinante ou isolado e mecanismos de flexibilização da 

seleção de braços atuam para otimizar a resposta fisiológica do organismo. 

  



27 

 

 

 

Figura 4 | Twin drive model: Este modelo foi elaborado para explicar a coexistência das regras da 

estabilidade termodinâmica e da identidade terminal 5’ na seleção de braços. O Domínio MID da Ago teria 

sensores capazes de reconhecer a estabilidade do duplex através do esqueleto fosfato, representado no 

círculo “P”, e sensores que identificariam a identidade nucleotídica da terminação 5’. Ainda, o sistema de 

ordenação de bases as quais a Ago teria maior afinidade U > A > C e G. Fonte: Imagem elaborada pelo 

autor. 

 

6.2 Extrínsecos ao dsRNA 

 

6.2.1 Clivagem diferencial das terminações 

Considerando que a seleção de braços adequada depende das propriedades das 

terminações das moléculas de miRNA, a clivagem precisa das fitas se torna um tópico de 

importância. Por vezes, as enzimas responsáveis Drosha e Dicer nem sempre produzem 

cortes constantes, o que ocasionalmente leva à alteração do produto final e da interação 

global com a maquinaria de repressão de mRNAs. Estas alterações têm sido observadas 

como relevantes nos processos biológicos. A identidade de um miRNA maduro pode variar a 

partir de uma mutação (indel e substituição) de uma simples base em sua sequência. Nesse 

cenário, onde variantes de miRNA são produzidas a partir de um mesmo gene, formam-se 

isoformas de miRNAs, também conhecidas como isomiRs (Neilsen, Goodall e Bracken 2012; 

Dhanoa et al., 2019). (Figura 4). 
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 Figura 5 | IsomiRs (a) A clivagem diferencial, representada pelas setas em vermelho e rosa, podem 

causar alteração no tamanho e sequência nucleotídica de miRNAs. Estas variantes são chamadas 

isomiRs. (b) Esquema mostra a formação de diferentes tipos de isomiRs separados em modelados e não 

modelas. Nesta imagem também é possível identificar o deslocamento da região seed (seed shifting) 

devido à clivagem diferencial. Fonte: imagem elaborada pelo autor. 

 

IsomiRs são variantes de miRNAs (isoformas) canonicamente anotados contendo 

tamanhos heterogêneos e/ou variação na sequência (Figura 4b). Expressões variadas de 

isomiRs são detectadas em diferentes contextos biológicos. Já foi catalogada uma notável 

diversidade de isomiRs, não apenas entre tipos celulares e tecidos, mas também entre 

espécies, o que evidencia sua importância funcional (Fernandez-Valverde et al. 2010; 

Berezikov 2011; Guo et al., 2016; Kim et al., 2020; Bofill-de Ros, Yang e Gu, 2020). Esta 

diversidade de isomiRs está intrinsecamente ligada à regulação de processos envolvendo 

os miRNAs, a identificação de alvos e a modulação ou disfunção de expressão de alvos 

celulares.  

No caso dos isomiRs produzidos durante a biogênese pela clivagem imprecisa da 

Dicer ou Drosha, o deslocamento do pri-miRNA ou pré-miRNA nestas RNAses são as 

principais causas de clivagem diferencial. Apesar disso, a ação de exorribonucleases (como 

Nbr e exossoma) também podem ocasionar a formação de miRNAs pelo encurtamento de 

suas terminações. De forma inversa, no processo denominado RNA tailing, polimerases 

adicionam monômeros adenina (poliadenilação) ou uracila (uridilação) ao terminal 3' 

formando policaudas e alongando a fita. A depender destas características, chama-se o 
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isomiR de isomiRs 5' ou isomiRs 3' de acordo com a terminação na qual ocorreu a 

modificação, e ainda, isomiR 5'+3' quando há modificação nas duas terminações. Estes 

isomiRs correspondem à sequência do gene parental e por isso são chamados de 

modelados. IsomiRs não-modelados ou polimórficos são mais raros (<1%) e dependem de 

edições nucleotídicas pós-transcricionais, normalmente, realizados pelas enzimas ADAR, 

mencionada adiante (Dhanoa et al., 2019; Warnefors et al., 2014; Neilsen, Goodall e 

Bracken 2012; Bofill-de Ros, Yang e Gu, 2020) 

IsomiRs 5' apresentam deslocamento do início da sequência e, consequentemente, 

altera o início da sequência seed (Figura 4-b) (Tan et al., 2014; Tan e Dibb 2015; Bofill-de 

Ros, Yang e Gu, 2020). Este fenômeno é conhecido como seed shifting (Berezikov 2011; 

Tan et al., 2014). Quando isso acontece, se espera que haja impacto no funcionamento 

celular devido a alteração do repertório de alvos. Contudo, isomiRs 5' são mais raros que os 

isomiRs 3' e isto se deve a uma provável pressão negativa sob estas variantes de forma a 

favorecer a manutenção e estabilidade celular (Guo et al., 2014). Contudo, a seleção natural 

podem selecionar conjuntos de isomiRs com base no seed shifting fazendo com que aos 

poucos um braço se torne dominante em relação a sua contraparte, e isto pode ser 

identificado em diferentes espécies com grau de parentesco variado (Tan 2014; Berezikov 

2011; Marco et al., 2010). Variantes isomiRs 3’ são mais facilmente detectadas em 

sequenciamentos e também em maior variedade. Essas também possuem importância na 

modulação biológica uma vez que alterando-se o tamanho da sequência ou as saliências 

nas terminação de um miRNA, ou ainda, a identidade do nucleotídeo terminal, há 

possibilidade de afetar tanto a estabilidade termodinâmica relativa quanto a identidade das 

terminações do miRNA. Visando esclarecer esta questão, Lee e Doudna (2012) realizaram 

experimentos usando duas isoformas do miR-200 derivadas da clivagem da Dicer ou da 

Dicer associada à sua enzima TRBP ao qual tinham 1 nt a mais de tamanho (1 nt a mais no 

terminal 3’ para o braço 5p e 1 nt a mais no terminal 5’ para o braço 3p) e verificaram que 

houve aumento da taxa 5p/3p na isoforma gerada pelo processo com Dicer apenas. Isto 

indica que a formação de isomiRs pode alterar a seletividade de cada um dos braços ao 

RISC e induzir o arm switching. O mesmo grupo de pesquisa reproduziu os achados em 

2015 e verificaram que 13 % dos duplex de miRNAs analisados tiveram divergência na 

seleção de braços na ausência da TRBP e PACT (Wilson et al., 2015). Há relatos de que a 

enzima Dicer é dispensável para a seleção assimétrica do RISC, como evidenciado 

previamente  (Noland e Doudna, 2013). Para miRNAs cuja identidade nucleotídica terminal 
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seja desfavorável (G) e possua mal-pareamentos nas regiões terminais e centrais, a 

presença do complexo Dicer/PACT ou TRBP pode ser necessária, a depender da estrutura 

secundária do duplex. A Ago2 humana, no caso destes experimentos, pôde sozinha 

selecionar a fita guia, porém as atuações da Dicer, TRBP e PACT foram também 

necessárias para direcionar a seleção da fita, ao que foi chamado pelos autores de RISC-

loading checkpoint.  

Assim como ocorre com a nomenclatura de miRNAs, a isoforma normalmente 

anotada como canônica não é, por regra, a forma dominante (Guo et al., 2013). Os 

processos de formação de isomiRs compartilham similaridades com a mudança contextual 

do perfil de expressão de miRNAs, uma vez que integram os mecanismos de flexibilização 

epigenética da expressão de fenótipos. No contexto da seleção de braços, isomiRs 

demonstram ter papel importante na incorporação e seleção da fita pelo RISC. 

Nesse contexto, Guo e colaboradores (2014) usaram dados de perfis de expressão 

para comparação dos níveis de expressão de diferentes isomiRs e identificaram padrões de 

expressão entre braços e entre isoformas constantes em diferentes amostras. Esses autores 

notaram que pressões funcionais, especialmente em quadros de patologia, relacionam-se a 

alterações nesses padrões de enriquecimento. Isto indica, mais uma vez, que a 

diversificação da expressão de isomiRs não é aleatória. Os autores atribuem o fenômeno de 

arm switching a esta modulação dos perfis de expressão entre diferentes isomiRs. Dessa 

forma, a capacidade dos organismos produzirem diferentes isomiRs e a alternância de 

dominância entre estas variantes ou entre os conjuntos de variantes do braço complementar 

são um recurso adicional que influencia no arm switching. Sendo assim, é possível afirmar 

que os modos de clivagem diferencial ou de indução de isomiRs e a seleção diferencial de 

fitas se entrelaçam como artifícios que podem favorecer a plasticidade de expressão de 

fenótipos. No entanto, é necessário melhor esclarecimento para compreensão mais 

aprofundada sobre como esses fenômenos interagem, a forma e o grau dessa interação, e 

quais são os elementos subjacentes que ditam suas regras. 

 

 

 

6.2.2 Adição pós-transcricional de cauda à terminação do miRNA (miRNA tailing) 
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A estrutura terminal de um RNA é importante definir para sua finalidade e viabilidade. 

Um dos artifícios de formação de isomiRs é a adição pós-transcricional de nucleotídeos, 

formando isomiRs não modelados, conforme mencionado. Diversas classes de RNAs, 

incluindo os miRNAs, têm nucleotídeos adicionados pós transcricionalmente por enzimas 

nucleotidiltransferases (TENTs)(revisado por Warkocki et al., 2018) (Figura 6a). Este 

mecanismo, conhecido como RNA tailing, é o mais comum e conservado em eucariotos 

(Revisado por: Liudkovska e Dziembowski, 2020; Menezes, Balzeau e Hagan, 2018) e 

consiste na polimerização terminal de RNAs, principalmente nas terminações 3’, para sua 

marcação para a consequente degradação por enzimas ribonucleolíticas (por exemplo, a 

Dis3L2, Figura 6c).  

 

 

Figura 6. | Processo de miRNA tailing. (a) o precursor do miRNA sofre a adição de nucleotídeos 

uridina nas terminações 3’ (uridilação) via TENT (enzimas nucleotidiltransferases), (b) a depender de 

quantos nucleotídeos forem inseridos, formam-se isomiRS modelados. Existem duas principais 

finalidades (c) a marcação do precursor e miRNA e sua posterior degradação ou (d) um interação 
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diferencial com as enzimas Drosha, Dicer e Ago devido às modificações termodinâmicas 

terminais.Fonte: imagem elaborada pelo autor 

 

 

Com o implemento de novas tecnologias, o conhecimento sobre os processos 

biológicos relacionados a este mecanismo vem sendo diversificado. Por exemplo, em pre-

miRNAs, a  uridilação nos terminais 3’, por meio das enzimas terminal uridiltransferase ou 

poli(U) transferase (TUTases), com especial enfoque em TUT4 e TUT7, resulta na formação 

de isomiRs modelados (Newman et al., 2011; DeAlmeida et al. 2017; Menezes, Balzeau e 

Hagan, 2018, Liudkovska e Dziembowski, 2020, Bofill-de Ros, Yang e Gu, 2020) (Figura 6b).  

Contudo, outras funções biológicas estão sendo associadas à uridilação de miRNAs. 

Por exemplo, a modificação do terminal 3’ de miRNAs. A extremidade 3’ é um um 

condicionante importante para a determinação de um miRNA. A clivagem do pri-miRNA 

realizada pela Drosha resulta majoritariamente em pre-miRNAs com 2 nt de saliência na 

posição 3’ (grupo 1 de miRNAs) (Heo et al., 2012). O subsequente reconhecimento pela 

Dicer no citoplasma requisita a presença dessa saliência. Porém, caso a clivagem da 

Drosha resulte em uma saliência terminal 3’ de 1 nt (grupo 2 de miRNas) pode ocasionar o 

não reconhecimento por parte da Dicer. Porém, a correção de miRNAs do grupo 2 por 

uridilação do pré-miRNA já foi amplamente descrita. Utilizando-se como modelo o pré-let-7, 

foi mostrado que TUT4/7 promovem uridilação variável regulando positiva e negativamente 

o miRNA, a depender do momento celular (Thornton et al., 2012; Heo et al., 2012; Chang et 

al., 2013).  

A alteração do tamanho dos precursores devido à uridilação impacta na estabilidade 

termodinâmica do terminal (Figura 6d). Diante disso, surge a pergunta se a uridilação pode 

ser um processo que leva ao arm switching. Para investigar esta questão, em 2020, Kim e 

colaboradores realizaram experimentos usando como o modelo o miR-324 conservado em 

mamíferos e que apresenta arm switching intertecidual. Os braços do miR-324 possuem 

funções biológicas distintas e possivelmente antagônicas em mamíferos, onde o miR-324-3p 

é superexpresso na progressão de carcinomas. Junto a isto, observou-se que a 

concentração de TUT4/7 são relativamente baixos nos tecidos, mas aumentam em 

glioblastomas. Os experimentos deste trabalho revelaram que a mono/oligo-uridilação na 

porção 3’ do pre-miR-324 leva ao reposicionamento e interação diferencial com os 

diferentes domínios da Dicer, levando ao arm switching. A uridilação do pre-miR-324 

provoca o alongamento da fita, fazendo com que a interação com os domínios PAZ e 
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plataforma da Dicer, responsáveis pelo reconhecimento da terminação 5’, se torne menos 

eficiente. Nesta situação, o domínio dsRBD (dsRNA binding domain) da Dicer é capaz de 

melhor posicionar o pre-miRNA na enzima e este reposicionamento causa o deslocamento 

da posição da “régua molecular”, alterando o ponto inicial de contagem de nucleotídeos e na 

consequente alteração no sítio de corte do pré-miRNA, (Figura 4a, Figura 6d). Ou seja, a 

expressão de TUT4/7 altera a seleção de braços e induz o arm switching, induzindo 

formação de tumores. Como mencionado anteriormente, a clivagem diferencial faz com que 

o dsRNA assuma propriedades intrínsecas distintas que podem promover o arm switching. 

Além disso, neste caso, apesar da modificação inicial ser a uridilação 3’ do precursor, pode 

haver a formação de um isomiR modelado de mesma região seed que suas variações.  

Desta forma, se as propriedades terminais do pré-miRNA são modificadas pela 

formação de isomiRs, a seleção de braços é diretamente impactada pelos mecanismos de 

formação de isomiRs. TUTases são expressas de forma diferencial nos tecidos ou durante o 

desenvolvimento. Ainda, são mais expressas em alguns quadros de câncer e outras 

desordens, como foi descrito (Kim et al.,2020; Tsai et al., 2016; Zhi et al., 2017; Menezes, 

Balzeau e Hagan, 2018; Li et al., 2012a). Com as evidências de que as TUTases, em 

especial TUT4 e TUT7, adicionam nucleotídeos aos miRNAs, a Dicer pode ser ajustada para 

a formação de diferentes isomiRs. Com este mesmo recurso, o RNA tailing controla a razão 

5p/3p e eventualmente induz arm switching de maneira contexto-específica. Arm switching é 

robustamente regido por fatores extrínsecos às moléculas, mostrando que existe um 

complexo de processos na arquitetura celular que agem sobre este fenômeno. As relações 

diretas dos recursos que envolvem a produção de TENTs para modulação da expressão de 

miRNAs merece ser mais estudada. Além disso, é válido reconhecer a importância das 

etapas subsequentes de integração do duplex com o RISC dentro dessa dinâmica. 

 

6.3 Edição de miRNAs por substituição de nucleotídeos 

 

IsomiRs não-modelados são aqueles que possuem sequências com variações de um 

único nucleotídeo  em relação ao transcrito parental. Isto se deve à edição pós-transcricional 

do RNA que substitui nucleotídeos das sequências de transcritos. A edição de RNA é um 

mecanismo de regulação epigenética que vem ganhando maior atenção recentemente. Os 

principais responsáveis pela edição de dsRNAs são as enzimas ADARs (Adenosine 

Deaminases Acting on RNA - Adenosina Deaminase de Ação em RNAs), uma família de 
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enzimas altamente conservada em animais (Nishikura 2016). Essas enzimas são capazes de se 

ligar ao dsRNAs (no caso de miRNAs, o pri-, pre-miRNA e o duplex) e catalisar reações de 

desaminação, convertendo aminoácidos adenosina para inosina (Edições A→I). Este processo 

é considerado edição de sequência porque o complexo de tradução interpreta a inosina 

derivada de adenosina como uma guanina pareada a uma citosina (Nishikura 2016). Ainda, há 

a família de enzimas APOBECs (Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme Cytidine 

Deaminases - Enzima de edição mRNA Apolipoproteína B Citidina Desaminases) que 

promovem edições  C→U. Porém, existe um grande déficit de estudos sobre a prevalência e 

implicações desta família de enzimas (Correia de Sousa et al., 2019).   

A edição de miRNAs pode envolver diversos processos biológicos e ter significativo 

impacto na biogênese dessas moléculas. Edições de miRNAs por enzimas ADAR podem 

podem levar a mudanças no repertório de alvos, uma vez que a podem acontecer na região 

seed, como observado no miR-455-5p, associado a progressão de melanoma (Shoshan et 

al., 2015), no caso do miR-376a-5p (Kawahara et al., 2007) ou no caso miR-411, onde a 

diversidade da região seed foi descrito interagir com os mecanismos de clivagem diferencial 

já descritos. Ainda, edições atuam no enfraquecimento do reconhecimento de MREs, como 

reportado para  miR-376, miR-22 e miR-191 humanos, reduzindo a eficiência de 

silenciamento destes (Kume et al., 2014). 

ADARs possuem, para sua atividade de edição nucleotídica, a capacidade de 

reconhecer e se ligar em dsRNAs. Assim, estas enzimas acumulam uma diversidade de 

funções biológicas. Por exemplo, enzimas ADAR podem editar pre-miRNAs de forma a inibir 

o processamento da Drosha, inviabilizando a biogênese de dsRNAs. Por outro lado, podem 

formar complexos com a Dicer capazes de quadruplicar a sua velocidade no processamento 

de miRNAs e também são capazes de promover a incorporação de miRNAs ao RISC 

(Nishikura 2016; Mingardi et al., 2018). A edição de miRNAs pode alterar a incorporação 

destes à proteína Ago2 em humanos, por exemplo, no caso de edição do pri-miR-BART6-5p 

produzido pelo vírus Epstein-Barr em células infectadas, contribuindo para o controle 

adequado do estágio de latência viral. (Iizasa et al., 2010). Entretanto, como os processos 

de regulação epigenética se sobrepõem, os miRNAs, como no caso do miR-1 em embriões 
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de camundongo, podem inversamente regular a expressão das enzimas ADAR através do 

silenciamento da expressão do mRNA deste (Garcia-Lopez, Hourcade e Mazo, 2013). 

Warnefors e colaboradores em seu trabalho de 2014, encontraram evidências de que 

edições de miRNA sítio-específicas (i.e que ocorrem nas mesmas posições nucleotídicas) 

são mecanismos evolutivamente conservados, encontrando diversos eventos de edição 

conservados em mamíferos e entre diferentes grupos de vertebrados, lançando a ideia de 

que edições de miRNA não são eventos aleatórios, livres de pressão de seleção bem como 

representa um mecanismos que favorece o aumento da diversidade funcional de miRNAs. 

Um dado obtido por Kawahara e colaboradores mostra que cerca de 20% dos pri-miRNAs 

no cérebro humano adultos apresentam edição de miRNAs (Kawahara et al., 2008). Ainda, 

menos de 5% dos sítios são editados em frequência significante em miRNAs maduros, 

mostrando ser um evento raro e sob seleção estabilizante, uma vez que pode levar a 

disfunção de miRNAs (Alon, et al., 2012). Interessantemente, Versely e colaboradores 

encontraram que 64% das edições de miRNAs ocorrem na região seed da molécula e 

Warnefors e colaboradores encontraram que 73% das edições encontradas em seu estudo 

estão na região seed. Além disto, Nigita e colaboradores identificaram 83% das edições em 

regiões seed em condição de hipóxia na linhagem celular de adenocarcinoma de mama, 

indicando que, novamente, edições de miRNA são mecanismos não aleatórios de regulação 

do repertório de alvos celulares (Vesely et al., 2014, Warnefors et al., 2014; Nigita et al., 

2016; Correia de Sousa et al., 2019).  

Estes processos podem causar um efeito de mal-pareamento devido a mudanças 

termodinâmicas na molécula precursora. Desta forma, edições de miRNA podem ser 

diretamente responsáveis por um mecanismo de flutuação e equilíbrio da assimetria 

termodinâmica entre as terminações e, portanto, também com a seletividade do RISC 

(Iizasa et al., 2010; Mingardi et al., 2018). A edição de miRNAs pode influenciar na 

estabilidade termodinâmica do precursor. Por exemplo, a edição do pri-miR-367a-1 na 

posição +4, conservadas em diversos tecidos de primatas (Gallego et al., 2017), aumenta a 

estabilidade da molécula, presumidamente, desfavorecendo a seleção do braço 5p nesta 

situação. Levando em conta os fatores discutidos aqui que influenciam a seleção das fitas, o 

aumento da estabilidade em uma terminação favorece a seletividade da outra terminação, 

assim, aumentando ou reduzindo a razão 5p/3p. A deleção do gene ADAR1 leva a variação 

do uso de braços em diversos miRNAs (Cho et al., 2018; Correia de Sousa et al., 2019). Li e 

colaboradores, em 2018, estabeleceram uma correlação entre os valores de edição em um 
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índice ao qual chamaram de PMD (pri- versus mature divergence) e com isso perceberam 

uma correspondência entre o nível de edição e a abundância do miRNA maduro. 

Encontraram que edições em um dos braços promovem a produção do braço complementar 

a depender do miRNA e da posição de edição. Ainda, a deleção da enzima do gene 

ADARB1 em tecido neuronal de ratos causa uma variação significativa na taxa 5p/3p, 

sugerindo que a edição pode ter influência na indução do arm switching.  

Edições de miRNAs são um mecanismo de regulação pós-transcricional que atuam 

conjuntamente com os mecanismos de regulação de miRNAs mas, ao mesmo tempo, os 

regulam. Apesar da evidente influência que a edição de miRNAs exerce como fator de 

alteração das propriedades termodinâmicas terminais e da arquitetura dos precursores, há 

ainda muito a ser pesquisado sobre este mecanismos e suas variáveis. 

 

6.4 Inibição competitiva de miRNAs por outros RNAs do transcriptoma 

Sabemos que os processos por trás da repressão de alvos induzida por miRNAs 

envolvem o reconhecimento e pareamento de bases do miRNA com seus alvos. Assim, por 

outro lado, é razoável afirmar que RNAs contendo MREs podem ter uma capacidade similar 

de interferir na concentração de miRNAs e, portanto, na razão 5p/3p destes. A hipótese dos 

RNAs endógenos competitivos (ceRNAs; Salmena et al., 2011; revisado por Thomson e 

Dinger, 2016; Lin et al., 2021) propõe que lncRNAs (long non-coding RNAs), RNAs 

circulares (circRNAs), RNAs transcritos de pseudogenes e mRNAs cognatos, teriam, em 

contrapartida aos miRNAs, a capacidade de regular positivamente genes alvos por meio da 

inibição competitiva dos miRNAs. As primeiras moléculas que trouxeram este conceito foram 

chamadas de “esponjas de miRNAs” e eram RNAs artificiais (introduzidos ou transgênicos) 

que atuam como competidores endógenos que inibem a atividade de miRNAs pelo 

sequestro destes (Ebert, Neilson e Sharp, 2007; revisado por Panda, 2018). Por meio desta 

capacidade de sequestro, esponjas de miRNA possuem a capacidade de induzir a 

degradação de miRNAs específicos. Posteriormente, este processo em que alvos de 

miRNAs são capazes de desencadear a degradação desses miRNAs foi denominado como 

TDMD (Target RNA-Directed MicroRNA Degradation) (Ameres et al., 2010; revisado por 

Fuchs Wightman et al., 2018). A possibilidade de diversas moléculas do transcriptoma 

afetarem a disponibilidade de miRNAs ao atuarem como sequestradoras despertou bastante 

interesse e, na última década, uma série de estudos buscando entender os efeitos de certos 

lncRNAs endógenos, artificiais e virais em células sugerem a presença deste efeito de 
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inibição de miRNAs (Ameres et al., 2010; Cazalla et al., 2010; Memczak et al., 2013; Hansen 

et al., 2013; Kingston, Blodgett e Bartel, 2022). Esses RNAs competidores, em sua maioria 

lncRNAs, são oligonucleotídeos complementares antissenso a miRNAs endógenos, por isso 

são chamados de antagomiRs ou anti-miRs. A hipótese dos ceRNAs postula a competição 

estequiométrica entre MREs no transcriptoma citoplasmático pelas ligações com os 

miRNAs. Assim, miRNAs podem parear com uma rede de lncRNAs alvos através de MREs 

(os ceRNAs) e vice-versa. Deste modo, o transcriptoma seria capaz de estabelecer uma 

rede de reconhecimento e regulação sinérgica com um ou mais miRNAs alvos. Dessa forma, 

os antagomiRs podem estabelecer uma arquitetura de ligação diferencial entre os ceRNAs e 

o miRNA que competiria com a Ago pela formação dessas ligações, assim, reduzindo a 

disponibilidade estequiométrica de miRNAs e, por consequência, sua atividade regulatória. 

Como resultado, em cenários de ampla competição de ceRNAs, os demais mRNAs alvos 

dos miRNAs teriam maior chance de ter sua tradução efetivada. 

Contudo, o real efeito dos ceRNAs em induzir TDMD é visto com ceticismo, uma vez 

que a expressão de um ceRNA constitui apenas uma pequena fração do repertório de alvos. 

A expressão elevada de um único ceRNA pode ter um efeito reduzido na repressão de 

miRNAs e possivelmente é fisiologicamente raro. Uma das razões destacadas é a falta de 

material altamente complementar aos miRNAs nos genomas de metazoários e que a 

indução de mecanismos envolvendo ceRNAs não induz a alongamento e degradação de 

miRNAs, algo requisitado para melhor eficiência do TDMD (Fuchs Wightman et al., 2018). 

Estudos realizados controlando o nível de ceRNAs in vivo indicaram que para se identificar 

algum nível de influência destes na atividade de miRNAs, foi preciso que a concentração 

miRNA alvo seja equimolar e muito além das concentrações fisiologicamente plausíveis, ao 

menos para miRNAs expressos em altas concentrações (Denzler et al., 2014; Bosson et al., 

2014). Isso se deve ao fato de que os ceRNAs podem estabelecer TDMD apenas por meio 

do sequestro de miRNAs, sendo a sua concentração o único fator efetivo de influência no 

alvo. A controvérsia em relação à hipótese de ceRNAs envolve que, se de fato o efeito 

regulatório de ceRNA for uma força regulatória da expressão de miRNAs, um único alvo 

representa apenas uma pequena fração do repertório de alvos do miRNA e por tanto não 

distinguível seu nível de influência. O mecanismo de repressão de miRNAs pelos alvos é 

uma fenômeno emergente do pool de transcritos do citoplasma e da conformação da 

arquitetura de ligação miRNA-alvo. Ainda, experimentos em modelos virais com mutações 
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ou experimentos com a remoção das MREs de alvos artificiais mostraram que mesmo assim 

a regulação de miRNA pode ser observada (Park et al., 2007; Denzler et al., 2014). 

Esta dinâmica de regulação e degradação do TDMD interfere nos níveis e  

disponibilidade de de miRNAs. Porém, há algumas sugestões de não ser um efeito 

emergente transcriptoma citoplasmático total, mas, desencadeado por moléculas de RNA 

específicas que recrutam a maquinaria celular para a marcação e degradação de miRNAs 

específicos (Fuchs Wightman et al., 2018; Kingston, Blodgett e Bartel, 2022). Uma 

complementaridade maior com o miRNA, compreendendo a região 3' do alvo, parece ser um 

dos requisitos para o TDMD. Ameres e colaboradores perceberam que, em alguns 

momentos, os miRNAs de Drosophila apresentam complementaridade extensiva ao mRNA 

alvo (Ameres et al., 2010). Quando expostos a miRNAs artificiais com complementaridade 

extensiva, sua eficiência é reduzida e os miRNAs são desacoplados do RISC ou 

degradados, no caso da Ago2 (Rüegger e Großhans 2012; Fuchs Wightman et al., 2018). 

Esta complementaridade estendida é, genericamente, a causa da perda de eficiência da 

capacidade regulatória dos miRNAs, já que se admite que esta iniciaria mecanismos de 

sinalização e degradação (por terminal nucleotidiltransferases - TENTs e por ribonucleases, 

respectivamente, como mencionados no item 5.2.2) ou, ao menos, promove o 

desacoplamento do miRNA da Ago e sua consequente degradação ocorreria 

independentemente (Ameres et al., 2010; Baccarini et al., 2011; De la Mata et al., 2015; Han 

e Mandell, 2022). Portanto, TDMD não se trata da repressão da atividade de miRNAs pela 

interferência na sua biogênese ou da afinidade da Ago, mas sim, pela disponibilidade de 

fitas no pool transcriptoma citoplasmático. Portanto, pressupõe-se que isso possa interferir 

no ajuste da razão 5p/3p, não pela concentração destes em si, mas pela razão de braços 

5p/3p funcionalmente disponíveis (não sequestrados). Desta forma, TDMD indica que, sem 

alterar necessariamente a transcrição,  interferir na clivagem dos miRNAs precursores ou na 

a preferência de braços da Ago é possível,  em teoria, a ocorrência de arm switching apenas 

pelo sequestro de miRNAS. 

Se estas formas de ativação do TDMD acontecem endogenamente, é sugerido que 

este fenômeno pode acontecer de diversas maneiras e que propriedades termodinâmicas 

ganham ainda mais centralidade na determinação da fita guia, assim como no sentido 

canônico de regulação miRNA-alvo. Contudo, recentemente, estas evidências ainda 

mostraram que lncRNAs homólogos têm função conservada (Bitetti et al., 2018; Kleaveland 

et al., 2018; Ghini et al., 2018). Por isso, caso os lncRNAs tenham função de TDMD fixada, 
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a regulação de miRNAs por TDMD pode ser um traço conservado. De fato, há muito o que 

se considerar sobre o TDMD, uma vez que as causas e processos biológicos envolvidos 

ainda são bastante incertos e precisam ser melhor investigados. 

 

6.5 Duplicação de genes de miRNAs.  

 

Usualmente, cada braço de miRNA está relacionado a funções biológicas diferentes 

e muitas vezes independentes em relação ao seu braço complementar. Marco e 

colaboradores (2012) demonstraram que miRNAs maduros de humanos e moscas com o 

mesmo precursor têm conjuntos de alvos significativamente diferentes e estão 

semanticamente associados a processos biológicos distintos. Essa relação de demandas 

conflitantes (trade-off) não implica, necessariamente, que as funções associadas a 

diferentes perfis de expressão de braços não possam coexistir na infraestrutura celular. 

Porém, isso ocorre tão somente devido à maquinaria de silenciamento de mRNAs que 

respondem aos fatores de seleção até então mencionados, os quais tendem a ser 

semelhantes em genes parálogos (Berzikov 2011). 

O processo evolutivo que permitiria a expressão conjunta dos fenótipos associados 

aos dois braços complementares é a duplicação gênica. De fato, miRNAs parálogos tendem 

a produzir miRNAs funcionais do mesmo braço (Marco et al., 2010). Apesar disso, o arm 

switching entre miRNAs parálogos, ou seja, quando cada uma das cópias expressam braços 

diferentes, já foi observado. Por exemplo, em Griffiths-Jones e colaboradores, em 2011, 

dentre os genes da família mir-100/10 em protostômios, o gene do miR-933 sofreu arm 

switching 5p para 3p, mas houve a conservação da dominância do braço 5p para os outros 

parálogos nos organismos modelos analisados, exceto em D. melanogaster.  

No contexto dos genes de miRNA, a duplicação gênica seguida de processos de 

neofuncionalização ou subfuncionalização, onde esses eventos poderiam causar a redução 

da pressão da seleção de braços, flexibilizaria o padrão de uso de braços. A 

neofuncionalização ocorreria em situações onde mutações em uma das cópias 

ocasionariam uma flutuação da preferência da Ago. Já a duplicação seguida de 

subfuncionalização poderia influenciar no desequilíbrio estequiométrico da razão pre-

miRNA/alvos a favor do pre-miR, permitindo a expressão da fita passageira sem prejuízo 

aos efeitos regulatórios da fita guia. Isto aponta para a duplicação de genes de miRNA como 

uma possível fonte de atenuação da dicotomia seletiva da Ago ou, ao menos, contribuiria 
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para a expressão de diferentes perfis de expressão de braços e isto poderia ocasionar o arm 

switching (Berezikov 2011; Griffiths-Jones et al., 2011; Leite et al., 2016, Marco et al., 2010; 

De Wit et al., 2009). 

Contudo, é importante ressaltar que o fator estequiométrico parece ser importante 

para esse fenômeno. Nos trabalhos realizados por De Leite et al., 2016, e Nong et al., 2021, 

foram realizados estudos que envolveram análise do genoma em busca de eventos de WGS 

(Whole genome duplication - Duplicação total do genoma) (Pasquier et al., 2017). Apesar de 

haver a duplicação de genes de miRNA nesses eventos, não se encontra variação 

significativa no perfil de expressão de miRNAs. Uma possível explicação para isto é que em 

eventos de duplicação total do genoma ocorre conjuntamente a duplicação dos seus alvos. 

Isso pode indicar que a duplicação de um gene de miRNA pode ser uma fonte ou 

possivelmente é um pré-requisito para a ocorrência de arm switching, mas, para que 

aconteça a relação de abundância miRNA/Alvo deve ser desbalanceada (Material 

suplementar de Peterson et al., 2022). 

Em suma, as evidências até o momento sugerem que a duplicação de miRNAs não 

necessariamente induz o arm switching ou tem influência direta no perfil de expressão, mas 

permite que cada um dos braços de miRNAs associados a funções biológicas distintas 

possa ser expresso sem competir entre si pela seleção da Ago. Porém, fica evidente que, 

apesar dos efeitos da duplicação de genes de miRNAs serem razoavelmente bem 

estudados, principalmente para explicar o surgimento de novos miRNAs, ainda há de se 

investigar como a duplicação de genes de miRNAs afeta diretamente ocorrência de arm 

switching. 

 

 

7.Considerações Finais 

 

  Compreender os mecanismos de seleção de braços de miRNAs e o arm switching é 

fundamental para elucidar as bases da regulação gênica e fisiológica em organismos 

eucarióticos. Esses processos fornecem uma nova camada de complexidade para o sistema 

de regulação biológica, permitindo que as células modulem suas respostas a diferentes 

contextos biológicos. No presente trabalho, foi realizada  uma revisão abrangente e 

atualizada sobre o estado atual do conhecimento sobre a seleção de braços e arm switching 

de miRNAs. 
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Ainda há pouca pesquisa sobre eventos de arm switching investigando os mais 

diversos contextos de forma intraespecífica e interespecífica para que possamos entender 

melhor a evolução do mecanismo de regulação por miRNAs e de arm switching como 

também como isso pôde ter favorecido a evolução biológica dos organismos. Portanto, a 

investigação acerca dos componentes de miRNA em diferentes grupos biológicos podem 

elucidar parte do processo evolutivo dos organismos e explicar, ao menos em partes, como 

se dá o processo de adaptação dos organismos a diferentes ambientes e contextos. Para 

isso, é importante ter conhecimento sobre a seleção de braços e os processos que o 

governa. A caracterização da frequência e do impacto funcional desses eventos em 

diferentes contextos e grupos biológicos é um desafio a ser enfrentado. A integração de 

abordagens experimentais e computacionais, juntamente com a utilização de novas 

tecnologias de sequenciamento e análise de dados, pode contribuir para avanços 

importantes nessa área. 

Mesmo que muito tenha sido descoberto sobre a seleção de braços de miRNAs na 

última década, há desafios significativos a serem superados no que se trata da identificação 

dos fatores e das variáveis que governam processos de seleção diferencial das fitas, da 

evolução destes mecanismos e da caracterização destes em diferentes organismos e 

contextos. Embora se saiba que a estabilidade termodinâmica e a identidade dos 

nucleotídeos 5' desempenhem papéis importantes, a presente inspeção da literatura mostra 

que ainda há muito a ser elucidado sobre outros determinantes envolvidos na seleção de 

braços e na ocorrência de eventos arm switching como a regulação de enzimas 

participantes da biogênese, fatores ambientais que desencadeiam o arm switching ou ainda 

determinantes na estrutura dos precursores. Outro desafio a ser superado é a 

caracterização do impacto funcional desses eventos em diferentes organismos. Até o 

momento, pouco foi pesquisado sobre eventos arm switching sob a luz de processos 

evolutivos. Sabemos que não é um processo livre de seleção natural, uma vez que alguns 

miRNAs e famílias de miRNAs já foram investigado filogeneticamente (Griffiths-Jones et al., 

2010). Portanto, presume-se que seja fixado por seleção natural. Há de se dizer que os 

mecanismos de regulação por meio de RNAis podem ter uma importância para a 

multicelularidade visto que estes evoluíram independentemente em animais, plantas e 

fungos (Shabalina e koonin, 2008). Evento de arm switching intertecidual foi reportado em 

cnidário (Nong et al., 2020), indicando que a presença deste mecanismo em metazoários 

antecede o surgimento dos bilatérios. Além disso, a presença de genes de miRNAs foi 
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crescente durante a diversificação deste grupo, podendo caracterizar uma vantagem 

adaptativa. Ademais, como mencionado, a duplicação de genes parece favorecer o controle 

regulatório através de miRNAs e ser um fator de de ocorrência de arm switching. Existe uma 

gama de desafios em relação a tarefa de identificar arm switching em diferentes organismos 

e avaliar o seu impacto biológico, uma vez que é necessário avaliar a expressão de pares 

de braços de miRNA em vários tecidos, de várias espécies e vários contextos e então 

comparar, de forma normalizada, o perfil de expressão de forma comparativa. Além disso, 

uma etapa funcional para identificar os alvos dos miRNAs envolvidos e as vias biológicas 

afetadas para então mensurar o impacto biológico que estes miRNAs têm em na expressão 

fenotípica (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Proposta de metodologia para identificação de novos arm switchingFonte: imagem 

elaborada pelo autor. 

 

Essa revisão representa um esforço significativo no avanço da compreensão desses 

fenômenos e destaca a importância do estudo da seleção de braços e arm switching na 

regulação gênica e na plasticidade fenotípica dos organismos. Foi possível identificar nesta 

revisão lacunas no conhecimento atual sobre seleção de miRNAs e a importância de futuras 

pesquisas para preencher essas lacunas. 

As perspectivas futuras para o estudo de miRNAs e dos fatores que modulam a 

seleção de braços funcionais são promissoras. Compreender a seleção de braços e o arm 

switching abrirá portas para o desenvolvimento de técnicas biotecnológicas bem como para 

potenciais aplicações terapêuticas e avanços importantes quanto ao entendimento da 

regulação gênica e seu impacto na evolução dos organismos eucariotos. A continuidade de 
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pesquisas focadas em elucidar os fatores que impactam na seleção de braços e arm 

switching é essencial para que sejamos capazes de desvendar os mecanismos que regem a 

regulação gênica e ultimamente, modulam vias e processos biológicos inerentes à vida. 

 

8. Metodologia de busca 

 

Este trabalho foi um esforço para identificar os mecanismos que influenciam a 

seleção de braços de miRNA e o que pode ocasionar um evento de arm switching. Para 

buscar o corpo de conhecimento que a literatura disponibiliza sobre o assunto, foi realizado 

busca de artigos científicos nas plataformas Google Scholar e PubMed de artigos desde 

2007 quando os primeiros esforços de mapear de miRNAs em organismo em diversos 

tecido foram publicados (Ro et al., 2007 e Landgraf et al., 2007). Os termos usados para a 

busca foram - "arm switching", "arm-switching", "ARS" "strand selection", "arm selection", 

"arm usage", "funcional shift", além da combinação entre termos seguintes termos: 

"differential ou Alternative" e "expression ou Strand selection ou Arm selection ou Arm 

usage", combinados com os termos "microRNA" e "miRNA". Os resultados foram filtrados 

pela leitura do abstract e introdução do artigo. Foram aceitos os artigos que: 

1. Identificassem ativamente eventos de ARS;  

2. Artigos que não necessariamente usasse termos como arm switching, mas, que 

identificou a expressão diferencial de mirNAs irmãos ou seleção de braços diferencial e  

3. Que descrevesse o tecido ou espécie analisados ou contexto que causasse a 

mudança de braço preferencialmente selecionado.  

Adicionalmente, foram inclusos na revisão artigos que só foram conhecidos devido a 

citações nos artigos que retornaram dos motores de busca. 

 Ao final, foi avaliado os fatores que induziram a seleção de braço que foi identificado 

em cada um destes artigos. Assim, os fatores foram classificados como: intrínsecos a 

molécula de mirna e extriscecos a molécula de miRNA.  
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