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MAE, OBRIGADA PELOS MICRORNAS

MoM, THANKS FOR THE MICRORNAS
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RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA nao codificante que tém  Clin Biomed Res. 2018;38(4):403-408
grande importancia nos mais diversos processos celulares, pois atuam na regulagdo 1 Faculdade de Biomedicina, Centro

da expressao génica pos-transcricional. Estima-se que estes RNAs tenham controle Universitario Ritter dos Reis

de, em média, 30% da regulagéo de genes codificantes de proteinas em mamiferos. (UNIRITTER). Porto Alegre, RS, Brasil.
Da mesma forma, na fase zigdtica do desenvolvimento embrionario, os miRNAs maternos

desempenham fungdes notaveis e sdo fundamentais para a degradagéo dos proprios Autor correspondente:

transcritos maternos. Este evento é determinante para a transicdo materno-zigoética, Dennis Maletich Junqueira
momento onde o zigoto passa a expressar completamente e de maneira independente dennismaletich@hotmail.com
seus proprios mRNAs, e; portanto, s&o vitais para o desenvolvimento inicial do embrido. Centro Universitario Ritter dos Reis

O presente estudo, através de uma revisado narrativa de literatura, busca descrever (UNIRITTER)

os mecanismos de acdo de miRNAs maternos presentes em zigotos de diversas ~ Rua Orfanotrdfio, 555.

espécies durante o desenvolvimento embrionario. Foram selecionados estudos 0840440, Porto Alegre, RS, Brasil
disponiveis na base de dados PubMed através da busca utilizando palavras-chave

descritas pelos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS).

Palavras-Chave: MicroRNA; odcito; zigoto; embrido; revisao

ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are small molecules of non-coding RNA that have great importance
in the most diverse cellular processes, since they act in the post-transcriptional regulation
of gene expression. It is estimated that these RNAs have a control of, on average,
30% of the regulation of protein-encoding genes in mammals. Likewise, in the zygotic
phase of embryonic development, maternal miRNAs perform remarkable functions
and are fundamental for the degradation of the maternal transcripts themselves.
This event is determinant for the maternal-to-zygotic transition, at which moment
the zygote begins to express completely and independently its own miRNAs, and is
therefore vital for the initial development of the embryo. The present study, through a
review of the literature, aims to describe the mechanisms of action of maternal miRNAs
present in zygotes of different species during embryonic development. We selected
only the studies listed in the PubMed database through the search using keywords
described by the Health Sciences Descriptors (DeCS).
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Os microRNAs (miRNAs) séo pequenas moléculas de acido ribonucleico
(RNA) que contém em média 22 nucleotideos. Encontrados em eucariotos, estes
RNAs ndo sao codificantes de proteinas; porém, tém um importante papel na
regulagdo da expressao génica pos-transcricional em diversos organismos'.
O primeiro relato da existéncia dos miRNAs (lineage-deficient-4, ou LIN-4)
ocorreu em 1993, através de estudos sobre a regulagao do desenvolvimento
larval de nematodeos da espécie Caenorhabditis elegans. Atualmente, mais
de 38.000 miRNAs presentes em mais de 100 espécies foram cadastradas
no site miRBase?, sendo que mais de 1.900 destas sequéncias sao descritas
na regulagdo de diversos processos celulares em humanos®#.

Os miRNAs tém grande importancia nos processos de regulagéo bioldgica,
pois se associam a sequéncias especificas dentro dos RNAs mensageiros
(mRNAs), de acordo com sua sequéncia de nucleotideos. Esta associagao
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leva a degradagdo dos mMRNAS com a consequente
inibicdo da sintese de proteinas®. Asintese dos miRNAs
é realizada pela RNA polimerase I, inicialmente, sendo
transcritos como moléculas precursoras chamadas
pri-miRNAs. Estas moléculas séo clivadas pelo
complexo DROSHA-DGCRS8, que é composto por
duas grandes proteinas, ocorrendo a interagéo da
enzima DROSHA com o cofator DGCRS8, que auxilia
no reconhecimento do substrato para que ocorra o
processamento do mesmo. Apods a primeira clivagem,
€ liberado o precursor de miRNA, pré-miRNA que
tem, em média, 70 nucleotideos. No citoplasma, estes
sao processados pela enzima RNase-Ill Dicer, uma
proteina altamente conservada entre mamiferos,
responsavel pela clivagem final dos miRNAs, ficando
estes com aproximadamente 21 nucleotideos.
Estima-se que os microRNAs tenham participagao
na regulacao de praticamente todos os processos
celulares, além do controle de, em média, 30% da
regulacdo dos genes codificantes de proteinas em
mamiferos’®. Recentemente, descobriu-se que os
microRNAs também podem ser transferidos entre
células, através de secregdes celulares, proporcionando
uma via de comunicacao e auxiliando em diferentes
processos celulares®.

Além de regular a producdo de determinadas
proteinas, os microRNAs estdo também relacionados
ao desenvolvimento embrionario em mamiferos.
Em 2003, Bernstein et al.’, utilizando linhagens
de camundongos com deficiéncia na expressao
da enzima Dicer, observaram que os homozigotos
mutados para este gene (deficientes de Dicer) néo
sobreviviam, mas apenas camundongos heterozigotos
ou selvagens, sugerindo uma fundamental
importancia desta enzima para o desenvolvimento.
Kanellopoulou et al.® demonstrou que os microRNAs
executam papéis essenciais em diversos estagios do
desenvolvimento embrionario, incluindo a diferenciagao
celular. Os miRNAs também podem ser uma via de
comunicagdo materno-embrionaria nos estagios
iniciais®. Estas moléculas estdo presentes nos
tecidos somaticos de forma ubiqua atuando desde
o desenvolvimento inicial e durante todo o avanco
pos-implantagao®. Inicialmente, os miRNAs maternos
auxiliam no reparo de DNA do embrido, evitando
erros genéticos que podem levar a célula a apoptose
e ao consequente atraso no desenvolvimento do
proprio embriao™°.

O desenvolvimento embrionario nos mamiferos
se inicia a partir da fecundagao. Neste processo,
duas células haploides (espermatozoide e odcito)
se unem e formam a primeira célula diploide do
novo embrido'. Em humanos, apos a fertilizagao, os
nucleos dos gametas se fundem, contribuindo com
23 cromossomos cada, e compartilham moléculas e
organelas, essenciais para a replicacao celular, com
0 novo organismo. Segundo o estudo de Sutovsky
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e Schatten', os gametas carregam estas organelas
e moléculas de forma totalmente complementar, o
od6cito mantém os elementos que néo estao presentes
no espermatozoide e vice-versa, formando uma
combinagdo chave-fechadura, da qual depende a
normalidade do desenvolvimento embrionario. Este
mecanismo ajuda a compreender a importancia da
contribuicdo de miRNAs por parte materna. Diversos
estudos mostraram que os miRNAs presentes no odcito
regulam o inicio da embriogénese para apenas em
seguida o desenvolvimento se dar a partir da expressao
génica do préprio embrido. Esta fase inicial é de
extrema importancia para a formacgao do individuo, pois
problemas na fecundagéo e, principalmente, erros na
replicagéo celular podem acarretar doengas futuras
por alterages gendmicas. Os miRNAs sao cruciais
nas fases de pré- e pds-implantacao, pois atuam em
diferentes vias de reparo de DNA e verificagao do
ciclo celular nas fases iniciais do desenvolvimento
embrionario, protegendo as células da apoptose e
de alteragdes gendmicas'®.

OBJETIVO

Descrever os principais mecanismos relacionados
aregulagao do desenvolvimento embrionario inicial
através de microRNAs maternos.

METODOS

Trata-se de um estudo de revisdo narrativa da
literatura. A busca de artigos para a elaboragéo
deste estudo foi desenvolvida a partir de pesquisas
na base de dados PubMed. Como palavras-chave,
foram utilizados descritores padronizados pelos
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), sendo
estes: “microRNA”, “miRNA”, “oocyte” e “zygote”.
Para obtengao de maior especificidade dos resultados
encontrados, as pesquisas foram feitas a partir da
combinacgao destas palavras-chave.

As buscas foram filtradas de forma que
compreendessem apenas estudos em inglés,
publicados entre janeiro/2000 e novembro/2018.
Os critérios de inclusédo foram: artigos de pesquisa
in-vitro, in-vivo ou in-silico, estudos de caso e revisdes
sistematicas sobre microRNAs de origem materna e
regulacdo do desenvolvimento embrionario inicial.
Apbs os resultados iniciais, todos os artigos tiveram
seus titulos e resumos revisados para que aqueles
cujo conteudo néo se enquadrasse nos objetivos do
estudo fossem previamente descartados.

RESULTADOS

Na base de dados PubMed, no periodo entre 2000
e 2018, foram identificados 130 artigos relacionados
aos microRNAs e/ou regulagao do desenvolvimento
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embrionario inicial, mas apenas 14 se encaixavam nos
critérios de incluséo definidos neste estudo e foram
selecionados (Figura 1). Os principais motivos para
exclusao dos artigos foram o ndo enquadramento dos
mesmos na tematica do estudo, artigos em idiomas
que nao fossem a lingua inglesa (sendo estes nos
idiomas francés e chinés) e a indisponibilidade de
obtengao dos estudos.

Dos 14 artigos analisados, 8 (57%) foram estudos
baseados em analises computacionais, 5 (36%)
estudos apresentaram uma abordagem in-vitro e
1 (7%) apresentou uma abordagem in-vivo. Entre
os artigos que apresentaram estudos in-vitro,

Artigos possivelmente
relevantes para a
revisdo
N=128

Artigos destinados a analise
completa do texto
N=76

|_

Artigos incluidos na
revisdo
N=12

4 (80%) utilizaram odcitos provenientes de ratos ou
camundongos e 1 (20%) utilizou odcitos provenientes
de seres humanos. Dentre os estudos selecionados,
8 foram realizados na América do Norte, 3 na Europa
e apenas 1 realizado na Asia. Nenhum dos estudos
considerados foi realizado na América do Sul.
Cinco diferentes miRNAs foram catalogados a
partir dos estudos analisados (Tabela 1). Dentre
os principais miRNAs encontrados, sdo descritos o
miR-430 (encontrado em embrides de Peixes-zebra),
miR-427 e miR-18 (encontrados em embrides de
Ras Xenopus), o grupo miR-309 (encontrado em
embrides de Moscas Drosophila) e miR-135a.

Artigos descartados
(primeiro filtro)
N=5
Motivo: Artigos duplicados

Artigos descartados
(segundo filtro)
N =47
Motivos:
Obtencdo indisponivel N = 4
Outro idiomaN =6
Fora da temética N = 37

Artigos descartados ap6s analise
cautelosa
N=64
Motivos: Fora da tematica

Figura 1: Sintese do processo de obtengéo dos artigos selecionados para a revisdo narrativa sobre a regulagdo do
desenvolvimento inicial embrionario humano através de microRNAs maternos.

Tabela 1: Principais microRNAs maternos encontrados em zigotos de diferentes espécies.

microRNAs Familia Alvo Efeito Biologico Referéncia
miR-430 Peixe-zebra  Transcritos maternos Degradagao de mRNAs 14,15
maternos
miR-427 Xenopus Transcritos maternos Degradacédo de mRNAs 5
maternos
miR-18 Xenopus mRNAs do plasma germinativo Degradacédo de mRNAs &
materno maternos
Grupo miR-309 Drosophila  Transcritos maternos Degradacéo de mRNAs &
maternos
MiR-135a Camundongos Siah1 Atua na primeira clivagem 1
zigotica; supressao do Siah1
http://seer.ufrgs.br/hcpa Clin Biomed Res 2018;38(4) 405
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DISCUSSAO

Os miRNAs sao agentes no controle pés-transcricional
da expressao génica da grande maioria dos processos
biolégicos desde o inicio do desenvolvimento embrionario.
Alguns estudos sugerem que o papel dos miRNAs
junto ao embrido no periodo pré-implantacdo é
questionavel, tendo sua fungéo iniciada apenas a partir
do periodo poés-implantagdo®'. Segundo diferentes
estudos, zigotos de camundongos e peixes-zebra
provenientes de odcitos carentes da proteina Dicer,
cujo principal papel esté relacionado ao processamento
de miRNAs, ndo passam da primeira clivagem, devido
aos desequilibrios na diviséo celular, morfogénese
e ordenagao dos cromossomos. Enquanto isto,
blastocistos de camundongos com deficiéncia da
enzima DGRCS8, que também desempenha grande
importancia no processamento de miRNAs, se mostram
normais, ainda que estes embrides nao sobrevivam
logo em seguida' e,

Além disto, os miRNAs atuam na reparagéo celular
embrionaria, visto que, devido ao curto ciclo celular,
podem ocorrer erros genéticos durante a clivagem
do zigoto. Estes eventos podem levar a apoptose
celular e prejudicar o embrido em desenvolvimento
inicial. Nos embrides em fase inicial, quem atua neste
reparo celular sdo os MRNAs, porém, apés a ativagao
do genoma embrionario, quem passa a regular este
processo sao os miRNAs. Possivelmente as vias de
reparo ao DNA nao sejam completamente operantes
em embrides pré-implantados, porém foi visto que
diversos genes ligados a estas vias sdo regulados
pelos miRNAs e expressos durante e pré-implantacéo.

Foi observado que odcitos maduros de camundongos
e embrides em desenvolvimento inicial possuem niveis
semelhantes de expressdo de miRNAs'”. A hipotese
mais provavel para esta explicagao é a manutencao
destes miRNAs no zigoto apds a fecundacdo do
odcito. Com base nos resultados obtidos, também
pode-se afirmar que diversos miRNAs s&o ativos na
transi¢cdo materno-zigética, controlando e eliminando
transcritos maternos, sendo estes de extrema
importancia no desenvolvimento inicial do embrido™".
Um exemplo, € o mRNA C-MOS, que esta presente
em odcitos de ras do género Xenopus e trabalha na
regulacao meidtica, sendo degradado logo apds a
fecundacdo. Caso este mRNA esteja presente no
embrido de duas células, ha o impedimento da proxima
clivagem, o que faz deste mMRNA um fator prejudicial
ao desenvolvimento do embrido8. Diversos mRNAs
alvos dos miRNAs também séao transcritos durante
a ativacao do genoma embrionario, fazendo com
que os miRNAs regulem a expressao e diminuam
a ativagao destes mRNAs zigoticos para que haja a
manutencdo da homeostase™.

Os miRNAs herdados da mae sao fundamentais
no desenvolvimento inicial do embrido e na transigéo
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materno-zigoética, porém, sdo degradados apés a
primeira clivagem, para que a sintese de miRNAs
zigéticos ocorra''. Esta afirmagao se mostra coerente,
visto que em embrides de camundongos a expressao
de miRNAs decai em até 60% entre os estagios de
1 e 2 células, justamente quando cerca de 90% dos
mRNAs maternos sdo degradados. Por volta do
estagio de 4 células, a expressao de miRNAs volta até
duas vezes maior em relagao ao estagio de 2 células,
devido a sintese de novos miRNAs. Um exemplo
sdo os miRNAs zigéticos da familia miR-290, que
tém como principais alvos os transcritos zigoticos, e
iniciam sua transcri¢cao no estagio de 2 células, porém
os miRNAs maduros s&o vistos apenas no estagio
de 4 células*'®'8, Além disto, foram encontradas em
zigotos de camundongos e embrides de duas células,
modificagdes capazes de proteger os miRNAs de
degradacgdes, o que sugere que haja uma repressao
destes miRNAs durante os estagios iniciais, sendo
os miRNAs protegidos reativados apos a clivagem,
no estagio de 4 células®.

Apesar de transcricionalmente ativos, embrides de
ratos no estagio de uma célula ainda n&o apresentam
producdo de mRNAs viaveis, por isto que o término
da degradagéo dos transcritos maternos ocorre de
forma sincrénica a ativagao do genoma embrionario.
E pouco provavel que os miRNAs do zigoto tenham
participagao na degradacao dos mRNAs da mae, visto
que sua atividade inicia apds a maior parte destes
mRNAs ja estarem degradados*. Ja em moscas,
peixes e ras é visivel que a degradacdo dos mMRNAs
maternos ocorre durante a transicdo materno-zigotica,
pois, devido ao rapido desenvolvimento destas
espécies, os miRNAs zigdéticos surgem enquanto
ainda ha grande quantidade de transcritos maternos
ativos; logo, a partir da combinagéo da atividade de
miRNAs maternos e zigéticos, ocorre a eliminagéo
dos mRNAs da mae**'®. Apesar de os mecanismos
para a degradacdo dos transcritos maternos e
transicdo materno-zigética ndo serem completamente
compreendidos em humanos, observa-se que em
outras espécies, como o Peixe-zebra, a alteragao
esta relacionada a atividade dos miRNAs?.

O grupo de miRNAs zigéticos miR-309
(miR-6-1 a miR-6-3, miR-5, miR-4, miR286, miR-3
e miR-309), encontrados em embrides de moscas
Drosophila sp., degradam centenas de transcritos
maternos, mas necessitam de uma proteina de
origem materna denominada Smaug para iniciar
sua transcrigdo. Esta € uma proteina altamente
conservada na escala evolutiva e auxilia no controle da
ativagao do genoma zigético, reprimindo a tradugéao e
auxiliando na remogao de transcritos maternos, pois,
ao se ligar a centenas de mRNAs, serve como fator
de especificidade para que ocorra a degradagéo dos
mesmos. Apds a transigdo materno-zigética, ocorre
a degradagéo da proteina e dos mRNAs de Smaug
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maternos, provavelmente para que os transcritos
alvos desta proteina, que sdo expressos novamente
pelo zigoto, ndo sejam degradados por engano 222,
Dentre os miRNAs que contribuem para a degradagao
dos transcritos maternos, também estéo os ortdlogos
miR-430 (presente em embrides de Peixes-zebra) e
miR-427 (presente em embrides de ras Xenopus),
que estimulam a degradacgao de transcritos maternos
a partir da deadenilagéo (remog&o da cauda poli-A)
dos mesmos. O miR-430 tem seus niveis elevados
ao inicio da transigéo materno-zigdtica, e, através de
sua ligacdo complementar na zona UTR 3, atinge
centenas de transcritos maternos's'6. J& o miR-18
atua em embrides de Xenopus eliminando mRNAs
do plasma germinativo materno, que se encontram
inoperantes no embrido'. O miR-135a tem sua
expressao significantemente maior no estagio de
zigoto, sendo responsavel pela regulagéo da primeira
clivagem embrionaria. Esta hipdtese foi confirmada
por Pang et al." quando administrado em zigotos
pronucleados um inibidor de miR-135a, fazendo
com que mais de 30% dos zigotos que receberam
este inibidor ndo se desenvolvessem para o estagio
de 2 células. Além disso, este miRNA também tem
ligagdo com expressao da enzima Siah1, que tem
importante papel no desenvolvimento embrionario
inicial, por estar envolvida com os processos de
ubiquitinagdo e apoptose. A expressao demasiada
de Siah1 em mamiferos leva a falta de proliferagéao
celular e apoptose; provavelmente por este motivo, a
expressao desta proteina, que atinge elevados niveis
no odcito, diminua no zigoto, a partir da elevagéo
dos niveis do miR-135a, nos estagios iniciais do
embrido. Ao que tudo indica, o miR-135a também deve
regular indiretamente outras proteinas relacionadas
a ubiquitinagdo, assim como a Siah1'4.
Recentemente, observou-se que os miRNAs
podem ser transferidos entre células, através de
fluidos, servindo como um meio de comunicagéo
entre as mesmas. Grande parte dos fluidos corporais
contém miRNAs, incluindo soro, plasma, saliva,
urina, sangue, liquido amniotico, leite materno, entre
outros, sendo que os miRNAs encontrados nestes
fluidos podem suportar condi¢des extremas, como pH
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