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Importância, mecanismos e modelos do silenciamento gênico

Introdução

A estrutura genômica de plan-
tas pode ser alterada por transfor-
mação genética durante o processo
de transferência gênica utilizando-
se Agrobacterium tumefaciens, bio-
balística e outras técnicas que inte-
gram parte de um genoma (gene
exógeno) em um outro genoma (no
caso, vegetal). A transgenia tem sido
usada com o propósito de integrar
seqüências gênicas de interesse com
conseqüente alteração da expressão
gênica. A expressão desse transgene
nem sempre pode ser predita. Desse
modo, o estudo das conseqüências
dessas transformações tem-se torna-
do  relevante nos últimos anos
(VOINNET & BAULCOMBE, 1997;
WATERHOUSE et al . ,  1998;
VAUCHERET et al., 2001).

Vários termos podem ser en-
contrados na literatura para descre-
ver o silenciamento gênico. Esses
incluem cossupressão, RNAi (RNA
de interferência) e quelling (inter-
rupção da seqüência gênica) em
leveduras. A cossupressão seria o
termo aplicado ao silenciamento
gênico do gene endógeno pela ação
do RNA do transgene. Aqui ambos
os genes, exógeno e endógeno, são
coordenadamente suprimidos.
Quelling é um termo de cossupres-
são usado em Neurospora crassa, e
o RNAi é aplicado ao silenciamento
gênico em animais, quando esse
acontece pela ação de uma fita du-
pla de RNA, causando a não transcri-
ção nem a tradução de determinado
gene(BAULCOMBE, 2002).

Em vários experimentos, fo-
ram obtidas evidências do silencia-
mento gênico em plantas, que leva-
ram à conclusão  que, ao aumentar
o número de cópias de um gene de
interesse em particular, poderia re-
duzir a sua expressão (MAZTKE &
MAZTKE, 1995; DEPICKER & VAN
MONTAGU, 1997). WEI et al. (2001)
comentam sobre uma correlação
positiva entre o número de insertos
com pobre expressão gênica. Vári-
os transgenes inseridos podem ser
silenciados após uma (relativamen-
te) longa fase de expressão e po-
dem, às vezes, silenciar a expres-
são (parcialmente) de genes homó-
logos localizados em posições
ectópicas no genoma (FAGARD &
VAUCHERET, 2000). Em alguns ca-
sos, o silenciamento gênico de
transgenes pode desencadear a re-
sistência a vírus e, em outros casos,
a infecção viral pode silenciar a
expressão de genes endógenos nas
plantas (BAULCOMBE, 1996).

Mecanismos de
silenciamento gênico

O silenciamento gênico, como
processo, corresponde a uma intera-
ção entre seqüências homólogas de
DNA ou RNA. Até hoje, sabe-se que
o RNA está envolvido em 2 tipos de
silenciamento gênico dependente de
homologia (SGDH): 1) SGPTS (si-
lenciamento gênico pós-transcricio-
nal), onde a degradação de RNAs
homólogos no citoplasma levaria a
não tradução e 2) SGT (silenciamen-
to gênico transcricional), que está
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relacionado com o bloqueio na trans-
crição induzido por um RNA anti-
senso derivado do próprio DNA,

que promoveria uma metilação na
região promotora, a nível nuclear, e
a homologia para a metilação dirigida
ocorreria nas regiões transcritas
(WASSENEGGER, 2000; FAGARD &
VAUCHERET, 2000; VAUCHERET et

al., 2001).
Embora os genes que interagem

podem estar muito próximos no
mesmo cromossomo e iniciar a
inativação em cis, muitos sistemas
estudados envolvem a interação de
seqüências localizadas em diferen-
tes cromossomos ou a trans-
inativação. Ambos os tipos de SGDH
estão freqüentemente associados
com metilações de novo em se-
qüências-específicas do DNA nu-
clear (KOOTER et al . , 1999;
WASSENEGGER, 2000).

O mecanismo de silenciamento
gênico transcricional (SGT) estaria as-
sociado a metilações de novo na região
do promotor do transgene, que pode-
riam ser meioticamente herdáveis
(KOOTER et al., 1999). Essa metilação
seria induzida por pareamento de regi-
ões homólogas de DNA ou ainda DNA-
RNA. Esse pareamento constitui o pas-
so inicial para a iniciação do SGPT
(WASSENEGGER & PÉLISSIER, 1998).
O pareamento induziria a uma
metilação dentro da região codificante
do transgene, que levaria a uma pre-
matura interrupção de sua transcrição.
Como resultado dessa síntese irregular
de mRNA, um RNA aberrante (abRNA)
seria formado (WASSENEGGER &
PÉLISSIER, 1998; HAMILTON &
BAULCOMBE, 1999; MATZKE et al.,
2001).

Estudos recentes têm encontra-
do presença de um RNA de, aproxi-
madamente, 25 nt em sense e
antisense, com homologia ao RNA
alvo, em plantas que apresentam
cossupressão e resistência a vírus,
mas  que não são encontradas em
plantas usadas como controle. Tal
fato contribui para evidenciar que
existem diferentes formas de silenci-
amento, porém todas agindo num
mesmo mecanismo (HAMILTON &
BAULCOMBE, 1999).

A resistência a vírus seria
explicada pelo fato de estes abRNA
serem o molde para que as RNA
polimerases dependentes de RNA
(RPdR) do hospedeiro (vegetal) pos-
sam sintetizar pequenas moléculas
de RNA anti-sense (METTE et al.,
1999; MATZKE et al . ,  2001;
MLOTSHWA et al., 2002). Esses pe-
quenos RNA antisense agiriam em
trans, em seqüências de RNA com-
plementares (RNA viral), levando à
formação de RNA fita dupla (dfRNA).
Um complexo de RNAses específi-
cas para esses dfRNAs (conhecidas
como Complexo DICER ou RNAses
tipo III, específicas para as dfRNAs),
levariam a degradação dessas molé-
culas híbridas e, em conseqüência,
tornariam a planta resistente ao ví-
rus (METZLAFF et al . , 1997;
CERUTTI, 2003).

No caso das integrações múlti-
plas, como as cópias do transgene, o
silenciamento se iniciaria por um
pareamento não recíproco entre o
transgene e o gene endógeno, ou
entre os transgenes e, como conse-
qüência desse pareamento, o locus
receptor seria metilado, levando a
uma terminação prematura da trans-
crição (ENGLISH & BAULCOMBE,
1996; WASSENEGGER, 2000).

A posição de integração do
transgene também parece ser impor-
tante para o silenciamento pelo fato
de o loci silenciador usualmente con-
sistir de múltiplas cópias do transgene
ligadas. Outro modelo que explica o
silenciamento de transgenes em có-
pias múltiplas e invertidas  é a forma-
ção de um RNA em alça (alRNA),
que, posteriormente, se transforma-
ria em dfRNA pela ação de RNA
nucleases causando o efeito do silen-
ciamento conforme foi descrito aci-
ma (WATERHOUSE et al., 2001). De
modo similar, o dfRNA poderia tam-
bém ser usado como molde para
algumas RNA polimerases que trans-
creveriam moléculas de RNA anti-
senso, homólogos aos mRNAs, for-
mando  os dfRNAs e continuando o
ciclo de silenciamento por indução
do SGT e SGPT (KOOTER et al.,
1999; FAGARD & VAUCHERET,
2000).

Modelos para explicar o
silenciamento gênico

Vários autores  têm sugerido
modelos para os mecanismos mole-
culares envolvidos no silenciamen-
to gênico, que não são eventos mu-
tuamente exclusivos, mas que po-
dem ser usados individualmente ou
em conjunto para explicar o silenci-
amento gênico.

1. Silenciamento mediado
pelo pareamento DNA-DNA

Esse modelo tem sido proposto
para explicar certos tipos de cossu-
presssão (JORGENSEN, 1990; MEYER
& SAEDLER, 1996); a trans-inativação
(MATZKE & MATZKE; 1990;
CHANDLER & VAUCHERET, 2001) e
a paramutação (MEYER et al., 1993;
CHANDLER & VAUCHERET, 2001).

O pareamento de regiões homó-
logas do DNA, devido à interação
entre duas seqüências homólogas
numa interfase da meiose, levaria à
formação de estruturas em alças, que
seria o precursor da difusão de
metilações no DNA, induzindo o SGT
(ENGLISH & BAULCOMBE, 1996).

Os transgenes diferem muito em
sua capacidade de trans-inativar cópi-
as homólogas, o que parece estar asso-
ciado à capacidade de procurar outras
posições cromossomais com homolo-
gia. A presença de genes silenciadores
muito próximos ao telômero sugere
que regiões teloméricas são sítios favo-
ráveis para a interação com seqüências
homólogas (MEYER & SAEDLER, 2001).

2. Degradação de RNA em
excesso

Em transgênicos, é comum o
uso de promotores fortes para se
conseguir a alta expressão do
transgene. Como conseqüência, para
a detecção de planta com o inserto,
são esperados níveis altos do mRNA
do transgene. Nesse modelo, os
abRNA seriam produzidos devido a
uma alta taxa de transcrição do DNA,
com isso, os altos níveis de mRNA. Se
essa taxa de mRNA exceder a taxa de
tradução, pode ocorrer, além da de-
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gradação parcial desses mRNA, a
terminação abrupta da transcrição, o
processamento irregular, originando
abRNAs e induzindo ao SGPT
(WASSENEGGER & PÉLISSIER, 1998).

Outrossim, o excesso de produ-
ção de uma determinada proteína pode
transmitir um sinal para a maquinaria
de tradução a fim de induzir a termi-
nação de sua própria transcrição. As
proteínas em excesso seriam marcadas
por ubiquitinas, por fosforilação ou
por outras modificações pós-transcri-
cionais (HOCHSTRASSER, 1996;
WASSENEGGER & PÉLISSIER, 1998).

3. Híbridos DNA-RNA

A observação de que o parea-
mento DNA-RNA pode induzir pa-
drões de metilação sugere mudanças
no estado epigenético caracterizado
por um estado específico de metilação
do DNA ou da estrutura da cromatina,
durante o período pré-meiótico ou
de hibridização somática (MEYER &
SAEDLER, 2001). Estudos indicaram
que fragmentos de RNA poderiam
induzir uma hipermetilação em se-
qüências homólogas (pareamento
DNA -RNA), causando as mudanças
epigenéticas. Tal fenômeno foi com-
provado em estudos com plantas
transgênicas que continham o cDNA
dos virióides do PSTV da batata. A
metilação no genoma do viróide foi
observada mesmo sem que a
replicação do seu RNA tivesse ocor-
rido (WASSENEGGER et al., 1994;
WASSENEGGER, 2000).

Os transcritos poderiam induzir
a metilação em regiões homólogas
de DNA, que seria comum em trans-
formantes, os quais acumulariam
grandes concentrações dos transcri-
tos no núcleo, devido às altas taxas
de tradução e do processamento irre-
gular desses RNAs. Como conseqü-
ência dessa marcação, a proteína e
seus produtos, após degradação, po-
deriam reconhecer seqüências ho-
mólogas  surgindo nos ribossomos, e
levando ao término prematuro da
transcrição, além de uma deadenila-
ção na posição 3’ e, com isso, ao
surgimento dos abRNAs e a indução
do SGPT (JONES et al., 1999).

4. Modelo mediado por
RNA antisenso

O RNA antisenso parece ser
fundamental nos mecanismos de
cossupressão. As fitas duplas de RNA
seriam alvos gerados pelos promo-
tores presentes no DNA do transgene
e pela ação de RNA polimerases
dependente de RNA ( RPdR)
(LINDBO et al., 1993).

 WASSENEGGER & PÉLISSIER
(1998) ainda propõem que esse RNA
poderia surgir devido  à posição da
seqüência de DNA produtora do
RNA antisenso, próximo a um pro-
motor localizado adjacente a uma
cópia de T-DNA integrado e em
anti-senso .

A produção de RNA antisenso
pelas RPdR dependeria de níveis
específicos do RNA senso e do
acúmulo de intermediários de RNA
(durante o processamento ou trans-
porte). Essa hipótese se baseia no
fato de que as RPdR reconheceriam
os transcritos aberrantes, que seri-
am derivados de transcrição, trans-
porte ou tradução incorreta do
transgene. A produção de abRNA
poderia induzir as mudanças
epigenéticas do gene que influenci-
aria o seu processamento (MEYER &
SAEDLER, 1996; WASSENEGGER,
2000).

Certos transgenes somente po-
dem silenciar ou cossuprimir seqüên-
cias caso contenham um final 3’
homólogo, enquanto certos transgenes
com regiões 5’ homólogas não são
afetadas (ENGLISH et al., 1996). Essas
observações sugerem que os transcri-
tos antisenso são feitos preferencial-
mente nas regiões 3’ do transgene
(WASSENEGGER & PÉLISSIER, 1998).

O papel da metilação e da

estrutura da cromatina no

silenciamento gênico

Em recentes estudos sobre si-
lenciamento em plantas, a ocorrên-
cia de pareamento entre seqüências
homólogas parece ser condição im-
portante para o silenciamento
(BAULCOMBE & ENGLISH, 1996;
VOINNET et al., 1998). O silencia-

mento em trans seria quando uma
região metilada teria homologia com
a região promotora de um determi-
nado gene, dirigindo uma metilação
de novo nessa região, para induzir o
SGT. Tal fenômeno é conhecido
como metilação do DNA dirigida
por DNA (MDdD)(JONES et al., 1999;
METTE et al., 1999; WASSENEGGER,
2000).

Muitos genes eucarióticos e ele-
mentos transponíveis exibem uma
forte correlação inversa entre den-
sidade de metilação do DNA e ati-
vidade transcricional ou transposi-
cional. Ao certo, não se sabe se a
ação da metilação da citosina alte-
raria a estrutura da cromatina, mas
estudos em plantas demonstram
uma correlação positiva entre o
número de cópias do transgene, o
aumento da metilação e a diminui-
ção da atividade transcricional
(KUMPATLA et al.,1997).

Em eucariontes, os resíduos de
citosina do DNA genômico podem
ser metilados na posição 5’da citidina.
As enzimas das DNA metiltransferases
que realizam essa reação têm prefe-
rências por grupos CpG ou CpNpG.
Em ambos os casos, o DNA recente-
mente replicado, que contém grupos
CpG ou CpNpG hemimetilados, são
fortes substratos para a ação das
DNA metiltransferases. Tal padrão
asseguraria as metilações de manu-
tenção e de padrões de metilação
pré-existentes nos cromossomos fi-
lhos (ATHERLY  et al.,1999).

Em transgenes, esse padrão de
metilação não é igual. As metilações
localizadas em resíduos de citosina
não estão localizadas em seqüênci-
as CpG ou CpNpGp. Os fatores que
especificam esse padrão de metilação
não simétrico são ainda uma incóg-
nita, mas parece que a metilação do
DNA é dirigida por um RNA. Não se
sabe se esse RNA seria o sinal em
todos os casos da metilação não
simétrica das citosinas em plantas
(FINNEGAN et al., 1998). Alguns
autores denominam esse fenômeno
de metilação do DNA dirigida por
RNA (MDdR)(WASSENEGGER, 2000;
BAULCOMBE, 2002). Esse padrão
também não parece ser conservado
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durante a meiose, em contraste com
o padrão de metilação simétrica
(PARK et al., 1996; LUFF et al.,
1999).

Estudos têm demonstrado que
a metilação do DNA e a estrutura da
cromatina têm um importante papel
no SGT e SGPT. Nessa forma de
silenciamento, a região promotora
e, às vezes, a região codificante dos
transgenes silenciados apresentam-
se  densamente metilados (KOOTER
et al., 1999). Plantas mutantes para
o gene da proteína DDM1, que re-
modela a cromatina, não apresenta-
ram o silenciamento gênico. Isso
indica um possível papel da
metilação do DNA e da estrutura da
cromatina no estabelecimento e na
manutenção de SGPT. Supõe-se que
o aumento da metilação leve à
heterocromatização do DNA e, com
isso, ao difícil acesso às RNA
polimerases, diminuindo a ação
transcricional (YE et al., 1996;
WASSENEGGER & PÉLISSIER, 1998;
WASSENEGGER et al., 2000).

Embora os modelos atuais pro-
ponham que a produção de um
RNA aberrante, fruto de uma
metilação, seja o causador de uma
finalização prematura da transcri-
ção do mRNA, existem estudos com
linhagens defeituosas de N. crassa

para o gene da metilase da citosina
(dim2) que exibiram a mesma capa-
cidade de silenciamento que a li-
nhagem controle (dim +) (COGONI
& MACINO, 1999). Fato semelhante
foi observado  em estudos realiza-
dos com plantas transgênicas de
fumo, onde o gene nptII (neomicina
fosfotransferase) metilado  teve a
transcrição e o SGPT normais quan-
do comparado com uma cópia do
gene nptII não metilado e não si-
lenciado (VAN HOUDT et al., 1997).
Tais fatos indicam que a metilação
não parece ser condição sine qua

non para a indução e a manutenção
do SGPT (PARK et al., 1996).

Razões para a ocorrência do

silenciamento gênico

Diversos autores têm levantado
o papel do silenciamento gênico . O

silenciamento gênico parece estar
envolvido com a defesa a ácidos
nucléicos estranhos (COVEY, 2000;
JORGENSEN, 1995; MOURAIN et al.,
2000), com a proteção do genoma
contra a inserção de elementos
transponíveis (KETTING et al., 1999;
BAULCOMBE, 2002) e com a
regulação da expressão gênica de
famílias de multigenes ou ainda
genes duplicados em plantas
(TANZER et al., 1997; CHANDLER &
VAUCHERET, 2001).

Uma outra questão poderia ser
levantada, se seqüências homólogas
de DNA podem parear e se tornar
silenciadas, como então explicar que
membros de famílias de genes pode-
riam escapar da inativação? MATZKE
& MATZKE (1995) propõem a exis-
tência de duas maneiras de prevenir
esse pareamento: ou pela divergên-
cia de seqüências encontradas em
alelos (heterozigosidade) ou devido
à redução do comprimento de se-
qüências homólogas, o que sugere
um papel muito importante para os
íntrons, que dividiriam a região
codificante da proteína em segmen-
tos pequenos demais para realizar
um pareamento efetivo.

Parece bastante unânime en-
tre vários autores que o silencia-
mento gênico tem como função
principal prevenir a superexpres-
são gênica, controlando o número
de cópias de determinado gene ou
ainda ser um mecanismo de defesa
cont ra  a  superexpressão de
transgenes (WASSENEGGER &
PÉLISSIER, 1998; KOOTER et al.,
1999; WASSENEGGER, 2000).

Difusão e  amplificação do

silenciamento gênico

Um dos mais importantes aspec-
tos do silenciamento gênico é que
este é um mecanismo autômato, isto
é, pode ser induzido localmente e
pode se espalhar para distantes locais
no organismo (VOINNET et al., 1998;
COVEY, 2000). Esse transporte
sistêmico do sinal de silenciamento
parece relacionar-se com um sinal
móvel, não metabólico, ainda não
completamente identificado. Esse si-

nal, sendo parte integral do processo
de silenciamento, parece interagir com
proteínas de membranas, movendo-
se de célula em célula através do
floema (plasmodesmata), assemelhan-
do-se com o padrão de infecção de
vírus nas plantas (PALAUQUI et al.,
1997; VOINNET & BAULCOMBE, 1997;
VOINNET et al., 1998; MLOTSHWA
et al., 2002).

O SGPT teria três fases: início,
manutenção e difusão propriamen-
te dita. Os transgenes, os vírus e até
mesmo o DNA exógeno (proveni-
ente da transformação) poderiam
iniciar o SGPT. Alguns autores su-
gerem que esse sinal seja na forma
de RNA, mas não é conhecido ainda
qual o tipo de RNA que estaria
envolvido: se abRNA, dfRNA ou
ainda o asRNA (METTE et al., 1999;
KOOTER et al., 1999; MATZKE et

al., 2001; MLOSTHWA et al., 2001).
Esse conceito de difusão célula-

célula e de transporte a longas dis-
tâncias não pode ser descartado,
visto que o vírus tem seu genoma
composto por RNA e esse RNA di-
funde-se para dentro da planta, po-
dendo se mover de célula-célula
através de proteínas codificadas pelo
seu próprio genoma (WATERHOUSE
et al., 2001).

Ainda não está completamente
elucidado como o sinal para o silen-
ciamento pode se espalhar sistemi-
camente pela planta e ainda ter seus
efeitos amplificados. O silenciamen-
to parece ser um mecanismo de pre-
venção, como a vacina é para os
humanos. Parece sensato estabele-
cer que o silenciamento nada mais é
que uma mensagem enviada pelas
células já infectadas pelo vírus para
aquelas que ainda não o foram, mas
que estejam na iminência de o ser,
para que essas preparem suas defe-
sas contra o agente invasor. Se esse
sinal  contiver fragmentos da seqüên-
cia viral, as células receptoras pode-
riam estar preparadas para degradar
qualquer RNA que contivesse essas
seqüências, mesmo antes de o vírus
chegar (RATCLIFF et al., 1997;
WATERHOUSE et al., 2001).

Esse modelo poderia explicar al-
gumas observações:1) de que plantas
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transgênicas com  transgenes deriva-
dos de vírus podem apresentar uma
recuperação, isto é, apresentar os sin-
tomas da infecção inicial do vírus,
seguida de crescimento sem os sinto-
mas e de resistência ao vírus. 2) plan-
tas transgênicas apresentando cossu-
pressão tendem, inicialmente, a apre-
sentar atividade do transgene, mas
um silenciamento progressivo em te-
cidos em crescimento (WATERHOUSE
et al., 2001).

Considerações finais

Na última década, o estudo do
silenciamento gênico cresceu consi-
deravelmente. Já existem evidênci-
as de que características específicas
do DNA, como a metilação e a estru-
tura da cromatina, são importantes
para o fenômeno do silenciamento.
Todavia, o seu  mecanismo molecu-
lar ainda não foi totalmente
elucidado, mas, em razão de obser-
vações funcionais dos RNA anti-sen-
so, abRNA, dfRNA, RNA polimerases
e RNA nucleases, os estudiosos des-
se assunto puderam elaborar mode-
los para os mecanismos de SGDH ,
o SGT e SGPT.

É notória a existência de algu-
mas dificuldades para o estudo do
silenciamento gênico em plantas
transgênicas. Variações entre as li-
nhas de plantas transgênicas consti-
tuem uma grande barreira para o
completo estudo desses mecanismos.
Duas linhas transgênicas não são
similares pelo fato de o transgene em
cada planta se situar em diferente
domínio no cromossomo, em dife-
rente arranjo e também devido à
associação com diferentes quantida-
des de DNA do vetor de transforma-
ção (IGLESIAS et al., 1997; STAM et

al., 1997).
Apesar das dificuldades, vislum-

bram-se para essa área da ciência
grandes e importantes descobertas: o
completo entendimento da regulação
gênica, a identificação dos fatores
que podem afetar a expressão gênica
e dos transgenes (talvez se discuta no
futuro algumas propriedades dessa
tecnologia) e, ainda mais, a compre-
ensão dos mecanismos evolutivos.
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