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Introdução



Introdução● Início década 90: Superexpressão gênica de 

pigmento em Petúnias; Resistência viral em 

plantas;

Em 1998, Craig Mello e Andrew Fire: RNA 

interferência (iRNA)- Prêmio Nobel de Medicina e 

Fisiologia de 2006.

- Experimento C. elegans e proteína 

muscular;

Fonte: França et al., 2010.



Funcionamento

O que é iRNA?

• dsRNA (double stranded RNA);

- miRNA (micro RNA): Origem de transcritos de 
RNA (precursores de miRNA),                 .   

formação de hairpin;

- siRNA (short interfering):Origem da clivagem de 
RNA de fita dupla;

•Enzima Dicer;

•Complexo RISC (Induced silencing complex)- proteínas Argonautas.

Fonte: França et al., 2010.



Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/12/o-que-e-interferencia-por-rna-rnai.html

https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/12/o-que-e-interferencia-por-rna-rnai.html
https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/12/o-que-e-interferencia-por-rna-rnai.html
WhatsApp Video 2023-06-11 at 14.07.48.mp4


Escolha RNAi

▣ Análise função gênica;

Literatura científica, estudo expressão gênica, análises bioinformática.

▣ Triagem;

Identificar genes envolvidos ao processo ou patologia;

Análise de Rnai e/ou através de bibliotecas e/ou criação das mesmas. 

▣ Estudos genômicos e transcriptômicos;

RNA-seq.

▣ Validação funcional;

confirmar relevância gene alvo para fenótipo. 

Organismos modelos.



Introdução RNAi

▣ Transfecção;

Métodos físicos;

Estudos de função gênica.

▣ Vetores virais;

Estudos em animais e clínicos.

▣ Expressão transgênica;

Inserção gênica;

Estudos em planta.



Qual importância?

•Sistema de defesa contra organismos invasores;

•Autodefesa.

Onde são aplicados?

•Pesquisa científica;

•Pesquisa biomédica – pesquisa em medicamento;

•Terapia genética;

•Terapia antiviral;

•Na agricultura: controle pragas e doenças;



RNAi em nematóides



RNAi em nematóides

▣Organismos de vida-livre ou parasitas de plantas

e animais:
□ Ameaças às plantações globalmente (plant-parasitic

nematodes - PPNs);

□ Nematóides das galhas (Root-knot nematodes –

RKNs) formam galhas nas raízes, pela indução da

endoreduplicação;

□ Nematóides de cisto (Cyst nematodes – CNs) formam

sincícios nas raízes.

Fonte: Joshi e colaboradores (2022)
Fonte: Jones e colaboradores (2011)



RNAi em nematóides

▣A aplicação de RNAi em nematóides envolve a

imersão, alimentação e estratégias de entrega pelo

hospedeiro (Host delivered-RNAi - HDRNAi):
□Silenciamento de proteínas efetoras de estabelecimento da

relação hospedeiro-parasita.

Fonte: Joshi e colaboradores (2022)

Fonte: Rosa e colaboradores (2018)

Fonte: Hussey e colaboradores (2002)



RNAi em nematóides

Fonte: Joshi e colaboradores (2022)



Aplicações em CNs

▣Sindhu e colaboradores (2009); Hamamouch e

colaboradores (2012):
□Interação entre Heterodera schachtii e Arabidopsis

thaliana;

□Redução de até 92% da população de fêmeas adultas.

▣Akker e colaboradores (2014):
□Interação entre Globodera pallida e batata;

□Redução de até 60% da população de fêmeas adultas.
Fonte: Sindhu e colaboradores (2009)

Fonte: Hamamouch e colaboradores (2012)

Fonte: Akker e colaboradores 

(2014)



Aplicações em RKNs

▣Huang e colaboradores (2006); Xue e

colaboradores (2013); Joshi e colaboradores (2019,

2020):
□Interação entre Meloidogyne incognita e Arabidopsis thaliana;

□Redução de até 90% do número de galhas e 95% do número

de ovos.

Fonte: Huang e colaboradores (2006)

Fonte: Xue e colaboradores (2013)

Fonte: Joshi e colaboradores (2019)Fonte: Joshi e colaboradores (2020)



Aplicações em RKNs

▣Niu e colaboradores (2016):
□Interação entre Meloidogyne incognita e Arabidopsis thaliana:

□Redução de até 95% da área de lesão por morte celular

programada.

▣Hu e colaboradores (2022):
□Interação entre Meloidogyne javanica e Tabaco (Nicotiana

benthamiana):

□Redução de até 64% do número de galhas.

Fonte: Niu e colaboradores (2016)

Fonte: Hu e colaboradores (2022)



Aplicações em RKNs

▣Dinh e colaboradores (2014):
□Interação entre Meloidogyne chitwoodi e Arabidopsis

thaliana;

□Redução de até 74% do número de ovos.

▣Shivakumara e colaboradores (2017);

Chaudhary e colaboradores (2019):
□Interação entre Meloidogyne incognita e Berinjela

(Solanum melongena):

□Redução de até 48% do número de galhas e de até

50% do número de ovos.

Fonte: Dinh e colaboradores (2014)

Fonte: Chaudhary e colaboradores (2019)

Fonte: Shivakumara e colaboradores (2017)



Aplicações em RKNs

▣Dubreuil e colaboradores (2009); Xie e

colaboradores (2016):
□Interação entre Meloidogyne incognita e Tabaco

(Nicotiana benthamiana);

□Redução de até 63% do número de ovos.

Fonte: Dubreuil e colaboradores (2009)

Fonte: Xie e colaboradores (2016)



RNAi em insetos



RNAi em insetos

Microinjeção

Soaking

Aronstein et al., 2011



2007

V-ATPase A



2012

Cry3Bb1
EPSPS
DvSnf7





Métodos não transformativos

Microorganismos

Iscas tóxicas
Aplicação Foliar*

Injeção no tronco



Mitter et al. 2017



Cagliari et al.
2019



RNAi em plantas



RNAi em plantas

▣ Breve histórico

1990 1999 2003

1998 2002

Relatada a ocorrência 

de co-supressão em 

plantas

Clivagem de mRNAs 

em A. thaliana

direcionada por 

miRNAs

Primeiras 

observações de vírus 

suprimindo genes 

silenciadores 

Detecção de 

pequenos RNAs 

apresentando PTGS

miRNAs de plantas 

atuando como 

repressores de 

tradução



RNAi em plantas

▣ Silenciamento por RNAi em estudos envolvendo expressão gênica:
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RNAi em plantas

▣ Silenciamento por RNAi em estudos envolvendo expressão gênica:

▣ Esclarecer funções e efeitos de genes específicos

▣ Compreender os mecanismos de regulação

▣ Descrever vias metabólicas

▣ Promover avanços no melhoramento genético



RNAi em plantas

▣ Métodos de entrega de RNAi utilizados:

▣ Transformação genética

▣ Expressão transiente

▣ Vetor viral

▣ Nanopartículas de entrega de RNA



RNAi em plantas
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RNAi em plantas

▣ Melhoramento genético:

▣ Eliminar características não desejadas

Aflotoxinas são compostos tóxicos,

carcinogênicos, produzidos por algumas

espécies de Aspergillus

Contaminações são responsáveis por grandes

perdas na produção

gene alvo: aflC

Construção de cassete com 3 seções do gene

3 transgênicas RNAiAFL

Biossíntese de cafeína

envolve várias etapas de

metilação de adenina.

Metilxantina e teobromina

são intermediários
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RNAi em plantas

▣ Melhoramento genético:

▣ Eliminar características não desejadas

▣ Alterar características nutricionais

▣ Alterar características morfológicas

▣ Resistência a estresses bióticos

▣ Resistência a estresses abióticos



RNAi em plantas

▣ Outros exemplos:

Os resultados demonstraram que a macho-esterilidade pode ser induzida

pela menor regulação da expressão do gene CsSUT1 (transportador de

sucrose) mediada por RNAi.

Flores masculinas com essa alteração tiveram teores de sucrose, hexose e

amido reduzidos nos últimos estágios de desenvolvimento.

Análises transcricionais mostraram que muitos genes relacionados com o

metabolismo, sinalização e transporte de açúcares, assim como genes

relacionados com a sinalização da auxina, estavam sub-regulados,

enquanto fatores de transcrição MYB (regulação da fertilidade masculina)

estavam supra-regulados



RNAi em Humanos



RNAi em Humanos

Figura 1 - Estrutura do HCV: Glicoproteínas do

envelope (heterodímeros E1 e E2), uma membrana

lipídica, o nucleocapsídeo e o genoma de RNA de

fita simples.

DOI: https://doi.org/10.1128/jcm.40.5.1656-1659.2002 (2002)

DOI: 10.1073/pnas.1307527110 (2013)

Figura 2 – a: O RNA do HCV é um RNA de fita simples de sentido positivo com

aproximadamente 9.600 bases de nucleotídeos de comprimento eum único quadro de

leitura aberto longo (3.006-3.037 códons) flanqueado por regiões não traduzidas (UTRs)

5' e 3'. O genoma do RNA do HCV é usado tanto para tradução quanto para

transcrição; B-c: partícula viral de HCV produzida em um sistema de cultura de tecidos a

partir de um genoma viral. Partículas virais foram geradas após transfecção da linha

celular de hepatoma humano Huh7 por replicons de HCV da cepa JFH1 genótipo.

a b c

DOI: 10.1038/nm1268 (2005)

(IRES)

https://doi.org/10.1128/jcm.40.5.1656-1659.2002
https://doi.org/10.1073/pnas.1307527110
https://doi.org/10.1038%2Fnm1268


✔Plasmídeo HCV-IRES 1b U6-Promotor-GFP-Neo

✔Fluorescencia Alexa Fluor 488;

✔Corante fluorescente Nile Red;

✔HA-P-shRNA74-SLN (hylauronic acid) +Protamina;

✔DX-P-shRNA74-SLN (dextran) +Protamina;

✔shRNA74 (3'-TCGCAGATCGGTACCGCAA-5’);

✔Linhagem hepatocelular humano HepG2;

RNAi em Humanos

DOI  - 10.3390/nano6020026 

DOI: 10.3390/ijms17071015

www.addgene.org/128660/

***shRNAs consistem em sequências sense e antisense separadas por uma sequência de loop. (hairpin curto)

(IRES-GFP)

DOI: //dx.doi.org/10.13070/mm.en.3.197

http://dx.doi.org/10.3390/ijms17071015


RNAi em Humanos

Figura 4 - Quatro vetores silenciadores direcionados para o loop de haste II do 5'

UTR (shRNA74), HA-SLN2, HA-SLN5, DX-SLN2 e DX-SLN5 em diferentes

doses de shRNA74: 1,5 μg, 2 μg, 2,5 μg e 3 μg .

Figura 3 – Transfecções com HA-SLN2 1:2, HA-SLN5 1:5, DX-

SLN2 e DX-SLN5 em diferentes doses de shRNA74 foram os

tratamentos e transfecções com sem a mistura de

shRNA (shRNAscr) usadas como controles internos.

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/short-hairpin-rna


RNAi em Humanos

Figura 5 – 1 e 2: Captação celular de vetores virais em células HepG2; 3: Detecção da expressão de CD44 por imunocitoquímica.

1 2

3



RNAi em Humanos

Figura 6 – Silenciamento da expressão de IRES em células HepG2, 48 h após os tratamento, com 1: vetores HA-SLN2 e HA-SLN5 com e 2:

vetores DX-SLN2 e DX-SLN5, em diferentes doses de shRNA74. O shRNA74 nu induziu uma taxa de silenciamento insignificante (<2%).

1 2

~35%

~69%



RNAi em Humanos

Figura 7 – Viabilidade celular 48 h após o tratamento de células HepG2 com os vetores 1: HA-SLN2 e HA-SLN5 e 2: DX-SLN2 e DX-SLN5, em
diferentes doses de shRNA74.

1 2



RNAi em Humanos

⮚ Todos os vetores apresentaram tamanho de partícula na faixa de nanômetros e carga
superficial positiva, e foram capazes de proteger o shRNA74 contra Dnases.

⮚ A capacidade de silenciamento depende da presença de DX ou HA no vetor, da proporção

de shRNA74 para SLN e da dose de shRNA74.

⮚ Com ambos os polissacarídeos, a maior eficácia de silenciamento foi obtida com os vetores

DX-SLN5 e HA-SLN5 nas doses mais altas de shRNA74 (2,5 μg e 3 μg).

⮚ Vetores não virais compostos por SLNs, protamina e HA ou DX, portadores de shRNA74,

podem silenciar a expressão de HCV-IRES em células HepG2 por RNA de interferência

shRNA.



RNAi em Humanos

2012

2011

2010

2015

2016

Alicia Rodriguez Gascon

13P
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Conclusões

▣ Mais estudos aprofundados sobre papéis fisiológicos e moleculares precisam ser 
realizados sobre RNAi em trabalhos de plantas e patógenos.

- Com o aumento da compressão do mecanismo regulatório há aumento da 
capacidade de explorar o mecanismo como ferramenta experimental.

▣ Para a agricultura os principais desafios são: controle eficiente, especificidade do alvo, 
estabilidade e persistência, variação genética, assuntos regulatórios e aceitação pública.

- Uso da tecnologia e comercialização em resistência a patógenos e insetos, menor que 
o esperado.



Conclusões

▣ Cenário em transição: Estudos sobre minimizar custos, tornando-os também 
mais seguros e duradouros. A tecnologia RNAi irá desempenhar papel 
fundamental na proteção de plantas no futuro. 

Em uso:
-Plantas (milho) resistente a insetos (Diabrotica do milho e lagarta do cartucho).

-Controle de nematoide, da Nematode Control;

▣ Além da criação de plantas transgênicas com tecnologia RNAi, também é 
promissor a utilização de inseticidas-RNAi, que pode ser explorada como uma 
estratégia eficaz no controle de pragas no futuro. 



Conclusões

… em humanos:

▣ Desafios: garantir que a terapia por RNAi atinja o algo e seja eficiente e 
minimizar os potenciais efeitos colaterais que surgem com a utilização do 
recurso.

▣ Os estudos caminham a favor da medicina, com os seguintes estudos atuais 
avançados: Tratamento para reduzir colesterol LDL, doenças virais (HIV, 
hepatite C), terapia contra câncer.

Em uso: Patisiran- contra polineuropatia amiloidótica familiar. Acúmulo de 
proteínas (transtiretina) nos tecidos. Uso de siRNA intrevenoso.



Obrigado!


