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Introducao

MOLECULA de RNA foi recentemente identificada como um possivel

farmaco capaz de revolucionar a forma com que realizamos terapias de um

elevado niimero de doengas humanas. As atividades bioldgicas dessas mo-
léculas, empregadas normalmente na forma de dupla fita, foram descobertas
na década de 1990 gragas a identificagio dos mecanismos de interferéncia do
RNA e baseiam-se na capacidade de essas moléculas reduzirem (interferirem) a
expressio de determinados genes-alvo. O potencial terapéutico do RNA dupla fita
¢ enorme, sobretudo em processos genéticos que requerem inibi¢do de produtos
de genes. Entre as doengas-alvo, destacam-se as terapias tumoral ¢ de agentes
infecciosos, especialmente virus, mas varias outras doen¢as humanas também
poderio ser controladas pela a¢do dessas moléculas. O tamanho relativamente
grande das moléculas de RNA, sobretudo em compara¢ao com algumas drogas
quimicas, pode representar um dos problemas a serem enfrentados pelas
pesquisas no tema, porém chama a atengio a facilidade com que essas moléculas
podem ser projetadas, dependendo apenas da sequéncia das bases do gene-alvo.
Varios protocolos clinicos tém sido testados em humanos nos tltimos anos, ¢ os
resultados sio promissores. E possivel que em breve esse tipo de firmaco seja
encontrado em farmacias: vale a pena saber o porqué!

O RNA nio ¢ s6 um mero mensageiro do DNA

Na década de 1980, a comunidade cientifica se espantou com a revelagao
de que a molécula de RNA tem atividade catalitica, como as enzimas. Assim,
essas moléculas foram chamadas de ribozimas e demonstraram que o RNA pode
desempenhar fungdes que superam em muito a de simples mensageiro para
sintese de proteinas. Mas isso foi s6 o comego. Na década de 1990, resultados
com plantas transgénicas comegaram a gerar dados completamente inesperados:
plantas que superexpressavam genes para produ¢ao de pigmentos (e que,
portanto, deveriam gerar flores com mais pigmentos, ou seja, com coloragio
violeta-escuro) apresentaram flores brancas, em razido da auséncia de sintese do
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pigmento! No caso, houve o inesperado silenciamento do transgene ¢ do gene
endogeno das células dessas flores.

O mecanismo molecular que levava ao silenciamento génico permaneceu
desconhecido por alguns anos, até que, trabalhando com o verme nematoide
Caenorbabditis elegans, os grupos dos pesquisadores americanos Andrew Z.
Fire e Craig C. Mello descobriram que moléculas de RNA dupla fita (RNAdf)
poderiam silenciar a expressio de genes (Fire et al., 1998). Os experimentos
realizados para essa descoberta sao extremamente simples: ao analisarem o efeito
de silenciamento geénico de moléculas de RNA simples fita antissenso e também
senso (em relagdo ao sentido da molécula do RNA mensageiro do gene-alvo),
os pesquisadores descobriram que o uso da molécula dupla fita tinha um efeito
cem vezes maior. Pela capacidade do RNAdf de interferir na expressao genética,
0 mecanismo comegou a ser chamado de RNA interferéncia ou simplesmente
RNAI.

O mecanismo de RNA interferéncia

funciona em células humanas

Esse mecanismo de silenciamento foi demonstrado inicialmente em vermes,
plantas e insetos, mas demorou trés anos para ter sua existéncia demonstrada
em células humanas (Elbashir et al., 2001). Esses experimentos indicaram
a importancia evolutiva dos mecanismos de RNAi em eucariontes em geral ¢
acenderam ideias do uso potencial tecnolégico para moléculas de RNAdf como
base para silenciamento génico com fins terapéuticos em humanos. Além disso,
houve a identificacao de pequenas moléculas de RNAdf (na forma de grampos)
sintetizadas pelas proprias células, a partir do seu genoma cuja fung¢io ¢ controlar
a expressao de genes celulares. Esses RNA endogenos ficaram conhecidos como
microRNA (miRNA) e demonstram que as fungdes do RNA na célula vao muito
além da simples mensagem. Pela descoberta, os doutores Fire ¢ Mello receberam
o Prémio Nobel de Medicina em 2006.

Como funciona a RNA interferéncia na célula

Os mecanismos de RNA interferéncia ja sio bem conhecidos. Basicamente,
genes endogenos sio transcritos como um RNAm longo contendo varios miRNA
agrupados. Esses miRNA primdrios sio conhecidos como pri-miRNA e contém
sequéncias de bases palindromicas, de modo que o emparelhamento entre elas
gera estruturas de RNAdf na forma de grampo. Essas moléculas sao processadas
ainda no nucleo da célula, sendo clivadas por RNAse (Drosha), formando
estruturas com cerca de 70 bases, conhecidas como pré-microRNA (pré-miRNA).
Essas moléculas sao exportadas ao citoplasma (pela enzima Exportina-5) e sdo
novamente processadas por uma RNAse, Dicer, que produz os miRNA maduros
que sdo duplexes de 19 a 23 pares de base. O complexo Risc (do inglés RNA
induced silecing complex) é a plataforma proteica que se associa aos miRNA e
promove a interagao de uma das fitas do RNAdf (RNA-guia) com moléculas de
RNA mensageiros. Essa intera¢io ocorre por complementaridade na sequéncia
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do RNA-guia e do RNAm, ¢ normalmente ocorre na regido 3" nao traduzida (3’-
UTR), resultando no silenciamento do RNAm-alvo, seja por degradagio desse,
seja pelo bloqueio da tradugdo em proteinas. No caso de bloqueio de tradugao,
a complementaridade nao necessita ser completa, o que indica que um Unico
miRNA pode regular centenas de genes, ¢ cada gene-alvo pode ser regulado por
multiplos miRNA, demonstrando a complexidade dessa rede de regulagio génica.
A Figura 1 apresenta um esquema que descreve de forma simplificada como
funciona o mecanismo de RNA interferéncia (para uma revisao, ver Liu, 2008).

RNAM

RNAM

Figura 1 — A¢do de RNA interferéncia em células animais. A) Esquema do mecanismo
de RNA interferéncia, indicando as principais proteinas/complexos proteicos
envolvidos; B) esquema mostrando como podemos empregar esses mecanismos
para provocar silenciamento de genes de forma dirigida, com duplexes de
RNA (siRNA), ou vetores virais ou ndo para expressio de shRNA.
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A descoberta do processo de regulagio génica através de RNA interferéncia
revolucionou também a forma como se estuda o papel de genes especificos
na biologia. O uso de moléculas de RNAdf exégenas como ferramenta pode
reduzir a expressao de genes especificos (efeito conhecido como knock-down),
de forma que as alteragdes causadas por essa estratégia possibilitam avaliar quais
fungoes esse gene desempenha na célula. Nesses experimentos, a sequéncia da
molécula de RNAdf é definida pelo pesquisador para interferir no seu gene-
alvo preferido. Essa estratégia também pode ser usada diretamente iz vivo (em
animais ou mesmo em humanos), ¢ daf a possibilidade de desenvolvimento de
farmacos (Tiemann & Rossi, 2009).

Basicamente, duas abordagens distintas podem ser usadas. Na primeira,
vetores genéticos, em geral derivados de virus (como adenovirus, retrovirus ou
virus adenoassociados), sio transduzidos nas células, de modo a expressar genes
que sdo transcritos em moléculas de RNAdf na forma de grampo (similares aos
miRNA). Essas moléculas s3o conhecidas como shRNA (do inglés short hairpin
RNA) e t¢ém como alvo o gene que se deseja silenciar. O shRNA ¢ clivado pela
proteina Drosha e assim é processado pela maquinaria de RNA interferéncia
celular. Apesar de esse tipo de abordagem requerer a produgao de vetores virais,
o que nao ¢ um processo simples do ponto de vista de produg¢io de firmacos,
ainda assim, como veremos adiante, ha algumas estratégias terapéuticas que estao
sendo testadas, como protocolos clinicos em humanos, empregando vetores que
expressam shRNA.

Em uma segunda abordagem, pequenas moléculas de RNAdf podem ser
introduzidas diretamente nas células em cultura, visando a degradag¢io especifica
do gene-alvo. Essas moléculas sao conhecidas como siRNA (small interfering
RNA) e podem ser introduzidas na célula, por vérios tipos de metodologias,
para o silenciamento de seu gene-alvo. Atualmente, varias empresas de
biotecnologia oferecem moléculas de siRNA, para qualquer gene humano
(ou camundongo) que o pesquisador pretenda silenciar. Uma caracteristica
importante ¢ o tamanho da duplex que deve ter de 19 a 30 pares de base, uma
vez que tamanhos maiores podem induzir respostas interferon inespecificas em
células animais.

Em cultura de células, a introdugao de moléculas de siRNA ¢, em geral,
feita através da formagao de complexos dessas duplexes com polimeros quimicos
ou lipideos, normalmente cationicos. O complexo é endocitado pelas células ¢ as
duplexes de RNA sdo liberadas no citoplasma, sendo processadas pela maquinaria
de RNA interferéncia, promovendo o silenciamento do gene-alvo. A utilizagio
de siRNA tem sido largamente empregada em estudos de genomica funcional e
em distintos testes clinicos em razao do silenciamento génico especifico e robusto
induzido por essas moléculas. A facil manipulagdo e a existéncia de sequéncias de
siRNA para qualquer gene do genoma humano tornaram acessivel o uso dessa
ferramenta por diferentes grupos de pesquisa basica e aplicada.
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Interferindo na expressio génica in vivo

A descoberta dos mecanismos de RNA interferéncia em células humanas
¢ relativamente recente, mas, apesar disso, rapidamente verificou-se que o uso
de RNAdf como ferramenta também pode ser feito iz vivo, diretamente em
animais. Obviamente, a maior parte desses testes pré-clinicos tem sido feita em
camundongos, mas animais maiores, COmo macacos, também tém sido usados,
e os resultados téem sido promissores. Isso estimulou o desenvolvimento de
estudos diretamente em humanos, e varios protocolos clinicos ja estio sendo
testados. O potencial terapéutico de silenciamento através de RNA tem sido
investigado tendo como alvo virios tipos de doengas, como cancer, doengas
respiratorias, inflamagdo, doengas neurologicas, autoimunes € no combate a
processos infecciosos (Figura 2). Alguns protocolos clinicos em fase I, que testam
a seguranga do uso de terapias em humanos, ja foram concluidos e se verificou
que moléculas de siRNA foram introduzidas em pessoas sem que se verificasse
efeito toxico. Mais do que isso, em varios casos identificou-se o funcionamento
dessas duplexes no silenciamento do gene-alvo, como desejado.

O desenvolvimento de terapias baseadas em RNAI tornou-se um campo
de pesquisa atrativo e promissor sobretudo nos casos em que a inibigio
de determinadas proteinas nio teve sucesso pelos métodos farmacoldgicos
tradicionais. Além disso, como o desenvolvimento de duplexes de RNA s6
depende do conhecimento da sequéncia do gene-alvo, o desenvolvimento dessas
drogas ¢ extremamente simples em relag¢do ao tradicional druyg design, no qual
ha necessidade de conhecimento da estrutura cristalografica da proteina-alvo, o
que ndo ¢ garantia de sucesso em determinar os ligantes ativos nessas estruturas.
Apesar de existirem casos nos quais as duplexes podem atuar em alvos diferentes
do previsto (efeito conhecido como off-target), varios protocolos experimentais
tém demonstrado a especificidade dada pela sequéncia dessas moléculas, o que
estimula novas pesquisas na drea.

Em geral, os trabalhos empregam as metodologias ja bastante investigadas
para introdu¢io de DNA em organismos, em procedimentos de terapia génica
tradicional. Entretanto, algumas diferengas entre o uso dessas duas abordagens
sao claras e devem ser levadas em conta na escolha da metodologia. A molécula
de siRNA ¢ muito menor (entre 19 e 30 pares de bases), o que facilita sua
entrega em relagio aos vetores genéticos dependentes de DNA ou RNA (em
geral alguns milhares de pares de base). Apesar disso, RNA ¢ uma molécula muito
mais instavel, sendo degradada iz vivo por RNAse. Essa caracteristica exigiu
diversos estudos em modificagdes quimicas que aumentam sua estabilidade no
organismo, sem prejudicar a agao dessas moléculas com farmacos.

Os testes com animais empregam siRNA ou shRNA através de varias
vias de administracao, o que depende do gene e do tecido-alvo. Por exemplo,
aplica¢des intravenosas possibilitam que a duplex seja direcionada especialmente
ao figado, onde ¢ interiorizado nas células. Por sua vez, introdugio de siRNA
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Figura 2 — Principais vias utilizadas para silenciamento génico através de a¢do direta em
protocolos humanos com RNA interferéncia.

por inje¢do intraocular garante um efeito direto nesse 6rgao, com a vantagem
de o olho ser um compartimento de tamanho limitado, o que possibilita o uso
de poucas moléculas, que ainda sio efetivas no silenciamento génico. Também
tem tido muito sucesso o emprego de aplicagao de duplexes de RNA através de
inalagdo quando o alvo sdo as vias aéreas. Além disso, moléculas de siRNA tém
sido aplicadas diretamente na pele, o que possibilita um alcance em varios pontos
do organismo, ainda que preferencialmente em tecidos mais superficiais. Em
geral, essas aplicagoes 2z vivo utilizam, como em cultura de células, complexos
com polimeros ou lipideos (poliplexos ou lipossomos) que constituem as
nanoparticulas que sao endocitadas para interioriza¢ao das duplexes nas células.
Curiosamente, no entanto, em varias aplicagoes, solugoes salinas de siRNA sio
diretamente usadas e essas ainda sio eficientes, promovendo o silenciamento do
gene-alvo no organismo. Entretanto, é bastante provavel que, em muitos desses
casos, o uso das nanoparticulas melhore a eficiéncia do firmaco. Nos casos de
shRNA, em geral sio empregados vetores genéticos derivados de virus para sua
expressdo nas células. Como em outros procedimentos de terapia génica, alguns
dos casos sio diretamente aplicados iz vivo (por aplicagdo intravenosa, por
exemplo), mas também ha casos de aplica¢ao ex vivo, que permite a modificagio
de células-tronco do préprio organismo com o vetor que expressa 0 shRNA (e
promove o silenciamento do gene-alvo). Posteriormente, a célula modificada é
reintroduzida no organismo, de modo a obter o beneficio terapéutico.

104 EsTUDOS AVANCADOS 24 (70), 2010



Interferindo no genoma humano com fins terapéuticos

Apesar de sabermos que o mecanismo de RNA interferéncia existe em células
humanas ha relativamente pouco tempo (desde 2001), é surpreendente como
rapidamente foram iniciados protocolos clinicos em seres humanos empregando
RNAI. Essa rapidez e relativo sucesso em alguns desses protocolos permitem
prever que, em poucos anos, teremos essas moléculas sendo comercializadas em
nossas farmacias e /ou aplicadas em nossos hospitais (Tiemann & Rossi, 2009).

Entre as principais indicagoes de uso de RNA interferéncia, destacam-
se aquelas envolvidas em terapias oftalmologicas. Isso se deve basicamente a
compartimentaliza¢do ocular, que permite a administragao direta com injegoes
na cavidade vitrea. O compartimento ocular ¢ livre de nucleases e moléculas de
siRNA sdo internalizadas nas células-alvo. Essas vantagens tém sido exploradas
por drogas terapéuticas que usam oligonucleotideos, ja comercializadas
(Vitravene®, Novartis e Macugen®, Pfizer). Com duplexes de RNA (siRNA), os
testes clinicos tém se concentrado no tratamento de doenga macular relacionada
a idade (AMD, do inglés age-related macular disease). O desenvolvimento de
vascularizagdo no fundo do olho, sobretudo em pessoas acima de sessenta anos
de idade, prejudica a visao nesses pacientes com AMD, e o tratamento com siRNA
visa silenciar a expressio de genes relacionados ao desenvolvimento de vasos,
como o receptor de VEGFE-1 (VEGF — vascular endothelial growth factor). Testes
clinicos de fase I1 /111, empregando 217 pacientes, indicaram uma melhora na
acuidade visual em dois tergos desses, demonstrando que essa tecnologia pode
estar proxima de ser aprovada para comercializagdo. Entretanto, existem alguns
problemas relacionados ao sistema de administragao (injegiao intraocular), e,
curiosamente apesar dos resultados positivos, hd polémica quanto ao fato de
parte dos efeitos se dever a respostas imunolégicas nao especificas, ¢ nio ao
silenciamento especifico pela siRNA (Hubschman et al., 2009). Estudos similares
tem sido realizados empregando siRNA contra VEGF-A em pacientes diabéticos
com edema macular.

Protocolos clinicos em fase II também estio sendo realizados para
combater infec¢oes respiratorias por virus respiratorio sincicial (RSV). Nesse caso,
moléculas de siRNA contra genes virais sio administradas através de inalagio nos
pacientes. Aparentemente os virus RSV replicam células epiteliais superficiais do
pulmio, que, por sua vez, s3o capazes de endocitar as duplexes de RNA, de modo
que o silenciamento viral ¢ eficiente. Testes clinicos com 88 individuos adultos
sadios demonstraram que as moléculas de siRNA foram seguras ¢ houve niveis
significativamente menores de infec¢io em rela¢ao a individuos que receberam
placebo (De Vincenzo et al., 2010).

O uso de RNA interferéncia como antiviral também estd sendo testado
clinicamente em terapia contra Aids. Nesses estudos, curiosamente, tém-se
usado vetores virais derivados de HIV (agente etiolégico da Aids) para expressio
de shRNA em células-tronco de pacientes. Esses vetores, conhecidos como
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lentivirus, sdo capazes de se integrar permanentemente no genoma das células,
as quais siao entdo reimplantadas nos pacientes. Esse processo de transplante
autdlogo produz células (e principalmente linfécitos T4, alvo do virus HIV)
resistentes aos virus, o que permite a recuperagido do paciente. Dados tém sido
promissores indicando que, mesmo dezoito meses apods inicio da terapia, as
células implantadas continuam a expressar o shRNA (Singh & Gaur, 2009).
Além dos protocolos clinicos citados aqui, a tecnologia de RNA
interferéncia ainda estd sendo empregada em protocolos clinicos para outras
doengas, como hepatite B, diferentes tipos de tumores (incluindo melanoma),
hipercolesterolemia, injaria renal aguda etc. Varios sdo os genes-alvo testados
para combate o cincer: oncogenes, mediadores de ciclo celular e apoptose,
genes envolvidos em degradagio e estabilidade proteica, angiogénese, moléculas
relacionadas a invasao metastatica e adesao celular. Além disso, nossa proposta é
o uso de siRNA como coadjuvantes nos tratamentos terapéuticos com radiagao
ionizante e agentes quimioterapicos. Para tanto, estamos testando o silenciamento
de genes-alvo como aqueles que codificam proteinas antiapoptoéticas, de
multirresisténcia a drogas e mesmo envolvidas no reparo de DNA. Certamente,
pelo nimero de testes pré-clinicos que estao sendo realizados, a lista de doen-
¢as-alvo a serem testadas diretamente em humanos, empregando diferentes
estratégias de uso de RNA interferéncia, devera ser bastante ampliada.

A corrida do ouro

no desenvolvimento de novas terapias com RNAi

A descoberta dos mecanismos de RNA interferéncia, apesar de recente,
provocou uma verdadeira revolu¢ao na forma como ¢ estudado o funcionamento
dos genes nas células e também abriu perspectivas de intervencao direta na
acdo geénica iz vivo. Em varios casos de doengas humanas, ocorre aumento de
expressao de determinados genes, e o controle desses pelo silenciamento aparece
como uma esperan¢a na obten¢ao de novas formas de terapia. A obten¢ao de
inibidores quimicos continua sendo uma alternativa extremamente interessante
em varias dessas doengas, porém o mecanismo de RNA interferéncia fornece
uma abordagem simples (busca de complementaridade de sequéncia) para obter
farmacos, ampliando seu potencial de uso e alcance. Esfor¢os para uso dessa
nova biotecnologia na clinica tém correspondido a um dos mais importantes
exemplos recentes de medicina translacional, na qual o teste de laboratério ¢
transferido rapidamente para o leito do paciente. Os desafios ainda sao grandes,
havendo necessidade de novas estratégias para maximizar a acao das moléculas
efetoras dentro das células, assim como dos mecanismos de administragio e
entrega da molécula aos 6rgios-alvo. Varias sio as estratégias propostas, na
teoria, para o direcionamento dessas moléculas de modo a garantir uma melhor
especificidade no tecido-alvo, mas hd necessidade de testes que possibilitem a
demonstrac¢ao de efetividade na praitica.

Osdesafios, porém,ndo parecemassustaras grandesempresas farmacologicas
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do mundo inteiro. Pequenas empresas montadas por pesquisadores estio
sendo adquiridas por empresas multinacionais, que estio investindo bilhoes
em pesquisas de desenvolvimento, acreditando que as drogas e estratégias
desenvolvidas com a abordagem de RNA interferéncia possam ter sucesso nao so
para doengas especificas, como também criem modelos para outras doengas. Esses
investimentos tém sido tio flagrantes que parecem uma nova corrida do ouro no
uso do conhecimento adquirido com décadas de estudo do genoma humano,
na elaboragdo de novos firmacos. Entretanto, a aplicagdo de terapia baseada
em RNA interferéncia deve ser analisada com cautela, visto que ainda requer
intenso trabalho de pesquisa em todo o processo de elaboragao de protocolos
terapéuticos. O Brasil continua incipiente nesses estudos, de modo que apenas
alguns grupos de pesquisa, nas universidades, t¢ém o dominio da tecnologia para
uso de RNA interferéncia. Um ntimero ainda menor estd envolvido diretamente
no desenvolvimento de tecnologias novas empregando essa abordagem. Se esse
verdadeiro silenciamento intelectual continuar na drea, teremos que pagar caro
pelas patentes e pelo uso dos novos medicamentos que muito provavelmente
nos serdo vendidos nas préximas décadas.
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RESUMO — A descoberta de que nossas células dispoem de um mecanismo de silencia-
mento génico empregando RNA interferéncia ainda é muito recente. Apesar disso, em
menos de uma década a investigagdo cientifica ja alcangou progresso, suficiente para
muito brevemente nos apropriarmos desse conhecimento com fins terapéuticos. Du-
plexes de RNA sdo potenciais firmacos ¢ hd investimentos altos nessa nova abordagem.
Aparentemente, a promessa de terapia génica parece finalmente atingir sua maturidade
com essas novas ferramentas.
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PALAVRAS-CHAVE: RNA interferéncia, Silenciamento génico, Cancer, Terapia génica, In-
fecgdo viral.

ABSTRACT — The discovery of gene silencing mechanisms in our own cells using RNA
interference is very recent. However, in less than a decade, the scientific investigation
have progressed enough to make us see that, very soon, we will use this knowledge for
therapeutic purposes. RNA duplexes are potential pharmaceutical drugs and there are
high investments in this new strategy. The promising gene therapy seems to finally reach
maturity with these new tools.
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