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Lista de Acronimos,
Siglas e Abreviaturas

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): ferramenta de procura
por alinhamento local.

CDS (coding DNA sequence): sequéncia codificadora do DNA.
cRNA (complementary RNA): RNA complementar.
ds-: dsRNA.

dsGFP: dsRNA contra o gene da GFP. Na literatura, o termo “dsXYZ”
refere-se a um dsRNA contra o gene XYZ.

dsRNA (double-stranded RNA): RNA dupla-fita.

esiRNAs (endonuclease-prepared small interfering RNAs): pequenos
RNAs de interferéncia preparados através da clivagem de um dsRNA
por uma endonuclease.

hpRNA (hairpin RNA): RNA de interferéncia longo, em forma de grampo.

HDGS (homology-dependent gene silencing): silenciamento génico
dependente de homologia.

IVT (in vitro transcription): transcricdo in vitro. Producdo de RNAs em
laboratdrio através de um DNA molde e uma RNA polimerase.

ThRNA (long hairpin RNA): o mesmo que hpRNA.
miRNA: microRNA.
miR: microRNA.

NCBI (National Center for Biotechnology Information): centro nacional
de informacdo sobre biotecnologia (dos EUA).

nt: nucleotideo(s).
pb: par(es) de bases.

PTGS (post-transcriptional gene silencing): silenciamento génico pos-
transcricional.

RARP (RNA-dependent RNA Polymerase): RNA polimerase dependente
de RNA.

RISC (RNA-induced Silencing Complex): complexo de silenciamento
induzido por RNA.

RNAi (RNA-mediated interference): interferéncia por RNA.

shRNA (short hairpin RNA): pequeno RNA de interferéncia em forma
de grampo.

siGFP: siRNA contra o gene da GFP. Na literatura, o termo “siXYZ” refere-
se a um siRNA contra o gene XYZ.

siRNA (small interfering RNA): pequeno RNA de interferéncia.
si-: siRNA.
sh-: ShRNA.

UTR (untranslated region): regido nédo traduzida.
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Prefacio

Tiago Campos Pereira

s dados gerados pela experimentacdo em laboratorio, ou

pela observacdo da natureza, sdo expostos a sociedade

através de artigos cientificos, os papers. A cada ano
milhares de papers sdo publicados, agregando conhecimentos
que tornam melhores nossas condi¢des de vida. Dentre a miriade
de artigos produzidos, pouquissimos sdo capazes de promover
uma revolugdo na comunidade cientifica.

Um destes manuscritos foi publicado em 19 de fevereiro de
1998, na prestigiosa revista cientifica Nature. Naquele momento,
a comunidade de geneticistas moleculares lia um trabalho que
revolucionaria a drea assim como a PCR fizera 13 anos antes.

Andrew Fire, SiQun Xu, Mary K. Montgomery, Steven A.
Kostas, Samuel E. Driver e Craig C. Mello revelavam ao mundo
uma descoberta impressionante: moléculas de RNA dupla fita
eram capazes de promover o silenciamento génico potente e
especifico no verme modelo C. elegans. Eles demonstraram
que era possivel manipular geneticamente um organismo de
maneira relativamente simples. Toda a complexidade, tempo,
equipamentos e know-how necessarios para a producdo de
animais knock out poderiam ser substituidos por uma estratégia
inacreditavelmente simples - a RNAi. E se este procedimento
fosse aplicavel em outras espécies de animais e plantas? Em
humanos? As implicacdes na drea agrondmica, veterinaria e
médica eram inumeras e eles compreenderam claramente isto,
a ponto de postergar por meses a publicacdo mais importante
de suas vidas para garantir o registro da patente.

Apenas oito anos apos este artigo seminal, Andrew Fire
e Craig Mello foram laureados com o Nobel de Medicina ou
Fisiologia. Fire apresenta uma intrigante histéria de vida. Ele
se graduou em matematica aos 19 anos, pela Universidade da
Califérnia, em Berkeley, em 1978. Decidido a seguir carreira
em biologia molecular, ele se enveredou na p6s-graduacéo sob
a supervisdo de Phillip Sharp (Nobelista em 1993), do MIT. Ao
concluir seu doutorado, em 1983, ele partiu para a Inglaterra para
realizar o pés-doutoramento com Sydney Brenner (Nobelista em
2002) na Universidade de Cambridge. Retornando aos EUA, Fire
permaneceu um longo periodo como pesquisador no Carnegie
Institution of Washington, até aceitar o convite para assumir
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uma posi¢do na Universidade Stanford em 2003. O ano de 2006 marcaria sua vida, assim
como fora com seus ex-supervisores, ao receber o prémio Nobel.

Este livro foi concebido para auxiliar o pesquisador a compreender as bases tedricas
referentes a esta técnica tdo promissora - a RNAI, suas aplicagdes, limitacoes, estratégias de
uso e demais aspectos. Ele foi preparado ao longo de trés anos, envolvendo um grupo de
pesquisadores e docentes de diversas universidades, visando proporcionar ao leitor uma
ampla visdo sobre o tema.

Registro aqui meus agradecimentos a todos que auxiliaram direta e indiretamente na
producdo deste texto (autores, colaboradores, revisores e editores), as agéncias de fomento
CNPq, CAPES, FAPESP e Fundacdes de Amparo a Pesquisa dos estados de todos os autores,
por fornecerem todo o arcabouco necessario para a elaboracgdo deste livro.

Em especial, agradeco a Deus por me conceder a vida, por me dar a chance de estudar
a vida, por me fazer feliz nesta vida e por me conceder a vida eterna.

“Porque eu bem sei 0s pensamentos que tenho a vosso respeito, diz o Senhor; pensamentos
de paz, e ndo de mal, para vos dar o fim que esperais.” Jeremias 29:11.

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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Historico Capitulo
1

Prof. Dr. Ivan de Godoy Maia!

!Depto. de Genética, Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP

arios processos bioldgicos fundamentais foram

desvendados por meio de ag¢les investigativas

devidamente delineadas e planejadas, enquanto que
outros foram colocados em evidéncia gracas a perspicdcia
e capacidade dos pesquisadores em interpretar resultados
experimentais inesperados ou contraditorios. O silenciamento
génico mediado por moléculas de RNA (ou simplesmente
silenciamento por RNA) é um, entre outros fenémenos, cujas
evidéncias de sua existéncia ndo foram observadas diretamente,
mas inferidas a partir de resultados iniciais totalmente
imprevistos. Neste contexto, a medida que novos ensaios eram
delineados para tentar explicar as contradi¢des observadas, o
que parecia absurdo ou um efeito de manipulacgdo indevida
passava a fornecer embasamento cientifico para novas andlises.
Assim, sob uma perspectiva histdrica é possivel afirmar que a
descoberta desse importante fendmeno foi fruto da intuicdo
aliada a um processo analitico minucioso. Embora a terminologia
usada para se referir ao silenciamento mediado por moléculas
de RNA seja vasta e diretamente associada ao organismo no
qual esse processo foi inicialmente investigado, no presente
capitulo, o termo silenciamento por RNA serd usado de forma
geral para se referir a esse fendmeno epigenético responsavel
pela regulacdo negativa da expressdo génica.

A ocorréncia de silenciamento génico associado a
moléculas de RNA foi evidenciada inicialmente em plantas no
comeco da década de 90 em um estudo empregando petunias.
Intencionando aumentar a expressao da enzima calcona sintase
(chalcone synthase; CHS), nessa espécie, pela introducéo de cépias
adicionais do gene enddgeno via transgénese, Napoli et al. (1990)
obtiveram uma série de resultados contraditorios. A enzima CHS
estd envolvida na biossintese de antocianina, sendo esperada
uma intensificacdo da coloracéo violeta das flores em linhagens
transgénicas portando uma construcdo quimérica contendo
a regido codificadora do gene chs. Entretanto, de maneira
totalmente inesperada, observou-se que a introducéo do referido
transgene resultava em bloqueio total ou parcial da via de sintese
de antocianina, determinando o aparecimento de plantas com
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flores totalmente brancas ou variegadas (42% do total). Por outro lado, progénies de plantas
sem a introducéo do gene chs eram normais e apresentavam flores violetas.

Os ensaios subsequentes, visando compreender tais resultados, foram primordiais
para desvendar as bases moleculares do silenciamento por RNA. Primeiramente verificou-
se que a auséncia de pigmentacdo nas flores brancas estava associada a uma reducéo de
50 vezes no acumulo de transcritos do transgene e do gene enddgeno se comparada com as
flores violetas normais. Por outro lado, observou-se que a reversdo somatica das plantas
com flores brancas para o fendétipo parental era acompanhada por um aumento coordenado
nos niveis de tais transcritos. Com base nesses dados, o fenémeno observado foi chamado
de cossupressdo (Figura 1) ja que uma supressdo coordenada da expressdo do transgene e
do gene enddgeno pré-existente era constatada. Estes resultados foram corroborados em
artigo publicado por outro grupo de pesquisa, em que se demonstrou que a introducéo de
uma copia gendmica intacta do gene chs também era capaz de promover a cossupressao,
demonstrando, assim, que tal fendémeno nédo era restrito a construgdes génicas geradas
artificialmente (Van der Krol et al., 1990). Em estudos complementares, verificou-se que
a transcricdo nuclear dos genes suprimidos em plantas com fendtipo de cossupressdo
era normal, sendo a reducdo na acumulacdo dos transcritos correspondentes observada
exclusivamente no citoplasma (De Carvalho et al., 1992; Van Blokland et al., 1994). O termo
PTGS (do inglés post-transcriptional gene silencing) foi entdo cunhado para designar o fenémeno
citoplasmatico constatado em petunias (e em outras espécies vegetais) e, assim, diferencia-lo
do silenciamento transcricional de ocorréncia nuclear observado em outros organismos.
E importante realcar aqui que as flores brancas ou variegadas observadas nas linhagens
cossuprimidas de petinia representaram o primeiro fenétipo efetivamente relacionado com
o silenciamento por RNA, muito embora o mecanismo de acdo desse fendmeno biolégico
fosse até entdo totalmente desconhecido.

@

Figura 1. Cossupressdo em petiinias. Fendtipo normal (primeira a esquerda) e plantas cossuprimidas (trés exemplares
a direita): os setores brancos correspondem a regides em que ha silenciamento génico.

Paralelamente ao fen6meno de cossupressdo observado em petunias, uma série
de outros experimentos, visando compreender as bases moleculares de um mecanismo
de resisténcia induzida observado particularmente em plantas, denominado “resisténcia
derivada do patogeno” (PDR do inglés pathogen derived resistance; Sanford e Johnston,
1985), foi determinante para demonstrar a importancia funcional das moléculas de RNA
no silenciamento. A protegdo gerada pela PDR é normalmente obtida transformando-se
plantas com porcdes selecionadas do genoma do patogeno alvo. Explorando tal conceito,

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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a maioria dos relatos, em que a PDR foi empregada com sucesso, refere-se ao controle de
infecgdes virais em que a regido codificadora da proteina do capsideo viral foi introduzida
por transgenia em plantas modelo (revisto em Fitchen e Beachy, 1993). Em alguns casos,
entretanto, observou-se que a resisténcia obtida podia ser mediada tanto pela proteina
capsidial como pela molécula de RNA correspondente, sendo a resisténcia mediada pelo
RNA altamente especifica a sequéncia viral doadora e efetiva contra altos niveis de indculo
(Goodwin et al., 1996; Lindbo e Dougherty, 1992; Lindbo et al., 1993).

Esses dados experimentais foram relevantes ja que evidenciaram a existéncia em plantas
de um mecanismo de silenciamento viral mediado por moléculas de RNA aparentemente
dependente de homologia. Nesse contexto, apesar de Lindbo et al. (1993) terem sido os
primeiros a correlacionar tal observagdo ao fenémeno de cossupressdo observado em
petunias, o elo entre o PTGS (e o fendmeno de cossupressdo) e a resisténcia viral mediada
por RNA s¢ veio a ser estabelecido mais tarde, com o emprego de vetores virais portando
sequéncias exdgenas ndo virais. Em um exemplo classico e pioneiro, English et al. (1996)
introduziram no genoma do Potato virus X (PVX) a regido codificadora da enzima bacteriana
B-glucoronidase (gene uidA) e observaram que o virus recombinante era capaz de infectar
plantas de tabaco selvagem, mas ndo plantas transgénicas de tabaco nas quais o gene uidA
estava silenciado pos-transcricionalmente. Cabe ressaltar que o PVX é um virus cujo genoma
é constituido por uma molécula de RNA de fita simples, cuja replicacéo é exclusivamente
citoplasmatica, e que o gene uidA ndo apresenta homologia com o genoma da planta. Tais
ensaios permitiram estabelecer que o PTGS nédo era um fendmeno induzido pela exclusiva
introdugdo e expressdo de um transgene, como inicialmente observado em petunias, e
corroboraram a constatacdo de que a degradacdo do RNA alvo ocorria essencialmente no
citoplasma. Estudos posteriores demonstraram que o PTGS também se manifestava quando
sequéncias homadlogas a genes enddgenos eram introduzidas em vetores virais, e esses
inoculados em plantas ndo transgénicas (Ruiz et al., 1998a). As investiga¢des com tal abordagem
foram importantes, pois, além de demonstrarem que o PTGS e a resisténcia mediada por
RNA eram funcionalmente equivalentes, evidenciaram que os virus sdo indutores e alvos
do PTGS. Nesse cendrio, a descoberta de que os virus codificam proteinas supressoras de
silenciamento, as quais serdo abordadas em capitulo especifico do presente livro, constituiu
um fato preponderante para sedimentar o papel do silenciamento por RNA na defesa antiviral.

Ainda na década de 90, experimentos empregando como modelo o fungo filamentoso
Neurospora crassa evidenciaram que a ocorréncia do silenciamento mediado por RNA (ou
PTGS) ndo era um fenémeno restrito as plantas. Em 1992, Romano e Macino verificaram que a
introducdo de cdpias extras do gene albino-1 (al-1) em N. crassa determinava o aparecimento
de coldnias (30%) com fenotipo semelhante ao observado em linhagens do fungo em que o
gene al-1 se encontrava mutado. O gene al-1 é essencial a sintese de carotenoides e confere
ao fungo uma coloracdo tipicamente alaranjada. O paradoxal fendtipo branco (ou amarelo
palido) observado pelos autores foi associado a um fenémeno de silenciamento génico
denominado quelling (repressdo em inglés), que, do ponto de vista molecular, apresentava
um mecanismo de acdo similar aquele observado na cossupressdo em plantas: ocorréncia
de degradacdo citoplasmatica dos transcritos apresentando similaridade de sequéncia ao
transgene, resultando em um silenciamento génico pds-transcricional (revisto em Fulci e
Macino, 2007). Ou seja, o quelling era funcionalmente relacionado ao PTGS. Ensaios adicionais
demonstraram que sequéncias génicas ndo transcritas, tais como promotores e sequéncias
regulatdrias, ndo eram capazes de induzir o quelling, e que este era totalmente reversivel
(Cogoni et al., 1996). A descoberta de sua reversibilidade foi imprescindivel para viabilizar
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a identificacdo de mutantes defectivos nesse processo (Cogoni e Macino, 1997), abordagem
que culminou na identificagdo do primeiro gene (denominado qde-1 para quelling defective)
diretamente envolvido no silenciamento mediado por RNA. Esse gene codifica uma “RNA
polimerase dependente de RNA (RARP)”, cuja essencialidade na manifestacdo do silenciamento
por RNA em outros organismos foi posteriormente demonstrada (Mourrain et al., 2000;
Dalmay et al., 2000).

Resultados similares aos observados em N. crassa também foram evidenciados no
ciliado unicelular Paramecium. Nesse caso, constatou-se que a inje¢do no nucleo somatico de
multiplas copias de um DNA plasmidial portando a regido codificadora de determinado gene
alvo conduzia a um silenciamento sequéncia-especifico do gene enddgeno (Ruiz et al., 1998b).

A compreensdo do mecanismo de ac¢do do silenciamento por RNA teve um grande
impulso com duas importantes publica¢des usando Caenorhabditis elegans como modelo.
A primeira relatava resultados intrigantes obtidos quando a técnica de RNA antissenso foi
utilizada para investigar a funcéo do gene par-1 nesse nematoide (Guo e Kemphues, 1995).
Essa metodologia permite silenciar a expressdo de determinado gene pela introdugdo, no
organismo, de moléculas de RNA de polaridade negativa (antissenso) complementares ao
RNA mensageiro do gene alvo. Nesse estudo, entretanto, os autores verificaram que tanto as
moléculas de RNA antissenso como as moléculas de RNA senso eram capazes de silenciar o
gene em estudo, sendo tal efeito também observado quando ambas eram associadas. Embora
nenhuma explicacdo plausivel tenha sido apresentada pelos autores para justificar o efeito
observado, uma das hipdteses aventadas referia-se a real composicdo das amostras de RNA
usadas nos ensaios. Tais preparagdes poderiam conter, por exemplo, moléculas aberrantes
de RNA, ou entdo moléculas de RNA de dupla fita (dSRNA), que seriam capazes de induzir
o silenciamento génico detectado de maneira inesperada nos ensaios. Essa possibilidade
foi elegantemente investigada por Fire et al. (1998), que comprovaram a ocorréncia de um
efeito sinérgico sobre a expressdo de diferentes genes alvo quando moléculas de RNA senso
e antissenso eram injetadas simultaneamente em C. elegans. Nessa publicacdo, os autores
mencionam que uma interferéncia potente e especifica na fun¢éo génica acontecia quando
moléculas de dsRNA homologas ao gene alvo eram injetadas no nematoide. Consequentemente,
uma reduc¢do na acumulacdo de transcritos do gene alvo em resposta a presenca de dsRNA
era constatada. Tal efeito, porém, ndo era observado quando tais moléculas eram dirigidas
contra regides promotoras ou introns, associando o silenciamento a necessidade de transcricao
da sequéncia alvo. Em func¢do dessas observagoes, os autores denominaram tal fenémeno
de interferéncia mediada por RNA ou simplesmente RNAI.

Experimentos subsequentes realizados pelo mesmo grupo demonstraram que o
silenciamento génico proporcionado pela RNAi ocorre de maneira pds-transcricional, ja
que nenhuma alteracéo na sequéncia primaria de DNA do gene alvo era observada, e que
a acumulacdo de transcritos do gene alvo no citoplasma era eliminada (Montgomery et al.,
1998). Segundo modelo pioneiro proposto na referida publicacéo, as moléculas de dsRNA
seriam responsdaveis por acionar um mecanismo poés-transcricional de silenciamento génico.
Uma vez presentes no contexto celular, essas moléculas ativariam um complexo proteico
hipotético que seria responsavel por localizar o RNA celular alvo por homologia de sequéncia,
acionando a sua degradacgdo por meio de uma atividade endonucleolitica seguida de uma
atividade exonucleolitica (Montgomery e Fire, 1998). Com base nesse modelo e no mesmo
periodo, o suposto envolvimento das moléculas de dsSRNA no desencadeamento do silenciamento
génico foi amplamente demonstrado em outros organismos, como em plantas com fenotipo
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de cossupressdo (Voinnet et al., 1998), em drosoéfila (Kennerdell e Carthew, 1998) e em
Trypanosoma brucei (Ngo et al., 1998), sugerindo tratar-se de um mecanismo ancestral de
regulacdo da expressdo génica. Curiosamente, um possivel papel das moléculas de dsRNA
na regulacdo da expressdo génica ja havia sido antecipado por outros autores muitos anos
antes (Davidson e Britten, 1979; Schmidt et al., 1986).

O demonstrado envolvimento das moléculas de dsRNA no acionamento do silenciamento
génico em diferentes organismos permitia explicar, por exemplo, a razdo pela qual os virus
seriam indutores e alvos do PTGS. Sabe-se que os virus acumulam grande quantidade de
intermedidarios de replicacdo na forma de dsRNA, os quais, consequentemente, desencadeariam
o silenciamento viral ou do gene enddgeno a ele associado. Da mesma maneira, a referida
implicacdo do dsRNA na ativa¢do do silenciamento viria a consolidar a hipotese formulada
por Metzlaff et al. (1997), na qual a acumulac¢do de moléculas de dsRNA derivadas de regides
complementares do transgene, ou de copias inseridas em orientacdo invertida, seria responsavel
pela cossupressdo do gene chs observada em petunias (Figura 2).

AVAVA
A > SRS
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—
transgene
) s A
Cr P S S P
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< 2> goeee : <
Cr P S S P

Figura 2. Base molecular da cossupressdo. A integracao dos transgenes ocorre de maneira aleatéria no genoma. Em
muitos casos, apenas uma unica cépia se integra no cromossomo (A); em outros casos ocorre a integracao de varias
copias (B). A administragdo de um nimero excessivo de cépias durante o processo de transgenia aumenta as chances
de inser¢des proximas e invertidas no genoma (C), cuja transcricdo ininterrupta gera dsRNAs. Setas: promotores (P).
Linhas retas continuas: regido codificadora do gene (S - senso). Linhas onduladas: transcrito. Cr: cromossomo..

Com a obtencdo e caracterizacdo de mutantes defectivos em RNAi, a relacdo entre a
interferéncia por RNA (silenciamento génico induzido por moléculas de dsRNA) e a cossupressao
(silenciamento induzido pela introducdo de um transgene) pode ser estabelecida em C.
elegans (Ketting e Plasterk, 2000). Esses autores constataram que tais mutantes também
eram resistentes a cossupressdo induzida pela introducdo de cdpias adicionais de genes
enddgenos no nematoide, fato que sugere a utiliza¢do por ambos de um maquindrio celular
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comum. Os autores propuseram ainda que, nos dois fendémenos, a degradacao do RNA alvo
seria dirigida por uma molécula de RNA antissenso com similaridade de sequéncia ao alvo.

O mencionado envolvimento de uma molécula guia de RNA antissenso no reconhecimento
da molécula alvo a ser degradada ja vinha sendo proposto desde 1999, quando Hamilton
e Baulcombe demonstraram experimentalmente a existéncia de pequenas moléculas de
RNA senso e antissenso em plantas com PTGS. Essas moléculas, com aproximadamente
25 nucleotideos (nt), se acumulavam em linhagens em que o PTGS fora induzido pela
infeccdo viral bem como pela introducéo de transgenes (ou seja cossuprimidas), mas néo
em linhagens ndo silenciadas. Por tal caracteristica, essas moléculas foram reconhecidas
como determinantes de especificidade do PTGS, mas so tiveram sua funcdo estabelecida
quando Hammond et al. (2000) demonstraram a existéncia, em extratos de células de droséfila
transfectadas com moléculas de dsRNA, de um complexo enzimatico (denominado RISC
para RNA-induced silencing complex) dotado de uma atividade nuclease capaz de degradar
especificamente transcritos cognatos (i.e., similares em sequéncia) as moléculas indutoras.
Uma vez parcialmente purificada, verificou-se que essa nuclease encontrava-se associada a
pequenas moléculas de RNA de aproximadamente 25 nt homdlogas ao transcrito do gene alvo.
Segundo os autores, essas moléculas seriam funcionalmente associadas aquelas observadas
em plantas, sugerindo uma possivel atua¢do como moléculas guias do referido complexo,
fornecendo, desta maneira, especificidade ao sistema.

O fato do silenciamento por RNA ser capaz de se propagar de célula a célula e se tornar
sistémico em plantas e nematoides foi outra grande contribuicio desse periodo. Em plantas,
experimentos empregando a técnica de enxertia demonstraram que o silenciamento podia
ser transmitido de um porta-enxerto, silenciado para um dado transgene, para enxertos
ndo silenciados portando o mesmo transgene (Palauqui et al., 1997). Esses resultados foram
corroborados com o emprego de genes reporteres, tanto em plantas como em C. elegans, e
apontavam para a existéncia de um sinal sistémico de propagacéo (Voinnet e Baulcombe, 1997;
Voinnet et al., 1998; Timmons e Fire, 1998; Timmons et al., 2001). Embora a natureza de tal
sinal sistémico ainda seja motivo de controvérsia, evidéncias obtidas em plantas sugerem o
envolvimento de pequenos RNAs de fita simples e seus precursores nesse processo (revisto em
Melnyk et al.,, 2011). Em C. elegans, um gene (denominado Sid1 para systemic RNA interference
deficient) implicado funcionalmente no transporte desse sinal entre células, porém totalmente
dispensavel para iniciar ou manter o silenciamento, foi identificado (Winston et al., 2002).
Adicionalmente, o carater herdavel do silenciamento por RNA também foi evidenciado em
C. elegans, ja que, uma vez induzido por moléculas de dsSRNA em um determinado individuo,
ele é mantido em sua progénie (Grishok et al., 2000).

Nessa fase, o uso de sistema livre de células (cell-free system; wheat germ extract;
plant embryo extract) foi determinante para dissecar as bases moleculares e bioquimicas
do silenciamento por RNA (Tuschl et al., 1999; Tang et al., 2003). Foi pelo emprego de um
desses sistemas de andlise in vitro (extratos de embrides de drosoéfila) que Zamore et al.
(2000) demonstraram que, durante o silenciamento, as moléculas indutoras de dSRNA eram
processadas em moléculas menores (de 21 a 23 nt) ao mesmo tempo que o RNA alvo era
clivado em intervalos de 21 a 23 nt. Com base nesses resultados, os autores propuseram um
modelo em que as moléculas de 21 a 23 nt derivadas do processamento do dsRNA atuariam
como moléculas guias e seriam responsaveis por recrutar o complexo RISC para junto do
RNA alvo a ser clivado, e que este, por sua vez, seria reconhecido pelo seu pareamento com
tais moléculas guias. Essas pequenas moléculas efetoras seriam, portanto, funcionalmente
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similares aquelas observadas em plantas por Hamilton e Baulcombe em 1999, sendo entéo
denominadas de small interfering RNAs (siRNA). £ importante ressaltar aqui que o tamanho
dos siRNAs gerados pelo processamento das moléculas de dsRNAs pode variar de espécie
para espécie (21 a 25 nt). Ensaios comprobatérios realizados a seguir demonstraram que
moléculas sintéticas de siRNA eram suficientes para induzir RNAi in vitro (Elbashir et al.,
2001a, b, ¢) e in vivo (McCaffrey et al., 2002) na auséncia de dsRNA, consolidando assim o
papel dos siRNAs como direcionadores da degradacdo do RNA alvo (Schwarz et al., 2002).

Com o avanco das investigacdes, os componentes da via do silenciamento por RNA
iam sendo desvendados e as lacunas ainda existentes, preenchidas experimentalmente.
Nesse contexto, o uso de mutantes foi essencial para comprovar a inter-relacio entre
todos os fendmenos de silenciamento descritos até aqui em diferentes modelos, o que, por
consequéncia, permitiu evidenciar o emprego de um conjunto comum de componentes
(revisto em Bernstein et al., 2001b). Nesse cendrio, um ano apds a elucidacdo do papel
dos siRNAs, a enzima responsavel pela clivagem das moléculas de dsRNA foi identificada
bioquimicamente (Bernstein et al., 2001a), com posterior confirmacéao genética em diferentes
organismos (Grishok et al., 2001; Ketting et al., 2001; Knight e Bass, 2001). Essa enzima,
denominada Dicer, é uma ribonuclease do tipo III que cliva especificamente, em um processo
dependente de ATP, moléculas de dsRNA, produzindo moléculas de menor tamanho (~21 nt)
contendo dois nt protuberantes na extremidade 3’. A Dicer é conservada evolutivamente,
apresentando homologos em fungos, plantas, vermes e animais superiores.

A etapa seguinte consistiu na elucida¢do dos componentes do complexo RISC,
responsavel pela parte efetora da via de silenciamento. Estudos bioquimicos demonstraram
que uma das subunidades desse complexo de 500 kDa é uma proteina da familia Argonauta
(denominada AGO2; Hammond et al., 2001) composta estruturalmente por dominios
funcionais denominados PAZ (em N-terminal) e PIWI (em C-terminal). O papel primordial
das proteinas Argonautas no silenciamento por RNA foi, concomitantemente, evidenciado
em estudos genéticos empregando C. elegans (gene rde-1; Tabara et al., 1999), Arabidopsis
thaliana (gene agol; Fagard et al., 2000) e N. crassa (gene qde-2; Catalanotto et al., 2002).
Como os membros dessa familia também estdo envolvidos no controle do desenvolvimento
em diferentes espécies, uma correlagdo entre o silenciamento por RNA e a regulacdo da
expressdo de genes envolvidos no controle do desenvolvimento foi sugerida.

Além de AGO2, diversas outras proteinas foram descritas como associadas a RISC,
fato que gerou grande controvérsia sobre qual delas estaria efetivamente envolvida na
atividade catalitica do complexo. Uma dificuldade adicional advinha da néo existéncia
de um dominio nuclease associado a uma das principais candidatas, a j& mencionada
proteina AGO2. Essa questdo comecou a ser resolvida quando experimentos empregando
preparacdes mais homogéneas de RISC purificada a partir de extratos de células HeLa humanas
(Martinez et al., 2002), ou de células S2 de drosofila (Rand et al., 2004), demonstraram que
somente a proteina AGO2 estava associada a atividade catalitica do complexo RISC-siRNA.
Esse dado foi corroborado com a resoluc¢do da estrutura tridimensional dessa proteina,
demonstrando que o dominio PIWI apresenta um enovelamento similar ao de uma RNase
H (Song et al., 2003), uma ribonuclease envolvida na degradagdo das moléculas de RNA
presentes em hibridos RNA/DNA. Essa descoberta foi seminal para demonstrar que a atividade
catalitica responsavel pela clivagem do RNA alvo no silenciamento por RNA (denominada
SLICER) era determinada pelo dominio PIWI presente em AGO2. Verificou-se posteriormente
que AGO2 também € responsdavel pela clivagem da fita ndo guia do siRNA associado a RISC
(Rand et al., 2005). Mediante todas estas informacdes genéticas e bioquimicas, um esboco
da via de PTGS pode ser feito (Figura 3).
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Figura 3. A via de silenciamento génico pés-transcricional. A ocorréncia de dsRNAs em uma célula pode ter diversas
origens: replicagédo viral, mobilizacdo de transposons ou inoculagéo de moléculas artificias. Estes dsSRNAs sdo processados
por Dicer em siRNAs que podem promover: (i) a clivagem do RNA alvo via RISC; (ii) amplificacdo de dsRNAs via RARP; ou
(iii) silenciamento génico transcricional via RITS e/ou RADM. Uma das fitas do siRNA, denominada fita guia, permanece
em RISC para promover o silenciamento génico pés-transcricional. Uma vez que o RNA alvo tenha sido clivado por slicer
(o componente central de RISC), exoribonucleases degradam os fragmentos resultantes (5’ e 3°). Em plantas e alguns
animais, um sinal de sinalizacéo sistémico é enviado entre as células.

Outra importante faceta do silenciamento por RNA foi evidenciada quando alguns
resultados experimentais demonstraram a ocorréncia de efeitos nucleares associados a esse
fendmeno. Nesse caso, modifica¢des em escala gendmica, tais como a ocorréncia de metilagdo no
DNA e alteracdes na cromatina, foram observadas. O primeiro relato do provavel envolvimento
de moléculas de RNA no direcionamento da metilagdo de citosinas em sequéncias homdlogas
de DNA foirealizado por Wassenegger et al. (1994) em analises empregando plantas infectadas
com viroides recombinantes. Nessas plantas, em decorréncia da infeccéo, constatou-se a
metilacdo de sequéncias enddgenas complementares ao RNA gendmico do agente infeccioso.
Em um estudo posterior, Mette et al. (2000) demonstraram que a metilagdo do DNA gendmico
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direcionada pelo RNA requeria moléculas de dsRNA que eram clivadas em pequenas moléculas
guias similares aquelas relacionadas com o silenciamento pés-transcricional de ocorréncia
citoplasmatica. Nesse caso, somente sequéncias de DNA complementares a molécula guia de
RNA eram modificadas, indicando uma correlagéo entre o silenciamento pds-transcricional
e a metilacdo do DNA. Em perfeita sintonia com tal correlacéo, verificou-se que mutagdes
em genes da maquinaria do PTGS, como nos genes sgs2 e agol de Arabidopsis, resultavam
em uma diminuicéo da metilagdo do transgene cossuprimido (Fagard et al., 2000). Ainda
nos vegetais, observou-se que moléculas de dsSRNAs cognatas a regides promotoras eram
capazes de direcionar a metilacdo de novo dos promotores correspondentes, resultando em
um silenciamento génico transcricional (TGS; Aufsatz et al., 2002; Melquist e Bender, 2003).
Esse processo de metilacdo de novo foi chamado de RNA-directed DNA methylation (RADM).
Em muitos casos, a observada metilacdo era acompanhada de alteracdes na estrutura da
cromatina junto da regido promotora, processo que envolvia a acdo de fatores especificos
de remodelamento da cromatina. Algum tempo depois, resultados similares aos observados
em plantas foram também obtidos em células humanas em cultura, empregando moléculas
de siRNA sintéticas como indutores (Morris et al., 2004). Embora esse dado sinalize para a
ocorréncia e conservagdo da RADM em humanos, Park et al. (2004) ndo foram capazes de
evidenciar metilacdo do DNA gendémico quando siRNAs dirigidos contra os exons 1 e 4 do
gene Huntingtin foram usados.

O elo entre a maquinaria de silenciamento por RNA e a formag&o da heterocromatina
foi estabelecido na levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe. Num primeiro momento,
Volpe et al. (2002) demonstraram que mutagdes nos componentes da via de silenciamento por
RNA determinavam a perda de heterocromatina na regido dos centromeros e provocavam
a acumulacdo de transcritos senso e antissenso originados de suas regides repetitivas, as
quais ndo sdo normalmente expressas. Os autores propuseram que tais transcritos seriam
responsaveis pela formacéo de moléculas de dsRNA que, por sua vez, seriam processadas nas
moléculas efetoras de siRNA. Uma abordagem bioquimica subsequente permitiu identificar um
complexo ribonucleoproteico, contendo os referidos siRNAs, e cuja presenca era determinante
para o inicio da formagdo de heterocromatina junto da regido centromérica (Verdel et al.,
2004). Esse resultado sugeria que, de forma anéloga a RISC, o recém-identificado complexo
nuclear (denominado RITS para RNA-induced transcriptional silencing complex) se utilizaria
de moléculas guias de siRNA para localizar regides especificas do cromossomo, visando a
sua inativacdo. Para comprovar tal possibilidade, os autores fizeram uso de células nas quais
o gene dcrl havia sido nocauteado. Nessas células, incapazes de produzir siRNA devido a
auséncia de Dicer, o complexo RITS ndo era capaz de localizar a regido centromérica e, como
consequéncia, a formacgdo da heterocromatina era abortada (Verdel et al., 2004). Resultados
obtidos no mesmo ano demonstraram que o complexo RITS interage com um segundo
complexo denominado RDRC (para RNA-directed RNA polymerase complex) e o recruta para
junto da regido em que a heterocromatina devera ser formada (Motamedi et al., 2004). Foi
entdo estabelecido que o complexo RDRC, dotado de uma RNA polimerase, estd envolvido
na sintese de dsRNA para posterior producdo de siRNA (Sugiyama et al., 2005). De maneira
similar ao observado em S. pombe, o papel do silenciamento por RNA no direcionamento
de modificacdes sequéncia-especificas na estrutura da cromatina também foi evidenciado
em varios outros organismos. Observou-se ainda que, em Tetrahymena thermophila, um
mecanismo baseado no silenciamento por RNA estaria envolvido na eliminacdo de DNA e
nareestruturacdo do genoma desse protozodrio ciliado durante o desenvolvimento (revisto
em Mochizuki e Gorovsky, 2004).
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Cabe ressaltar que a acumulacdo de conhecimento sobre o silenciamento por RNA
e a inequivoca demonstragdo do papel desempenhado pelas pequenas moléculas de RNA
nesse processo culminaram no desenvolvimento de uma nova e revoluciondria metodologia
de andlise genética (técnica de RNAI), cuja robustez foi comprovada em diversos estudos de
enfoque académico e/ou terapéutico. Além disso, representou um passo decisivo para que
novas classes de pequenos RNAs regulatorios passassem a ser descobertas e caracterizadas.
Essas moléculas diferem quanto ao tipo de enzima envolvido na sua biogénese, composicdo do
complexo que executa suas funcdes regulatérias, mecanismo de regulacéo e fung¢des bioldgicas
que executam no contexto celular (revisto por Ghildiyal e Zamore, 2009). O reconhecimento
final do impacto provocado pelas descobertas relacionadas com o silenciamento por RNA
veio com a outorga do prémio Nobel de Medicina ou Fisiologia de 2006 a Andrew Fire e
Craig Mello, dois dos principais pesquisadores da area.
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Introducao

Com o rapido aumento da populacdo mundial nas ultimas
décadas, a necessidade de aumento da producéo de alimentos
para controlar a desnutricdo, fome e a inseguranca alimentar
(Brown e Funk 2008; Lobell et al., 2008; Godfray et al., 2010) tem
aumentado os esforcos de pesquisa na utilizacao de ferramentas
de genética molecular, DNA recombinante e biotecnologia na
obtencdo de plantas mais produtivas, resistentes a doencas e
tolerantes a diferentes estresses (Mittler e Blumwald 2010; Tester
e Langridge 2010).

Aspraticas convencionais para o melhoramento vegetal
sdo amplamente utilizadas, porém sdo extremamente trabalhosas,
consomem muito tempo e apresentam varias restricoes ecoldgicas,
fisioldgicas e bioldgicas. Assim, as ferramentas de biotecnologia
propiciam alteracdes pontuais, as quais podem gerar cultivares
com maior produtividade e valor nutricional, além de mais
resistentes a fatores bioticos e abiéticos (Sharma et al., 2002).

Devido as vantagens oferecidas pela técnica de
interferéncia por RNA (RNAIi) ao utilizar pequenas moléculas
de RNA ndo codificadoras para regular negativamente genes de
forma especifica, essa ferramenta tem grande potencial para ser
usada amplamente na obteng¢éo de plantas com caracteristicas
especiais, tais como: mudancgas na arquitetura, melhoramento
nutricional, tolerancia aos estresses abiotico e biético, delecdo
de alergénicos, desenvolvimento de plantas com esterilidade
masculina e altera¢des na produgdo de metabolitos secundarios
(revistos em Jagtap et al., 2011; Ali et al., 2010).

Mudancas na Arquitetura da Planta

AlteracOes na arquitetura das plantas relacionadas a
altura, ramificacdo dos galhos, crescimento do caule, morfologia
das folhas e inflorescéncia sempre foram alvos do melhoramento
convencional ao longo dos séculos por serem fatores limitantes
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de diversas caracteristicas agrondmicas importantes, como produtividade e resisténcia aos
estresses ambientais (Khush 1999; Camp 2005; Wang e Li 2006).

Um exemplo de mudanca da arquitetura da planta estaria relacionado a alteracgdes
no sistema radicular, com o intuito de aumentar a absorcao de nutrientes pela distribuicdo
uniforme das raizes no solo, propiciando melhor adaptacgdo das plantas as mudancas climéaticas
globais (Dorlodot et al., 2007).

Estudos recentes, tanto em plantas modelos (Arabidopsis e Petunia) como em plantas
cultivadas (milho, arroz e tomates), tém ampliado a compreensao das bases moleculares da
arquitetura das plantas (Wang e Li 2006, 2008). Novos estudos também tém demonstrado o
potencial das técnicas de biologia molecular para a producédo de plantas com mudangas na
arquitetura, especialmente pela manipulacgéo das vias de sintese de diferentes fito-hormonios.

Oshormonios vegetais, tais como as giberelinas e os brassinosteroides, sdo os principais
reguladores do crescimento longitudinal das plantas, sendo que as alteraces na biossintese
destes compostos representam a principal estratégia para modificar a altura das plantas
(Coles et al., 1999; Hedden e Phillips, 2000). Com tal perspectiva, demonstrou-se que a técnica
de RNAI foi efetiva para suprimir a expressdo do gene OsGA200x2 de arroz (Oryza sativa L.),
que codifica uma enzima regulatoria da sintese de giberelinas biologicamente ativas (GA).
Como resultado, linhagens transgénicas de arroz foram recuperadas com menor produgdo de
GA, GA, e GA, endogenos, resultando em fendtipo semiando com produtividade estavel, se
comparado com as plantas de tipo selvagem (Qiao et al., 2007). Na mesma linha, o silenciamento
do gene CKX1 em cevada e trigo culminou em um aumento na quantidade de raizes e
na produtividade da planta. O gene CKX1 codifica uma citocinina oxidase envolvida na
degradacdo das citocininas, hormonio essencial ao desenvolvimento vegetal. Xiong et al.
(2005), por sua vez, introduziram em tomate um vetor de silenciamento capaz de gerar RNA
de dupla fita (dSRNA) contra o gene que codifica a dcido 1-carboxilico-1-aminociclopropano
(ACC) oxidase, inibindo assim a sintese de etileno, importante no processo de maturacao.
As plantas transgénicas geraram frutos que terdo uma vida mais longa nas prateleiras dos
supermercados.

Em outra abordagem, a técnica de RNAi foi utilizada para suprimir a expressdo do
gene OsGLU1, que codifica uma endo-1,4-beta-D-glucanase ligada & parede celular de arroz
(Oryza sativa L.). Como resultado, observou-se uma reducdo no alongamento das células
devido a alteracdes estruturais e de composicdo da parede celular, e uma consequente
diminuicdo da distancia dos entrends, levando a planta a desenvolver um fenétipo ando
(Zhou et al., 2006).

Em suma, a inducdo de mudancas na arquitetura das plantas tem grande potencial
para gerar plantas com bidtipos considerados “ideais”, minimizando assim os problemas
advindos de uma arquitetura inadequada que tenha reflexos negativos sobre a producdo
e comercializacao.

Melhoramento Nutricional

Aproximadamente 40% da populacdo mundial apresenta algum tipo de desnutri¢do
(Tucker, 2003). Como grande parte da dieta humana é baseada no consumo de vegetais e
grdos, o enriquecimento da qualidade nutricional dos alimentos mais consumidos poderia
auxiliar a solucionar este problema. Embora até o momento os métodos convencionais
de melhoramento tenham gerado resultados significativos para o aumento da qualidade
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nutricional dos alimentos, esses tendem a ser limitados pela baixa disponibilidade de recursos
genéticos naturais para as espécies de interesse (Tang et al., 2007; Hirschi, K. 2008).

Com os avangos das técnicas de biologia molecular e biotecnologia, as possibilidades
para a manipulacdo de vias metabdlicas especificas, visando adequar/melhorar o valor
nutricional dos alimentos, sdo ilimitadas. Exemplos incluem: modificacdo de vias metabolicas
relacionadas com a composicdo de acidos graxos; aumento dos niveis de antioxidantes
particularmente os carotenoides, licopeno e flavonoides (Tucker, 2003).

Neste contexto, a tecnologia de RNAi oferece uma alternativa interessante para aplicagéo
em processos de engenharia metabdlica que resultem no desenvolvimento de alimentos
biofortificados. A obtencdo de plantas de algoddo modificadas para alterar a composicao
de acidos graxos do 6leo, pelo silenciamento de genes-chave da via de dessaturacgédo dos
acidos graxos nas sementes, representa um exemplo pratico desta aplicagdo. O emprego de
tal metodologia resultou em aumento do nivel de &cido estedrico de 2% a 3% para 40% nas
sementes das plantas silenciadas (Liu et al., 2002) . Com o silenciamento de outro gene alvo, 0
teor de 4cido oleico foi aumentado em até 77%, em comparacdo com aproximadamente 15%
em sementes de plantas ndo transformadas (Liu et al., 2002). Uma estratégia semelhante foi
usada para gerar graos de milho com elevados teores de lisina, pela supressédo especifica de
uma proteina de reserva (alfazeina de 22 kDa) presente no endosperma (Segal et al., 2003).

A técnica de RNAi também foi usada para melhorar o conteudo de B-carotenos em
batata pelo silenciamento do gene que codifica a enzima B-carotenoide hidroxilase (BCH),
que converte o B-carotenoide em zeaxantina. Neste caso, foram usados dois cassetes de
silenciamento, um para expressar dsRNA diretamente nos tubérculos, e um segundo para
expressdo constitutiva. As linhagens transformadas com o cassete contendo o promotor
tubérculo-especifico apresentaram um teor mais elevado de B-caroteno em comparacéo ao
controle nédo transformado, demonstrando que o silenciamento do gene BCH tem grande
potencial para promover uma melhora na qualidade nutricional da batata (Eck et al., 2007).

Nunes et al. (2006) demonstraram que o silenciamento do gene que codifica a enzima
mio-inositol-1-fosfato (GmMIPS1) pode ser uma estratégia valida para reduzir significativamente
o conteudo de fitato (em até 94,5% em determinadas linhagens) em sementes de soja,
aumentando assim a disponibilidade de fosfato assimilavel. No entanto, neste caso, um efeito
sobre o desenvolvimento das sementes foi observado. Uma sintese melhorada de amido,
pelo silenciamento de dois genes codificadores de enzimas envolvidas na ramificacdo deste
composto (Starch Braching Enzyme - SBE), foi relatada em linhagens silenciadas de trigo
(Regina et al., 2006). Um fendétipo de alto conteudo de amilose nos gréos foi observado quando
os genes SBE Ila e SBE IIb foram silenciados simultaneamente. Similarmente, linhagens
de cevada com bhaixa expressdo de SBE IIa e IIb apresentaram teores elevados de amilose,
gerando alto conteudo de amido resistente (Regina et al., 2010).

Em estudos realizados com tomates, foi possivel aumentar o conteudo de carotenoides
e flavonoides através do silenciamento fruto-especifico do gene DET1 (DE-ETIOLATED1),
que regula diferentes vias de sinalizacdo controladas por luz. Curiosamente, ndo foram
observadas mudangas na produtividade e na qualidade dos frutos das linhagens silenciadas
(Davuluri et al., 2005). Esse resultado demonstra que o knockdown de um gene regulatorio
essencial é capaz de modificar o conteudo de metabdlitos gerados a partir de vias metabdlicas
independentes. O incremento observado é de grande valia, j& que esses fitoquimicos sdo
conhecidos por beneficiar a saide humana, sendo o tomate a principal fonte de carotenoides
e flavonoides (Miller et al., 2002; Ross et al., 2002).
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Tolerancia aos Estresses Abioticos

Fatores abi6ticos ambientais, tais como salinidade, alteragdes de temperatura, inundacéo
e seca sdo responsaveis por diminuigdes considerdveis na produtividade. A prospeccao e
caracterizagdo funcional dos genes responsaveis pela resisténcia a estas condi¢des, utilizando
genomica funcional e outras metodologias, tém fornecido bases sélidas para melhorar a
resposta das plantas a tais estresses (Cushman e Bohnert 2000; Pardo 2010). Neste cendrio,
os estudos funcionais com microRNAs (miRNAs) tém demonstrado que estes apresentam
papéis regulatérios importantes na resposta das plantas a varios fatores abiéticos. Por
exemplo, Sunkar e Zhu (2004) relataram que o miR393 é superexpresso quando plantulas
de Arabidopsis thaliana sdo expostas ao frio, desidratacgéo, salinidade elevada ou tratamento
a acido abscisico. Além deste, o0s miRNAs miR319¢, miR389a, miR397b e miR402 também
foram responsivos a diferentes tipos de estresse abidticos aplicados em diferentes niveis
neste estudo. MicroRNAs relacionados a resisténcia a estresses também foram identificados
em arroz (Jian et al., 2010). Como em plantas, a maioria das familias de miRNAs é conservada
evolutivamente, a manipulagdo da expressdo de determinados miRNAs abre perspectivas
interessantes para a obtencdo de plantas de importancia comercial com maior tolerancia
a determinados estresses.

Por outro lado, a supressdo da expressao de genes que modulam negativamente a
resposta da planta aos estresses tem contribuido para a obtencdo de linhagens mais tolerantes
aos mais variados estresses ambientais. Plantas transgénicas de arroz, nas quais a expressao
do gene RACKI1 (receptor for activated C-kinase 1) foi reduzida por RNAi, por exemplo,
apresentaram maior resisténcia a seca. Este efeito foi atribuido ao fato de o referido receptor
estar implicado na regula¢do negativa do sistema redox, associado com a tolerancia ao estresse
hidrico (Da-Hong et al., 2009). Em outro estudo, empregando a planta modelo Arabidopsis
thaliana, Zhao et al. (2011) demonstraram que o silenciamento do gene PLDys aumenta a
tolerancia das plantas aos efeitos toxicos do aluminio. PLDys codifica uma fosfolipase que
catalisa a hidrolise de fosfolipideos alterando a composi¢do da membrana celular bem como
sua permeabilidade ao Aluminio.

Tolerancia aos Estresses Bioticos

Os estresses bidticos sdo causados por insetos, nematoides e patdgenos (virus, bactérias e
fungos), os quais causam diminuicdo da produtividade das culturas, influenciando a produ¢édo
agricola total. As infec¢des virais sdo responsaveis por grande parte das perdas de producao,
pois os virus apresentam varias estratégias para se multiplicar e propagar de planta para
planta, tanto de forma direta quanto indireta (usando vetores como insetos); permanecendo
os fungos na segunda colocagdo em importancia.

Atualmente, vdrias metodologias de controle desses patogenos tém sido desenvolvidas
utilizando abordagens ecologicamente corretas, diminuindo assim o uso do controle quimico,
geralmente pouco aceito pelos consumidores. Dentre as diferentes abordagens, as mais
comuns procuram aumentar a resisténcia da planta, empregando material genético derivado
do préprio patégeno (resisténcia derivada do patégeno). As estratégias empregando RNAi,
por sua vez, visam impedir a manifestacdo da doenca, empregando plantas transgénicas
capazes de expressar moléculas ativadoras de silenciamento, dirigidas contra genes especificos
do patégeno ou da planta hospedeira (Shepherd et al., 2009; Fairbairn et al., 2007), sendo
inumeros os exemplos desta aplicacdo disponiveis na literatura.
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A expressiva maioria dos virus que infectam plantas possui um genoma composto por
uma molécula de RNA de polaridade positiva e se replica através de moléculas intermedidrias
de dsRNA. Desta forma, sdo fortes indutores e alvos de RNAi. Contudo, os virus desenvolveram
mecanismos de supressado do silenciamento mediado por RNA, viabilizando assim a infec¢do do
hospedeiro. Esse conhecimento foi utilizado por Waterhouse et al. em 1998 para demonstrar,
como prova de conceito, que a expressdo de dsRNA contra um gene alvo do virus Y da batata
(PVY) gera plantas de tabaco imunes ao virus (Waterhouse et al., 1998).

Estratégia semelhante foi usada em uma linhagem comercial de batata, e, apds serem
transformadas para expressar um dsRNA contra a regido 3’ nédo codificadora do gene que
codifica a proteina da capa do PVY, as plantas transgénicas selecionadas mostraram-se
resistentes a trés cepas de PVY (PVYY, PVY° e PVY"™). Por outro lado, infec¢des mistas com
o virus X da batata (PVX) ndo alteraram a resisténcia de tais plantas ao PVY (Missiou et al.,
2004). Atualmente, as construcdes utilizadas para indugdo do silenciamento usando dsRNA
combinam sequéncias de diferentes espécies virais, permitindo assim a obtenc¢éo de plantas
resistentes a multiplas infeccoes. A viabilidade de tal estratégia foi demonstrada recentemente
em soja, na qual a resisténcia a infeccdo simultanea por trés espécies virais foi observada
(Zhang et al., 2011).

Utilizando outra abordagem, tendo como alvo genes do hospedeiro, Rodriguez-
Hernéndez et al. (2012) silenciaram o gene que codifica o fator de iniciacdo da traducéo
elF4E, conhecidamente importante para a multiplicacdo de vdarios virus, e obtiveram plantas
de meldo altamente resistentes a uma ampla gama de espécies virais economicamente
importantes.

Além do controle viral, relatos de uso bem sucedido da técnica de RNAi no controle
de doencas fungicas também sdo encontrados na literatura. Hernandez et al. (2009), por
exemplo, silenciaram o gene que codifica a enzima glutationa S-transferase (GST) em tabaco
e aumentaram a resisténcia da planta ao fungo Phytophthora parasitica var. nicotianae.
Com base nos resultados obtidos, os autores sugerem que a GST é um regulador negativo
da resposta de defesa da planta a patégenos.

Os nematoides de galha (Meloidogyne spp.) sdo parasitas presentes no solo que
causam danos graves as plantas cultivadas, ja que drenam os seus nutrientes e afetam o
seu desenvolvimento. Varios genes identificados como tendo suas proteinas expressas na
glandula esofagica do nematoide sdo descritos como essenciais para que o parasitismo tenha
sucesso. Neste contexto, a ideia de gerar plantas transgénicas capazes de expressar moléculas
de dsRNA para induzir o silenciamento de tais genes, perturbando assim o metabolismo e
a sobrevivéncia do parasita, tem ampla aplicabilidade no desenvolvimento de cultivares
com resisténcia ampla aos nematoides de galha (Huang et al., 2006).

Usando uma estratégia similar, mas visando insetos, Mao et al. (2011) geraram
plantas transgénicas de algoddo capazes de expressar um dsRNA dirigido contra um gene
(CYP6AE14) da praga Helicoverpa armigera, cujo produto viabiliza a sua alimentagdo em
dietas contendo gossipol, um composto secunddrio com atividade repelente e toxica a insetos.
O gene CYP6AE14 codifica uma mono-oxigenase que permite a este lepidéptero se alimentar
do algodoeiro e tolerar niveis elevados de gossipol. As plantas transgénicas de algodao foram
significativamente menos afetadas pelo ataque das lagartas que o controle ndo transgénico.
Resultados semelhantes foram obtidos para controle de um coledptero (Diabrotica virgifera
virgifera) que ataca as raizes de milho. Plantas transgénicas de milho, expressando um
dsRNA contra um gene que codifica uma ATPase do inseto (V-ATPase A), e cuja letalidade
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foi testada em dieta artificial, apresentaram baixissimo dano nas raizes em comparacao a
plantas ndo transformadas (Baum et al., 2007).

Delecao de Alergénicos

Néo sdo raros os casos de alergias devido a hipersensibilidade a diferentes componentes
dos alimentos, normalmente proteinas que causam fortes respostas imunolégicas, geralmente
mediadas por imunoglobulinas E (IgE) (Johansson et al., 2004). Apesar de a maioria causar
sintomas leves e facilmente controlados, em poucos casos, a resposta pode ser exacerbada,
podendo ser até fatal. Apesar de ndo haver cura para as alergias alimentares, a identificacdo
e eliminacdo dos principais alérgenos associados a determinados alimentos empregando
processos biotecnoldgicos representa uma saida interessante para possibilitar a utilizacéo
destes na dieta de pessoas sensiveis.

Existem oito tipos de alimentos que sdo responsaveis por até 90% dos casos de
alergias, sendo eles: amendoim, nozes (nozes, castanha do Brasil, castanha de caju, etc.),
soja, trigo, leite, ovos, peixes e mariscos (Zuidmeer et al., 2008; Sicherer e Sampson, 2010).
Plantas transgénicas, utilizando a técnica de RNAi, foram desenvolvidas para minimizar
os efeitos alergénicos de algumas espécies cultivadas na populagdo em geral. Por exemplo,
Herman et al. (2003) utilizaram a técnica de RNAi em soja para evitar o acimulo da proteina
P34, que € o principal alérgeno presente nas sementes de soja. A eliminagdo deste alérgeno
ndo provocou alteragdes estruturais ou na composicdo proteica das sementes transgénicas
quando comparadas com as sementes controle.

A alergia ao amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das mais sérias e problematicas.
A tecnologia de RNAI foi utilizada nesta espécie para aliviar a resposta alérgica exacerbada
determinada pelo produto do gene Ara h 2, uma glicoproteina imunodominante e causadora
de mais de 85% das reacdes alérgicas do amendoim. As plantas de amendoim transgénico
foram transformadas usando A. tumefaciens, contendo um cassete de silenciamento capaz
de gerar um hpRNA (hairpin RNA) contra o gene Ara h 2. A alergenicidade das sementes de
amendoim livres de Ara h 2 foi avaliada por ELISA, e uma reducdo significativa do potencial
alergénico de tais sementes foi observada (Dodo et al., 2008).

Alteracao da Producao de Metabolitos Secundarios

Desde os tempos remotos, as plantas tém sido utilizadas pela humanidade em funcéo
dos seus efeitos terapéuticos, contra doengas infecciosas e parasitarias, problemas cronico-
degenerativos, emagrecimento, regulacdo da menstruagdo, procedimento abortivo, além de
serem empregadas também como antidoto ao veneno de cobra (Garcia, 1995).

Os metabdlitos secunddrios, também chamados de metabdlitos especiais, sdo produzidos
pelos vegetais, que podem acumular inimeras substancias que ndo sdo diretamente responsaveis
pela manutencdo da vida do organismo, mas garantem vantagens para a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie em seu ecossistema. Essas substancias podem apresentar atividades
farmacolégicas (ou comporem a base para a producdo de medicamentos), sendo usadas
também como fragrancias, pigmentos aditivos alimentares e pesticidas. Entre os anos de
1981 e 2002, 28% dos medicamentos disponibilizados no mercado possuiam principios ativos
isolados de produtos naturais ou produtos de semisintese, e 24% eram farmacos sintéticos
com grupos farmacofdricos baseados em estruturas de produtos naturais (Newman et al.,
2000, 2003). Na classe dos medicamentos anticancerigenos, por exemplo, um terco do mercado
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em 2002 foi representado por apenas dois grupos de quimioterdpicos derivados de produtos
naturais: os taxanos e os derivados da camptotecina (Thayer et al., 2003; Oberlis e Kroll,
2004; Chin et al., 2006).

Em funcéo de sua importancia, alguns pesquisadores ja buscam alterar a producéo
desses metabdlitos usando RNAI. O objetivo é aumentar o rendimento da substancia com
atividade farmacoldgica pelo silenciamento de genes que suprimem a produgao dos metabolitos
secundarios, ou inibir as vias alternativas que diminuem a concentracdo destes. Essa abordagem
é possivel gracas a possibilidade de se silenciar inimeros genes da mesma via metabdlica
empregando RNAi (Gomez-Galera et al., 2007; Borgio 2009).

Com tal perspectiva, Allen et al. geraram em 2004 uma planta transgénica de 6pio
(Papaver somniferum L.), cujo silenciamento do gene que codifica a codeina redutase, propiciou
um aumento na acumulacdo da (s)-reticulina, um composto-chave na producao de alguns
alcaloides em plantas, tais como codeina e morfina. Em um trabalho similar de engenharia
metabolica, a via de sintese de flavonoides em tabaco foi modificada pelo silenciamento
do gene FLS (que codifica uma flavonol sintase) para aumentar a producao de catequina
(51% a 93%) e epicatequina (18% a 27%), dois potentes antioxidantes (Mahajan et al., 2012).

Abatata (Solanum tuberosum L.) tem sido amplamente utilizada como biorreator para
producdo de proteinas humanas, porém algumas proteinas de reserva presentes no tubérculo
dificultam a purificacdo das proteinas recombinantes. Para sanar esse problema, foi obtida
uma planta transgénica de batata em que a expressdo dessas glicoproteinas enddgenas
foi silenciada por RNAI, facilitando e barateando a purificacdo das proteinas humanas, e
tornando a batata um sistema de expressdo mais eficiente (Kim et al., 2008).

De maneira geral, as técnicas que possibilitam o incremento da producdo do metabolito
de interesse, ou a diminui¢do da producdo de um metabolito que influencia e dificulta a
purificacdo do metabdlito farmacologicamente ativo, podem ser de extrema importancia no
desenvolvimento e produ¢do de medicamentos e insumos para saude baseados em produtos
naturais.
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Introducao

A RNAi tem sido amplamente utilizada nas mais diversas
espécies, principalmente em organismos “ndo modelos”, nos
quais os métodos de manipulacdo genética sdo limitados. Nesses
organismos, o emprego da técnica de RNAi vem permitindo
avancos sem precedentes na investigacdo da funcdo de um
numero ilimitado de genes, especialmente aqueles ligados
ao desenvolvimento, fisiologia enddcrina, reproducéo,
comportamento e imunologia (Bellés, 2010). Dentre as potenciais
aplicagoes, o silenciamento de genes virais se destaca como
estratégia terapéutica promissora na veterindria, particularmente
quando confere resisténcia a doencas em animais de interesse
econdmico, sobretudo os de grande porte. Essa nova vertente da
engenharia genética também emerge como ferramenta vidvel para
aplicacdo em questdesligadas a producdo alimentar sustentavel e
impacto ambiental (Long et al., 2010). Os avancos técnicos na drea
de RNAi na ultima década denotam seu carater revolucionario
no campo da genética, possibilitando resultados robustos, com
custo e consumo de tempo menores do que usualmente sdo gastos
com a producdo de animais nocaute e transgénicos. Mesmo
que os mecanismos moleculares envolvendo RNAi ndo estejam
completamente elucidados, a comunidade cientifica utiliza-se
das vantagens da técnica para desenvolver pesquisas basicas e
aplicadas, conforme os exemplos que veremos a seguir.

Arterite Viral em Cavalos

A arterite viral equina é uma doenca infecciosa detectada
em cavalos de varios paises, incluindo o Brasil (Lara et al.,
2006; Bello et al., 2007). O virus EAV (do inglés, Equine Arteritis
Virus) se mantém no trato genital dos machos, sem afetar a
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fertilidade. No entanto, fémeas desenvolvem infeccdo aguda em resposta a presenca do
virus, apresentando sintomas variados como: febre, quadro depressivo, conjuntivite severa,
problemas respiratdrios, edemas, diminuicdo de apetite, aborto. Estas fémeas podem infectar
outros cavalos por meio de secrecdo nasal e urina (Glaser et al., 1996). Diante disso, ha
prejuizos econémicos por causa de restri¢des internacionais ao trafego e comercializagdo
de animais e sémen (Timoney e McCollum, 1988). As vacinas disponiveis no mercado ndo
bloqueiam completamente a transmissdo viral, o que instigou o uso de RNAi como caminho
para o desenvolvimento de novas terapias contra o virus EAV (Heinrich et al., 2009). Por néo
existir um animal modelo de pequeno porte e compativel para estudos in vivo de arterite viral,
Heinrich et al. (2009) usaram culturas de células das linhagens APH-R (derivada de epitélio
equino) e BHK-21 (derivada de fibroblasto de hamster), ambas susceptiveis ao EAV. Foram
sintetizados oito siRNAs (do inglés, small interfering RNAs), contra trés genes codificadores
de proteinas estruturais e um gene codificador de uma proteina néo estrutural. Os resultados
demonstraram redugdo na infeccdo por EAV na linhagem APH-R, quando as células foram
transfectadas com siRNAs relativos ao RNA codificador da proteina néo estrutural. Os autores
usaram estes siRNAs contendo duas mutacdes de ponto cada um e a protecdo contra o virus
foi perdida, mostrando a importancia da total complementaridade entre o siRNA e seu alvo. A
transfeccdo de siRNAs contra os outros genes mostrou protecdo fraca ou inexistente. Acredita-
Se que 0s genes para proteinas estruturais sejam mais expressos e, portanto, requerem doses
maiores de siRNA para serem efetivamente silenciados. Por outro lado, altas doses podem
desencadear efeitos colaterais. Outro ensaio consistiu na transfeccdo de células BHK-21 com
vetores plasmidiais que expressam shRNA (do inglés, small hairpin RNAs, funcionalmente
equivalente a um siRNA). Novamente, o controle da infecgdo foi observado apenas nas células
que receberam shRNAs complementares ao RNA para proteina ndo estrutural, tornando-se
este RNA (ou esta proteina) bom alvo para o desenvolvimento de terapias e drogas. Assim,
como em outros estudos in vitro envolvendo infeccdo viral e RNAi, a protecdo ocorre se as
moléculas de RNA de fita dupla (siRNAs, dsRNAs ou shRNAs) sdo aplicados antes da infec¢do
viral. Se aplicados junto com o virus, ou apds infeccéo, o efeito protetor tende a ser menos
pronunciado ou ausente. Para fins de terapia in vivo, se um excesso de células ndo infectadas
receberem siRNAs, estas estardo protegidas, bloqueando a propagacao viral. Como os virus
em geral possuem altas taxas de mutacdo, sugere-se que sejam administrados muitos siRNAs
contendo variagdes na sequéncia nucleotidica.

Prion e o Mal da Vaca Louca

Prion é uma particula proteica (PrP) encontrada em células de vertebrados, com
expressdo significativa em tecido nervoso. Quando o prion tem a estrutura modificada
(Prp%¢), seu acimulo causa doengas classificadas como encefalopatias espongiformes, com
consequente morte de neurdnios. Tal modificacdo pode ser herdada, adquirida ou transmitida
entre animais da mesma espécie ou entre espécies. A doenca da vaca louca ou encefalite
espongiforme bovina é uma desordem neurodegenerativa fatal que ocorre no gado e é
causada pelos prions PrPs. Em decorréncia da confirmacdo da doenca, ou até mesmo da
suspeita, animais sdo sacrificados, culminando em considerdveis prejuizos para a pecudria
em todo o mundo. O uso de RNAI para inibicdo de PrP tem como objetivos: (i) desenvolver
uma terapia contra a doenca; (ii) produzir animais resistentes; e (iii) prevenir a transmissao
da doenca entre animais e para humanos. Algumas iniciativas usando RNAI in vitro e in
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vivo foram bem sucedidas. Os niveis dos transcritos de PrP¢ e PrPs foram significativamente
reduzidos em linhagens de neuroblastoma transfectadas com siRNAs (Daude et al., 2003;
Kim et al., 2009) e shRNAs (Kim et al., 2009). No entanto, o efeito desses RNAs interferentes
néo foi estavel. Estratégia mais promissora foi desenvolvida por Golding et al. (2006) quando
criaram uma cabra transgénica que apresentou reducédo drastica de PrP. Vetores lentivirais
foram usados como veiculo para expressdo transgénica de shRNA em uma linhagem celular
de fibroblastos de cabra adulta. Cerca de 30% das células infectadas integraram o lentivirus
recombinante. Essas células foram usadas para transferéncia nuclear a fim de produzir
clones transgénicos de embrides de cabras. Oito fémeas receberam embrides clonados e
apenas uma gravidez foi bem sucedida (um sucesso baixo, porém compativel com estudos
similares). O feto foi cirurgicamente retirado com 81 dias de gestacdo e comparado com um
controle de mesma idade derivado de um acasalamento natural. Anélise de PCR confirmou
a presenca do shRNA relativo ao mRNA de Prion em todos os tecidos analisados. No tecido
cerebral do feto transgénico observou-se uma reducdo superior a 90% nos niveis da proteina
PrP. Os autores também injetaram lentivirus recombinantes no espago perivitelinico de 139
ovulos bovinos. Esses ¢vulos foram fertilizados e cultivados in vitro. Dos 42 ¢vulos que se
desenvolveram até blastocistos, 32 (76%) expressaram shRNA contra os transcritos de PrP.
Pfeifer et al. (2006) mostraram que a injecgdo intracranial de lentivirus contendo shRNA
contra o PrP causou a diminuicdo dos transcritos alvo em camundongos transgénicos com
multiplas copias do gene PrP. Esses pesquisadores também geraram camundongos sadios
que expressavam shRNA contra PrP, os quais apresentaram sobrevivéncia prolongada apds
infeccdo por PrPsc.

Febre Aftosa em Rebanhos

A febre aftosa € uma doenca infectocontagiosa que atinge animais de casco fendido,
como bovinos, suinos, caprinos e ovinos. O agente etioldgico é o virus FMDV (do inglés, foot-
and-mouth disease virus), veiculado pelo ar, 4gua, alimentos, entre outros. Em geral, a doenca
acomete todo o rebanho, podendo causar perda de apetite e peso, diminuicdo da producao
de leite, lesdes cardiacas, aborto, infertilidade e morte. Por consequéncia, ha necessidade
de sacrificio de animais, interdi¢do da propriedade e proibicdo de transporte de animais e
consumo de seus produtos. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE),
o Brasil registrou, em 2011, um dos maiores rebanhos bovinos (212,8 milhdes de cabecas) e
suinos (39,3 milhdes) do mundo (fonte: http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/
ppm/2011/default.shtm). Surtos importantes de febre aftosa ocorrem no Brasil desde 1999,
especialmente no Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul. Para evitar prejuizos, os pecuaristas
vacinam seus rebanhos. As vacinas disponiveis atualmente sdo eficazes na prevencao da
doenca, mas apresentam risco de inativacdo incompleta do virus e ndo induzem resposta
imune num periodo curto apdés a aplicacdo. A fim de se evitar surtos recorrentes da doenca,
novas terapias antivirais sdo necessarias. Nesse sentido, Chen et al. (2004) inibiram a replicacéo
do virus FMDV in vitro e in vivo. O alvo para construcdo de siRNAs foi a proteina estrutural
VP1, fundamental na fixacdo do virus nas células do hospedeiro. Duas construcdes (21 e 63
nucleotideos, respectivamente) foram individualmente inseridas em vetores plasmidiais de
expressao, os quais foram usados para transfectar células BHK-21. Ambas as construgdes
plasmidiais reduziram em 80% a 90% a expressdo de VP1 em 24 horas apds a transfeccéo.
No entanto, 48 horas ap6s o tratamento, a carga viral das células tratadas e controles foi
equivalente, o que mostra uma protecgdo transiente. Mais de 70% dos camundongos recém-
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nascidos que receberam injecdo subcutanea de ambos os plasmidios expressando siRNAs
sobreviveram até 5 dias apds a infeccdo viral, enquanto nenhum animal do grupo controle
sobreviveu apos 36 horas. Essa estratégia baseada em RNAi promove uma resposta antiviral
rapida, o que ndo € o caso das terapias tradicionais, que se mostram, portanto, complementares.
Resultados muito similares foram obtidos por Pengyan et al. (2008), que usaram vetores de
expressdo contendo shRNAs correspondentes a regides conservadas entre 7 sorotipos de
FMDV para transfec¢do de células BHK-21 e inje¢do em camundongos recém-nascidos. Outra
estratégia contra a febre aftosa foi avaliada in vitro e in vivo. Chen et al. (2006) construiram
dois adenovirus que expressam shRNAs, os quais tém como alvos a proteina estrutural
1D e a polimerase 3D do virus FMDV. A linhagem celular IBRS-2 proveniente de rim suino
foi completamente protegida da infeccdo viral por ambas as construgdes. Injecdo desses
adenovirus em cobaias (Cavia porcellus) gerou animais menos suscetiveis a infeccdo, bem
como a injecdo de uma mistura de ambos adenovirus em suinos adultos conferiu protecdo
contra a febre aftosa.

Colapso em Abelhas

Desde 2006 apicultores e pesquisadores de abelhas do género Apis, talvez o mais
importante inseto polinizador na natureza, comegaram a observar um fenémeno curioso
e preocupante: o desaparecimento em massa de operdrias adultas nos Estados Unidos, no
Canadd, na Europa, na China, no Japdo, na América Latina e em outras localidades. No
entanto, ndo sdo encontrados vestigios de insetos mortos e, estranhamente, ndo se observam
sinais nas colénias abandonadas; nelas ha alimento estocado e crias em desenvolvimento,
aparentemente normais. A sindrome foi batizada de “desordem de colapso de colonia”
(em inglés, Colony collapse disorder (CCD)) e vem causando prejuizos econdmicos para
agricultores e apicultores. A causa, ainda incerta, tem sido atribuida a uma série de fatores
que se combinam: alimentacdo pouco variada, pesticidas, fungos, dcaros e virus. Uma
andlise metagendmica indicou o virus IAPV (do inglés, Israeli acute paralysis virus) como
um dos responsaveis pelo colapso (Cox-Foster et al., 2007). Com o intuito de desenvolver
um protocolo de controle desse virus, Maori et al. (2009) alimentaram abelhas adultas com
dois tipos de dsRNA misturados em xarope de sacarose. Os dsRNAs usados tinham como
alvo: (i) um gene estrutural do virus que se integra ao genoma da abelha; e (ii) uma outra
regido intergénica (que provavelmente transcreve um RNA ndo codificador) apontada como
marcador de linhagens afetadas pelo colapso. Os dsRNAs produzidos possuiam 433 pb e 426
pb, respectivamente. O estudo demonstrou uma diminuicéo significativa da carga viral e
reducdo da mortalidade no grupo de abelhas infectadas com IAPV que ingeriram dsRNAs
derivados de sequéncias desse virus, em comparacao ao grupo controle de abelhas infectadas
que ndo ingeriram dsRNAs. Os autores sugerem que a ferramenta pode ser usada em campo
para controle simultdneo de multiplos virus e consequente prote¢cdo do componente viral
associado ao colapso.

Controle da Doenca da Mancha Branca em Camaroes

A criacdo de camardes em cativeiro (carcinicultura) é uma atividade econénima
crescente no Brasil. Teve seu auge em 2003, quando foram produzidas 90 mil toneladas.
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A partir de entdo, a producdo camaroeira no Brasil registra queda (Rocha, 2011) e esta
coincide com a deteccdo do virus da mancha branca ou virus WSSV (do inglés, White Spot
Syndrome Virus) no Pais. Dos cerca de 20 virus que acometem camardes, 0 WSSV é o que
causa maior impacto na criacdo mundial de camardo em termos de distribuicdo, perdas
econdmicas e prejuizos ambientais. Quando doentes, os camardes apresentam letargia,
baixo consumo alimentar, manchas brancas, devido ao acimulo anormal de sais de calcio
sob o exoesqueleto. A mortalidade pode atingir 100% dos individuos em até sete dias (Zhan
e Wang, 1998). Em linhas gerais, os invertebrados carecem de um sistema imune adaptativo
tipico, o que é pré-requisito para a eficacia de vacinas proteicas (Kimbrell e Beutler, 2001).
Por exemplo, camardes Penaeus monodon infectados por WSSV foram oralmente vacinados
com bactérias que expressavam duas proteinas componentes do envelope desse virus, VP19 e
VP28. Comparando-os ao grupo de camardes ndo vacinados, observou-se que a vacina conferiu
uma sobrevivéncia relativa de 77% até o sétimo dia apds vacinacdo. No entanto, essa protecao
foi reduzida para 29% quando avaliada no 21° dia (Witteveldt et al., 2004). Vacinas de DNA
também foram testadas e mostraram-se mais eficientes que vacinas proteicas, conferindo
protecéo contra o virus WSSV por até sete semanas (Rout et al., 2007). Imunoestimulantes,
probiodticos e birremediacdo tém sido usados, mas apresentam limitacdes em termos de
eficacia, praticidade e custo (Krishnan et al., 2009b). O emprego de RNAi no combate ao
WSSV tem se mostrado promissor. Robalino et al. (2004) usaram sequéncias sem homologia
a genes do camardo para construir longos dsRNAs, que variaram de 309 a 1184 pb. Tais
sequéncias derivaram de imunoglobulinas de pato-real (Anas platyrhynchos) e de javali (Sus
scrofa), de regido ndo codificadora do genoma de bagre-americano (Ictalurus punctatus)
e do vetor bacteriano (pBeloBAC11). O tratamento com os diferentes dsRNAs foi realizado
anterior ou concomitantemente a infec¢do de camardes Litopenaeus vannamei com o virus
WSSV, ambos via injecdo intramuscular no segmento abdominal. Cada um desses dsSRNAs
inespecificos induziu imunidade antiviral generalizada, sequéncia-independente. Essa
resposta inespecifica ao virus WSSV foi novamente observada em outro camardo (Penaeus
monodon) por Westenberg et al. (2005). Estes pesquisadores injetaram siRNAs de 21 nt
contra os genes do virus que codificam as proteinas VP15 (ligante de DNA) e VP28 (vide
pégina anterior). Tanto os siRNAs especificos quanto os inespecificos (contra GFP, green
fluorescent protein) proporcionaram aumento na taxa de sobrevivéncia, sem diferencas
significativas entre eles. Novamente, longos dsRNAs, especificos e inespecificos, protegeram
o camarao Penaeus chinensis contra a infec¢do por WSSV (Kim et al., 2007). Outra estratégia
bem sucedida contra o virus WSSV foi o uso de constru¢des de DNA que expressam hpRNAs
(do inglés, long hairpin RNAs). Os hpRNAs sdo similares aos shRNAs, exceto no tamanho
do fragmento inserido. Uma vantagem € a producdo de multiplos siRNAs a partir de um
unico precursor, uma maneira robusta de impedir o escape viral (Krishnan et al., 2009b).
Krishnan et al. (2009a) observaram que a expressdo de hpRNA, contendo um fragmento de
326 pb do gene codificador de VP28, conferiu sobrevivéncia de 75% dos camardes Penaeus
monodon infectados e reducdo de 81% no nimero de transcritos. A construcéo foi capaz
de reduzir a carga viral de 10 mil para 100 cépias. Uma construcdo inespecifica de hpRNA,
contendo um fragmento de GFP, também promoveu sobrevivéncia e silenciamento de genes
virais, embora seu efeito generalizado tenha sido 60% menor. A resisténcia a infeccéo viral
promovida por moléculas inespecificas, ainda que menos pronunciada que aquela conferida
por moléculas especificas, sugere uma ativagdo muito peculiar do sistema imune nesses
invertebrados (Robalino et al., 2007; Krishnan et al., 2009Db).
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Analise do Comportamento e Determinacao do Sexo em Abelhas

Abiologia reprodutiva das abelhas Apis melliferaimpossibilita a producdo e manutencéo
de transgénicos. O uso de RNAIi tem sido cada vez maior para investigagdo funcional de
genes nessas abelhas, com enfoque especial em questdes relativas ao comportamento social,
determinacdo de sexo e de castas, longevidade, metamorfose, aprendizagem e memoria,
as quais continuam despertando o interesse cientifico. Trabalhos pioneiros fizeram uso
de longas moléculas de dsRNA (> 300 pb) para injetar embrides pré-blastodérmicos destas
abelhas e silenciar a expressdo de genes de interesse ao longo do desenvolvimento (Beye et al.,
2002; Amdam et al., 2003). Foi observado também que a aplicacdo de dsRNA em abelhas
silencia os genes de interesse ndo apenas na regido da injecdo, mas também em tecidos
distantes dali (Aronstein e Saldivar, 2005), com efeitos a longo prazo (Amdam et al., 2003).
O silenciamento génico nessas abelhas também se mostrou eficiente quando moléculas de
dsRNA foram oferecidas na dieta de larvas jovens, posteriormente mantidas em laboratdrio
(Aronstein et al., 2006; Patel et al., 2007) ou em suas colonias de origem (Nunes e Simdes,
2009). Até maio de 2012, foram publicados 42 artigos usando RNAi em abelhas, dos quais 14
tiveram como alvo o gene codificador de vitelogenina. Na maioria dos insetos, a vitelogenina,
que pertence a familia das proteinas ligantes de lipidios, ¢ uma importante reserva energética
dos ovos. Em abelhas, a vitelogenina se expressa em rainhas, as quais produzem centenas
de ovos diariamente. No entanto, esse gene adquiriu funcdes ndo vitelogénicas, uma vez
que também se expressa em individuos que ndo produzem ovos, as operarias e os zangoes
(Amdam e Ombholt, 2003). A injecdo intra-abdominal de dsRNA em operdrias adultas silencia os
transcritos de vitelogenina e resulta no aumento de horménio juvenil, um composto lipofilico
do grupo dos sesquiterpenoides (Guidugli et al., 2005). Essa descoberta mostra a vitelogenina
como uma importante reguladora da fisiologia e organizagao social (divisdo de trabalho)
nessas abelhas. Na primeira metade da fase adulta (cerca de 15 dias), as abelhas cumprem
atividades dentro das colonias, como a alimentacdo da cria. A partir de entdo, as abelhas
forrageiam, ou seja, saem da coldnia em busca de néctar, pdlen, 4gua e resinas. Foi observado
que as operarias “mutantes” para vitelogenina forrageiam mais cedo e tém a longevidade
reduzida (Nelson et al., 2007). Esse grupo de pesquisadores havia mostrado que abelhas que
naturalmente expressam menos vitelogenina sdo mais suscetiveis a estresse oxidativo, um
indicador de envelhecimento (Seehuus et al., 2006). Essa mudan¢a no comportamento de
forrageamento foi mensurado com maior detalhe por Marco Antonio et al. (2008). Os autores
mostraram que o silenciamento da vitelogenina induziu as operarias a se tornassem forrageiras
precocemente, antecipando significativamente os voos de forrageamento de longa duracéo
(> 10 minutos) nos primeiros 5 dias, em comparacdo aos controles ndo injetados. Mudancas
bruscas no fenétipo também foram observadas em trabalhos de RNAi em A. mellifera. Nestas
abelhas, a determinacéo de sexo é haplodiploide, ou seja, fémeas se originam de ovdcitos
fertilizados (portanto diploides) e os machos (zangdes) de ovdcitos néo fertilizados (haploides).
A alimentacdo diferencial de larvas diploides jovens € responsavel pela diferenciacdo dos
dois fenotipos femininos: rainha e operdria. Ao silenciar transcritos do gene TOR (do inglés,
target of rapamycin) nas larvas diploides ja definidas como sendo rainhas, observou-se atraso
no desenvolvimento e reducdes no crescimento larval, no tamanho final dos adultos e no
numero de ovariolos, ou seja, adquiriram fisiologia e morfologia de operarias (Patel et al.,
2007). No que tange a determinacéo de sexo, as fémeas sdo heterozigotas para o gene csd (do
inglés, complementary sex determiner), e os machos, por serem haploides, sdo hemizigotos. A
inducao do silenciamento desse gene em ovos diploides (que normalmente originam fémeas)
resultou em 92% de larvas com gonadas masculinas (Beye et al., 2003). Em seguida, 0 mesmo
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grupo descreveu um novo componente da cascata de determinacdo de sexo, o gene fem (do
inglés, feminizer), que gera variantes sexo-especificas resultantes de splicing alternativo.
Ovos diploides que receberam dsRNA para a variante fémea-especifica (fem") ou para csd
desenvolveram-se em, respectivamente, 78% e 75% de adultos com cabecas tipicas de machos
(Hasselmann et al., 2008). Em trabalho subsequente, o grupo repetiu os ensaios de RNAi
para csd e fem® em ovos haploides e diploides a fim de examinar com maior detalhes as
mudancas fenotipicas. A repressdo tanto de fem® quanto de cds nos diploides resultou em pupas
de operarias apresentando caracteres masculinos (74% e 76%, respectivamente): gobnadas
inteiramente diferenciadas em um par de testiculos, glandula de muco, endofalo e pernas
posteriores tipicas de zangdes. Os mesmos experimentos realizados em ovos haploides ndo
apresentaram modificacdes fenotipicas, ou seja, esses ovos se desenvolveram normalmente
em zangodes (Gempe et al., 2009).

Producao Alimentar

No campo da producéo alimentar, o uso de RNAi deverd, nos proximos anos, concorrer
em igualdade de condicGes ou até substituir a sele¢do genética classica. Enquanto os programas
de selecdo levam a perda de diversidade bioldgica e surgimento de caracteres indesejados,
o silenciamento de genes especificos tem indicado fortemente que podera conferir valor
agregado a produtos animais de interesse econémico. A miostatina, por exemplo, € um
regulador negativo de crescimento muscular. Animais que possuem esse gene mutado
apresentam aumento dramadtico de massa muscular. Porém, apresentam disturbios como:
hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares, reducdo da fertilidade feminina e menor
viabilidade da prole (McPherron e Lee, 1997). Resultados preliminares mostram que o uso
de quatro construcdes diferentes de sShRNAs em cultura de células de caprinos reduzem
em cerca de 50% os transcritos de miostatina (Long et al., 2010). Esse estudo esta agora
sendo direcionado para aplicagdo in vivo, com o intuito de aumentar a massa muscular dos
animais, evitando-se os disturbios.

RNAi Parental

Uma poderosa ferramenta que tem sido cada vez mais explorada em artropodes € a
capacidade de transferéncia dos agentes silenciadores entre geracdes (Bucher et al., 2002).
Esse fendmeno, chamado de RNAi parental (pRNAI), ja foi observado na vespa Nasonia
vitripennis (Lynch e Desplan, 2006), no gafanhoto Locusta migratoria (He et al., 2006), no
acaro Tetranychus urticae (Khila e Grbi¢, 2007), no grilo Gryllus bimaculatus (Mito et al.,
2008) e no besouro Tribolium castaneum (Aranda et al., 2008; Farzana e Brown, 2008). Na
maioria dos casos, os alvos de silenciamento sdo genes do desenvolvimento embriondrio
e 0 que se observa sdo defeitos na formacdo de estruturas e plano corporal. A idade em
que as fémeas recebem dsRNA é crucial para que os efeitos nos fendtipos da prole sejam
mais pronunciados (Aranda et al., 2008). A médio e longo prazos, as vantagens do pRNAi
poderdo ser aplicadas na entomologia para viabilizar o controle de vetores de doengas e
pragas agricolas.
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Environmental RNAi

Uma propriedade associada a RNAi que também atrai entomologistas é a capacidade
de muitos insetos captarem dsRNAs que, de alguma forma, estdo disponiveis no ambiente
(Huvenne e Smagghe, 2010). Na literatura, esse mecanismo é chamado de dsRNA uptake ou
environmental RNAI (Jose e Hunter, 2007; Whangho e Hunter, 2008; Nunes e Simdes, 2009),
que aqui designaremos por enRNAi. Em geral, o conceito é apropriado quando moléculas
de dsRNA sdo oferecidas na dieta. Nessa linha, testando-se RNAi como inseticida, observou-
se elevada letalidade em operarias do cupim Reticulitermes flavipes, que se alimentaram
voluntariamente com altas doses de dsRNA, contra dois genes (celulase e hexamerina)
(Zhou et al., 2008). Acredita-se que a capacidade de absor¢do do intestino, suas microvilosidades
e capacidade endocitica fazem desse tecido um excepcional “sequestrador” de dsRNAs (Huvenne
e Smagghe, 2010). Winston et al. (2007) identificaram o gene codificador de SID-2, uma
proteina transmembrana do limen intestinal que funciona como receptor de dsRNAs vindos
do meio. Embora, por razdes ainda desconhecidas, nem todas as moléculas de dsSRNAs sejam
incorporadas a partir do intestino, as que o sdo conseguem causar silenciamento sistémico
e prolongado (Nunes e Simdes, 2009). Em Caenorhabditis elegans e outros invertebrados, a
ingestdo de bactérias que expressam dsRNA (ou a simples imersdo em solucdo com estas
moléculas) é capaz de disparar enRNAi num primeiro conjunto de células e, em seguida,
esses sinais se espalham para tecidos distantes. Jose e Hunter (2007) hipotetizaram que um
gene pode ser silenciado mesmo em células sem dsRNA especifico por vias de sinalizacdo
intracelular ainda pouco exploradas na drea de RNAi, como a endocitose. As propriedades
do enRNAIi abrem oportunidades inovadoras, simples e de baixo custo para o controle de
pragas agricolas e terapias em mamiferos (Whangbo e Hunter, 2008).

Consideracoes Finais

O numero cada vez maior de genomas sequenciados ndo apenas permite o estudo
de funcdo génica em organismos especificos como também andlises comparativas para
obter informacdes sobre processos celulares e bioldgicos. RNAi é uma metodologia que vem
permitindo rapidos avancos nesse sentido. Atualmente existem bibliotecas de dsRNA que
viabilizam o silenciamento, individual ou em larga escala, de, aproximadamente, 17.000
genes do verme C. elegans (Kamath e Ahringer, 2003) e de ~14.000 genes da mosca Drosophila
melanogaster (Boutros et al., 2004). Estas bibliotecas permitem identificar fenétipos letais ou
visiveis. Encontram-se disponiveis na internet bases de dados e ferramentas relacionadas as
bibliotecas de RNAi do verme (WormBase - http://www.wormbase.org) e da mosca (Drosophila
RNAI Screening Center (DRSC) - http://www.flyrnai.org/). Buscas por palavras-chave no NCBI-
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) indicaram que, de 1998 até o momento (maio
de 2012), foram publicados quase 12 mil trabalhos envolvendo RNAI. Destes, quase 90% sdo
artigos e os demais sdo revisdes. Em animais, estdo registrados 5.664 artigos sobre RNA|,
dos quais 4% sdo relativos a aplicacdo, 4% a biotecnologia e 2% a veterindria. Esse cendrio
mostra a relevancia dos animais para a compreensdo dos mecanismos de silenciamento
génico e, ainda que em menor escala, o desenvolvimento e amadurecimento de tecnologias
de RNAI que ja permitem aplicabilidade e um futuro promissor.
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Introducao

Ensaios clinicos visando a utilizacdo terapéutica
experimental em humanos iniciaram-se por volta de 2004 (Check,
2004a, 2004b), sendo que os primeiros trabalhos cientificos
relatando os resultados foram publicados apenas a partir de
2007 (Koldehoff et al., 2007; Kleinman et al., 2008; Koldehoff
e Elmaagacli, 2009; Leachman et al., 2010; Davis et al., 2010).
Varios dos trabalhos iniciais envolviam o combate a tumores,
porém foi o grupo de Davis et al. (2010) que comprovou, em
nivel molecular, a ocorréncia do processo de RNAi in vivo em
humanos, ganhando, portanto, maior notoriedade.

N&o obstante, inimeras outras aplica¢des biomédicas do
silenciamento génico tém sido contempladas em modelos animais,
com perspectiva de aplicacdo médica. Apresentaremos aqui
uma breve compilagdo de algumas das principais, nas seguintes
categorias: (i) controle de patdgenos; (ii) tratamento de doencas
genéticas; (iii) combate a tumores; (iv) tratamento ou controle
de doencas complexas; (v) modulacdo do comportamento e dor;
e (vi) potenciais aplica¢des adicionais.

Combate a Patogenos

O combate a um patdgeno baseia-se no conceito de
silenciar um gene essencial deste organismo ou de um fator
do hospedeiro que seja necessario para sua replicacao.

Prions sdo agentes patogénicos incomuns, atualmente
definidos como proteinas que naturalmente sdo codificadas por
mamiferos (PrP¢) ou leveduras, mas que, quando enoveladas
erroneamente (PrP%), levam a formacdo de agregados
intracelulares induzindo a morte neuronal. Aparentemente,
PrPsc é capaz de converter PrP¢em PrP%, sendo este o mecanismo
proposto para a replicagdo do prion. Entre as doencas causadas
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por prions em humanos estdo: Insonia Familiar Fatal (FFI), kuru, doenca de Creutzfeldt-jakob
(CJD) e doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS).

Assim, o combate a prions pode ser feito silenciando o gene que codifica a proteina
PrP¢ (Pfeifer et al., 2006; White et al., 2008) ou de um elemento do hospedeiro necessario para
sua replicacdo, como o receptor da laminina (Leucht et al., 2003). No primeiro caso, como a
proteina prion celular exerce um papel no hospedeiro, as implicacoes de seu silenciamento
devem ser consideradas de acordo com o tipo celular (Bodrikov et al., 2011).

Um dos exemplos da pesquisa nesta area envolveu a produgdo de camundongos
quiméricos através da transducdo de células-tronco embriondrias com vetores lentivirais
expressando um shRNA contra PrP¢. Animais com niveis diversos de quimerismo foram obtidos,
sendo que aqueles com maior grau de células cerebrais expressando o shRNA apresentaram
uma taxa de sobrevivéncia extendida diante da infec¢do com PrPs¢ (Pfeifer et al., 2006).

O combate a virus através da RNAi é um processo que apresenta mais possibilidades.
Isto porque os virus apresentam uma grande variedade de potenciais alvos (genes) envolvidos
em diferentes etapas de seu ciclo de replicacdo. Pelo fato de os virus necessariamente
exporem seu material genético no ambiente celular, tornam-se alvos frageis do sistema
de RNAI. Independente do tipo de genoma (fita simples ou dupla; DNA ou RNA) todo e
qualquer virus é susceptivel, a principio, ao silenciamento génico, uma vez que todos
expressam a informacao génica na forma de RNA. Contudo, é importante notar que ha
virus que codificam supressores de PTGS (RNAi), sendo entdo capazes de burlar o sistema
(Burgyan, 2008; Rawlings et al., 2011).

siRNAs contra virus tém menores chances de promoverem um silenciamento cruzado
atingindo alvos celulares (off-targeting effect), uma vez que as sequéncias virais sdo muito
distintas das do hospedeiro. Por outro lado, as elevadas taxas de mutagdo de muitos virus
podem permitir o escape de linhagens variantes durante o tratamento, evento ja observado
em laboratdrio (Gitlin et al., 2002; Konishi et al., 2006). O ressequenciamento do virus permite
o desenho de novos siRNAs funcionais, contudo este processo pode se repetir indefinidamente
apriori. Uma alternativa para este problema é o uso de coquetéis de siRNAs: um conjunto de
moléculas direcionadas contra varios alvos do virus simultaneamente (Grimm e Kay, 2007;
Zhou et al., 2011). Tal estratégia exerceria uma presséo seletiva tdo forte que dificultaria
grandemente o surgimento de linhagens resistentes (Figura 1).

O silenciamento de receptores celulares é também uma abordagem muito interessante,
impedindo a entrada do virus nas células. Como o receptor é codificado pelo hospedeiro, a
taxa de mutagdo é muito menor e ndo haveria os problemas apresentados anteriormente.
Contudo, as implicac¢des bioldgicas do silenciamento de um receptor celular devem ser bem
analisadas para se evitar efeitos indesejados no hospedeiro.

As bactérias formam uma classe de patégenos mais dificilmente combatidos por
RNAIi devido a um ponto central: ao contrario dos virus, elas ndo expdem seu material
genético no ambiente celular, isto é, ndo estdo sujeitas a RNAi do hospedeiro. Adicionalmente,
o0s procariotos ndo apresentam a via de PTGS (RNAi). Paradoxalmente, alguns trabalhos
relatam o silenciamento bem sucedido de genes bacterianos através da introdugdo de dsRNAs
(Churikov et al., 2000; Yanagihara et al., 2006). No momento, a Unica forma consolidada de
combate a bactérias é a indireta, silenciando genes do hospedeiro, necessarios para sua
aderéncia, entrada na célula ou replicac¢do (Rickettsias, nos dois ultimos casos) (Chan et al.,
2009; Schubert-Unkmeir et al., 2010).

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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Figura 1. Estratégia de combate a virus via RNAi. siRNAs contra diversos transcritos alvos podem ser administrados
simultdneamente, objetivando gerar uma pressao seletiva tdo forte que dificulte o surgimento de variantes resistentes.
Exemplos de RNAs alvos sdo: (i) genes do hospedeiro associados com a entrada do patégeno (receptores); (ii) replicagado
(substratos celulares); (iii) proteinas virais citotdxicas; e (iv) proteina celular cuja superexpressdo em resposta ao virus
pode gerar efeitos danosos. Todos estes RNAs alvos correspondentes podem ser silenciados por RNAi.

Asleveduras e fungos, por outro lado, podem ser diretamente combatidos através da
inoculagdo de dsRNAs contra genes essenciais do seu metabolismo. Neste caso, a maquinaria
de silenciamento do patégeno agiria contra ele mesmo (Khatri e Rajam, 2007; Panepinto et al.,
2009). O knockdown de alvos no hospedeiro também pode ser utilizado para impedir a
entrada do patdgeno (Chen et al., 2011; Huang et al., 2011; Long et al., 2012).

O combate a protozodrios e outros parasitas € teoricamente ainda mais simples porque,
além de fatores do hospedeiro (Okumura et al., 2008), esses patdgenos apresentam genomas
muito maiores (portanto, ricos em potenciais genes alvo) (Abdulla et al., 2008; Pereira et al.,
2008); além disso, a taxa de mutacdo é menor que aquela apresentada pelos virus.
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Tratamento de Doencas Genéticas

As doencas genéticas, por muito tempo, permaneceram como uma classe de
enfermidades para as quais, de uma forma geral, ndo havia cura ou tratamentos.

Grande parte das mutacdes descritas nas doencas genéticas levam a uma inativacdo
génica, i.e., perda de funcdo. Contudo existem algumas classes de mutagdo que podem, a
principio, ser tratadas com a RNAI, sdo elas: (i) mutacdes do tipo ganho de funcdo; e (ii)
mutagoes com efeito dominante negativo.

Mutacoes de ganho de funcdo sdo aquelas nas quais o alelo mutado apresenta: (i)
uma superexpressao, exemplificada pela sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (devido
a duplicacdo do gene PMP22); ou (ii) uma performance acentuada, como a Hemoglobina
Kempsey e acondroplasia.

MutacOes do tipo dominante negativo sdo aquelas nas quais o alelo mutado é
funcionalmente inativo e, através de mecanismos distintos, impede a atividade do alelo
normal. Exemplos: a doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD), doenca de Huntington, Alzheimer e
ataxias espinocerebelares.

Apenas recentemente alternativas potencialmente revoluciondrias surgiram neste
campo, com a utilizacao da RNAI. O conceito, neste caso, consiste em silenciar o alelo mutante,
permitindo a expressdo do alelo funcional em um ambiente celular favoravel.

Testes preliminares em camundongos revelaram que a utilizagdo de siRNAs trouxe
uma melhora evidente nos quadros de Huntington (Franich et al., 2008; DiFiglia et al., 2007;
Harper et al., 2005), esclerose lateral amiotréfica (Raoul et al., 2005; Ralph et al., 2005) e
ataxias espinocerebelares (Xia et al., 2004).

Combate a Tumores

Tumores surgem em decorréncia de uma série acumulativa de mutag¢des que, em
ultima instancia, leva a uma proliferacdo celular descontrolada. Devido a sua natureza, 0s
tumores podem ser combatidos via RNAi em diferentes frentes, silenciando genes essenciais
nos processo de: controle da proliferacdo (Su et al., 2009; Hagemann et al., 2012), angiogénese
(Kargiotis et al., 2008; Salva et al., 2012), invasdo (Wang et al., 2009), metastase (Huang et al.,
2009), quimiossensibilizacdo (Niu et al., 2008), dentre outras possibilidades.

Com os recentes avancos no sequenciamento de tecidos tumorais (Maher et al., 2009),
novos alvos poderdo ser descobertos e investigados no tratamento para cada tipo especifico
de cancer.

Doencas Complexas

Doengas complexas sdo aquelas que apresentam componentes genéticos (predisposi¢do
hereditaria) e componentes ambientais desencadeadores (dieta inadequada, sedentarismo,
tabagismo, exposicdo excessiva ao sol). Além do proprio cancer, outros exemplos de doencas
de natureza complexa sdo: obesidade, diabetes, epilepsia, psoriase, depressdo e hipertenséao.

Uma doenga complexa apenas se manifestard se um determinado individuo apresentar
a predisposigdo genética e estiver exposto ao fator ambiental desencadeador. Neste sentido,
as doengas podem ser controladas (ou prevenidas) através da intervencdo no componente
genético via RNAI, por exemplo: hipertensédo (He et al., 2009) e depressdo (Thakker et al., 2005).

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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Modulagao do Comportamento e da Dor

A RNAi também pode ser utilizada no campo do comportamento. A modulacdo da
atividade alimentar (Hommel et al., 2006; Sheng et al., 2006; Yang et al., 2009; De Backer et al.,
2010), sexual (Musatov et al., 2006), consumo de etanol (Lasek et al., 2007), hiperlocomocdo
derivada do uso de cocaina (Boyer e Dreyer, 2008), além do comportamento social juvenil
e ansiedade (Jessen et al., 2010) podem ser conduzidos.

A modulagdo da dor (anestesia) também pode ser realizada através do silenciamento
de receptores para dor (Garraway et al., 2009). Tal procedimento se assemelha a acdo dos
anestésicos convencionais por ter efeito temporario, com as vantagens de ser uma molécula
organica (RNA) e potencialmente mais especifica que os anestésicos atuais.

Outras Potenciais Aplicagoes

H& muitos anos se sabe que a inativacdo de determinados genes leva a consideravel
extensdo da longevidade em diversas espécies de leveduras (Fabrizio et al., 2001), vermes
(Kimura et al., 1997), moscas (Lin et al., 1998) e camundongos (Holzenberger et al., 2003).
Como o processo de inativagdo génica, nestes casos, envolve a manipulagdo do genoma através
de técnicas de engenharia genética, trata-se de um processo caro, demorado e eticamente
questionavel em humanos.

Contudo, a RNAi pode promover o mesmo efeito em animais (Budovskaya et al., 2008).
Em especial, como o processo é tempordario e ndo envolve modifica¢cSes no genoma, ele
poderia ser considerado, no futuro, em situacdes especificas. Neste caso, injecdes continuas
de um siRNA na corrente sanguinea, alcancando todos os tecidos, poderia promover extensao
da longevidade.

Por fim, o desenvolvimento de espermicidas, anticoncepcionais e anticaspas baseados
em RNA seria uma entre muitas outras potenciais aplicagdes. E importante ressaltar que, como
todo desenvolvimento tecnoldgico, a RNAi também poderia ser usada de forma inadequada,
no dopping genético por exemplo, objetivando um aumento muscular (dupla musculatura,
Grobet et al., 1997).
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Introducao

Dois tipos de moléculas sdo as mais referenciadas em
estudos utilizando RNAi: i) siRNAs e ii) dSRNAs. Apesar de serem
as principais desencadeadoras do processo de silenciamento
génico, existem alternativas que podem ser uteis em cendrios
experimentais especificos. Abordaremos aqui 11 tipos: i) dsRNA;
ii) hpRNA; iii) siRNA; iv) siRNAs bifurcados; v) substrato de dicer;
vi) esiRNA; vii) ShRNA; viii) ShRNAs multiméricos; ixX) aiRNA;
x) siRNA de 16 pb; e xi) siRNAs coesivos. Adicionalmente serdo
apresentadas algumas formas de obtencao, possiveis modificacdes
quimicas visando maior estabilidade, assim como estratégias
para produgdo de bibliotecas de ShRNA.

Moléculas Extensas de RNA de
Dupla Fita (dsRNAs)

O double-stranded RNA (dsRNA) foi o primeiro tipo de
molécula a ser utilizado em experimentos de RNAI, classicamente
apresentando de 300 pb a 800 pb (Figura 1) (Fire et al., 1998).
Moléculas menores que 300 pb também sdo funcionais, embora
nem sempre tdo eficientes (Andersson et al., 2006).

Apesar de funcionais, moléculas de dsSRNA muito longas
(acima de 800 pb) também podem ser um problema, agora por
outra questdo: silenciamento cruzado (off-targeting). A chance de
um dsRNA longo demais (e.g., 2000 pb) apresentar segmentos com
identidade (ainda que pequena) com outros genes € consideravel,
0 que poderia levar ao silenciamento néo intencional deste(s)
outro(s) transcrito(s), comprometendo a andlise (Ma et al.,
2006). DsRNAs sdo as moléculas de escolha para quase todos
os organismos (exceto mamiferos), pois praticamente sempre
levam ao silenciamento génico potente.

Elas geralmente sdo produzidas por transcricdo in vitro
(IVT) de cDNAs modificados via PCR (Figura 2) (Goto et al., 2003)
ou clonados em vetores que apresentam promotores em oposicao
(Fire et al., 1998; Timmons e Fire, 1998) (Figura 3A).
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dsRNA

hpRNA

Figura 1. Estrutura do dsRNA e hpRNA. Estas moléculas sdo as mais utilizadas para desencadear RNAi na maioria
das espécies, exceto mamiferos.

T7
L cDNA
4_
T7
l PCR
Amplicon
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RNA
RNA
l DNase I/Anelamento
dsRNA

Figura 2. Producédo de dsRNAs por meio da transcricdo in vitro de um molde modificado por PCR. O cDNA do gene
de interesse é submetido a uma PCR com primers quiméricos: parte complementar ao alvo, parte ndo complementar
ao alvo (correspondente ao promotor da T7 RNA polimerase). O amplicon gerado, contendo o promotor T7, pode entdo
ser submetido a transcricdo in vitro para sintese de dsRNA. As setas mais largas representam as sequéncias promotoras
inseridas no amplicon. A linha irregular representa o RNA gerado pela transcricéo.
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Figura 3. Sintese de dsRNA e hpRNAs. A producéo de dsRNA (A) e hpRNAs (B) por meio de transcricéo in vitro de
sequéncias clonadas em vetores ou transgenes (C). Note que no caso dos transgenes, a construgdo pode ser tanto no
formato de promotores em oposicdo (dsRNA), quanto no formato com um unico promotor (hpRNA, representado).
P: promotor; T: terminador; S: sequéncia senso; Int: intron; AS: sequéncia antissenso; Cr: cromossomo.

Todos os métodos requerem o cDNA do gene de interesse, obtido via RT-PCR convencional.
A seguir, este cDNA é submetido a uma PCR com primers quiméricos de 40 nucleotideos
de extensdo. Os 20 nucleotideos (nt) da extremidade 5’ correspondem a uma sequéncia do
promotor da T7 RNA polimerase; os 20 nt da extremidade 3’ sdo complementares ao cDNA
(Tabela 1) (Yuetal., 2002; Donzé e Picard 2002). Portanto, o amplicon gerado serd 40 pb mais
extenso que o cDNA original, contendo o promotor T7 (20 pb) em cada extremidade. Esta
molécula deve ser precipitada da reacdo de PCR (via etanol ou isopropanol) para entdo ser
submetida a transcricgdo in vitro. Entre os varios kits comercialmente disponiveis para este
fim, destaca-se 0 AmpliScribe™ T7 High Yield Transcription Kit, da Epicentre, que produz
até 7,5 mg de RNA.

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica do promotor T7 e de um exemplo de primer quimérico. £ importante
observar que a sequéncia do primer quimérico ndo deve apresentar estruturas secundarias. N, corresponde
a sequéncia de aproximadamente vinte nucleotideos do primer especifico para o gene alvo.

Tipo Sequéncia nucleotidica

promotor T7 5" GGT AAT ACG ACT CACTAT AG 3
primer quimérico 5" GGT AAT ACG ACT CACTAT AGN,; 3’

Grampo de RNA (hpRNA)

Os long hairpin RNAs (hpRNAs ou IhRNA) sdo funcionalmente semelhantes aos dsRNAs,
porém apresentam uma sequéncia espacadora (alga - loop) que liga covalentemente ambas
as fitas (senso e antissenso) em uma unica molécula, semelhante a um grampo de cabelo (do

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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inglés hairpin) (Figura 1). A alca mantém as duas sequéncias senso e antissenso fisicamente
unidas, facilitando seu anelamento.

HpRNAs podem ser gerados por meio da clonagem de cDNAs em vetores plasmidiais/
virais (Figura 3B) (Huang et al., 2007) ou transgénese (Figura 3C) (Kennerdell e Carthew,
2000; Kim et al., 2008; Soler et al., 2012), sendo a al¢a, geralmente, constituida por uma
sequéncia intronica de algumas centenas de nucleotideos.

Pequeno RNA de Interferéncia (siRNA)

Depois de sua descoberta, o silenciamento génico desencadeado por dsRNAs, foi
reproduzido e confirmado em varios laboratorios de todo o mundo, a expectativa de aplica-
lo em mamiferos foi imensa. Contudo havia uma questéo essencial: dSRNAs maiores que 30
pb ativam a RNase L (que promove a degradacao generalizada de RNAs) (Player e Torrence,
1998) e a proteina quinase R (PKR), que fosforila e inativa o fator de iniciacdo de traducédo
eiF2q, levando a parada generalizada da traducéo e consequente a morte celular (Clemens e
Elia, 1997).

Durante algum tempo determinadas estratégias tentaram contornar esse problema
em mamiferos com o uso de células que néo apresentam a via de PKR ativa (como odcitos,
células embriondrias ou tumorais) (Svoboda et al., 2000, 2001; Ui-Tei et al., 2000; Billy et al.,
2001). Contudo um verdadeiro breakthrough seria necessario para estender de maneira
ampla o uso da RNAi em mamiferos.

Baseados em uma série de evidéncias de que o processo de RNAi envolvia também
pequenos duplexes de RNA (Hamilton e Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000; Yang et al.,
2000; Parrish et al., 2000; Thomas et al., 2001; Zamore et al., 2000), um grupo do Instituto Max
Planck demonstrou em 2001 pela primeira vez que, de fato, eles eram capazes de promover
RNAi em células de droséfila (Elbashir et al., 2001b) e também em células humanas, sem
ativar a PKR (Elbashir et al., 2001a).

Desde entdo, os siRNAs (do inglés: small interfering RNAs - pequenos RNAs de
interferéncia) sdo as moléculas de escolha para mamiferos (Orvedahl et al., 2011; Pieraets et al.,
2012) e podem ser adquiridos comercialmente por uma grande variedade de empresas, em
diversas escalas de sintese e com diversas modifica¢des quimicas possiveis. O siRNA apresenta
algumas caracteristicas classicas: i) € um duplex de RNA composto por fitas de 21 nt; ii)
dois nt livres na extremidade 3’ OH; e iii) extremidade 5’ com um grupo fosfato (Figura 4).

siRNA

3’0OH 5°p
| | [TTTTTTTTTT
LLLLLLLLLILLLLL gy

Figura 4. Estrutura molecular do siRNA. Devido ao pareamento desalinhado, a regido de dupla fita corresponde
apenas a 19 pb.
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H4, contudo, uma considerdvel limitagdo: siRNAs distintos contra um mesmo alvo
ndo sdo igualmente eficazes em promover RNAi (Holen et al., 2002), podendo, cada um deles,
levar a niveis de silenciamento que variam de 0% a 99%. Varios sdo os fatores que definem
a eficiéncia de um determinado siRNA, entre os quais: i) caracteristicas termodinamicas
(Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003); ii) estrutura secunddria do transcrito alvo
(Brown et al., 2005), estrutura secunddria do oligo guia (Patzel et al., 2005), entre outros,
muitas delas ainda desconhecidos. E devido ao fato de que um dsRNA sera processado em
um conjunto de siRNAs (e que pelo menos parte deles serd eficaz) é que dsSRNAs sempre sdo
funcionais, ao passo que siRNAs usados individualmente ndo necessariamente sdo eficientes.

Desta forma, a escolha de um siRNA ndo deve ser aleatdria, mas seguir um caminho
racional. Deve-se procurar se ja ha siRNAs funcionais publicados na literatura ou em bancos
de “siRNAs experimentalmente validados”, fornecidos por empresas comerciais. Apenas
em caso negativo, deve-se utilizar softwares para a escolha de alvos dentro do gene alvo
de interesse.

Os siRNAs produzidos por sintese quimica e disponiveis comercialmente em
diversas escalas constituem atualmente a principal forma de obtencéo destas moléculas. E
possivel, contudo, produzir siRNAs em laboratdrio por meio de transcri¢do in vitro seguida
obrigatoriamente por tratamento com fosfatase (Donzé e Picard, 2002; Yu et al., 2002; Kim et al.,
2004). Esta pratica, porém, estd em extincdo por ser laboriosa, apresentar o risco de ativacao
da via de interferon e por ndo ser economicamente competitiva com os siRNAs comerciais.

siRNA Bifurcado

Uma das principais caracteristicas de um siRNA funcional é sua instabilidade
termodinamica na extremidade 5’ da fita antissenso (oligo guia). Assim, em uma visao simplista,
a porcdo 5’ deve ser rica em A e T, ao passo que a porcdo 3’, rica em C e G (Schwarz et al.,
2003; Khvorova et al., 2003).

Os siRNAs bifurcados [fork(ed) siRNAs ou frayed siRNAs] utilizam-se desta premissa:
aporcdo 5’ da fita antissenso apresenta pareamentos errados (A:G; C:T; G:T; etc.), tornando-a
artificialmente ainda mais instavel (Figura 5) (Schwarz et al., 2003; Hohjoh, 2004; Ohnishi et al.,
2005). Obviamente, os pareamentos errados originam-se de modifica¢des de nucleotideos
na fita senso, que ndo serd necessaria no processo de identificacdo do transcrito alvo. A fita
antissenso permanece inalterada.

04! siRNA bifurcado

5’P

5’P 30H

Figura 5. Estrutura molecular do siRNA bifurcado. A instabilidade termodinamica acentuada da porgdo 5’ do oligo
guia (fita inferior) é artificialmente promovida por pareamentos incorretos.
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Apesar de funcionais, tais moléculas ndo sdo amplamente utilizadas, provavelmente
devido a falta de conhecimento e & necessidade de alterar nucleotideos no oligo passageiro (fita
senso) durante o design. Nao se sabe o quanto esses pareamentos imperfeitos comprometem
oreconhecimento do siRNA bifurcado pelas proteinas da via de PTGS. Adicionalmente, uma
duvida sobre aimportancia da instabilidade termodindmica em mamiferos, consequentemente
sobre os siRNA bifurcados nestas espécies, foi lancada recentemente (Hong et al., 2008).

Substrato de Dicer

Dentro da célula, o dsRNA é naturalmente processado em siRNAs por dicer, enzima
esta que também conduz o oligo guia para o complexo RISC (revisto em Tijsterman e Plasterk,
2004). Postula-se que a administracdo na célula de siRNAs maduros (duplexes de 21 nt)
contornem alguns desses passos, gerando um silenciamento sub6timo.

Em 2005 foi apresentado um novo conceito de molécula desencadeadora, a dicer
substrate (Figura 6): um duplex de RNA de 27 pb que seria reconhecido, processado e conduzido
a RISC por intermédio de dicer, otimizando assim o silenciamento, e sem a ativacdo de PKR
(Kim et al., 2005; Kubo et al., 2012).

Substrato de dicer
30H 5P
HERRRRRRRRRRRRRRRRRRRER R
AR RE RN

5’P

3’0H

Figura 6. Estrutura molecular do substrato de dicer. Esta molécula se distingue do siRNA convencional por apresentar
27 pb e extremidades abruptas.

Em alguns casos, os substratos de dicer podem ser até 100 vezes mais eficientes que
siRNAs convencionais, porém sdo obviamente mais caros. Modificagdes nas sequéncias
destas moléculas podem levar a uma clivagem direcional, permitindo a produgdo de um
siRNA especifico, entre os varios possiveis (Rose et al., 2005), reduzindo, assim, eventuais
problemas de off-targeting.

siRNAs Preparados por Endoribonuclease (esiRNAs)

Esta abordagem baseia-se em gerar um pool de siRNAs a partir do processamento
in vitro de dsRNAs (dicing) (Figura 7). Os esiRNAs (do inglés: endoribonuclease-prepared
SiRNAs, esiRNAs) constituem uma resposta interessante a questdo da eficiéncia variavel de
siRNAs distintos, pois seu silenciamento € tdo garantido quanto o de um dsRNA (Figura 8).
Contudo, compartilha a mesma problemaética referente a possiveis efeitos inespecificos de
um dsRNA longo (Ma et al., 2006).
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A producdo destas moléculas é mais laboriosa, pois necessita de alguns passos: i)
clonagem do cDNA alvo em um sistema com 2 promotores em oposicao; ii) transcricdo in
vitro (IVT) para produgdo do dsRNA; iii) dicing in vitro; e iv) purificagdo (Huang et al., 2011);
contudo gera resultados satisfatérios. Dois tipos de endoribonucleases podem ser utilizados
para producdo de esiRNAs: i) RNase III de E. coli, que gera esiRNAs de aproximadamente
18 pb a 25 pb (Yang et al., 2002; Calegari et al., 2002); e ii) dicer humana recombinante,
que gera esiRNAs de aproximadamente 21 pb e, portanto, potencialmente, mais eficientes
(Gimenez-Barcons et al., 2007).

dsRNA

|
"AA-A-AA
|

esiRNAs

Figura 7. Sintese de esiRNAs. O dsRNA ¢é produzido por uma das formas convencionais (fig. 2 e 3) e posteriormente
sofre dicing in vitro (processamento por dicer), gerando um pool de esiRNAs.

H& empresas que comercializam tanto estas enzimas separadamente quanto kits
completos com o sistema para IVT, dicing e purificacdo. Os esiRNAs sdo especialmente
interessantes no controle de infec¢des virais em mamiferos (Gimenez-Barcons et al., 2007;
Tan etal., 2007; Meng et al., 2008) por trés importantes questdes: i) o silenciamento é garantido;
ii) ndo h4 ativacdo de PKR; e iii) mesmo tratando-se de um pool de siRNAs, os riscos de off-
targeting sdo minimos pela baixissima similaridade entre sequéncias humanas e virais.
Contudo, sua utilizacdo em screening de genes envolvidos em processos especificos também
é realizada (Stabicki et al., 2010).
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siRNAs individuais

C RNA-alvo

esiRNAs

® RNA-alvo

Figura 8. Comparacdo entre siRNAs e esiRNAs. siRNAs individuais podem ou néo ser funcionais, devido a inimeros
fatores que ndo podem ser totalmente preditos. As imagens a seguir representam a estrutura secunddria de um mesmo
RNA alvo. Um siRNA (imagem superior, traco cinza a esquerda) que se pareie, por exemplo, em uma regido inacessivel
no RNA alvo pode ser ndo funcional; o outro (imagem superior, direita) seria funcional. No caso de um pool de siRNAs,
mesmo que parte dos duplexes nao seja funcional (por questdes de acessibilidade, termodinamica, %GC ou outros) o
conjunto serd funcional, promovendo o silenciamento génico.

Pequeno Grampo de RNA (shRNA)

O shRNA (do inglés: short harpin RNA) esta para o siRNA assim como o hpRNA esta
para o dsRNA. A Unica diferenca esta na al¢a: neste caso seu tamanho varia geralmente
de 5 nt a 9 nt de uma sequéncia aleatdria de nucleotideos (Figura 9) (Brummelkamp et al.,
2002). Os sistemas que utilizam shRNAs sob controle de promotores da RNA polimerase III
ndo devem possuir sequéncias de 4 uridinas em lugar algum, pois elas agem como sinais
de terminacdo da transcricdo para estas polimerases.

Figura 9. Estrutura molecular do shRNA, com uma alca de 5 nt a 9 nt.
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Dentro do citoplasma, os duplexes de RNA permanecem em um continuo processo
de associagéo e dissociagdo, dependente diretamente da temperatura de melting (T ) da
molécula. Quando dissociam, as fitas podem ndo se reencontrar com tanta rapidez, diminuindo
assim temporariamente a concentragdo do duplex dentro da célula. A alga do shRNA limita
espacialmente o processo de dissociacdo, mantendo assim, a priori, o estado associado em
maior proporcao do que seria encontrado em siRNAs.

Os shRNAs podem ser produzidos por transcricdo in vitro (Yu et al., 2002), mas
comumente sdo gerados por meio de vetores plasmidiais (Zeitelhofer et al., 2008), virais
(Anesti et al., 2008; Herold et al., 2008, Onder et al., 2012) ou transgénese (Delic et al., 2008;
Singer et al., 2006). Alternativamente, pequenos cassetes de expressdo de shRNAs também
podem ser obtidos por meio de estratégias baseadas em PCR (Gou et al., 2003).

shRNAs Multiméricos

Em 2006, um grupo norte-americano apresentou uma maneira simples e engenhosa
de produzir, em laboratério, sShRNAs em larga escala e baixo custo. Esse processo baseia-se na
transcrigdo in vitro (IVT) de um molde circular sem promotor, gerando shRNAs multiméricos
(Figura 10C) (Seyhan et al., 2006; Abe et al., 2012).

De forma simplificada, a IVT gera um determinado nimero de moléculas de RNA por
tempo de reacdo. A estratégia do circulo rolante gera transcritos que sdo ShRNAs multiméricos,
ou seja, um mesmo transcrito (>150 nt) € constituido por varios shRNAs, tornando, assim,
o rendimento da reacdo economicamente interessante (Figura 10B).

O molde é, em esséncia, um oligo linear de DNA de aproximadamente 70 nt com 4
regides distintas: i) sequéncia senso de 29 nt; ii) uma alga de 10 nt; iii) sequéncia antissenso de
29 nt; e iv) uma segunda alca de 5 nt (Figura 10A). Por sua alta complementaridade interna,
este molde dobra-se formando uma estrutura no formato de um halter. A circularizacdo
deste molde é realizada por uma reacao de ligagdo (Figura 10A, representada pelo circulo
pequeno no meio da sequéncia senso).

Depois da transcricdo in vitro, os ShRNAs multiméricos sdo processados por dicer
in vitro (ou in vivo) (Figura 10B, C e D), ndo ativam a PKR e promovem um silenciamento
génico eficiente em células de mamiferos. Eles ndo sdo frequentemente utilizados, pois
dependem de um molde de DNA relativamente caro, que devera ser circularizado, submetido
a transcricao e, entdo, desfosforilados (Kim et al., 2004). Sua utilizagdo mais adequada é
em estudos in vivo (i.e., camundongos), nos quais as massas necessarias de shRNAs sdo
elevadas. A IVT sem promotor é um processo possivel devido a caracteristicas da T7 RNA
polimerase (Seyhan et al., 2006), contudo a inser¢do de um promotor T7 de 20 nt no molde,
potencialmente, elevaria o rendimento.

Novas Possibilidades

Novas classes de moléculas foram desenvolvidas nos ultimos anos, apresentando
resultados promissores. Abordaremos aqui algumas delas, contudo suas eficiéncias ainda
ndo estdo amplamente comprovadas.
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Figura 10. Producdo de shRNAs multiméricos por meio da transcricdo in vitro no mecanismo circulo rolante. O
molde original apresenta um formato de halter devido a complementaridade interna (A). A transcri¢do no estilo circulo
rolante é esquematizada em B, na qual o molde é representado por um circulo gerando centenas de ShRNAs multiméricos
que, posteriormente, sdo processados por dicer (C) em siRNAs (D). O pequeno circulo no centro da sequéncia senso
em “A” representa a ligacdo enzimdtica necessaria entre as duas extremidades (3’0OH e 5’P) do oligo original para sua
circularizacao e posterior transcricéo.

siRNAs Assimétricos (aiRNA)

Um dos mais recentes formatos de moléculas desencadeadoras de RNAi sdo os chamados
siRNAs assimétricos (aiRNA, para asymmetric small interfering RNA) (Figura 11) (Sun et al.,
2008). Sua estrutura molecular é bem distinta dos siRNAs convencionais: um oligo guia
de 21 nt anelado a um oligo passageiro de 15 nt na regido central. Assim, esta molécula é
constituida por 3 nt livres nas 2 extremidades (5’ e 3’) da fita antissenso, dramaticamente
distinta da caracteristica assinatura molecular dos siRNAs (2 ntlivres nas 2 extremidades 3’) .

Apesar disto, 0 aiRNA mostrou-se altamente eficiente em promover o silenciamento
génico (Lv et al., 2011), tendo sido comprovadamente incorporado por RISC e promovendo
uma clivagem do RNA alvo de forma semelhanfite ao siRNA. Estes dois ultimos aspectos
demonstram tratar-se de um processo de RNAi. Apesar de o mecanismo pelo qual isto é
possivel permanecer desconhecido, o uso de aiRNAs apresenta algumas vantagens sobre os
siRNAs convencionais: i) menor custo; e ii) reducdo de efeitos inespecificos eventualmente
causados pela fita senso.
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Figura 11. Estruturas de moléculas alternativas para o desencadeamento de RNAi.

siRNAs de 16 Pares de Base

Ainda em 2008, um segundo tipo de molécula foi apresentado: o siRNA de 16 pb
(Figura 11), que demonstrou-se mais eficiente que um siRNA convencional dentro das condi¢des
testadas (Chu e Rana, 2008). A funcionalidade de siRNAs tdo pequenos vai totalmente contra
a corrente atual de pensamento, mas € corroborada pelo relato do aiRNA (Sun et al., 2008).
Seu tamanho extremamente reduzido levaria a custos ainda menores.

siRNA Coesivos (ssiRNA)

Um dos principais agentes de transfecgdo € o cationic polymer polyethylenimine (PEI).
Visando melhor estabilizacdo do complexo siRNA/PEIL, um grupo de pesquisadores franceses
apresentou siRNAs cujas extremidades livres 3’ eram coesivas: 5 a 8 adenosinas em uma
extremidade, 5 a 8 timidinas na outra extremidade (Bolcato-Bellemin et al., 2007; Bonnet et al.,
2008). Estes ssiRNAs (do inglés: sticky siRNA) naturalmente se concatemerizam (Figura 11),
formando estruturas maiores, mais estavelmente complexadas ao agente de transfeccgdo e
aumentam em até 10 vezes a taxa de absorcdo pela célula. No citoplasma estes ssiRNAs se
desassociam em siRNAs, promovendo o silenciamento génico sem ativar interferon.

Uma alternativa recente, porém relativamente semelhante ao ssiRNA, constitui-se dos
SiIRNAs multiméricos (distintos dos sShRNA multiméricos) (Mok et al., 2010). Uma comparacao
geral entre todos os tipos apresentados de moléculas pode ser feita (Tabela 2).

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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siRNAs de Fita Simples (ss-siRNA)

A mais recente molécula descrita é o single stranded siRNA (ss-siRNA) (Lima et al.,
2012; Yu et al., 2012). Trata-se de um oligo de RNA antissenso de aproximadamente 21 nt,
mas que apresenta uma série de modificagdes quimicas que o faz ser incorporado por RISC
e promover a clivagem do RNA alvo. Portanto, apesar de ser muito semelhante a um “oligo
antissenso convencional” (que leva a inibicéo da tradugdo), as modifica¢des inseridas no
ss-siRNA fazem com que ele entre na via de silenciamento génico pos-transcricional e guie
slicer para a destruicgdo do transcrito alvo, diferenciando-o, assim, de um “RNA antissenso”.

Uma grande vantagem desta molécula é a impossibilidade de ocorrer off-targeting
mediado pelo oligo senso, que é inexistente neste caso. Experimentos realizados in vitro e
in vivo demonstraram a eficiéncia do ss-siRNA, mas seu uso ainda é limitado por ser uma
molécula muito nova.

Possiveis Modificacoes Quimicas

Todas as moléculas que podem sem adquiridas comercialmente (si-, ai-, ssi-, SiRNA
bifurcado e substrato de dicer) podem conter modifica¢des quimicas especificas visando sua
maior estabilidade tanto in vitro quanto in vivo. Na maioria das vezes, estas modificacdes
elevam o preco final das moléculas, o que torna este tipo de processo ndo tdo amplamente
utilizado.

A mais simples e comum modificagdo quimica (e provavelmente a Unica que reduz
o custo final), é a substituicdo dos 2 ribonucleotideos em ambas as extremidades 3’ por
desoxirribonucleotideos (Elbashir et al., 2001a). Essa modifica¢do parece dificultar a atividade
de ribonucleases, prolongando assim a meia-vida dos siRNAs.

Algumas modificacdes mais sofisticadas envolvem introducdo de phosphorothioate
(Braasch et al. 2003, 2004), 4' thioribose (Dande et al. 2006), locked nucleic acids (LNAs;
Braasch et al. 2003; ElImén et al. 2005), ou multiplas modificac¢ées 2' (Amarzguioui et al. 2003;
Harborth et al. 2003; Holen et al. 2002, 2003). Os efeitos destas modificacdes no nivel do
silenciamento, estabilidade e preco final sdo varidveis, sendo que muitas outras modificacdes
estdo disponiveis comercialmente.

Producao Enzimatica de Bibliotecas de shRNA a Partir de cDNAs

Estudos de gendémica funcional usando RNAi exigem estratégias rapidas e custo-
efetivas para analises em larga escala. Neste sentido, trés grupos desenvolveram em 2004
abordagens semelhantes para a rapida produgdo de bibliotecas de shRNA a partir de cDNAs,
denominadas: EPRIL (Enzymatic Production of RNAi Libraries; Shirane et al., 2004), SPEED
(Small interfering RNA Production by Enzymatic Engineering of DNA; Luo et al., 2004) e REGS
(Restriction Enzyme-Generated siRNA vectors and libraries; Sen et al., 2004). Importante
ressaltar que métodos alternativos ainda tém sido desenvolvidos (Fukano et al., 2006; Fukano
e Suzuki, 2008).

As trés baseiam-se em um conceito simples: a enzima de restricio Mme I reconhece
um sitio no DNA, porém, ao contrdrio da maioria das enzimas de uso rotineiro, realiza a
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clivagem em outro sitio, i.e. a 20 nt ou 21 nt de distancia da sequéncia de reconhecimento,
gerando uma extremidade semelhante a de um siRNA (2 nt livres 3’).

A producdo de uma biblioteca de sShRNAs na estratégia EPRIL (a mais simples delas)
envolve as seguintes etapas: primeiro, uma biblioteca de cDNA deve ser digerida com
DNase I, que realiza cortes aleatdrios dentro de cada clone, gerando fragmentos menores.
As extremidades destes fragmentos sdo ligadas a adaptadores no formato de um grampo
(hairpin) e que apresentam o sitio para Mme L. A digestdo com esta enzima gera fragmentos
ainda menores e que apresentam extremidades 3’ com 2 nt livres. Segue-se entdo uma ligacéo
com um segundo adaptador na extremidade processada; que permitird o anelamento de
primers para a producdo da segunda fita do DNA. Este dsDNA agora é novamente digerido
pararetirada destes adaptadores secunddrios e posterior ligacdo em vetores de expressdo de
shRNAs, que formam a nova biblioteca (para uma visualizagdo do processo vide Shirane et al.,
2004).

A construcdo final apresenta a seguinte sequéncia: cDNA(direto)::sitio
Mmel::cDNA(reverso); sendo que o sitio Mmel funciona agora como a al¢a (loop) do shRNA
produzido.
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Introducao

Os siRNAs sdo duplas fitas de 19 a 25 nucleotideos que
possuem overhangs de 2 nt nas extremidades 3" OH, com fosfato
na extremidade 5. Como o RNA alvo geralmente é muito maior
do que o siRNA, existe um numero imenso de possiveis sSiRNAs
para silenciar um determinado RNA alvo. A escolha de qual
sequéncia de 19 nt a 25 nt usar pode ser fundamental no sucesso
de um experimento de silenciamento. Para se ter uma ideia da
variabilidade, uma varredura usando 180 siRNAs contra todas
as regides de dois mRNAs com 197 nt mostrou que sequéncias
alvo, distantes somente duas bases uma da outra, podem ter
diferencas muito grandes na eficiéncia do silenciamento. Neste
estudo, apenas um em cada quatro siRNAs testados silenciaram
mais do que 95%, mostrando a importancia de selecionar o
siRNA correto (Reynolds et al., 2004).

A alternativa inicial para se contornar esta variabilidade
foi testar varios siRNAs e selecionar, empiricamente, a sequéncia
que apresentasse melhor silenciamento. Atualmente a sele¢do dos
siRNAs é feita com base em dados provenientes: i) do mecanismo
molecular do silenciamento; ii) de estudos de triagem que
compararam a eficiéncia de muitas sequéncias para descobrir
quais eram mais eficientes; e iii) do sequenciamento e andlise dos
siRNAs enddgenos, os miRNAs. Neste caso, a descoberta de muitos
miRNAs permitiu estudar as caracteristicas comuns que permitem
o bom funcionamento destes. E importante ter consciéncia, no
entanto, de que miRNAs, muitas vezes, evoluiram para silenciar
muitos alvos e que, normalmente, o siRNA é desenhado para
silenciar um alvo especifico.

Apesar destes avancos, ainda néo se atingiu um nivel
de compreensdo suficiente que permita encomendar um
siRNA que funcione com 100% de certeza. Por isto, embora o
numero de siRNAs que se tenha que comprar para se ter uma
sequéncia que silencie de forma eficiente tenha diminuido, ainda
é necessario trabalhar com mais do que um siRNA para fazer
um bom experimento de silenciamento.
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Embora a grande maioria dos siRNAs ou sShRNAs sejam desenhados por programas que
aplicam muitas das regras aqui apresentadas, € importante que o cientista tenha condicoes
de entender os motivos pelos quais algumas sequéncias funcionam melhor do que outras.
Os programas de desenho de siRNAs geralmente ndo permitem fazer op¢des como desenhar
um siRNA especificamente para regides conservadas ou para um determinado variante
de processamento (alternative splicing variants). O que se sugere € que estes programas
sejam usados para fornecer uma lista de possiveis siRNAs e que o pesquisador selecione os
melhores, baseado neste capitulo e na literatura que avanca numa velocidade enorme. Uma
decisdo similar normalmente tem que ser tomada quando se trabalha com uma biblioteca de
shRNAs, que, geralmente, fornecem vdrias sequéncias para cada gene alvo. Principalmente
quando os testes de eficiéncia sdo complexos, é interessante comecar a testar aqueles si- ou
shRNAs que tém mais chances de funcionar.

A seguir veremos varios aspectos dos siRNAs que afetam a eficiéncia e a especificidade
do silenciamento. Cada um destes aspectos contribui pouco quando considerados isoladamente,
mas, quando aplicados em conjunto, podem aumentar muito a eficiéncia e a especificidade do
silenciamento. Por isto, um planejamento que envolva a sugestdo de programas de desenho
de sequéncias juntamente com uma andlise manual detalhada muito provavelmente tera
uma probabilidade grande de sucesso.

Sequéncias que Devem ser Evitadas

Antes de se preocupar com questoes especificas da sequéncia de siRNA a ser usada, é
necessario avaliar quais sequéncias podem produzir toxicidade ou outros efeitos indesejados.
Entre estes efeitos estdo: i) a indugéo da resposta do tipo interferon; ii) a ativac@o de receptores
do tipo Toll; e iii) a saturacdo da maquinaria do RNAi.

A resposta do tipo interferon é um aumento na expressdo de genes responsivos
ao interferon. Esta resposta é induzida, principalmente, por dsRNAs maiores do que 30
pb, embora sequéncias pequenas possam ter um efeito similar, principalmente quando a
quantidade de siRNA ou shRNA usada for muito grande. Neste caso, o possivel acumulo de
duplexes ndo processados € o principal indutor deste efeito (Bridge et al., 2003). Uma triagem
minuciosa revelou que a toxicidade do siRNA aumenta com o tamanho, sendo que, mesmo
com concentrag¢des baixas de 10 nM, a toxicidade ja comegou a aparecer em siRNAs com
tamanho de 23 pb (Reynolds et al., 2006).

Estes problemas podem ser evitados pelo uso de sequéncias menores do que 30 pb e
pelo uso da menor concentracéo efetiva possivel. Outra forma de evitar a ativacdo da resposta
do tipo interferon é adicionar ou retirar uma base na fita senso, que ndo serd incorporado no
complexo RISC, de tal forma que néo se forme dsRNA com pareamento perfeito por mais de
11 pb. Este pequeno “erro” de pareamento, aparentemente, é suficiente para ndo induzir a
sinalizacdo da resposta do tipo interferon (Cullen, 2006b). Apesar de essa ser uma estratégia
interessante e ocorrer nos miRNAs end6genos (que raramente possuem um pareamento
perfeito longo), seu uso ndo é amplo na literatura. Também foram descritas modificacdes
quimicas nos RNAs, como 2’-F-RNA, 2’-0-Me-RNA ou alguns residuos de DNA que reduziram
consideravelmente a resposta do tipo interferon (Watts et al., 2008).

Uma triagem visando descobrir sequéncias tdxicas revelou que a presenca do motivo
de quatro bases 5’-UGGC-3’ na fita guia possui uma toxicidade considerdvel. Apesar de o

Desenho Racional de siRNAs

65



66

Copia gratuita - venda proibida

mecanismo para esta toxicidade ndo estar claro, é interessante deixar de fora sequéncias
alvo que apresentem o motivo 5’-GCCA-3’ no RNA alvo. Além disto, foi observado também que
sequéncias com pentdmeros ricos em AU podem induzir algum efeito toxico (Fedorov et al.,
2006).

Duplexes de RNA também podem ativar a resposta imunoldgica por meio dos receptores
do tipo Toll, observada em leucdcitos e células dendriticas plasmacitoides, o que restringe
este efeito a estudos com estes tipos celulares ou para estudos in vivo. Esta ativacdo também
parece ser causada por sequéncias especificas, como 5-UGUGU-3’ ou 5’-GUCCUUCAA-3’, mas
a possibilidade de outras sequéncias terem este efeito ndo pode ser excluida (Cullen, 2006a;
Hornung et al., 2005; Judge et al., 2005).

Caracteristicas Gerais dos siRNAs

Tamanho Ideal

A restricdo de tamanho do siRNA € dada, no limite inferior, pela funcionalidade e,
no limite superior, pela resposta do tipo interferon. Como visto anteriormente, duplexes
maiores do que 30 pb sdo fortes indutores da resposta do tipo interferon, e devem ser
evitados. Os duplexes um poucos maislongos (até 29 pb) aparentemente sdo mais facilmente
transfectdveis e, portanto, podem ser usados em concentragdes menores, e exatamente por
estarem mais proximos do limite para inducdo da resposta do tipo interferon devem ser
usadas na menor concentracdo possivel.

Quanto a eficiéncia, ndo existe um consenso de qual o melhor tamanho, mas
considerando: i) que o tamanho de dsRNAs produzidos a partir do processamento dos miRNAs
tem entre 21 nt a 25 nt; ii) o custo da sintese do duplex de RNA; e iii) a toxicidade, é razoavel
afirmar que o tamanho ideal de cada fita de RNA esteja entre 19 e 25 nt, sendo que o siRNA
com fitas de 21 nt é, provavelmente, o melhor tamanho para a maioria das aplicacdes.

Aspectos de Termodinamica

Somente uma das duas fitas do siRNA é transferida para o complexo RISC. Esta fita
é chamada de oligo guia (guide strand), pois direciona RISC para o RNA alvo com sequéncia
complementar. A outra fita é degradada, sendo designada “oligo passageiro” (passenger
strand). Para que um siRNA seja funcional, é fundamental que a fita antissenso (com
complementaridade com o RNA alvo) seja a fita guia.

Adicionalmente, a incorporacdo da fita senso por RISC leva a dois problemas: (i) ndo
ha o silenciamento do transcrito alvo e (ii) eventuais transcritos com pareamento com a fita
senso serdo silenciados, levando a resultados equivocados.

Estudos utilizando sequéncias com varia¢des nas extremidades 5’ e 3’ foram os
principais responsdveis por evidenciar que a fita a ser carregada para dentro do complexo
RISC é a que tem maior conteudo de Adenosinas e Uridinas (AUs) na parte 5’ (i.e., menor
estabilidade termodindmica) (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003), como evidenciado
na Figura 1B. No siRNA mostrado, a fita de baixo seria preferencialmente usada, pois o 5’
desta fita apresenta a sequéncia ACAUA, enquanto a outra fita apresenta CCGUA no seu
5’. Se este duplex fosse usado, ele silenciaria um mRNA alvo mostrado na Figura 1A. Para
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consideracdo pratica, quando se esta trabalhando a sequéncia do mRNA alvo, sempre procurar
por sequéncias alvo que tenham mais CGs no 5’ do que no 3’. Em uma triagem ampla para
averiguar a eficiéncia de sequéncias, foi observado que nenhuma sequéncia contendo somente
CGs nas cinco ultimas posicdes do mRNA senso alvo foi capaz de produzir silenciamento,
sendo sugerido um minimo de trés AUs nesta regido (Reynolds et al., 2004).

Digamos que ndo seja possivel encontrar uma sequéncia que atenda a este requisito
ou, por alguma razdo, existe a obrigatoriedade de usar uma determinada regido do mRNA
alvo. Neste caso, é possivel manipular qual sequéncia serd incorporada no complexo RISC
adicionando uma base que néo pareia no 3’ da fita senso (passageira) do siRNA, com isto,
produzido um fraco pareamento na parte 5’ da fita guia (vide cap. 5 - siRNA bifurcado). No
exemplo da Figura 1C, a fita de cima seria incorporada, por ter um par de base ndo pareada
(C:A) no seu 5’ (Schwarz et al., 2003).

57 -CAAGAAUGUAGGAGICCGUACUCCUUACACUACAUACAGUARAGAAAGAGUARAG-3"
(a)

5" -CCGUACUCCUURCACUACAUARA-3'
3" -RAGGCAUGAGGARUGUGRAUGUAU-5"  (fita carregada no RISC)
®)
5" -CCGUACUCCUUACACUACAUARA-3"  (fita carregada no RISC)

3! —AA&GCAUGAGGAAUGUGAUGUAU—S !
(c)

Figura 1. Assimetria do siRNA afeta a escolha da fita a ser carregada pelo complexo RISC. A. mRNA hipotético, com
o alvo do siRNA sublinhado; B. Fita com menos CGs no 5’ serd mais carregada no complexo RISC - esta silenciaria o mRNA
alvo mostrado em A; C. Inversdo da fita a ser incorporada no RISC pela adi¢do de uma base ndo pareada (sublinhada).
Neste caso, 0 mRNA mostrado em A ndo seria silenciado.

Quanto a composicdo do siRNA, sequéncias com conteudo de CG entre 36% e 52%
parecem mais eficazes, pois duplexes com composicdo de CGs muito grande sdo mais
dificilmente separados para transferéncia para o complexo RISC. Ja se o conteudo de CG
for muito pequeno, a estabilidade do siRNA:RNA alvo pode ser muito baixa e ndo produzir
clivagem do RNA alvo. Além disto, é preferivel que o centro do siRNA tenha um contetudo
de CGs menor do que o resto do siRNA (Pei e Tuschl, 2006). Também devem ser evitadas
sequéncias palindréomicas que possam produzir um RNA com estruturas secunddrias.

Em uma triagem ampla para encontrar siRNAs mais eficazes, foi encontrada uma
sensibilidade por determinados nucleotideos em posi¢des especificas, que sdo: A na posicéo
3 e 19 (da fita senso); U na posi¢do 10; auséncia de G na posicdo 13; e auséncia de C ou G na
posicdo 19 (Reynolds et al., 2004). Claro que, respeitar estas posi¢des e ainda conseguir uma
sequéncia especifica, nem sempre é possivel. Portanto, obedecer a estas regras certamente
é secundério, em comparacdo as demais regras vistas anteriormente.
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Escolha da Regiao Alvo

Varios fatores devem ser levados em conta na escolha da regido do RNA alvo a ser
atingida. Primeiramente, é importante ter a sequéncia do RNA alvo completa contendo
a regido traduzida e as duas regides ndo traduzidas (UTRs). Também é importante que
a sequéncia seja confidvel, pois, como veremos a seguir, uma base ndo pareada podera
reduzir enormemente a eficiéncia de silenciamento, fato que também ¢é aplicavel para
variantes de polimorfismo. Para siRNAs desenhados para agir em células ou organismos
de espécies diferentes, é necessario alinhar os RNAs destas espécies para poder escolher
regides conservadas. Também é importante que se conheca variantes de processamento
(splicing), pois, a ndo ser que o objetivo seja silenciar especificamente uma variante, é
importante escolher uma regido presente em todas as variantes.

Eficiéncia do siRNA

Embora a RNAi seja um processo catalitico que evoluiu para degradar RNAs, este
processo nem sempre € eficiente o suficiente para o sucesso do experimento. Geralmente, se
inicia um experimento desejando obter préximo a 100% de silenciamento, mas isto muitas vezes
ndo é necessario e nem desejavel. Contudo, o que se almeja normalmente em um experimento
de silenciamento é obter uma reducdo superior a 90%. Para genes cujo silenciamento total
ndo é letal para a célula ou organismo, quanto maior o silenciamento, geralmente, mais
claras serdo as conclusdes do experimento. J4 para os genes cujo silenciamento total é
letal, reducdes parciais na expressao (silenciamento de 90%, 80%, 70%, etc) podem evitar
a letalidade e ainda assim promover alteracdes fenotipicas que evidenciem as fungdes da
proteina. Este gradiente de possiveis graus de silenciamento é uma vantagem adicional da
RNAIi em relacdo a técnica de knockout, nal qual apenas 3 graus sdo possiveis: (i) selvagem
(+/+; 0% de redugdo de transcritos), (ii) heterozigoto (+/- ; 50% de reducdo de transcritos) e
o knockout em si (-/- ; redugdo total de transcritos). Um conjunto de siRNAs capaz de gerar
um gradiente de niveis intermedidrios de silenciamento é conhecido como “série epialélica”
e foi claramente demonstrado para o gene p53 em camundongos (Hemann et al., 2003).

Os miRNAs anelam com muito mais frequéncia na parte 3’ do RNA (geralmente
no 3'UTR), sugerindo que a eficiéncia de siRNAs aumenta com a localiza¢do mais para 3’
do RNA alvo. Em alguns organismos, como plantas, fungos e nematoides esta observacdo
pode ser explicada por um processo de amplificacdo, no qual uma RARP (RNA-directed RNA
Polymerase) usa o siRNA como um iniciador para fazer duplas fitas do RNA alvo. Esta sintese
obviamente é de 5’ para 3’ da fita que esta sendo sintetizada e de 3’ para 5’ da fita que esta
servindo como molde. Portanto, siRNAs que ligam no 3’ do RNA alvo produzem um RNA de
dupla fita secundério muito mais longo. Os siRNAs produzidos destes RNAs de dupla fita
produzem mais amplificagdo, numa retroalimentagdo positiva. Mas a populagdo de siRNAs
vai se deslocando para o 5’ do RNA alvo de acordo com a progressdo desta retroalimentacéao.
Desta forma, quanto mais 3’ do RNA alvo o processo tiver iniciado, mais tempo ele ficara
ativo (Bergstrom et al., 2003). Mas este processo tem uma desvantagem, pois siRNAs que
anelem na parte 3’ produzirdo uma quantidade considerdvel de siRNAs secundarios, que
poderao produzir silenciamento em alvos similares ao mRNA, desta forma aumentando a
chance de silenciamento de alvos ndo desejados. Portanto, teoricamente, quanto mais 3’ o
siRNA alinhar, mais eficiente serd, embora também haja maior possibilidade de poder afetar
outros alvos devido aos siRNAs secunddrios (vide RNAI transitivo em “Riscos associados
ao uso da RNAi”, cap. 11). Importante mencionar que em Drosophila e mamiferos néo foi
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encontrada RARP similar a encontrada em plantas, fungos e no C. elegans, sugerindo que
este mecanismo € restrito a espécies que expressam a RARP (Wassenegger e Krczal, 2006).

Em mamiferos, também existe uma clara preferéncia dos miRNAs pela parte 3’'UTR,
distante pelo menos 15 nt do cédon de terminacdo e ndo no meio de 3’'UTR longos (Grimson et al.,
2007). Os siRNAs que agem na regido 3’UTR parecem ser mais eficientes quando comparados
com siRNAs similares que agem no restante da sequéncia.

Quanto a termodinamica da interacdo do complexo RISC-RNA com o RNA alvo, é
importante considerar que o RNA pode ter estrutura secunddria energeticamente estavel.
Avaliar a estrutura do RNA alvo ou usar programas que sugerem regides mais acessiveis
para o complexo RISC-RNA alvo podem melhorar o silenciamento consideravelmente
(Tafer et al., 2008).

Uma vez feita a escolha dos siRNAs ou shRNAs, o teste mais rdpido para verificar a
sua eficiéncia consiste em cotransfectar o sSiRNA ou shRNA com o plasmideo contendo o gene
alvo, quando este estiver disponivel, e testar para a expressdo do mRNA e/ou proteina do gene
recombinante. Como o mRNA é produzido ja na presenca do siRNA, o RNA alvo é rapidamente
degradado e a proteina nem € sintetizada. Ao contrario, experimentos com o silenciamento
do gene enddgeno requerem o decaimento do mRNA e da proteina, que, dependendo do
tempo de meia-vida do mRNA e da proteina, pode demorar até varios dias. Obviamente, um
resultado positivo com o gene recombinante ndo é uma garantia de silenciamento do gene
enddgeno, tornando o teste com o endégeno fundamental.

Experimentos in vivo

Como serd visto com mais detalhes em outros capitulos, experimentos in vivo requerem
varios cuidados extras no planejamento e execucdo. No que tange ao desenho dos siRNAs, é
fundamental que eles atinjam o tecido alvo. O principal desafio para isto é impedir que RNases
degradem o duplex, além de fazé-lo fisicamente encontrar o alvo. Um dos primeiros estudos
a fazer um silenciamento eficiente em animais de laboratdério para um problema de saude
humana foi com o silenciamento da apolipoproteina B, visando reduzir o colesterol. Para
evitar a degradacdo por RNases, foram usados duplexes de RNA contendo liga¢des fosforotioato
entre as bases e grupos metila na posigdo 2’ da ribose, o que aumentou o tempo médio de
vida do siRNA intravenoso de 6 para 95 min. Para melhorar a biodisponibilidade, foi ligado
colesterol a extremidade 3’ da fita passageira. Estes Chol-siRNAs foram incorporados por
células em cultura, sem a necessidade de reagentes de transfecgao, e ligaram-se a albumina,
com istolevando a uma biodistribuicdo melhor. Este sSiRNA modificado resultou numa reducéo
no nivel de colesterol e de LDL em torno de 40% (Soutschek et al., 2004).

Para o aumento da estabilidade do siRNA in vivo, a metilacdo na posicdo 2’ da ribose
é uma das mais usadas, normalmente afetando pouco a eficiéncia do silenciamento. Grupos
mais volumosos do que metila na posi¢do 2 também podem ser usados, embora, neste caso,
seja mais comum a ocorréncia de reducdo da eficiéncia de silenciamento. As modificacoes
nas ligacoes fosfodiéster devem ser evitadas no centro da fita guia, mas sdo relativamente
bem toleradas no restante do RNA (Watts et al., 2008), com preferéncia para a modificacdo
fosforotioato. Os tipos de modificacdes que funcionam parecem ser muito dependentes da
sequéncia do mRNA alvo e, certamente, devem ser adaptados para cada via de administragao.
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De qualquer forma, para experimentos in vivo, além das regras aplicdveis para células,
precisa ser considerada a questdo da estabilidade e biodisponibilidade dos dsRNAs.

Especificidade do siRNA

Um dos principais trunfos iniciais da RNAi foi a sua especificidade, pois se acreditava
que apenas uma base de diferenca entre o siRNA e um mRNA seria o suficiente para impedir
a degradacado, desta forma a distincdo de alvo e ndo alvo seria facil. Isto até é possivel, sob
determinadas condig¢des, principalmente com a base ndo pareada localizada na parte central
do siRNA, mas ndo é a regra. Por exemplo, foi possivel diferenciar um oncogene RasV12 do
seu proto-oncogene Ras, com apenas uma base de diferenca (Brummelkamp et al., 2002a).
Contudo, uma andlise detalhada, usando um siRNA com mutag¢des em 19 posicoes diferentes,
mostrou que existem algumas posi¢gdes em que uma base ndo pareada praticamente néo
tem efeito nenhum (posi¢des 1, 6, 8) e varias outras posicdes em que uma base nédo pareada
torna o siRNA totalmente incapaz de funcionar (posicoes 5, 9, 13 entre outras) (Schwarz et al.,
2006). Este tipo de estudo provavelmente depende da sequéncia usada e é afetado pelas
diferentes eficiéncias relativas das sequéncias utilizadas. Apesar disto, este estudo mostra a
sensibilidade das diferentes posicdes a alteracdo de uma unica base (Figura 2). Este resultado
é tranquilizante tanto no que tange aos efeitos ndo especificos quanto a possibilidade,
mencionada anteriormente, de poder distinguir entre duas sequéncias com apenas uma
base de diferenca, importante para estudos de polimorfismo de base unica.

A RNAi manteve um status de totalmente ou muito especifico nos primeiros anos
apos a sua descoberta, até que, em 2003, foram realizados os primeiros estudos usando
arranjos de DNA para verificar os RNAs afetados por um determinado siRNA. O silenciamento
do gene MAPK14 produziu um aumento na expressdo de seis genes e a diminuicdo da
expressao de 19 genes em 40 h. A diminuicdo do mRNA alvo foi muito maior do que a dos
alvos inespecificos, mas estes, aparentemente, foram afetados por silenciamento direto, e
ndo por um efeito indireto do silenciamento do gene alvo (Jackson et al., 2003).

Existem dois tipos de alvo inespecificos mais claramente identificaveis: i) aqueles
que possuem uma regido contigua e central igual ao siRNA; e ii) aqueles que apresentam
apenas de seis a sete nucleotideos com pareamento perfeito na regido 2-7 ou 2-8 da fita guia,
a chamada sequéncia semente (do inglés: seed sequence). O segundo caso parece ser o maior
responsavel por silenciamentos inespecificos, embora o numero real de alvos inespecificos
medidos por microarranjo tenha sido muito menor do que o predito computacionalmente. Isto
sugere, como corroborado por varios outros estudos, que fatores adicionais ao pareamento
perfeito na sequéncia semente sdo importantes no reconhecimento e degradagdo do RNA
alvo (Pei e Tuschl, 2006).

Estudos relativos ao mecanismo de degradacdo do RNA alvo sugerem que a sequéncia
semente € essencial para a ligacdo do RISC-RNA ao RNA alvo. J4 a regido 3’ do siRNA ajuda
na formacdo de uma estrutura helicoidal importante para a clivagem. Esta visdo molecular
ajuda a entender porque mutacdes na regido 5’ reduzem o silenciamento, uma vez que
aumentam o K da ligagdo siRNA-RNA alvo, enquanto que mutagdes na 3’ reduzemo V,
(Haley e Zamore, 2004). Isto quer dizer que siRNAs com muta¢des no seu 5 podem se
tornar funcionais em altas concentracdes e siRNAs com mutag¢des no 3’ podem levar ao
silenciamento, mas com uma velocidade menor, ou alcancar um estado estaciondrio numa
concentracdo de mRNA maior.
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Figura 2. Efeito de uma base nédo pareada sobre a eficiéncia do silenciamento. (A) Foram testadas 19 sequéncias,
cada qual comegando em um ponto diferente do RNA alvo e tendo a mesma base ndo pareada (G:G), mas em posi¢des
diferentes. (B) A degradacdo do RNA alvo foi medida em um lisado de embrido de Drosophila. Adaptado de Schwarz et al.,
2006. Regido “semente” em cinza.

Com base nestes dados, € recomendavel que pelo menos trés bases ndo pareadas
(mismatches) estejam presentes entre as posicdes 2 e 19 em todos os RNAs néo alvos e que
ndo se tenha mais do que oito bases conservadas continuas, principalmente se estas se
encontram na regido semente da fita guia e/ouno 3’ UTR do mRNA alvo (Pei e Tuschl, 2006).
A maioria dos programas que fazem andlise de siRNAs alvos ja faz uma varredura para
testar a existéncia de alvos ndo especificos para espécies com o genoma sequenciado. A
melhor ferramenta para testar sequéncias candidatas é o BLASTn (vide sitio na pagina
inicial do capitulo).

Também existe o risco de bloqueio da traducdo, mecanismo pelo qual agem muitos
miRNAs com similaridade baixa com o alvo, e estes podem ocorrer com uma similaridade muito
menor do que a degradagdo do mRNA alvo. Foi observado um silenciamento traducional para
sequéncias com similaridade nasregides 2-7 e 13-16 da fita guia, mesmo que entre estas duas
regides houvesse uma parte sem semelhanca e/ou uma alga de 3 nt a 4 nt (Grimson et al., 2007).
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Uma forma interessante de evitar estes efeitos indesejados é adicionar um grupo metil na
posicdo 2’ da ribose na segunda base da fita guia, que estd no inicio da sequéncia semente.
Isto ndo afetou o silenciamento especifico do RNA alvo, mas reduziu consideravelmente o
efeito do tipo miRNA, de bloqueio da traducdo em alvos ndo especificos (Jackson et al., 2006).

Apesar de todas estas sugestdes de cuidado, é importante que os pesquisadores nesta
area nédo se tornem dogmaticos e deixem de usufruir do potencial da RNAi devido a estes
fatores. Por exemplo, apesar dos riscos de alvos indesejados, muitos estudos que usaram
bibliotecas de siRNAs ou shRNAs tiveram sucesso em encontrar genes alvos envolvidos
no aspecto para o qual a triagem foi desenhada, apesar de estas bibliotecas raramente
serem totalmente validadas. Obviamente que, nestes estudos de triagem, os genes alvos mais
importantes devem ser verificados com mais do que um siRNA e com estratégias de reposicao.

Experimentos de Reposicao

Para se ter certeza se o efeito é realmente devido ao silenciamento de um determinado
gene, experimentos nos quais este gene é recolocado na célula geralmente produzem as
melhores evidéncias neste sentido. Obviamente, se isto € feito sem o devido planejamento,
o0 siRNA contra o alvo enddgeno também silenciard o gene recolocado na célula.

Existem vdrias formas de evitar que o siRNA desenhado contra um alvo silencie o
mesmo gene, quando transfectado na célula. Uma destas estratégias é usar um siRNA contra
aregido 3’ ndo traduzida (3’ UTR) e expressar uma versdo deste gene sem esta UTR em um
plasmideo. Também é possivel fazer mutagénese sitio dirigida no plasmideo contendo a
sequéncia do gene de forma a produzir mutacdes silenciosas no centro da regido alvo. Por fim,
pode-se usar o gene de uma espécie diferente a da origem da célula ou organismo em estudo,
mas que contenha alteracdes na regido alvo do siRNA. Entre estas trés opcdes, certamente a
do 3’UTR é a que precisa menos testes tanto do silenciamento quanto da funcionalidade do
gene, evidéncias que precisam ser testadas nas outras duas formas de reposicao.

Conclusao

E praticamente impossivel aplicar todas as regras citadas neste capitulo em uma unica
sequéncia (Tabelas 1 e 2). Por isto, deve-se incorporar o maior numero de cuidados possiveis
em cada sequéncia e usar pelo menos duas sequéncias, o que se tornou praticamente uma
exigéncia de experimentos usando silenciamento.

Com a presenca cada vez maior de programas e sitios da Internet que “planejam”
0s siRNAs que devem ser usados para um determinado alvo, é razoavel que se comece com
estes servicos para depois selecionar entre as sugestoes apresentadas as sequéncias que se
adequarem ao maior numero de regras. Além disso, fazer pequenas modificagdes nestas
sequéncias a fim de permitir experimentos de recuperacgédo ou carregamento mais eficiente
da fita antissenso por introducdo de bases ndo pareantes na fita senso. Esse € um mecanismo
que, normalmente, os programas de predi¢do ndo apresentam.

Considerando-se os custos e as dificuldades de um experimento de silenciamento, um
bom planejamento é fundamental, o que se inicia com a escolha do melhor siRNA ou shRNA.
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Tabela 1. Aspectos que devem ser evitados/observados.

Sequéncia Motivos Ref.

dsRNA com mais de 30 Toxicidade por resposta do tipo interferon e Reynolds et al., 2006

pb ativacdo de receptores do tipo Toll.

GCCA? ou pentameros Causador de toxicidade celular, sem mecanismo (Fedorov et al., 2006)

ricos em AU conhecido.

UGUGU#? Ativacdo de resposta imunoldgica em leucécitos e  (Hornung et al.,

GUCCUUCAA células dendriticas e in vivo. 2005; Judge et al.,

2005)

Altas concentracgdes Saturacdo da maquinaria de silenciamento. (Grimm et al., 2006)

de si- e ShRNA Saturagdo da exportina 5 (apenas shRNAs).

TTTT Age como sinal de terminacdo em shRNAs (Brummelkamp et al.,
transcritos por RNA Pol III (promotores U6 ou H1). 2002b)

Regides com presenca de A existéncia de SNPs pode impedir a total (Chin et al., 2008)

SNPs (single nucleotide complementaridade entre siRNA/RNA alvo.

polymorphisms)? Clivagem reduzida sem o perfeito pareamento.

Existéncia de formas Se a intencdo for silenciar todas as formas (Wiestner et al.,

alternativas de splicing  alternativas de splicing, o siRNA deve ser comum a 2007)
todas elas. Caso contrario, uma procura minuciosa
deve ser feita para obter um siRNA especifico.

a. Na sequéncia do mRNA alvo.
b. Na sequéncia do shRNA.

Tabela 2. Regras gerais para desenho de siRNAs.

Caracteristica Formato Padrao Softwares
Estrutura geral 2 cadeias de 21 nt; 2 nt overhang nas extremidades 3’. -
Extremidade 3’ OH e 5’ fostato. -
Termodinamica Instabilidade na extremidade 5’ da fita antissenso. Strand Analysis*
Especificidade Auséncia de similaridade com outros Blast search for
genes ndo alvos.** short exact near
matches (NCBI)***
Estrutura secundaria Auséncia de hairpins, alcas, e outras estruturas. Gene Runner
Conteudo de CG Aproximadamente 50% (entre 36% e 52%). Gene Runner
Sitio alvo no gene Sequéncias dentro do RNA maduro (regides -

promotoras e introns ndo sdo utilizados). Geralmente
escolhe-se a regido codificadora do RNA, mas 5’ e 3’
UTRs também podem ser utilizadas.

* Pereira et al., 2007. Software distribuido gratuitamente pelos autores - tiagocampospereira@ffclrp.usp.br.

**Idealmente, o sSiRNA ndo deve ter similaridade alguma com genes nao alvos. Isso é relativamente simples quando se
desenha siRNAs contra virus: dificilmente eles apresentardo identidade com sequéncias do hospedeiro. Mas isso pode
ser uma tarefa extremamente dificil ao se desenhar siRNAs contra genes humanos. Alguns autores recomendam que
a similaridade maxima com outro alvo seja de 14 nt, outros sugerem 11 nt ou 8 nt. Alguns sugerem simplesmente que
néo deve haver identidade na regido seed. Portanto, uma similaridade maxima de 14 nt, fora da regido seed, com outro
gene ndo alvo parece ser razoavel.

*** 0 programa BLAST sugerido é especifico para busca por sequéncias curtas, como o caso de siRNAs. A fita antissenso
é a que deve ser utilizada para fazer as buscas (query). A procura deve ser feita utilizando o database “refseq_rna”, que é
o banco de transcritos (transcriptoma) ndo redundantes de um organismo. Se o siRNA é desenhado contra um parasita,
esta sequéncia deve ser feita para os transcriptomas do parasita e do hospedeiro. Se o siRNA é desenhado contra um
espécie de vida livre, apenas seu transcriptoma deve ser avaliado.

Desenho Racional de siRNAs 73



74

Copia gratuita - venda proibida

Informacoes Adicionais

Em http://www.ufrgs.br/labsinal/rnaiseq.htm vocé encontra uma listagem de sitios
da Internet e programas que auxiliam no desenho de siRNAs.
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Introducao

Enquanto o desenho de siRNAs requer vdarias etapas
tais como: (i) analise da funcionalidade (instabilidade da 5’
da fita antissenso), (ii) auséncia de estrutura secundaria e (iii)
especificidade; a escolha de dsRNAs é um processo bem mais
simples. Isto ocorre porque o processamento de um dsRNA de
500 pb pode gerar aproximadamente 500 siRNAs distintos que,
em conjunto, sdo funcionais. Portanto a nica analise necessaria
é referente a especificidade.

Tamanho da Sequéncia

Aliteratura sugere que o dsRNA tenha um tamanho entre
300 pb e 800 ph. Sequéncias mais curtas seriam menos eficazes
para desencadear a RNAi, as mais longas teriam mais chances
de ser inespecificas. Contudo, ha relatos na literatura de uso
de dsRNAs menores que 300 pb (Kandasamy et al., 2005) assim
como mais extensos que 800 bp (Fire et al., 1998).

Em algumas situa¢des muito especiais, o pesquisador pode
se encontrar com uma sequéncia de apenas 100 pb. Uma estratégia
para estes casos € a montagem de concatameros (repeticdes em
tandem) até gerar um dsRNA >300 pb; uma construcdo semelhante
pode ser vista no trabalho Alakonya et al. (2012).

A Regiao de Interesse

O inicio do desenho de dsRNAs se baseia na sequéncia
alvo, que pode estar depositada em bancos publicos (como
GenBank, bastando-lhe conhecer o nimero de acesso) ou ter
sido originalmente descrita por seu grupo de pesquisa. Com a
sequéncia (parcial ou completa) em maos, cabe ao pesquisador
escolher qual regido ird utilizar: (i) apenas a porcdo 5’ nédo
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traduzida (5’ UTR); (ii) apenas a 3’ UTR,; (iii) apenas a regido codificadora (CDS); ou (iv) toda
asequéncia. Diferentes autores apresentam argumentacdes distintas. Alguns pesquisadores
descrevem as por¢des UTR como as mais adequadas, pois ndo hd uma pressao seletiva forte
visando a conservagdo da sequéncia nucleotidica. Portanto, as UTRs sdo mais diversas e,
consequentemente, dsRNAs contra estas regides tenderiam as ser mais especificos. Outro
argumento neste sentido é que grande parte dos microRNAs interage com a porg¢do 3’ UTR,
evidenciando a funcionalidade da regido. Entretanto, deve-se também lembrar que ambas
as UTRs podem apresentar interagdes com uma ampla gama de proteinas, para a iniciacéo
da tradugdo (5’ UTR) e estabilizagdo/regulacdo por miRNAs enddgenos (3’ UTR). Estes eventos
reduziriam a acessibilidade destas regioes aos dsRNAs.

Outros estudiosos sdo favoraveis ao uso da sequéncia CDS por acreditarem que
esta é mais acessivel, devido aos motivos relativos as por¢des UTRs. Apesar de toda esta
argumentacdo, ha na literatura diversos papers com exemplos de dsRNAs contra a 5’ UTR
(Yuan et al., 2012), CDS (Buzzi et al., 2011) e 3° UTR (Alakonya et al., 2012), havendo uma
preferéncia pela CDS e 3’ UTR.

CDS: Procura por Dominios Conservados

Caso a CDS seja escolhida, um passo importante é a identificacdo de eventuais dominios
conservados. Por exemplo, inimeras enzimas tém o DNA como substrato (polimerases,
nucleases, metiltransferases, etc.), portanto elas podem compartilhar dominios comuns de
interacdo com o DNA. Neste sentido, um dsRNA que englobe este dominio pode promover
o silenciamento de varios genes.

Para evitar este knockdown cruzado, uma analise é realizada em bancos especializados
tais como o “Conserved domains database” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/
wrpsb.cgi). O resultado final indica quais posi¢es da CDS apresentam dominios conservados
com outras proteinas; utiliza-se entdo um regido >300 pb sem dominios conservados para
prosseguir com o desenho.

Analise de Especificidade (UTRs e CDS)

A etapa seguinte é a verificagdo de regides de similaridade entre a sequéncia escolhida
e transcritos no organismo alvo. Para tanto, se utiliza um programa especifico do pacote
BLAST do NCBI, denominado “Search for short, nearly exact matches” (informacdes do site
ao final do capitulo).

Uma vez dentro do site, as etapas sdo:
* Depositar a sequéncia nucleotidica na janela da parte superior da pagina.
* Em database: escolher opgdo “Reference RNA Sequences (REFSEQ_RNA)”.
e Em Organism: digitar o nome cientifico do seu modelo.
e Clicar “BLAST” e aguardar o resultado.

Em resumo, o programa ird verificar se hé regides similares entre a sua sequéncia
e o transcriptoma (REFSEQ_RNA) do seu organismo de estudo. Ha algumas observacdes
importantes a se fazer.
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Aprimeira é: a qual(is) organismo(s) a procura deve ser aplicada. Se o objetivo é usar
a RNAI para identificar a fungdo do gene “ABC” de planéria, o parametro “Organism” deve
ser preenchido simplesmente com Polycelis felina. Este procedimento avaliard se outros
transcritos (ndo alvos) seriam silenciados em plandria. Somente a inativacdo unica e exclusiva
do gene “ABC” permitird fazer uma inferéncia inequivoca entre o fenétipo observado apds
o silenciamento e a fungdo do gene “ABC”.

Por outro lado, se o objetivo é identificar a funcdo do gene “TLC” de um de virus
que infecta plantas de tabaco, o dsRNA ndo pode inativar nenhum outro gene do patégeno,
nem tampouco nenhum gene do hospedeiro. O silenciamento de outros genes (do virus ou
do tabaco) alteraria o resultado final, impossibilitando uma associacdo inequivoca entre o
fendtipo observado através de RNAi e a funcdo do gene “TLC”. Portanto, neste sentido, duas
buscas independentes devem ser feitas: (i) uma preenchendo o pardmetro “Organism” com
o nome cientifico do virus e (ii) outra com Nicotiana tabacum.

Por fim, se o objetivo ndo for conhecer mais sobre a biologia do virus (i.e., identificar
a funcdo de certo gene), mas sim combater o patégeno, a inativacdo de um ou varios genes
do virus ndo é problematica (podendo até mesmo ser vantajosa). Portanto, nestas terceira
situacdo, a procura pode ser feita apenas contra Nicotiana tabacum; mesmo que o dsRNA
silencie outros genes do virus isto ndo é um obstaculo para o objetivo final.

Quanto mais complexo for o sistema, mais profunda deve ser a andlise. Suponha
que a pesquisa visa produzir plantas transgénicas de batata, expressando um dsRNA para
combater um nematoide. Neste caso, a andlise de especificidade deve ser feita contra (i) a
planta e (ii) cada uma das espécies que potencialmente se alimentam do nematoide ou da
planta, inclusive o Homo sapiens.

Segunda observacdo: para os organismos cujos transcriptomas néo estdo definidos
(ou apresentam poucas sequéncias conhecidas) a alternativa é fazer a andlise utilizando o
database “Nucleotide collection (nr/nt)”. O problema deste banco é sua redundéancia, i.e., a
mesma sequéncia pode ter sido depositada inumeras vezes (dificultando a andlise), além de
apresentar sequéncias genémicas, que sdo irrelevantes para o processo de RNAI.

Por fim, quando ndo ha sequéncias de sua espécie depositadas no banco (REFSEQ_RNA,
EST ou nr/nt), sugere-se que se insira apenas o género (ou familia) no parametro “Organism”.
Note que esta abordagem € apenas uma estratégia para lhe conceder alguma informacao
sobre a especificidade, ela ndo gera dados definitivos.

Interpretacao dos Resultados

De forma geral, ao se conduzir o BLAST com os parametros sugeridos (REFSEQ_
RNA e organismo especifico), o resultado se compde de duas classes de hits: (i) uma linha
vermelha, com o mesmo tamanho da sua sequéncia e (ii) uma série de pequenos tracos
pretos, distribuidos ao longo de grande parte da sua sequéncia (Figura 1).
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FIGURA 1. Resultado de BLAST. Usualmente, um resultado de BLAST Search for short, nearly exact matches gera este
tipo de imagem. O “query” representa a sequéncia do dsRNA, o primeiro hit (que no site é vermelho) representa o préprio
transcrito alvo. Os inimeros hits menores (tracos pretos) correspondem a diversas pequenas regides de similaridade
entre o dsRNA e transcritos ndo alvos. Se uma determinada regido do dsRNA apresentar hits com tamanho igual ou
maior que 21 nt de identidade continua, ela deve ser excluida.

O primeiro resultado (linha vermelha) corresponde ao proprio transcrito alvo, como
esperado. Cada um dos pequenos tragos pretos corresponde a hits de similaridade entre
seu dsRNA e outros transcritos ndo alvos. Resumidamente, estes hits podem apresentar, no
maximo, 20 nucleotideos continuos idénticos com outros transcritos ndo alvos. Se houver hits
com um numero igual ou maior que 21 nt continuos idénticos com outro transcrito ndo alvo
deve-se excluir esta regido. Note que hits com 24 nt idénticos em uma regido de 25 nt (24/25)
ndo apresentam identidade continua, portanto ndo sdo problemadticos. Semelhantemente,
hits como 20/21, 21/22, 23/27 ndo sdo problematicos.

E importante lembrar que hé outros fatores biolégicos mais profundos a serem
considerados como: (i) o transcrito ndo alvo é expresso no mesmo tecido e no mesmo periodo
de desenvolvimento em que o dsRNA estd sendo administrado? (ii) a similaridade é com a
fita senso ou antissenso do transcrito? Estas questdes, por sua vez, demandam anadlises e
interpretacdes mais detalhadas através de estudos moleculares e computacionais.

Observacoes Finais

Em qualquer caso (dsRNA ou siRNA) é importante lembrar que a existéncia de: (i) familias
génicas, (ii) formas alternativas de splicing e (iii) SNPs (single nucleotide polymorphisms)
em seu gene de interesse devem ser consideradas para um silenciamento adequado.

Site para o Programa Blast Especifico

1) Passo a passo:

* Digitar em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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e Clicar em BLAST
e C(Clicar em HELP
e Clicar em BLAST program selection guide
e Clicar em Program Selection Table
e Clicar em Search for short, nearly exact matches
2) Link rapido (endereco sujeito a alteragdes pelo NCBI):

e Digitar http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_
TYPE=ProgSelectionGuide#pstab

e Clicar em Search for short, nearly exact matches
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Introducao

Como em qualquer experimento, a utilizacdo da RNAi
também envolve controles positivos e negativos. Alguns destes
foram muito utilizados nos primeiros anos de desenvolvimento
da técnica e cairam em desuso, outros ainda sdo muitos uteis e
alguns sdo indispensdveis. Apresentaremos aqui os principais
controles utilizados e suas fun¢des. Discutiremos também sobre
arelevancia de se confirmar o knockdown do RNA, da proteina,
assim como o uso de técnicas adicionais para se confirmar se o
processo desencadeado foi o de RNAI.

Controles Positivos

Controle Positivo de Transfecc¢do

Este tipo de controle também conhecido como controle
marcado (labeled control) é indicado basicamente em duas
situacgoes: (i) quando se deseja verificar se o método de delivery
de duplexes (transfecgdo, eletroporacdo, imerséo, etc.) utilizado
no laboratorio estd adequado ou (ii) para avaliar a eficiéncia de
uma nova estratégia de entrega (Rinaldi et al., 2011; Tang et al.,
2012). O ideal nestas situagdes é utilizar um duplex marcado,
por exemplo, com algum composto fluorescente. Neste caso, a
marcacdo permite determinar, por microscopia de fluorescéncia,
a eficiéncia de entrega de duplex pela estratégia empregada.

H& diversas modifica¢Ses quimicas comercialmente
disponiveis para marcacdo de siRNAs, tais como: Alexa Fluor
(488, 546, 555 e 647), Cy3, Cy5, FITC além de rhodamine dyes.
A modificacdo quimica de dsRNAs longos também é possivel
por meio de kits de marcacdo tais como “Label IT® Nucleic Acid
Labeling Kit, CX-Rhodamine” (Boyle et al., 2003). Estes kits sdo
utilizados apés a producdo do dsRNA via transcri¢do in vitro.
Transgenes e moléculas clonadas em vetores ndo podem ser
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marcados. Nota: verifique se sua célula ou organismo modelo apresentam autofluorescéncia
antes de escolher o fluordéforo.

Controle Positivo de Silenciamento

A via de PTGS (consequentemente a aplicabilidade da RNAI) est4 presente em uma
vasta gama de espécies, mas hé excecdes: (i) espécies do dominio Archaea, (ii) espécies
do dominio Bactéria e (iii) um reduzido numero de espécies eucaridticas (S. cerevisiae,
Leishmania major, Trypanosoma cruzi entre outros). Adicionalmente, o mecanismo de PTGS
ndo necessariamente estd ativo em todos os tecidos durante todas as fases de desenvolvimento
de um organismo eucarioto.

Portanto, quando se deseja realizar os primeiros experimentos de RNAi em (i) uma
determinada espécie eucaridtica ou (ii) um tipo celular especifico, para os quais a existéncia
do mecanismo de RNAi néo foi demonstrada anteriormente, o ideal é realizar um ensaio-
piloto com um controle positivo de silenciamento.

No caso de uma espécie eucaridtica para a qual ndo ha registros na literatura de
experimentos de RNAi até entdo, uma das possibilidades é a cotransfec¢do de um plasmideo
expressando GFP (ou luciferase) juntamente com um siRNA contra este gene (McCaffrey et al.,
2002; Rinaldi et al., 2011). Espécimes submetidos a este processo ndo devem apresentar sinais
de fluorescéncia, ao passo que espécimes transfectados apenas com o plasmideo GFP, sim.

No caso de testes em um tipo celular especifico, para o qual ndo ha trabalhos
demonstrando a existéncia de atividade da via de PTGS, geralmente utiliza-se um siRNA
contra um housekeeping gene, tal como GAPDH, cuja expressdo é constitutiva e ubiqua
(Kishida et al., 2004). Nos cendrios citados, os siRNAs contra GFP / GAPDH sé&o, portanto,
controles positivos de silenciamento.

E muito comum o relato de pesquisadores sobre dificuldades em desencadear RNAi
em seu modelo especifico de interesse. O controle positivo de silenciamento é muito util para
estas situacoes pois, além de evidenciar (indiretamente) que a estratégia de administracdo
do duplex estd funcionando, ele evidencia que a via de silenciamento génico esta presente
na sua espécie/tipo celular/fase especifica do desenvolvimento estudado.

Controles Negativos

Controle Irrelevante

Existem processos bioldgicos que sdo “independentes de sequéncia” (sequence-independent),
como a ativacdo da resposta interferon por dsRNAs. Ou seja, qualquer dsRNA ativa a resposta,
independentemente de sua sequéncia nucleotidica. Uma das primeiras perguntas sobre o
processo de RNAI € se ele era ou ndo dependente de sequéncia.

De fato, um duplex contra o gene cdh-1 é capaz de silenciar o transcrito alvo cdh-1,
mas ndo o transcrito cdc-20. Semelhantemente, um duplex contra cdc-20 promove apenas
o silenciamento do transcrito cdc-20, mas ndo de cdh-1 (Brummelkamp et al., 2002). Dados
como este evidenciam claramente um processo dependente de sequéncia.

Com o crescente uso da RNAI, foi proposto um controle “universal” para evidenciar o
aspecto de sequéncia-especificidade, denominado irrelevant ou nonspecific control. O dsSRNA
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contra GFP (Green Fluorescent Protein, gene codificado pela 4gua-viva) foi sugerido como este
controle irrelevante “universal” (Elbashir et al., 2002), ja que ele ndo apresenta similaridade
com transcritos da maioria das espécies estudadas. Portanto, o dSRNA experimental deveria
silenciar o gene alvo, ao passo que o dsRNA irrelevante néo, evidenciando assim a especificidade.

Com o tempo, o controle irrelevante ganhou uma segunda fungdo: avaliar a existéncia
de eventuais efeitos inespecificos mediados por dsSRNAs. Quando se introduz um dsRNA, a
expectativa é que ele simplesmente promova a clivagem do gene alvo, sem afetar nada mais
no organismo. Contudo, isso pode néo ser verdade. Por exemplo, se 0 dSRNA experimental
for administrado com uma massa excessiva, a maquinaria celular de processamento de
dsRNAs pode ser afetada, levando inclusive a altera¢gdes na maturacdo de miRNAs enddgenos
(Grimm et al., 2006; Khan et al., 2009). Adicionalmente, a simples presenca do dsRNA pode
ativar resposta interferon (Bridge et al., 2003; Hornung et al., 2005; Poeck et al., 2008), levar a
alteracOes na expressdo génica (Persengiev et al., 2004), promover modifica¢des fenotipicas
ou até mesmo a morte celular.

Portanto, é importante distinguir os efeitos que sdo derivados do silenciamento do gene
alvo daqueles promovidos simplesmente pela presenga de um RNA de dupla fita qualquer. O
controle irrelevante cumpre exatamente esta funcéo. Ao se introduzir um “dsRNA qualquer”
(por isto o nome irrelevante), nenhuma alteracdo génica, bioquimica, celular, fenotipica ou
de viabilidade deveria ocorrer. Consequentemente, toda e qualquer alteracdo que surgisse
apos a introducgdo do “dsRNA experimental” seria derivada do silenciamento do gene alvo.
Por estes motivos, o controle irrelevante é inquestionavelmente o controle mais importante
em experimentos de RNAi, sendo indispensavel.

O controle irrelevante deve ser de mesma natureza e tamanho do dsRNA experimental.
Por exemplo, se o experimento envolver um dsRNA de 500 pb contra o gene “GHW-3”,
idealmente deve-se usar um dsRNA de ~500 pb contra GFP, na mesma concentracao final e
tampado. Contudo, pequenas diferencas entre os tamanhos do dsRNA experimental e o dSRNA
irrelevante sdo aceitaveis e comuns na literatura (Fire et al., 1998).

Apesar de GFP ser a sequéncia mais utilizada, o principio do controle irrelevante é
utilizar um dsRNA incapaz de se parear com alvos no transcriptoma em estudo, portanto,
ndo deve haver clivagem de RNAs. Neste sentido, € muito comum encontrarmos outros
exemplos de controles irrelevantes tais como luciferase e até mesmo sequéncias de introns
(Fire et al., 1998) ou de virus (Pereira et al., 2008). O principio é o mesmo: o dsRNA néo
deve ter similaridade com nada no transcriptoma da espécie em estudo. Embora alguns
trabalhos utilizem sequéncias de promotores (Fire et al., 1998), elas ndo sdo recomendadas
pois podem desencadear silenciamento génico transcricional.

Portanto, um dsRNA contra GFP (comumente denominado dsGFP) ndo serve como
controle irrelevante em estudos com dgua-viva (organismo que apresenta o gene GFP em
seu genoma), assim como um dsRNA contra um virus nédo serve como controle irrelevante
em estudos no qual este virus estad presente.

Algumas empresas fornecem si- e ShRNAs irrelevantes, contudo ndo revelam suas
sequéncias nucleotidicas. Apesar de funcionarem como controles negativos, a ndo divulgacao
da sequéncia impede uma andlise criteriosa, comprometendo seriamente as bases da pesquisa
cientifica.
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Controle Embaralhado (Scrambled)

Alguns processos celulares sdo dependentes da porcentagem de CG (%CG) da sequéncia
envolvida, tal como a metilacdo do DNA. Portanto, sob um olhar mais criterioso, o controle
irrelevante deveria apresentar a mesma %CG que o siRNA experimental. O controle scrambled
tem esta propriedade, pois ele é gerado pelo simples embaralhamento dos nucleotideos do
siRNA experimental utilizado (Splinter et al., 2003; Rinaldi et al., 2011).

Portanto, scrambled é um controle irrelevante tecnicamente mais adequado, por
conservar a mesma composi¢do nucleotidica do siRNA experimental. Este tipo de controle
negativo era amplamente utilizado nos primeiros anos de aplica¢do da RNAi, mas tem caido
em desuso devido a duas questdes: (i) s6 é aplicavel para si- e shRNAs e (ii) ndo é universal,
i.e., cada siRNA experimental exige um scrambled correspondente.

Controle Invertido (ou Reverso)

Outro controle muito comum nos primeiros anos da técnica foi o controle invertido
(também conhecido como reverso), constituido pela mesma sequéncia do duplex experimental,
porém na orientacgdo inversa (3’-5’) (Elbashir et al., 2001, McCaffrey et al., 2002; Paul et al., 2002).
Portanto, assim como scrambled, ele corresponde a um tipo de controle irrelevante, mantém
a constituicdo nucleotidica do duplex experimental e nfo € universal. Alguns pesquisadores
que trabalham com RNAi mediada por vetores ainda optam por este tipo de controle devido
a simplicidade em se gerar a construcdo invertida; porém ele é bem menos comum que o
irrelevante universal GFP.

Controle Mutado

Ainda no inicio, outro aspecto que demandava uma comprovagao exaustiva por
grupos distintos era a dependéncia de total complementaridade entre o oligo guia e o alvo
para ocorrer a clivagem. Para isto, utilizavam-se siRNAs cujas sequéncias nucleotidicas
apresentavam mutagodes na regido central do oligo guia (Brummelkamp et al., 2002), que
é critica para a clivagem do RNA alvo por slicer. Por este motivo, é comum encontrar na
literatura entre os anos de 2001 a 2005, artigos utilizando controles mutados (mutated ou
mismatch control).

Contudo, foi demonstrado que, apesar de os controles mutados ndo promoverem a
clivagem do RNA alvo, em muitos casos eles levavam a inibicdo da tradugdo, agindo assim
como um miRNA ou RNA antissenso (Saxena et al., 2003; Doench et al., 2003). Por estes
motivos, o controle mutado ndo é mais amplamente utilizado.

Outros Controles

Os controles “tampdo apenas” (buffer only), “vetor vazio” (empty vector)
(Brummelkamp et al., 2002), “construcdo vazia” (empty cassete) visam avaliar se existe ou
ndo um efeito adverso do tampao, vetor ou construcdo do transgene (e sua integragdo no
genoma) no sistema biolégico avaliado. Todos eles sdo controles comuns e uteis, mas suas (in-)
dispensabilidades variam muito, de acordo com o autor e os critérios da revista cientifica.
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O significado da expressdo “controle mock” (mock control) varia muito de acordo com
o autor do trabalho, podendo significar, por exemplo, uma amostra submetida ao tampdo
apenas ou a nenhum procedimento qualquer. Uma visdo geral da utiliza¢ido dos controles

negativos pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1. Controles Negativos de acordo com a estratégia escolhida.

vetor vazio /

Molécula construcdo Scrambled Irrelevante
vazia
dsRNA simples comumi - - dsRNA contra GFP
dsRNA clonado em comumf comumi - dsRNA contra GFP clonado
vetor* em vetor
dsRNA como transgene - > < - transgene de dsRNA contra GFP
hpRNA comumi - - hpRNA contra GFP
hpRNA clonado em comumi comumi - hpRNA contra GFP
vetor clonado em vetor
hpRNA como transgene - > < - transgene de hpRNA contra GFP
siRNA comumif - pouco usado siRNA contra GFP
atualmente
siRNA clonado em comumif comumi > < siRNA contra GFP
vetor** clonado em vetor
siRNA como transgene** - > < > < transgene de siRNA contra GFP
siRNA bifurcado comumif - > < siRNA (ndo bifurcado)
contra GFP
substrato de dicer comumi - > < substrato de dicer contra GFP
substrato de dicer comumi comumi > < substrato de dicer clonado
clonado contra GFP
substrato de dicer como - > ¢ > ¢ transgene de substrato de
transgene dicer contra GFP
esiRNAs comumi - - esiRNAs contra GFP
shRNA simples comumf - » < shRNA contra GFP
shRNA clonado em vetor comumi comumi » < shRNA contra GFP clonado
shRNA como transgene - > ¢ > ¢ transgene de shRNA contra GFP
shRNA multimérico comumif - > ¢ shRNA multimérico contra GFP
aiRNA comumif - > < aiRNA contra GFP
siRNA de 16 pb comumf - > < siRNA de 16 pb contra GFP
siRNA coesivos comumi - > < siRNAs coesivos contra GFP

* E 0 exemplo de insertos clonados no vetor 14440, usado para RNAi via alimentagdo em C. elegans.
** Este tipo de construgdo é possivel, mas ndo é amplamente utilizada.

-ndo se aplica.

f mas ndo indispensével.

» « possivel, mas ndo é comum.
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Controle Comparativo

Controle “RNA Antissenso”

Com a intencdo de confrontar as eficiéncias de silenciamento mediado pela técnica
de “RNA antissenso” e RNAI, um tipo de “controle comparativo” foi utilizado durante os
primeiros anos (Fire et al., 1998; Novina et al., 2002; Paul et al., 2002). Este “controle RNA
antissenso” era constituido unicamente pelo oligo antissenso do siRNA. Em muitos casos,
observou-se que a taxa de knockdown por RNA antissenso (~50%) é de fato bem menor
que a de RNAi (>90%). Este controle tem simplesmente um carater comparativo, sendo
totalmente dispensdvel.

Controles para Especificidade

Analises com dois ou trés siRNAs distintos contra o mesmo gene alvo foram sugeridas
ja nos primeiros protocolos (Elbashir et al., 2002), sendo uma pratica comum em alguns
trabalhos; em conjunto eles sdo chamados “controles de especificidade”.

Considere a situacdo hipotética a seguir: um duplex denominado siRNA-1 dirigido
contra o gene alvo windsor promove um grupo de alteragdes fenotipicas, denominadas “a”,
“p” e “c”. Em um segundo experimento independente, a administragdo de um siRNA-2 contra
0 mesmo gene alvo promove as alteracdes “a” e “c”. Um terceiro ensaio, com o siRNA-3,
promove as alteragdes “c” e “d”. O siRNA-4 promove apenas a alteracdo “c”.

Ainterpretagdo bioldgica deste experimento hipotético é que o silenciamento do gene
windsor promove a alteragdo fenotipica “c” (por exemplo, proliferagdo celular acentuada),
que é a unica modificagdo comum em todos os experimentos. Os efeitos “a” e “b” gerados
pelo siRNA-1 ocorrem provavelmente porque este duplex apresenta off-targets, i.e., silencia
outros genes responsaveis pelas duas alteracées. O mesmo se aplica ao siRNA-2 (alteragédo
“a”) e siRNA-3 (alteracdo “d”). O siRNA-4 seria, aparentemente, o inico duplex totalmente
especifico (sem off-targets).

A existéncia destes off-targets pode ser devida a um pareamento perfeito (ou imperfeito)
do siRNA com outros genes indesejados. Portanto, os controles de especificidade sdo todos
aqueles siRNAs direcionados contra o mesmo gene alvo, porém contra regides distintas do
mRNA e utilizados em experimentos separados. Apesar de eventualmente promovem efeitos
distintos, a alteracdo comum a todos eles é resultado do knockdown do gene em estudo.

Confirmacao Molecular do Silenciamento

E muito comum pesquisadores assumirem que a confirmacdo do knockdown da
proteina é suficiente para seus estudos com RNAI, julgando a andlise do RNA totalmente
desnecessaria. O pensamento inverso também é frequente.

E possivel que, acidentalmente, o siRNA apresente complementaridade imperfeita com
o0 alvo. Neste caso, ndo haveria knockdown do RNA (pois ndo hd clivagem), mas possivelmente
sim da proteina (por inibi¢do da tradugdo). Alternativamente, é possivel que o siRNA promova
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a clivagem do RNA alvo, mas que a proteina permaneca com niveis inalterados devido a
vida-média excepcionalmente longa (Savas et al., 2012).

E inquestionével que alteracdes fenotipicas surgirdo apenas se houver o knockdown
da proteina. Contudo, a andlise de RNA ird evidenciar se este efeito foi promovido por RNAi
(clivagem) ou por efeito de miRNA/RNA antissenso (inibi¢do da traducéo).

Anadlise do RNA

Tendo em vista que siRNAs exdgenos ou enddgenos tém como alvo as moléculas de
mRNA do gene de interesse, o monitoramento dos niveis intracelulares do mRNA representa
uma medida da poténcia e da eficiéncia do silenciamento induzido por essas moléculas. Para
tal, o método mais simples e extremamente sensivel compreende a sintese das moléculas de
cDNA a partir do RNA total da célula pela reacdo da transcriptase reversa (RT), seguida da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), sendo possivel quantificar os niveis
de expressdo do gene alvo em funcdo do tempo, apds a entrega do duplex de RNA. Uma
sugestdo comum por pesquisadores da drea é que os primers sejam desenhados flanqueando
o sitio de clivagem. Esta proposta se deve ao fato de que, raramente, ap6s a clivagem por
slicer, um dos fragmentos resultantes (3’ou 5’) pode permanecer estdvel na célula. Caso o
par de primers esteja posicionado dentro do fragmento estavel, os dados da RT-PCR seréo
comprometidos.

Apesar de mais trabalhosas, northern blot e o ensaio de protecédo a ribonuclease (RPA-
Ribonuclease Protection Assay) também representam poderosas estratégias para validacdo
do knockdown génico induzido por RNAI. Por sua vez, a tecnologia de microarranjos pode
evidenciar, adicionalmente, efeitos inespecificos globais.

De um modo geral, a andlise do RNA é conduzida dentro de um intervalo de 24 a 96
horas apds a transfeccdo/transdugdo; um experimento ideal revela quedas dos niveis do
mRNA alvo entre 70% e 95%.

Anadlise da Proteina

E imprescindivel salientar que uma redugéo nos niveis do mRNA alvo néo implica
uma reducdo imediata nos niveis proteicos em questdo. O processo de RNAi apenas impede
indiretamente a sintese novas proteinas codificadas pelo ao gene alvo. Ou seja, as proteinas
do gene alvo pré-existentes na célula continuam a exercer sua fung¢éo bioldgica até que
naturalmente sejam degradadas. A implicacgdo direta de tal observacéo é que o silenciamento
via RNAi de uma proteina de vida-média longa (48 h a 72 h) requer uma janela de tempo
maior para um silenciamento efetivo, de modo que uma diminuicédo ou total deple¢do dos
niveis da proteina alvo possam ser alcancadas somente 96 h ou 120 h pés-transfeccao/
transdugdo. Assim, a eficiéncia do silenciamento deve também ser avaliada através da medicdo
dos niveis da proteina alvo por meio de ensaios diretos baseados na imunodetecgdo por
western blot, citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia, bem como por ensaios
indiretos como medida da atividade enzimdtica - metodologia essa aplicdvel no caso de
proteinas com atividade catalitica. Entretanto, vale mencionar que uma pequena reduc¢ao
nos niveis proteicos ndo implica necessariamente em alterac¢des fenotipicas. Um exemplo
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disto sdo os genes haplo-suficientes, i.e., aqueles para os quais a presenca de apenas metade
da quantidade normal de proteina funcional é suficiente para que processo bioldgico ocorra
normalmente. Para estes genes, silenciamentos que resultem em niveis de proteinas entre
50 e 99% ndo promoveriam alteragdes fenotipicas.

Anadlise do Mecanismo de Silenciamento

Frequentemente, ao se utilizar um siRNA e observar o knockdown (do RNA ou proteina),
assume-se automatica e equivocadamente que o processo foi necessariamente mediado por
RNAI (clivagem).

Contudo, existem diversas formas pelas quais um gene pode ser silenciado por duplexes
de RNA: transcricionalmente (metilacdo do DNA) (Morris et al., 2004); pds-transcricionalmente
(clivagem endonucleolitica por slicer) (Liu et al., 2004; Song et al, 2004); por inibicdo da
traducdo (Doench et al., 2003; Brodersen et al., 2008); por decapping e/ou deadenylation
(Wu et al., 2006; Mathonnet et al., 2007; Eulalio et al., 2009; Djuranovic et al., 2012).

Quando a inten¢do do pesquisador é simplesmente silenciar o gene, independente
do mecanismo, basta a administracdo do duplex de RNA seguida da andlise da proteina.
Contudo, 0o mecanismo exato pelo qual o silenciamento foi promovido permaneceria oculto e
isto pode ser problematico, dependendo de sua pergunta bioldgica ou, até mesmo, da revista
a qual se pretende submeter os resultados.

Como discutido anteriormente, a comprovac¢do do knockdown do RNA alvo corrobora a
interpretacdo de que o mecanismo foi de RNAI, porém ndo comprova de maneira inequivoca.
A queda no nivel do RNA pode ter sido devida ao processo de metilacdo do DNA mediado
por RNA (RMDM), um tipo de silenciamento transcricional.

Uma das diferencas entre a RNAi e a RMDM € que na primeira hé clivagem do RNA
alvo, ao passo que na segunda ocorre metilacdo do DNA correspondente a sequéncia alvo.
Portanto, o uso de técnicas adicionais como (i) PARE (German et al., 2009; Zheng et al., 2012;
Folkes et al., 2012) ou “5’-RLM-RACE - PCR” (Davis et al., 2010), que identificam o sitio de
clivagem por slicer e (ii) aquelas para analise de metilacdo do DNA podem determinar, de
maneira inequivoca, qual foi o processo envolvido.

Alguns pesquisadores conduzem também um northern blot avaliando o acimulo de
siRNAs, quando o processo é desencadeado por sh- e dsRNAs (Brummelkamp et al., 2002;
Carmell et al., 2003). Esta andalise serve apenas para demonstrar que o processamento por
dicer esta ativo, mas néo evidencia qual mecanismo de silenciamento (transcricional ou
pos-transcricional) é responsavel pelo knockdown.

A exigéncia destas andlises detalhadas tem sido negligenciada pelas revistas cientificas e
pelos pesquisadores de uma maneira geral. Apenas eventualmente, em artigos que reivindicam
verdadeiros breakthroughs, é que se vé tal nivel de exigéncia. Um caso recente, claro e bem
representativo desta questdo refere-se aos primeiros usos da RNAi na terapéutica em humanos.
Esta aplicacdo pioneira na clinica médica era algo esperado com grande expectativa desde
os primordios da técnica, em 1998.
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Em 2007, um grupo aleméao publicou o primeiro relato da aplicacdo da RNAi em
pacientes humanos (leucemia mieloide). Contudo, eles avaliaram apenas o knockdown do
gene e o efeito terapéutico, sem comprovar molecularmente que o processo fora promovido
por RNAi (Koldehoff et al., 2007). Consequentemente, este artigo que tinha o potencial para
ser publicado em uma revista de altissimo impacto e representar um verdadeiro marco na
histéria da medicina caiu na obscuridade, permanecendo virtualmente desconhecido (28
citacoes em seis anos). Em 2008, um segundo grupo publicou seus dados sobre a aplicagdo
de siRNAs no controle de blinding choroidal neovascularization. Apesar de obterem um
efeito terapéutico favoravel, apds uma série mais profunda de andlises moleculares eles
verificaram que o mecanismo néo foi baseado em RNAI. De qualquer maneira, os resultados
clinicos e a investigacao dos processos moleculares envolvidos lhes renderam um artigo na
Nature (Kleinman et al., 2008) (431 cita¢des em 5 anos).

Alguns outros trabalhos foram publicados em seguida (Kleinman et al., 2008;
Koldehoff e ElImaagacli, 2009; Leachman et al., 2010), porém foi um grupo do CalTech - MIT - UCLA
o primeiro a comprovar molecularmente o processo de RNAi durante uma aplicacdo terapéutica
em humanos (Davis et al., 2010). O trabalho deste grupo alcancou a condigdo de “marco”
na histéria da medicina por um motivo simples: os autores entenderam que era de suma
importancia, nesta situagédo especial, demonstrar molecularmente que o processo era de
Interferéncia por RNA. O resultado foi uma publicagdo na prestigiosa revista Nature, com
522 citagdes em apenas de 3 anos.

Conclusao

O campo da RNAIi possui diversos controles: positivos, negativos, comparativos e
de especificidade. Os positivos sdo muito uteis para ensaios iniciais em novos modelos.
Apenas um tipo de controle negativo é inquestionavelmente essencial: o irrelevante, sendo
este geralmente derivado de GFP. Os controles “tampdo apenas” e “vetor vazio” também
sdo comumente utilizados.

Havendo a disponibilidade de anticorpos (ou kits para ensaios enzimaticos), a
confirmacdo de knockdown da proteina torna-se imprescindivel. Ensaios moleculares de
RNA sdo uteis para demonstrar a reducdo do nivel do transcrito alvo, fortalecendo assim a
interpretacdo de que se trata de RNAi (clivagem) e ndo de efeito de miRNA ou RNA antissenso
(inibigdo da traducao).

Contudo, a comprovagdo inequivoca de que knockdown foi produzido por meio do
processo de RNAi exige analises adicionais, como a acumulagdo de siRNAs e a demonstragao
do sitio de clivagem. Esta comprovacdo molecular complementar é comum em pesquisas
com plantas e enriquece muito o trabalho; entretanto, de maneira geral, ela ndo é exigida
pela maioria das revistas, apenas em casos excepcionais. Uma compilagédo geral de todos
os controles e técnicas moleculares estd disponivel na Tabela 2.
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Tabela 2. Tipos gerais de controles, técnicas moleculares e suas funcdes.

controles / status

P tipo funcao
técnicas p atual ¢
controles irrelevante essencial demonstrar que o processo € dependente de
negativos sequéncia;
evidenciar se hd alterac¢des inespecificas
desencadeadas pelo duplex de RNA
scrambled pouco demonstrar que o processo é dependente de
A . . o .
invertido usado sequéncia; excluir efeitos adversos da % CG;
(= reverso) evidenciar se ha alteragdes inespecificas
desencadeadas pelo duplex de RNA
mutado abolido demonstrar que o processo é dependente de
100% de complementaridade
“vetor vazio” comumi avaliar eventuais efeitos adversos do vetor
“construcdo vazia” comumi avaliar eventuais efeitos adversos da construcdo
e do evento de integracdo no genoma
“tampao apenas” comumif avaliar eventuais efeitos adversos do tampao
controles marcado util demonstrar que a estratégia de introducao dos
positivos siRNAs estd adequada
positivo para utili idem ao “controle marcado” além de
silenciamento demonstrar que a via esta ativa no sistema
bioldgico avaliado
controle RNA antissenso fora de uso demonstrar que a técnica de RNAi é mais
comparativo eficiente que a técnica de “RNA antissenso”

controles de dois ou trés siRNAs  utilf
especificidade contra o mesmo

evidenciar quais modificacoes fenotipicas
resultam especificamente do knockdown do gene

gene alvo alvo e quais sdo devidas a efeitos de off-targeting
andlise RT-PCR/ essencial*  confirmar o knockdown do RNA
molecular de  northern blot
RNA microarray util evidenciar possiveis efeitos inespecificos em
nivel global
PARE utilf determinar o sitio de clivagem do RNA alvo /
confirmar que o processo foi mediado por RNAi
5" RACE RML PCR utilf determinar o sitio de clivagem do RNA alvo /
confirmar que o processo foi mediado por RNAi
northern blot utilf confirmar o processamento de dsSRNAs em siRNAs
para siRNAs
analise western blot [ Elisa  essencial* confirmar o knockdown da proteina
molec’ular de andlise bioquimica utilf confirmar que o knockdown promove uma
proteinas

alteragdo sensivel**

f mas ndo indispensével.

* conceitualmente ambos sdo essenciais. Contudo, é comum observar artigos que apresentam, por diversos motivos,

apenas umas das técnicas.

** em muitos casos, 0 knockdown da proteina ndo implica necessariamente reducéo da atividade bioquimica correspondente.
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O Mecanismo de RNAi: Novas
Perspectivas para a Ciéncia

Com a descoberta dos mecanismos de RNA de interferéncia
(RNAIi) no verme nematoide Caenorhabditis elegans (Fire et al.,
1998), logo ficou claro que estes eram conservados, sendo
também encontrados em plantas e insetos (inicialmente em
drosoéfila). Surgiu imediatamente a questdo sobre a ocorréncia
de mecanismos similares também em células de mamiferos e
principalmente humanas. O interesse por essa possibilidade
era muito grande por duas razdes basicas: o silenciamento de
genes expressos em células de mamiferos permitiria o estudo
de funcdes génicas e, eventualmente, o aparecimento de mais
uma via de controle génico, pelo préprio mecanismo de RNAi,
representaria uma nova interface para que novos medicamentos
fossem testados com metas terapéuticas. Apesar de existirem
técnicas para inativacdo génica por meio de recombinacdo
homoéloga em células de mamiferos, permitindo inclusive a
obtencdo de camundongos nocaute, do inglés knock out, (Capecchi
2005), estas sdo tecnicamente sofisticadas e de dificil realizacéo,
o que estimulou a busca de metodologias alternativas como a
do silenciamento génico por moléculas de RNA de dupla fita.

Os dados iniciais, reportados em varios congressos,
foram muito decepcionantes. Basicamente, os resultados eram
negativos, sugerindo que esses mecanismos ndo existiriam em
células de mamiferos. Além disso, a introducdo de moléculas
grandes de RNA de dupla fita nessas células induz respostas
imunoldgicas (descritas ao longo desse capitulo) que reduzem
inespecificamente a expressdo genética da célula como um todo.
S6 trés anos apos a publicagdo do trabalho com C. elegans, o
grupo alemado liderado por Thomas Tuschl demonstrou que o
silenciamento especifico de genes era possivel em células de
mamiferos (Elbashir et al., 2001). Para isso, os pesquisadores
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transfectaram duplexes de RNA com 21 e 22 pares de nucleotideos (pb) em células humanas,
promovendo a supressdo especifica dos genes alvos. Os dados também mostraram que
duplexes maiores que 30 pb ativam o sistema imune, explicando os problemas relatados
anteriormente, e demonstrando a viabilidade de se empregar moléculas de siRNA (small
interfering RNA) exdgenas como “promessa para andlise de fun¢do génica em cultura de
células humanas e desenvolvimento de terapias gene-especificas” (Elbashir et al., 2001).

A partir dessa publicagdo, se seguiu uma verdadeira euforia de trabalhos que
confirmaram que a maquinaria de RNAi em células de mamiferos é bastante eficiente e
que seu uso em cultura celular, ou mesmo diretamente em animais (in vivo), tem um enorme
potencial, seja em ciéncia basica como aplicada, sobretudo em processos potencialmente
terapéuticos. Hoje em dia, o uso da tecnologia de RNAi em cultura celular para se estudar
funcdo génica é comum, e, dificilmente, um bom artigo cientifico pode dispensar esse tipo
de abordagem. Curiosamente, como a tecnologia resulta em uma reducéo grande, mas ndo
total, da expressdo do gene alvo, é comum a denominagao de knock down (para distinguir de
knock out) para estudos de silenciamento génico por RNAi. Quanto ao seu uso diretamente
em animais com finalidade terapéutica, o nimero de citacdes é simplesmente surpreendente.
Apesar do curto tempo desde o trabalho do grupo de Tuschl, uma simples busca no site da
PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) dos termos “siRNA in vivo therapy” gerou,
em inicio de 2012, mais de 2300 referéncias, das quais quase 280 sdo revisdes.

Obviamente a descoberta dos mecanismos de RNAi em células de mamiferos abriu
enormes perspectivas, o que, em parte, justifica essa alta producao cientifica. No entanto,
provavelmente, muito pouco teria sido possivel sem o desenvolvimento das tecnologias de
introducdo de material genético nas células e in vivo. De fato, desde 1968 essas tecnologias tém
sido aplicadas e, a partir da década de 80, ganharam grande interesse pelas possibilidades de
aplicacdo em terapia génica. Varios métodos de introducéo de acidos nucleicos nas células foram
aperfeicoados e, hoje, o emprego de RNAi constitui apenas uma nova forma de abordagem,
que permite a intervencao especifica na expressao de genes celulares. Vetores derivados de
virus (sendo os principais os retrovirus, adenovirus e virus adenoassociados) utilizam a alta
eficiéncia destes para levar o material genético de interesse até o nucleo celular (Menck e
Ventura 2007). Por outro lado, processos ndo virais tém ganhado importancia, possibilitando
aintroducdo de material genético tanto em culturas celulares como in vivo. Esses processos
em geral empregam carreadores lipidicos ou polimeros, ambos preferencialmente catiénicos,
que formam complexos com as moléculas de acidos nucleicos, facilitando a entrada destes
no interior da célula.

No caso do uso dessas metodologias para silenciamento génico por RNAi, duas
abordagens bastante distintas sdo empregadas (Figura 1). Pode se desenvolver vetores
plasmidiais (derivados oundo de virus), que contém sequéncias palindromicas correspondentes
as porcdes do gene alvo que, se expressas nas células, podem gerar moléculas de RNA de
dupla fita em forma de um pequeno grampo, sendo denominadas shRNA (short hairpin
RNA). Alternativamente, duplexes de RNA podem ser sintetizados quimicamente e, por
métodos ndo virais, sdo introduzidos nas células. Essas moléculas sdo, portanto, exégenas
as células e sdo chamadas de siRNA (small interfering RNA). Nos dois casos, os duplexes
de RNA (shRNA e siRNA) sdo processados pela maquinaria de RNAi no interior da célula,
promovendo o silenciamento do gene alvo. E importante lembrar que, em qualquer dessas
situacOes, a molécula de RNA gerada ndo deve ter mais do que 30 pb, pelo risco de inducéo
de respostas inespecificas.
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Figura 1. Principais estratégias de silenciamento génico via RNAi em células in vitro. Em (A), duplexes de siRNA
exdgenos complexados a compostos catidnicos sdo internalizados e, a seguir, incorporados no complexo RISC, no qual
promovem a degradacdo do RNAm alvo. Em (B), o transgene codificador da molécula de shRNA é inserido na célula por
vetores plasmidiais derivados ou ndo de virus. O transgene € transcrito no nucleo e o ShRNA é entdo processado pela
madquinaria celular de RNAI até originar um siRNA.

Neste capitulo, pretendemos abordar as principais estratégias para o uso dessas
ferramentas em células de mamiferos em cultura. Discutiremos os principais sistemas que
tém sido empregados para introducédo de vetores genéticos (DNA cujo transcrito constitui um
shRNA) ou duplexes de RNA nas culturas celulares, comparando as eficiéncias, ilustrando
com possiveis aplicacdes experimentais. Varios desses sistemas ja sdo comercializados, e
vérias companhias oferecem diversas sequéncias especificas (siRNA ou shRNA) para, em
principio, silenciar qualquer gene humano alvo (algumas também oferecem o mesmo para
genes de camundongos), o que facilita bastante a realizacdo desses experimentos. No entanto,
chama a atencdo o fato de que as sequéncias dos duplexes de RNA a serem empregados para
amaior parte dos genes alvos ainda é apenas teorica (obtida a partir de algoritmos proprios),
de modo que a validagdo destas €é normalmente necessaria. Em geral, as empresas garantem
sucesso (silenciamento de pelo menos 70% da expressdo do gene) para dois de cada trés
duplexes, mas nossa experiéncia tem demonstrado que isso ndo € tdo simples assim e pode
haver necessidade de teste para um numero bem maior de sequéncias.

shRNA: Simulando os MicroRNAs Endégenos

O silenciamento génico via RNAi pode ser induzido pela introduc¢do de vetores
plasmidiais, derivados ou ndo de virus, que contém um transgene de sequéncia palindrémica,
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cujo transcrito consiste numa molécula de RNA na forma de grampo (shRNA). A estrutura
secunddria dessa molécula apresenta uma regido de dupla fita com 19 a 29 pb e uma
pequena alga (loop) com 4 a 10 nucleotideos (Figura 2), simulando um miRNA enddégeno.
Consequentemente, a introducédo desses vetores na célula promove a transcricdo desse shRNA,
o qual é processado em um siRNA maduro pela maquinaria celular de RNA], resultando no
silenciamento do gene alvo.

Promotor

U6 (POI IH) Plasmidio
H1 (Pol II)
CMV (Pol IT)
SshRNA (DNA)
¥
Promotor Terminador
Senso Loop Antisenso
4

RNA polimerase (II ou III)
shRNA transcrito

—_—

Figura 2. Construcéo de vetor de expressao e estrutura secundaria da molécula de shRNA. O transgene codificador
da molécula de shRNA é composto por uma sequéncia palindrémica (19 nt senso; 19 nt antissenso) intercalada por uma
sequéncia responsavel pela formacdo de uma alga (loop — 5 a 9 nt) na estrutura secundédria do transcrito (forma de
grampo). Esse transgene é entdo clonado em um plasmideo sob o controle de promotores especificos da RNA polimerase
I oulll, o qual é transfectado ou transduzido na célula alvo para induzir o silenciamento génico especifico. As moléculas
de RNA estdo representadas na cor azul, enquanto as moléculas de DNA estdo representadas na cor vermelha.

Para a construcdo desses vetores, a sequéncia de DNA responsavel que codifica o ShRNA
é geralmente clonada sob controle de promotores génicos fortes para transcrigdo pela RNA
polimerase III, como os promotores H1 humano ou U6 de camundongo (Brummelkamp et al.,
2002; Sui et al., 2002). A RNA polimerase III esta envolvida principalmente com a transcri¢do
de pequenos RNAs, como os RNAs transportadores (tRNA) e os pequenos RNAs nucleares
(small nuclear RNAs - sSnRNA). Os niveis de expressdo dos genes transcritos por ela chegam a
ser trés ordens de magnitude maiores, comparados aos genes transcritos pela RNA polimerase
II. A utilizacdo da RNA polimerase Il na transcricdo de shRNAs acarreta alteracdes adicionais
no transcrito como a poliadenilacdo, podendo modificar a estrutura secunddaria desejada e
diminuindo assim o reconhecimento dessas sequéncias pela maquinaria de silenciamento
(Paddison et al., 2002). Contudo os miRNAs enddgenos sdo transcritos pela RNA polimerase
II, formando uma sequéncia precursora grande com sinais tipicos de um RNA mensageiro
(RNAm), como a poliadenilagdo e o “cap” de 7-metilguanosina (Lee et al., 2004). Isso é possivel
devido a presenca de sinais especificos nos genes de miRNA responsaveis pelo processamento
adequado do RNAm, fazendo com que os miRNAs possam ser clivados até a forma madura.
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Tal estratégia também pode ser utilizada para a expressdo de shRNAs como parte de um
transcrito mais complexo, em que o arcabouco de um miRNA ¢ utilizado e a dupla fita
original é substituida por uma sequéncia especifica para o gene alvo que se deseja silenciar
(Zhou et al., 2005; Xia et al., 2006).

Em contrapartida, construgdes utilizando promotores de RNA polimerase III sdo
mais simples, normalmente proporcionando, como mencionado, altos niveis de expresséo
do shRNA e um silenciamento eficaz. A limitacdo dessa estratégia encontra-se no fato de
os promotores para RNA polimerase III ndo apresentarem especificidade tecidual, além
de apresentarem maior chance de induzir respostas ndo especificas como o silenciamento
de genes ndo desejados, ativacdo de vias celulares da resposta imune inata e até mesmo
toxicidade celular, devido aos seus altos niveis de expressdo génica (Bridge et al., 2003;
Jackson et al., 2003). Em alguns casos, as construcdes utilizando promotores para a RNA
polimerase II podem ser mais vantajosas, ja que existem promotores que so sdo ativados
em tecidos especificos. Além disso, o controle pela RNA polimerase II apresenta condi¢oes
mais fisiolégicas de expressao, visto que a grande maioria dos miRNAs sdo expressos pela
RNA polimerase II. De fato, a clonagem de shRNAs sob o controle de promotores da RNA
polimerase II tem sido utilizada com sucesso para a cria¢do de animais transgénicos (Xia et al.,
2006), enquanto construgdes controladas pela RNA polimerase III podem ser toxicas, devido
a competicdo com os miRNAs enddgenos pela maquinaria de processamento, causando a
morte da célula (Grimm et al., 2006).

Aintroducdo de shRNA no meio intracelular pode ser feita pela transfeccdo de plasmideos
de DNA via eletroporagdo, por meio de carreadores quimicos (cujas particularidades serdo
abordadas em maiores detalhes ao longo do capitulo) ou por meio de carreadores virais que
serdo discutidos adiante. Entre as desvantagens de sistemas ndo virais, estd a condi¢do transiente
da expressdo, ja que eventos de integragdo espontanea sdo raros. Algumas estratégias foram
desenvolvidas para aprimorar a utilizacio de sistemas néo virais na geragao de transfecgdes
estaveis, como a utilizacdo de elementos genéticos derivados do virus Epstein Bar (EBV) e
do elemento transponivel “sleeping beauty” (SB). Os vetores de expressdo baseados no virus
EBV geralmente utilizam o gene antigeno nuclear 1 de EBV (nuclear antigen 1, EBNA1) e a
sequéncia oriP, que foram originalmente descritos como elementos de suporte a replicacdo do
genoma do EBV. Essa estratégia baseia-se na capacidade da proteina EBNA1 de se associar a
sequéncias oriP, recrutando fatores celulares para realizar a duplicagdo do DNA e mantendo
os vetores nas células transfectadas como DNAS circulares extracromossdmicos replicativos
(Conese et al., 2004). Além disso, demonstrou-se que a proteina EBNA1 é capaz de facilitar
o trafego de plasmideos contendo a sequéncia oriP para o nucleo, amplificando a entrega
do vetor de expressdo no nucleo (Fischer et al., 1997).

Apesar da manutencdo epissomal dos plasmideos baseados em EBV, a integracdo
cromossdmica ainda é a melhor estratégia quando se deseja realizar uma transformacéo
permanente, como no estabelecimento de camundongos transgénicos. Nesse caso, é possivel
utilizar vetores baseados em transposons de DNA. Essa estratégia foi inicialmente desenvolvida
em animais invertebrados, visto que ndo havia um sistema similar para vertebrados. Apesar
de ser possivel utilizar um transposon exdgeno em organismos vertebrados, resultados
mais eficientes foram obtidos por meio da utiliza¢do de um transposon da familia Tc1/
mariner, encontrado “adormecido” no genoma de um peixe (Ivics et al., 1997). A partir desse
elemento, Ivics e colegas (1997) construiram o transposon sintético conhecido como “sleeping
beauty”, capaz de inserir no genoma de peixes, camundongos e humanos qualquer sequéncia
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flanqueada por duas repeticoes invertidas de sequéncia especifica. Os vetores baseados em
EBV e no transposon SB tém sido utilizados com sucesso na expressdo de ShRNAs em células
de mamiferos (Biard et al., 2005; Ren et al., 2006; Tamhane e Akkina 2008).

Por outro lado, a utilizagdo de vetores baseados em transposons leva a integragdo
aleatoria dos shRNAs no genoma, ou seja, ndo € possivel controlar olocal em que a construcéo
serd inserida e nem mesmo quantas copias da construgdo serdo adicionadas ao genoma do
hospedeiro. Essas caracteristicas fazem com que as células transformadas obtidas no final
do processo possuam diferentes eficiéncias de silenciamento, de acordo com o numero de
copias integradas e com o nivel transcricional da regido em que a construgdo foi integrada.
Essas variacOes impdem uma grande limitagdo em estudos comparativos, bem como ao
estabelecimento de animais transgénicos. Uma maneira de contornar essas limitacoes é a
utilizacdo de estratégias de integracdo sitio-dirigidas, por meio da inser¢do da construcao
por eventos de recombina¢do homdloga. A utilizacéo de loci permissivos e de alta expressao,
como o gene HPRT (human hypoxanthine phosphoribosiltransferase — hipoxantina guanina
fosforibosil transferase), também garante maior sucesso na expressdo do shRNA, além de
garantir que apenas uma copia da construcdo seja inserida no genoma (Wang et al., 2007).

Independente da abordagem escolhida, métodos de selegdo se fazem necessarios
e, nesse caso, genes de resisténcia a antibiéticos sdo a primeira escolha para a selegdo
positiva das células transfectadas. Um dos antibidticos mais utilizados é a geneticina, um
aminoglicosidio similar & neomicina, capaz de bloquear a sintese proteica por meio da
interferéncia nas fung¢des ribossomais. Além disso, outras estratégias podem ser utilizadas
para a deteccdo e selecdo de células transformadas, como a utilizacdo de um gene reporter,
como GFP (Green Fluorescent Protein — proteina verde fluorescente) ou luciferase, enzima que
utiliza a luciferina como substrato para produzir luz. Essas estratégias podem ser associadas
a técnica de “cell sorting” ativado por fluorescéncia, que utiliza um citdmetro de fluxo para
separar as células que expressam o gene repdrter.

Emprego de Sistemas Virais para Transducao de shRNA

A introducdo de plasmideos em células de mamiferos como descrito anteriormente
apresenta como principal desvantagem a baixa eficiéncia de transfec¢do. Em geral, apesar
de se empregar um numero alto de moléculas de plasmideos para cada célula [cercade 1 pug
de DNA (~ 10 moléculas) por 10°-106 células], apenas de 1% a 10% das células apresentam
expressdo dos genes desse plasmideo, conforme demonstrado por experimentos com genes
reporteres como GFP. Além disso, esses dados se referem a experimentos transientes, ou de
apenas alguns dias ap6s a transfeccgdo. Se ha necessidade de uma expressdo permanente, em
geral se recorre a sistemas que selecionam células cujo plasmideo transfectado se integra
no genoma celular.

Como a frequéncia desse evento é de apenas 1 em 10° células, ha necessidade de
selecdo das células transfectadas por antibidticos ou expressdo de genes reporteres. Essa
baixa eficiéncia torna o emprego de plasmideos para a expressdo de shRNAs em células um
processo dificil, longo e trabalhoso. Nesse sentido, vetores derivados de virus aparecem como
alternativas interessantes e possibilitam a introducdo de cassetes de expressdo de ShRNA com
niveis muito elevados de eficiéncia, alcangando, em alguns casos, praticamente 100% de uma
populagdo de células alvos. De fato, os virus apresentam um sistema extremamente eficiente

Estratégias para Uso da RNAi em Células de Mamiferos in vitro

99



100

Copia gratuita - venda proibida

de introducdo de genes em células; resultado de milhdes de anos de evolugdo. Assim, vetores
derivados de virus aproveitam-se desses processos, que ja tém sido testados em experimentos
de terapia génica ha algumas décadas, demonstrando néo s¢ alta eficiéncia, como também
elevada capacidade de transducéo génica de varios tipos celulares, principalmente in vitro.
Em geral, na construcdo desses vetores, 0s genomas virais sofrem delecdo total ou parcial
de genes virais indispensaveis para a proliferacéo do virus, sendo substituidos pelo gene de
interesse. Com isso, esses vetores sdo capazes de transferir seu material genético para células
alvos, mas ndo conseguem replicar-se e continuar seu ciclo infeccioso. Para a producédo das
particulas virais, os genes deletados sdo expressos pela introducdo de outros plasmideos
(complementacdo in trans) na célula empacotadora, mas nédo sdo transmitidos com os vetores.
Estes virus geneticamente modificados sdo também chamados virus recombinantes, enquanto
o processo de transferéncia génica para o interior da célula é denominado de transdugdo,
para distinguir do termo infeccdo, que envolve necessariamente particulas virais competentes
para replicacdo. Varios tipos de vetores tém sido empregados com objetivos de expresséo
de shRNAs especificos para silenciamento de genes alvos, destacando-se os derivados dos
adenovirus e retrovirus (Wang et al., 2008).

Os adenovirus sdo virus ndo envelopados caracterizados por possuir um capsideo
proteico icosaédrico, com didmetro aproximado de 70-100 nm e genoma de DNA de dupla
fita linear com aproximadamente 35 kpb. Vetores derivados de adenovirus apresentam a
capacidade de gerar um alto titulo viral e, como consequéncia, promover a transducdo de
praticamente toda uma populagdo celular (~100% das células). Ainda, por serem relativamente
promiscuos, podem infectar diferentes tipos celulares. Basicamente, vetores adenovirais de
primeira geragdo sdo obtidos pela delecdo da regido E1 (genes E1A e E1B), que sdo importantes
para os processos iniciais de replicacdo (Douglas 2007). Dessa forma, a produgéo e propagacao
dos vetores recombinantes de primeira geracdo sdo feitas rotineiramente em linhagens
celulares que fornecem os produtos proteicos de E1 in trans, como € o caso das células
HEK293 e PER-C6.

Adenovirus recombinantes de primeira geracdo comportam um fragmento de DNA
exdgeno de até 8 kpb de extensdo, tamanho mais do que suficiente para acomodar os cassetes
de expressao shRNA, usados em protocolos de silenciamento. Existem vetores com delec¢des
maiores, que podem comportar fragmentos de DNA maiores e até apresentar algumas vantagens
para procedimentos com animais, porém, em geral, a eficiéncia destes (conhecidos como
de segunda e terceira geracdo) é inferior. Uma das caracteristicas principais dos vetores
adenovirais estad no fato de que os genomas recombinantes persistem como epissomos (ou
extracromossdmicos) no nucleo das células transduzidas. Como esses epissomos ndo replicam
e ndo integram no genoma da célula hospedeira, a expressdo génica mediada por esses
vetores é apenas transiente, mas o periodo de expressdo é normalmente suficiente para
a supressdo, pelo menos temporadria, da expressdo do RNAm do gene alvo, provocando a
reducdo do produto proteico desse gene.

Os retrovirus sdo virus esféricos envoltos por uma membrana lipidica (envelopado),
com didmetro variando em torno de 80-100 nm, cujo material genético é constituido por
duas copias idénticas de RNA de fita simples. Em seu ciclo de replicacdo, uma dessas copias
é replicada em DNA de dupla fita, pela enzima viral transcriptase reversa, e o genoma
viral é integrado aleatoriamente no genoma da célula hospedeira, onde permanece e se
mantém enquanto a célula hospedeira se multiplicar. Essa caracteristica de integracdo faz
com que os sistemas de vetores recombinantes derivados de retrovirus sejam os preferidos
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quando se deseja a obtencdo de linhagens celulares com modificacGes mais permanentes.
Os vetores retrovirais imitam a arquitetura bdsica dos virus parentais, mas, como no caso
dos vetores adenovirais, sdo deletados da maior parte dos genes virais, que sdo substituidos
pelo transgene de interesse, mantendo as regides terminais do genoma viral (LTR, long
terminal repeat — repeticdes terminais longas), necessdrias para a transcricdo reversa, e
o sinal de encapsidacdo (sequéncias Y). Os genes do retrovirus (sendo os principais: gag-
codifica proteinas do nucleocapsideo; pol - codifica a transcriptase reversa; e env — codifica as
proteinas do envelope) normalmente sdo produzidos em plasmideos ou na célula hospedeira.
Assim, o vetor contendo o transgene é normalmente transfectado em células, nas quais os
plasmideos ou a linhagem celular para empacotamento fornecem as proteinas virais Gag e
Pol necessérias a producao das particulas virais. Nessas células, o vetor de transgene produz
o RNA contendo o transgene, que é empacotado formando os virus recombinantes que sdo
usados para transducdo das células alvos (Baum et al., 2006).

Assim sendo, quando o objetivo é obter linhagens celulares que mantenham o gene
alvo silenciado por shRNA de modo permanente, 0s vetores retrovirais constituem os sistemas
preferidos. Em geral, esses virus recombinantes alcancam expressdo de 10% a 80% das
células alvos transfectadas e processos de selecdo (resisténcia a antibioticos, por exemplo)
tornam possivel a obtencdo de uma populacgédo de células na qual a maior parte tem o gene
alvo silenciado.

Vetores retrovirais derivados do género lentivirus (basicamente derivados do HIV,
“human immunodeficiency virus”) também tém sido muito empregados recentemente.
Basicamente vetores lentivirais apresentam melhor eficiéncia de transdugdo génica e,
sobretudo, permitem a transdugdo de células que nao estdo em processo de divisdo celular,
ao contrario de outros vetores retrovirais. O uso desses vetores em silenciamento génico esta
tendo grande impacto na comunidade cientifica pelo fornecimento, por algumas empresas
de bhiotecnologia, de bibliotecas que permitem a obtencdo de lentivirus recombinantes
para transducéo de shRNA, tendo como alvos a maior parte dos genes humanos. Em geral,
sdo desenhados de 4 a 6 shRNAs diferentes para cada gene, que € entdo inserido em um
plasmideo padréo que contém a estrutura base para produgdo do virus recombinante (Abbas-
Terki et al., 2002).

Silenciamento Génico por Meio de siRNAs

Outra estratégia amplamente adotada para silenciamento génico de modo especifico
consiste na introdugéo de pequenas moléculas sintéticas de RNA de dupla fita de sequéncia
complementar ao gene de interesse nas células alvos. Esses duplexes de RNA, conhecidos como
siRNAs exdgenos, sdo geralmente constituidos por 19 a 27 pb e apresentam 2 nucleotideos
livres nas extremidades 3’ e um grupo fosfato na extremidade 5’. Resumidamente, uma
vez no meio intracelular, os siRNAs de tamanho superior a 23 pb simulam os substratos
da DICER, sendo entdo processados gerando moléculas com 19 a 22 pb de comprimento.
A seguir, essas moléculas sdo incorporadas no complexo RISC, culminando na degradacéo
RNA mensageiro alvo e consequente deple¢do da proteina correspondente. Em relagdo ao
uso de duplexes menores (19 a 22 pb), eles sdo diretamente incorporados no complexo RISC,
e o fendmeno de RNAi é entdo deflagrado. Entretanto, alguns estudos recentes indicam que
a eficiéncia do silenciamento induzido por siRNAs exdgenos na célula alvo é potencializada
se sdo usados os duplexes maiores que 25 pb, quando a acdo da enzima DICER é necessaria
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para a indugdo do silenciamento por essas moléculas (Gregory et al., 2005; Kim et al., 2005;
Siolas et al., 2005).

Virtualmente, como ja mencionado, siRNAs podem ser desenhados e sintetizados para
qualquer gene humano. Algumas empresas de biotecnologia j4 dispdem até de bibliotecas de
SiRNA que englobam quase todo o genoma humano e, uma vez que a eficiéncia de knockdown
induzido por esses duplexes varia, multiplos siRNAs que alvejam o mesmo gene comumente
sdo necessarios para a obtencéo do fenétipo celular desejado. E interessante mencionar que,
além da possibilidade de se comprar esses siRNAs ja prontos para uso, é possivel também
sintetizar essas moléculas no proprio laboratério. Nesse caso, longos duplexes de RNA,
sintetizados a partir da transcrigdo dos genes alvos, sdo clivados in vitro pela DICER ou pela
RNase III, gerando assim as moléculas de siRNA, as quais foram entédo designadas esiRNA-
siRNA derivados de endoribonuclease (endoribonuclease-prepared short interfering RNAs)
(Boutros e Ahringer 2008).

Na pratica, o processo de RNAi mediado por siRNAs exdgenos em células em cultura
compreende vérias etapas como a introducdo dessas moléculas no interior das células, sua
liberagdo no citoplasma, incorporacdo no complexo RISC e consequente degradacdo da
fita do RNAm alvo. Desse modo, a eficiéncia do silenciamento induzida por siRNAs pode
ser descrita como fungdo direta (i) do uso de agentes de transfec¢do apropriados, (ii) de
caracteristicas intrinsecas da molécula de siRNA como estabilidade e especificidade, e (iii)
das propriedades bioldgicas da proteina alvo, i.e., do tempo de meia vida; varidveis essas
mais bem discutidas a seguir.

Sistemas de Entrega de siRNA: o Carreador Quimico Ideal

Todo o conhecimento gerado no passado com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, principalmente no que diz respeito ao desenvolvimento de métodos que
possibilitaram a introducgdo de transgenes em células de procariontes e eucariontes,
foi extremamente util e eficaz para o estabelecimento de protocolos de transfec¢do que
permitem a introducdo de siRNAs exdgenos ou de plasmideos para expressdo de sShRNA em
diferentes tipos celulares in vitro. Assim como o DNA, os siRNAs sdo duplexes compostos
por um esqueleto fosfodiéster de carga negativa e, consequentemente, a repulsdo entre
essas moléculas e a membrana plasmatica das células (também negativamente carregada)
dificulta a internalizacdo dos siRNAs na forma nua, sendo esse impasse contornavel com a
utilizacdo de compostos quimicos de maneira andloga aos protocolos de transfec¢do de DNA
plasmidial. E importante ressaltar, no entanto, que, apesar de esses protocolos serem muito
similares, a transfeccdo de duplexes de siRNA, por serem moléculas relativamente pequenas,
apresenta eficiéncias muito superiores aquelas obtidas para transfeccdo de plasmideos. De
um modo geral, pode se obter de 70% a 90% das células eficientemente transfectadas. Essa
alta eficiéncia é necessdria quando se pretende o silenciamento de genes em uma cultura
celular, mesmo que o efeito, nesses casos, seja transiente.

Compostos catidnicos lipidicos e polimeros sintéticos ou naturais sdo 0os compostos
quimicos mais utilizados nos protocolos de transfeccdo de siRNA, tanto in vitro como in
vivo (Yadava et al., 2007). Esses compostos formam, por meio de interacdes eletrostdticas,
complexos/nanoparticulas de superficie positivamente carregada com os siRNAs com didmetro
de cerca de 200 nm, que sdo internalizados pela célula (Bishop 1997; Oupicky et al., 2000;
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Grayson et al., 2006). Como funcdo adicional, esses complexos garantem também protecao
aos siRNAs contra a degradacdo por nucleases, fator esse relevante para obtenc¢éo de niveis
otimos de silenciamento do gene desejado.

No caso dos compostos lipidicos, o uso de lipossomos, vesiculas com interior aquoso
delimitadas por uma bicamada lipidica, ja € largamente explorado na area farmacoldgica
por ser um sistema eficiente de entrega de drogas hidrofilicas no meio intracelular. De
fato, a utilizacdo desses carreadores para transfeccdo de siRNA foi praticamente imediata:
lipossomos desenvolvidos especificamente para complexacdo com esses duplexes constituem
nanoparticulas compostas por diferentes componentes como lipideos catibnicos e/ou
fusogénicos, colesterol e polietilenoglic6is que desempenham importante papel na fuséo
desses complexos com a membrana plasmatica das células e com a aquisigdo de propriedades
farmacocinéticas adequadas, principalmente para administracdo in vivo. Quando esses
complexos sdo formados exclusivamente por lipideos catidnicos (ou lipossomos constituidos
por lipideos catiénicos), sdo designados lipoplexos que, na realidade, sdo os complexos
formados, também via interacgéo eletrostatica, pela mistura de siRNA com a maioria dos
agentes de transfec¢do comerciais como Lipofectamina 2000 e Transit-TKO (Pack et al., 2005;
De Fougerolles et al., 2007). Tanto lipossomos como lipoplexos j& sdo rotineiramente utilizados
como sistema de entrega de siRNA in vitro e in vivo; entretanto, vale mencionar que alguns
tipos celulares, principalmente células primérias de origem hematopoiética, sdo refratarias a
transfeccdo com agentes lipidicos, de modo que a utiliza¢do de compostos de outra natureza
quimica como polimeros ou ainda a transfecgdo por eletroporacdo representam alternativas
eficientes que permitem a introducgdo de siRNAs exdgenos nessas células.

Como ja mencionado, siRNAs também podem interagir eletrostaticamente com
polimeros cationicos, formando nanoparticulas estaveis. Com relacdo aos polimeros, PEI,
polietilenoimina, composto sintético de estrutura linear ou ramificada, é um dos mais
utilizados in vitro e in vivo, embora muitos grupos relatem a alta toxicidade desse composto.
Nesses casos, outro polimero positivamente carregado como poli(L-lisina) (PLL) tem sido
largamente empregado para transfeccdo de células sensiveis a PEL. Vale mencionar que
muitos pesquisadores optam pelo uso de polimeros naturais, como quitosana, por apresentar
baixa toxicidade e alta densidade de carga positiva em sua estrutura, facilitando assim a
complexacgdo com o siRNA exdgeno (Zhang et al., 2007). Além disso, alguns grupos propdem
o uso de peptideos (CPP- Cell Penetrating Peptides) como a penetratina como carreadores de
moléculas de siRNA. Esses peptideos geralmente apresentam carga positiva e sdo capazes de
atravessar a membrana plasmatica e endossomal, garantindo assim uma entrega eficiente
de acidos nucleicos no meio intracelular (Juliano 2005; De Fougerolles et al., 2007; Gary et al.,
2007; Juliano et al., 2008).

Independente da natureza quimica, esses complexos sdo facilmente obtidos em
laboratdrio como resultado da mistura entre o composto de escolha e os siRNAs, sendo entéo
adicionados ao meio de cultivo das células na presenca ou auséncia de soro fetal bovino,
dependendo do tipo celular. Contudo, alguns parametros como a relacio estequiométrica
entre o0 siRNA e o composto, além do peso molecular e do carater hidrofébico/hidrofilico deste,
juntamente com o pH e forca ibnica do meio de cultura, podem afetar a interacao eletrostatica
e, consequentemente, a estabilidade do complexo, comprometendo, assim, a eficiéncia da
transfeccdo (Cherng et al., 1999). Ainda, o efeito citotéxico da maioria desses compostos
quimicos de transfec¢do ja é conhecido ha tempos e, obviamente, podem inviabilizar seu
emprego. De fato, essa toxicidade é dependente do tipo celular em questdo e a realizacdo
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de testes de viabilidade celular em funcdo de diferentes concentragdes do composto de
transfeccdo é uma necessidade para obtencéo de experimentos bem sucedidos. Tendo em
vista tais percalcos, muitas empresas de biotecnologia comercializam uma variedade desses
compostos quimicos com condicdes de transfec¢do pré-estabelecidas por elas; entretanto, ndo
raro, algumas modificacdes nesses protocolos ainda se fazem necessdrias para a otimizagdo do
procedimento. Ainda, o uso de siRNAs conjugados a fluoréforos, como Cy3 e FAM, permitem
avaliar quantitativamente a eficiéncia da transfec¢do do composto quimico por meio de
técnicas como microscopia de fluorescéncia e/ou citometria de fluxo, facilitando assim a
otimizacao dessa etapa dos protocolos de RNAI (Figura 3).

(b)

Figura 3. Células de melanoma humano transfectadas com siRNA conjugado ao fluoréforo Cy3 e complexado
ao polimero catidnico polietilenoimina (PEI) de estrutura linear. No meio intracelular, os complexos apresentam
distribui¢do perinuclear como indicado pelas setas. Aumento de 20X. (A) Visualizacdo das células em campo claro. (B)
Localizagdo intracelular do siRNA fluorescente. (C) Sobreposicdo do campo claro e da fluorescéncia vermelha.
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Liberacao do siRNA no Citosol

Indubitavelmente, pelas razdes antes citadas, o uso de carreadores biologicamente
inertes (i.e., que ndo exibem efeito citotdxico), eficientes em formar complexos estaveis com
siRNAs e introduzir essas moléculas na maior parte da populacéo celular, é essencial para
obtencdo de um silenciamento eficaz. Por outro lado, a liberacéo dos siRNAs dos complexos de
transfecgdo no citoplasma, local de acdo dessas moléculas, é igualmente crucial para que ele
seja incorporado no complexo RISC e, consequentemente, induza o silenciamento desejado.
Essaliberacéo é decorrente do mecanismo de entrada dos complexos de transfeccao na célula.
A internalizacdo da maioria desses complexos ocorre via endocitose, mecanismo esse que
compreende distintas vias de entrada, tais como: via cldssica mediada por clatrina, via que
envolve os dominios caveolares da membrana, vias independentes de clatrina e ndo caveolares,
macropinocitose, fagocitose (quando as células transfectadas sdo fagdcitos “profissionais™)
ou pinocitose, o que depende, por sua vez, do tamanho e dos componentes estruturais
(como a presenca de um ligante especifico) do complexo de transfeccdo (Juliano et al., 2008).
Independente da via, uma vez no compartimento intracelular, os siRNAs encontram-se
nos endossomos e a liberacdo deles das vesiculas endossomais constitui a ultima etapa do
processo de entrega dessas moléculas. Entretanto, o mecanismo exato dessa liberacdo ainda
néo foi totalmente elucidado e parece depender da natureza quimica do composto utilizado
na transfeccdo. Com relacdo as nanoparticulas formadas por polimeros, sabe-se que, uma
vez nos endossomos, as enzimas e/ou o pH acido podem degradar o polimero, desfazendo
o complexo/nanoparticula. Entretanto, para evitar que a molécula de siRNA também seja
degradada, polimeros diferenciados foram desenvolvidos, dentre os quais se destacam duas
classes principais. Uma delas é representada por polimeros que apresentam em sua estrutura
proteinas fusogénicas como melitina, capazes de romper a membrana endossomal. A segunda
classe compreende os polimeros enriquecidos em grupos amina, classicamente exemplificados
pelo PEL que causam o inchaco e consequente ruptura da vesicula endossomal, devido ao que
se chama de efeito esponja de protons. Esse efeito é decorrente de um influxo de ions cloro
para o interior do endossomo, levando a um aumento na pressdo osmética e a consequente
ruptura da organela (Boussif et al., 1995; Gary et al., 2007). No caso dos compostos lipidicos,
esse mecanismo de liberacdo ainda é obscuro; entretanto, acredita-se que alteracdes na fase
estrutural dos lipideos sejam responsdveis pela desestabilizacdo da membrana endossomal
com consequente liberacdo do siRNA (Zuhorn et al., 2007).

Transitoriedade do Silenciamento Induzido por siRNAs

Embora a transfeccdo de duplexes de siRNAs ex6genos em células mantidas em cultura
seja uma técnica relativamente simples e frequentemente eficaz em induzir o fenémeno
de RNAI, o alto custo dos siRNAs sintéticos somado ao fenétipo transitério de knockdown
representam importantes restri¢des ao seu emprego. De fato, a introdugéo de siRNAs exdgenos
intracelularmente resulta em deplecéo, geralmente parcial, nos niveis proteicos, que perdura
por um periodo de 3 a 7 dias em células que se mantém em continua proliferacéo in vitro, sendo,
por isso, designado efeito transiente. No caso de células primadrias e de linhagens celulares
quiescentes ou com tempo de duplicacdo longo (superior a 24 horas), esse fenémeno pode
se estender por até 3 semanas, quando os SiRNAs comecam a ser naturalmente degradados
(Clayton 2004; Bartlett e Davis 2006). Essa transitoriedade pode representar uma limitagdo
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principalmente quando se pretende analisar a resposta bioldgica em fun¢do da proteina
depletada por um periodo de tempo superior aqueles mencionados e, nesse caso, a indugao
estavel de shRNA por vetores virais ou plasmidiais especificos aparece como alternativa
metodoldgica. Contudo, independente do modo de inducédo de RNAi em células de mamiferos,
eventos ndo relacionados ao silenciamento per se, conhecidos como efeitos inespecificos,
sdo frequentemente observados, o que compromete os resultados obtidos e serdo abordados
em maiores detalhes adiante.

Estratégias Alternativas de Otimizacao do Silenciamento

O aprimoramento do desenho de moléculas de interferéncia depende, em grande
parte, do entendimento de como as estruturas secunddrias dos RNAs sdo reconhecidas
dentro das células e quais vias de sinalizacdo podem ser ativadas. Pouco foi esclarecido até
o0 momento sobre o reconhecimento de sequéncias e estruturas secunddarias das moléculas
precursoras de miRNAs.

Entretanto, na tentativa de estabelecer melhorias no desenho de shRNAs, alguns
pesquisadores empregam o arcabougo de miRNAs, aproveitando as sequéncias precursoras
naturais que se encontram antes e apos a sequéncia de um miRNA maduro. A partir desses
experimentos, os pesquisadores observaram que essa estratégia foi capaz de proporcionar
um silenciamento mais eficiente (Shan et al., 2008), além de evitar a inducdo de efeitos
inespecificos em células transduzidas com construgdes lentivirais de shRNAs (Bauer et al.,
2008).

A utilizagdo do arcabouco de “clusters” naturais de miRNAs também pode ser uma
estratégia interessante, sendo possivel colocar sob o controle de um mesmo promotor
varios shRNAs. Nesse caso, a coexpressdo de varios shRNAs pode ser utilizada para causar
o silenciamento de diferentes genes ou para alvejar um mesmo gene em diferentes regioes,
aumentando a eficiéncia do silenciamento. Alguns autores ja descreveram a utiliza¢do do
arcabouco de “clusters” naturais de miRNAs, no desenvolvimento de sistemas contra o virus
HIV, demonstrando que a expressdo de varios sShRNAs em repeticdes (tandem), desenhados
para alvejar diferentes sequéncias do virus, aumenta muito a eficiéncia da via de silenciamento
no controle a patégenos virais (Aagaard et al., 2008; Liu et al., 2008).

E interessante mencionar que algumas estratégias que visam aprimorar o silenciamento
por RNAi foram desenvolvidas para induzir especificamente o silenciamento de microRNAs
endogenos. A importancia dos miRNAs no controle de processos bioldgicos vem crescendo
de acordo com o avanco dos estudos funcionais. Além do desenvolvimento embriondrio, os
miRNAs estdo envolvidos no controle dos mais diferentes processos e a desregulacao desses
ja foiassociada ao aparecimento de diversas doengas, como o cancer e cardiomiopatias; sdo,
portanto, excelentes alvos para novas estratégias terapéuticas, sendo de extremo interesse
o desenvolvimento de técnicas para se interromper a funcéo de determinados miRNAs.

As primeiras estratégias para esse fim baseiam-se no desenho de oligonucleotideos de
fita simples complementares ao miRNA alvo, com modifica¢des que confiram estabilidade,
sensibilidade e especificidade. Os “antagomirs” sdo uma classe de oligonucleotideos
quimicamente modificados, capazes de se associar a miRNAs por complementaridade, inibindo
irreversivelmente a sua atividade (Krutzfeldt et al., 2005). A construgdo de oligonucleotideos
a partir de acidos nucleicos com alteragdes do tipo “locked-nucleic-acid” (LNA) também se
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demonstraram eficazes no silenciamento de miRNAs (Elmen et al., 2008), sendo capazes
de silenciar com especificidade o miRNA desejado, sem causar toxicidade ou mudancgas
histopatolégicas nos animais estudados. Como uma alternativa aos oligos modificados, é
possivel utilizar a técnica conhecida como “esponjas de miRNAs” (Ebert et al., 2007), um
inibidor competitivo formado por um RNA que expressa varias cépias em repeticdes (tandem)
complementares ao miRNA maduro que se deseja silenciar. Como vantagem, essa técnica
oferece a possibilidade de serem expressos nas células a partir de uma construgédo sob o
controle de um promotor forte (Figura 4).

SEs 158

Inicio da —
transcrigao Sitios de ligacdo do miRNA
(perfeito, ou com “mismatches”)

Figura 4. Construcéo de esponjas de microRNA. Multiplos sitios de ligacdo a microRNAs sdo inseridos em repeticdes
na regido 3’ ndo traduzida de um gene repdrter que se encontra sob o controle de um promotor forte como CMV
(citomegalovirus). Esse transcrito apresenta, entdo, multiplos sitios de ligacdo aos quais um tinico microRNA ou até mesmo
uma familia de microRNAs se liga, impedindo-os de exercerem sua funcédo no controle de expressdo de genes alvos.

O Outro Lado do Silenciamento: Efeitos Inespecificos

Os chamados efeitos inespecificos, ou seja, aqueles que independem da sequéncia do
siRNA utilizado, sdo decorrentes de diferentes fendmenos enumerados a seguir.

Um dos efeitos mais conhecidos refere-se a saturacdo da maquinaria celular de
processamento de microRNAs, devido a administragdo de elevadas doses de duplexes de
RNA. A ativacdo de resposta imune, devida a elevadas concentracdes de siRNA, a introducdo
ou geracdo intracelular de moléculas de RNA de dupla fita de tamanho superior a 30 pb
e/ou de sequéncia rica em GU induzem uma série de eventos celulares caracteristicos da
resposta imune a patégenos virais (Aagaard e Rossi 2007).

Em terceiro lugar vem o efeito bioldgico dos agentes de transfeccdo: a maioria dos
compostos quimicos utilizados no procedimento de transfeccdo de dcidos nucleicos exibe
efeito toxico nos mais diversos tipos celulares. A escolha de reagentes de natureza quimica
sem atividade bioldgica no modelo celular de estudo além de ajustes na concentracdo desses
compostos na tentativa de minimizar sua toxicidade sem comprometer sua eficiéncia como
carreador representam alternativas eficazes para contornar tal limitacao.

Em contrapartida, quando esses efeitos inespecificos sdo dependentes da sequéncia
do siRNA, sdo comumente designados de efeito “off target”. O reconhecimento pelo siRNA
de moléculas de RNAm que apresentam complementariedade parcial com o RNAm alvo
é responsavel pelo silenciamento génico néo especifico (Carthew e Sontheimer 2009). O
desenho de moléculas de siRNA e shRNA com complementaridade exclusivamente ao RNAm
alvo e a utilizacdo de concentracdes 6timas de siRNA mostram ser opgoes eficientes para
abolir a eventual inespecificidade do mecanismo de RNAi induzido por siRNAs (Cullen 2006).
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Outra proposta interessante é a introdugdo de modifica¢Ges quimicas na arquitetura dos
duplexes de siRNAs exdgenos que, além de conferir maior estabilidade sem comprometer a
especificidade e a poténcia do silenciamento, minimiza a ocorréncia de efeitos inespecificos. De
um modo geral, essas modifica¢des compreendem alteragdes na ligacdo fosfato (substituicdo
de um atomo de oxigénio localizado entre 2 ribonucleotideos por um 4tomo de enxofre, por
exemplo), no anel da ribose (exemplificada pela metilagdo na posicdo 2’ da ribose), nas bases
nitrogenadas, nas extremidades 3’ compostas por nucleotideos livres (como a inclusdo de
dinucleotideos 2’-O-metil na extremidade 3’ da fita antissenso de siRNA) e também o uso
de nucleotideos de acido nucleico fechado (locked nucleic acid, LNA, moléculas analogas
de RNA que apresentam uma ligacdo metil entre os carbonos 2’ e 4’ do anel de ribose)
(Watts et al., 2008). Essas modificacdes quimicas (as mais utilizadas estdo ilustradas na
Figura 5) contribuem também para a estabilidade do duplex seja no soro, para ensaios in
vivo, seja no interior da célula, aprimorando a eficiéncia do silenciamento do gene alvo.
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Figura 5. Modifica¢des quimicas nas moléculas de siRNA exégenas. A substituicdo do d&tomo de oxigénio do
grupamento fosfato por enxofre (PSRNA) ou BH3 (BO RNA), do grupo hidroxila da ribose por 4tomos como fluor (2’-Fluoro
RNA) ou pelo grupo metil na extremidade 3’ do duplex (2’-O-metil RNA), além do uso de moléculas andlogas ao RNA
como LNA (locked nucleic acid - caracterizado por apresentar ligacdo entre os carbonos 2 e 4 de duas riboses adjacentes)
constituem estratégias eficazes em aumentar a estabilidade da molécula de siRNA e eficiéncia de silenciamento.

Conclusoes e Perspectivas

O uso dos mecanismos de RNAi para desvendar fung¢des génicas ou desenvolver
possiveis aplica¢des € bastante recente, mas tem evoluido rapidamente sobretudo pelo
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conhecimento gerado a partir dos estudos sobre a introducdo de material genético em
células humanas que ja sdo desenvolvidos hd algumas décadas. As estratégias empregadas
e o potencial dessa tecnologia ainda devem ser bastante ampliados & medida que novas
aplicacdes sdo desvendadas. Uma dessas aplicacdes tem sido o emprego de RNAi em escala
genodmica. De fato, a aplicacdo relativamente facil de RNAi para analise funcional em células
animais tornou possivel o seu uso em larga escala (“high-throughput”), possibilitando a
analise de centenas de genes ao mesmo tempo (Boutros e Ahringer 2008). A possibilidade
de se obter conjuntos de moléculas de siRNA, retro- ou lentivirus que expressam shRNA
(disponiveis em varias empresas comerciais) que tém como alvos varios genes, permite
arealizacdo de experimentos de triagem extremamente poderosos, que podem ajudar a
elucidar rapidamente vias metabdlicas, ou revelar marcadores para prognostico ou mesmo
genes alvos com potencial terapéutico.

Por outro lado, os mecanismos de RNAi, em si, ainda sdo pouco conhecidos, o que limita
asua aplicabilidade. Como exemplo, podemos citar dados recentes de que a agdo de moléculas
de siRNA direcionadas para promotores génicos pode, em determinadas condigdes, ativar
o gene alvo, e ndo apenas silencia-lo (Li et al., 2006). Adicionalmente, pouco se sabe sobre o
impacto das estruturas secunddrias das moléculas de RNA no mecanismo de silenciamento.
Esses dados sugerem que os mecanismos de RNAi podem atuar nas células de uma maneira
muito mais ampla do que conhecemos hoje. Portanto, as estratégias de emprego de RNAI
in vitro relatadas neste capitulo exploram apenas parte do potencial desses mecanismos e
novas descobertas e alternativas devem ampliar estas promissoras tecnologias.
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Introducao

Neste capitulo apresentaremos uma breve compilacdo
de alguns dos mais comuns métodos de entrega de duplexes
de RNA in vivo. E importante ressaltar que existe uma miriade
de outras possibilidades; aquelas aqui apresentadas servem
apenas para ilustrar a diversidade. A principio, qualquer um das
inumeras abordagens desenvolvidas para introdu¢do de DNA
pode ser adaptada para administracdo de duplexes de RNAs.

Consideramos como estratégia a combinacdo de um tipo
especifico de molécula desencadeadora (siRNA, dsRNA, etc.)
com um método especifico de entrega (injecdo, alimentacéo,
eletroporacdo, etc.). De uma maneira geral, o primeiro elemento
(molécula) esta diretamente relacionado com o tempo de duragéo
do silenciamento, ao passo que o segundo, com o local atingido
(sistémico, local ou célula-especifico).

Os métodos aqui apresentados (Tabela 1) podem ser
adaptados para seu modelo de estudo; uma forma utilizada em
plantas pode ser modificada para seu uso em animais e vice-versa.
Algumas referéncias sio antigas, por serem os artigos seminais
sobre aquela abordagem, portanto o pesquisador deve analisar a
literatura cientifica a procura de métodos mais préximos ao seu
modelo especifico de pesquisa e atualizacdes/modificacdes nos
procedimentos. Por fim, é comum que alguns métodos envolvam
uma combinacéo de procedimentos, por exemplo, injecdo seguida
de eletroporacao.
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Tabela 1. Compilacdo de alguns dos principais métodos para administrar duplexes de RNA in vivo.

Organismos

testados Referéncias

Orgios atingidos

imersdo diversos animais de geralmente sistémico Yang et al. (2012)
(soaking) tamanho reduzido

(plandria, parasitas)
alimentacao C. elegans, sistémico em organismos com Timmons e Fire
(feeding)/oral camundongo, RNAI transitivo (C. elegans). (1998), Xiang et al.

(2006) e Aouadi et
al. (2009)

C. elegans, geralmente local, mas pode ser Salva et al. (2012)
camundongo, rato,  sistémico em organismos com

entre outros RNAI transitivo

Epitélio do sistema digestorio
em camundongos.

entre outros

injegdo local

transfeccdo camudongo, rato principalmente figado, rins; McCaffrey et al.
hidrodinamica coragdo e pulmao sdo atingidos (2002)
em menor proporgao
eletroporacdo diversos, inclusive  geralmente local, mas pode Pekarik et al. (2003)
in ovo ser sistémico dependendo do
tamanho do organismo
biolistica diversos local Yuen et al. (2008)

transplante de

camundongo, rato

célula/tecido silenciado e

Brummelkamp et al.

células/tecidos transplantado (2002)
cirurgia camundongo, rato  regides especificas do cérebro  Lasek e Azouaou
estereotaxica (2010)
injecdo humanos olhos Kleinman et al.
intraocular (2008)
gel camundongo local, vagina Palliser et al. (2006)
spray camundongo pulmao, cérebro Bitko et al. (2005) e
Perez (2012)
nanoparticulas camundongo local Lee et al. (2012)
virus diversos diversos Raoul et al. (2005) e
Lee et al. (2011)
transgene diversos dependente do promotor Dickins et al. (2007)
inoculacédo plantas local Tenllado et al.
mecanica (2003)
agroinfiltracdo plantas local Bertazzon et al.
(2012)
peptideos camundongos tipos celulares especificos in Kumar et al. (2007,
carreadores Vivo 2008)
(neurodnios, células T)
absorcdo a células de drosofila - Clemens et al. (2000)

partir do meio

microarray de siRNAs* células em placa

Mousses et al. (2003)

* Método utilizado apenas para estudos in vitro.
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As Origens do Processo de RNAi

Andlises de transcriptomica tém demonstrado que a
maior parte do genoma dos eucariotos € transcrita (Numata et al.,
2007; Zhu e Buell, 2007; Prieto et al., 2008; Pariset et al., 2009).
Entretanto, o processo de transcricdo néo fica restrito aos RNAs
mensageiros (mMRNAs) que codificam proteinas, mas contemplam
também uma série de outros RNAs que vdo além dos RNAs
ribossomais (rRNAs) e transportadores (tRNAs) (Shabalina e
Koonin, 2008). Entre as varias formas de pequenos RNAs ja
descritos, cabe uma comparacéo e ponderagdo em relacdo aos
microRNAs (miRNAs) e aos pequenos RNAs interferentes (siRNAs).

0Os miRNAs formam uma classe de RNAs que variam de 19
a 24 nucleotideos de comprimento e estdo envolvidos, na grande
maioria dos organismos eucariontes, na regulagdo da expressdo
génica (Winter et al., 2009). Os miRNAs, em conjunto com 0s
fatores de transcricdo, sdo elementos centrais no processo de
regulacdo génica em animais e vegetais. Geralmente os miRNAs
atuam no nivel pds-transcricional de forma a reduzir a expressdo
génica, seja por degradacdo do mRNA alvo ou pelo bloqueio
da maquinaria de traducdo (Davis e Hata, 2009). Contudo, a
regulacdo transcricional também é exercida (Khraiwesh et al.,
2010). Diferentemente, os siRNAs estdo envolvidos em processos
de defesa do organismo contra infeccdes virais e na regulacdo
de elementos transponiveis (transposons) (Obbard et al., 2009).

Os miRNAs sdo transcritos como pri-miRNAs, a partir
de loci génicos especificos, enquanto os siRNAs sdo geralmente
produzidos pela degradagdo de RNAs de dupla fita exdgenos
(e.g. RNAs virais) ou ainda a partir de transposons. Contudo, 0s
SiRNAs podem ser produzidos pela transcrigdo de sequéncias
repetidas invertidas codificadas pelo genoma (Okamura e Lai,
2008). Outro aspecto distintivo entre ambos é o fato dos siRNAs
serem totalmente complementares a seus alvos, enquanto que 0s
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miRNAs podem apresentar uma complementaridade parcial com seus sitios de reconhecimento
(Westerhout e Berkhout, 2007).

Embora as estruturas e os mecanismos envolvidos no processo de producao e acao dos
miRNAs de animais, fungos e plantas apresentem diferencas substanciais, hd uma série de
proteinas comuns, conservadas e envolvidas na biossintese e na rota de RNAi, sugerindo que
0s miRNAs de animais, fungos e vegetais tenham derivado de um mesmo sistema ancestral
de proto-RNAi (Shabalina e Koonin, 2008; Davis e Hata, 2009).

RNAIi Sistémico ou Aldoctone a Célula de Origem

Um aspecto muito interessante e particular da RNAi em plantas e também observado
em alguns animais é o fato do processo de interferéncia poder ser iniciado em células de um
tecido especifico e espalhar-se para outras células de tecidos adjacentes ou mesmo assumir
um contexto sistémico, atingindo todo o organismo (Voinnet e Baulcombe, 1997; Wassenegger
e Pelissier, 1999; Shaharuddin et al., 2006).

Uma das primeiras demonstracdes da distribuicdo sistémica do sinal de silenciamento foi
realizada em plantas de fumo transgénico expressando o gene da proteina verde fluorescente
(GFP), ap6s inoculagdo/infiltracdo de suas folhas com uma cepa de Agrobacterium tumefaciens
também contendo o gene repdrter GFP. Nos primeiros dias, apenas uma pequena regido das
folhas infiltradas apresentaram o silenciamento de GFP, mas, apds 18 dias, o silenciamento
da fluorescéncia inerente a expressdo do transgene de GFP na planta podia também ser
observado nas folhas superiores, demonstrando a existéncia de um processo de distribuicéo
sistémica do silenciamento (Voinnet e Baulcombe, 1997).

Outro exemplo elegante do espalhamento sistémico do silenciamento génico também
foi realizado em plantas de fumo por meio de experimentos de enxertia, no qual o fenétipo
silenciado de uma planta pode ser transmitido com 100% de eficiéncia do porta-enxerto
para o enxerto (Palauqui et al., 1997). Em animais, a acdo sistémica da RNAi também foi
demonstrada em C. elegans, um nematoda de vida livre (Fire et al., 1998). Por meio da injecdo
de moléculas de RNAs de dupla fita (dsRNAs) na cavidade corporal, foi possivel obter-se
tanto o silenciamento de genes na regido frontal quanto na caudal do animal e, até mesmo,
estender o silenciamento para a geracdo seguinte (Fire et al., 1998).

RNAi Ambiental ou Aldctone ao Organismo

Na busca de métodos alternativos para a obtencao de silenciamento génico por meio
da apresentacdo de moléculas de dsRNAs para C. elegans, observou-se que a interferéncia
por RNA também podia ser desencadeada pelo simples ato de mergulhar os nematodas
em uma solucdo contendo dsRNAs (conhecido como método de soaking) ou, ainda, pela
alimentacdo com bactérias expressando dsRNAs (Tabara et al., 1998; Timmons e Fire, 1998).

Além dos resultados obtidos em laboratério para C. elegans, também foi possivel
ativar o processo de RNAi pela exposicdo de outros organismos invertebrados (planaria,
hidra, abelhas meliferas e outros nematodas parasitas) a moléculas de dsRNAs presentes no
ambiente exogeno (RNAi aldctone) ao organismo (Timmons et al., 2001; Newmark et al., 2003;
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Chera et al., 2006; Geldhof et al., 2007; Patel et al., 2007). Esta forma de desencadeamento
do silenciamento génico também tem sido denominada de RNAi ambiental (Whangbo e
Hunter, 2008). Um trabalho controverso demonstrou a possivel existéncia de RNAi entre
reinos, ou seja, a alimentacdo de mamiferos com arroz teria a capacidade de fazer com
que microRNAs de arroz pudessem reduzir a expressdo génica de proteinas hepéticas dos
organismos consumidores (Zhang et al., 2012).

Aspectos Relacionados a Especificidade do Processo de RNAi

Estudos realizados em invertebrados, plantas e em mamiferos tém demonstrado
que um pequeno RNA com uma sequéncia especifica, seja miRNA ou siRNA, é capaz de
levar ao silenciamento génico ndo somente do gene alvo, mas também de um ou mais genes
ndo alvos, num efeito denominado de off-target (Scacheri et al., 2004; Jackson et al., 2006;
Kim et al., 2006; Kulkarni et al., 2006; Ma et al., 2006; Xu et al., 2006; Tschuch et al., 2008).
Esta ndo especificidade no processo de RNAi serd dependente da sequéncia nucleotidica
que estiver sendo utilizada, do genoma do organismo alvo, da forma de administragdo da
molécula de dsRNA, entre inumeros outros fatores. Os niveis de expressdo ou produgao
dos siRNAs também podem afetar, saturando a capacidade de processividade das enzimas
envolvidas nos processos de RNAi endégenos, em particular a atividade dos microRNAs
(Grimm et al., 2006; John et al., 2007).

Foi demonstrado que quanto maior for a sequéncia do dsRNA, com a producdo de
inumeros siRNAs, tanto maior serd a possibilidade de ocorrer o silenciamento de genes
ndo alvos (Kulkarni et al., 2006). Modificacdes quimicas, tal como a metilagdo na posicéo
da hidroxila 2’ das riboses das moléculas de dsRNAs, estdo sendo avaliadas e se mostrando
efetivas no sentido de aumentar a especificidade para a sequéncia do gene alvo, evitando
a ocorréncia de off-target (Jackson et al., 2006; Jackson e Linsley, 2010).

Riscos Associados ao Uso da RNAi

Consideracdes sobre riscos e aspectos de biosseguranca devem ser levantadas quanto
ao uso do processo de RNAi em plantas e animais modificados geneticamente, uma vez que:
(1) o silenciamento génico baseado em miRNAS e siRNAs é um processo encontrado entre a
grande maioria dos eucariontes (Shabalina e Koonin, 2008); (ii) moléculas de dsRNAs presentes
em um organismo ou livres no ambiente podem ser assimiladas por outro organismo nao
relacionado e desencadear o processo de silenciamento génico (Baum et al., 2007; Mao et al.,
2007); e (iii) o silenciamento acidental pode ocorrer por uma pareamento parcial entre os
pequenos RNAs e outros transcritos ndo alvos.

Diferentes plantas e animais utilizados na alimentacdo podem ser modificados
geneticamente, produzindo pequenas moléculas de RNA interferente, que serdo capazes
de alterar a expressdo de genes especificos, gerando novas caracteristicas fenotipicas de
interesse agropecudrio e protecdo contra insetos, nematoides, outras pragas e patégenos
(Auer e Frederick, 2009). De fato, a utilizacdo do processo de RNAi em plantas apresenta um
imenso potencial para contrapor-se aos danos causados por insetos herbivoros e nematoides.
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Entretanto, antes desta tecnologia poder ser aplicada em larga escala, serd necessario ter-
se conhecimento sobre: (i) os potenciais efeitos sobre outros possiveis genes ndo alvos do
proprio organismo modificado geneticamente, nas pragas a serem combatidas e em outros
insetos do ambiente, e nos animais e mesmo seres humanos que poderdo se alimentar destas
plantas; (ii) a possibilidade de populagdes de insetos/nematoides tornarem-se resistentes
devido a mutagdes pontuais nos genes alvos; e, ainda, (iii) as chances e frequéncias com que
uma infeccdo viral das plantas transgénicas possa suprimir ou atenuar os efeitos obtidos
pelo mecanismo de RNAI.

Orgéos de controle e regulacdo agropecudria, sanitario e ambiental necessitam
elaborar os critérios de avaliacdo de risco do uso, consumo e liberagdo destes organismos
no meio ambiente. Para isto, novas metodologias se fazem necessarias para identificar estes
organismos expressando dsRNAs/shRNAs e medir a persisténcia de seus pequenos RNAs
derivados no meio ambiente e seus efeitos.

O uso de duplexes de RNA na medicina, como uma droga farmacoldgica, devera seguir
procedimentos semelhantes ao de outros medicamentos testados pela industria. A existéncia
de possiveis efeitos colaterais, sobre genes ndo alvos, deve ser detectada e avaliada no contexto
de riscos e beneficios para cada paciente e cada doenca, como quando da prescri¢do e uso
de outras drogas quimicas. Embora estudos estejam sendo realizados na busca de maior
especificidade pelos genes alvos, o uso da RNAi deve ser considerado como uma alternativa
promissora, mas também sujeita a efeitos colaterais indesejaveis, principalmente no caso
de tratamentos cronicos.

Entre os efeitos colaterais da utilizagdo de metodologias envolvendo o uso de RNAs
estd a ativacdo do sistema imune inato dependente e independente de receptores Toll-like
(TLR). Uma resposta citotoxica pode ser desencadeada pela interagdo entre moléculas de
siRNAs ricos em sequéncias UG ou UA, mas este efeito indesejado pode ser evitado pela
administracdo de siRNAs associados a nanoparticulas, evitando seu uso na forma livre
(Pecot et al. 2011). Outro detalhe descoberto com o uso intensivo de siRNAs para inducao
de RNAi em sistemas celulares in vitro foi a indugdo de uma resposta celular mediada pelo
interferon, tanto para siRNAs de dupla fita como de fita simples, quando da permanéncia de
grupamentos trifosfato da extremidade 5’. Este efeito indesejavel pode ser potencialmente
eliminado pelo uso de uma fosfatase (Kim et al., 2004). Outro efeito indesejado que pode ocorrer
é o processo conhecido como interferéncia transitiva do RNA (Figura 1) ou silenciamento
de loci, localizados nas proximidades do gene alvo da interferéncia, em particular para os
genes posicionados na regido 5’ em relacdo ao gene alvo (Alder et al., 2003). Estes efeitos
podem ser reduzidos ou eliminados mediante o posicionamento da regido alvo antecedente
a introns, sendo que, quanto maiores os introns, menor a possibilidade de ocorréncia de
uma interferéncia transitiva (Vermeersch et al., 2010).

O conjunto dos dados produzidos até o momento demonstram que a utilizacdo
biotecnoldgica de RNAI é promissora, mas deve ser utilizada considerando-se todas as
possibilidades anteriormente levantadas e outras ainda a serem descobertas. O conjunto
de dificuldades ndo inviabiliza o uso, mas confirma que as acoes de alteracdes metabdlicas e
de expressdo de genes em um organismo nunca serdo totalmente especificas e cada sistema
deverd ser estudado dentro de suas particularidades.

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi



Copia gratuita - venda proibida

Genoétipo
X XL
UNC-22 GFP GFP UNC-22

] UNC-22 | l UNC-22 ]

l Moovimento do sinal 3°-5" l

UNC-22 GFP GFP UNC-22

\ UNC-22 | \ UNC-22 |

Fendtipo

% / a Verde x ) 9
| l

Branco unc Branco

FIGURA 1. RNAI transitivo. Duas linhagens de C. elegans geneticamente modificadas sdo apresentadas. A linhagem
da esquerda contém um transgene composto pela fusdo de unc-22::GFP. A linhagem da direita contém um transgene
composto pela fusdo GFP:unc-22. Ambas as linhagens sdo alimentadas com dsRNA contra GFP. Dentro do verme, uma
RARP, com atividade polimeréasica 5°-3’, estende o dsRNA original. Como o dsRNA (assim como o dsDNA) é composto
por cadeias antiparalelas, hd a impressdo de que o sinal se move no sentido 3’-5’ em relacéo ao transcrito alvo. Como
consequéncia desta extensdo, sequéncias localizadas a 5’ do transcrito alvo original também séo silenciadas. Portanto,
um verme com o transgene unc-22::GFP, ao ser alimentado com dsRNA contra GFP, perde a fluorescéncia verde e tem
seu gene unc-22 também silenciado. O silenciamento de unc-22 promove uma alteragdo comportamental (tremores).
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Introducao

O silenciamento mediado por RNA ou Interferéncia por
RNA (RNAI) constitui um mecanismo eficiente de defesa contra
virus e retrotransposons (Tijsterman et al., 2002; Obbard et al.,
2009). As primeiras evidéncias de que a RNAi é um mecanismo
de defesa antiviral vieram a partir de estudos em plantas na
década de 1990 (Lindbo et al., 1993; Dougherty et al., 1994;
Marathe et al., 2000). Foi observado que plantas transgénicas
de tabaco, expressando uma forma néo traduzivel do gene
que codifica a proteina capsidial do Tobacco etch virus (TEV,
gén. Potyvirus) se recuperavam da infec¢do quando infectadas
pelo TEV. Quando estas plantas transgénicas eram inoculadas
com o TEV, os sintomas da infeccdo viral eram inicialmente
observados nas préprias folhas inoculadas. Entretanto, ao
contrario do que ocorre em plantas ndo transgénicas, ndo eram
observados sintomas nas folhas desenvolvidas apds o ponto de
inoculacdo, e estas folhas emergentes eram imunes a uma segunda
inoculacdo com o mesmo isolado de TEV. Foi demonstrado que
nas folhas emergentes, imunes ao TEV, o mRNA transgénico
estava sendo degradado pds-transcricionalmente. Foi proposto
entdo que a resisténcia ao TEV assim como o decréscimo no
acumulo do transcrito do transgene eram mediados pelo mesmo
mecanismo. Segundo os autores, esse mecanismo seria capaz
de: (i) detectar o transcrito a ser degradado; (ii) discrimina-lo
em relacdo aos demais transcritos celulares; e (iii) degrada-lo
rapida e eficientemente. O mecanismo seria “disparado” devido
ao acumulo de grande quantidade de mRNA transgénico ndo
associado a polissomos, que de alguma forma seria detectado.
A discriminacdo em relacdo aos demais mRNAs deveria ser,
forcosamente, com base em sua sequéncia. Assim, 0 mecanismo
ja estaria ativado quando a infecg¢do viral se iniciasse, e 0 RNA
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viral seria degradado por possuir a mesma sequéncia do mRNA transgénico (Lindbo et al.,
1993). O modelo proposto se assemelha de forma surpreendente com o que se conhece hoje
a respeito de RNAi em plantas.

Trabalhos posteriores mostraram que plantas néo transgénicas de tabaco infectadas
com uma forma recombinante do Tobacco mosaic virus (TMV, gén. Tobamovirus) contendo um
fragmento do gene que codifica a enzima fitoeno dessaturase apresentavam um decréscimo
no acumulo do transcrito endégeno correspondente a este gene (Kumagai et al., 1995). Esse
resultado comprovou que virus recombinantes podem induzir o silenciamento de mRNA
enddgenos em plantas ndo transgénicas, um processo atualmente denominado virus-induced
gene silencing (VIGS). Em seguida, foi demonstrado que plantas ndo transgénicas infectadas
pelo Potato virus X (PVX, gén. Potexvirus) contendo um inserto correspondente a sequéncia
codificadora de GFP eram resistentes a uma segunda inoculacdo com TMV contendo a mesma
sequéncia de GFP, porém eram suscetiveis se 0 TMV continha a sequéncia codificadora de
GUS (Ratcliff et al., 1999). Outra evidéncia de que a RNAIi constitui uma resposta de defesa
antiviral veio da observacado de que em plantas infectadas pelo PVX ocorre um acumulo de
siRNAs derivados do genoma viral (Hamilton e Baulcombe, 1999).

Em conjunto, esses trabalhos, ao demonstrarem a existéncia de um mecanismo de
defesa antiviral altamente eficiente em plantas capaz de conferir imunidade aos virus, levaram
quase que imediatamente a pergunta: como 0s virus conseguem superar esse mecanismo
de forma a estabelecer uma infeccdo sistémica na planta hospedeira?

Aresposta a essa pergunta veio com a identificacio de proteinas (virais e enddgenas)
com capacidade de suprimir o mecanismo de RNAi. Os trabalhos iniciais foram baseados
na hipdtese de que se a RNAi € um mecanismo de defesa antiviral, os virus devem ter
desenvolvido mecanismos para escapar ou suprimir este mecanismo. A ideia da presenca de
proteinas supressoras de RNAi (PSRs) foi inicialmente desenvolvida baseada na observacgao
do fendmeno denominado sinergismo, em que plantas com infecgdo simultanea por dois
virus (infeccdo mista) desenvolvem sintomas mais severos do que aqueles observados em
plantas infectadas com cada um dos virus isoladamente. Foi demonstrado que, em infeccdes
mistas em que um dos virus era um potyvirus (e.g., o TEV ou o Potato virus Y, PVY), o
sinergismo era devido a presenca da proteina HC-Pro (Pruss et al., 1997). De fato, a primeira
PSR identificada foi P1/HC-Pro (Anandalakshmi et al.,1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau e
Carrington, 1998). Desde entdo, PSRs com a capacidade de suprimir o mecanismo de RNAi em
diferentes pontos da via ja foram identificadas em virus pertencentes a praticamente todos
os géneros de virus de plantas, inclusive aqueles que incluem virus com genomas de DNA.

A conservacdo da RNAi em organismos eucariotos sugere que 0 mecanismo de
defesa antiviral néo estd restrito a plantas. De fato, trabalhos descrevem atividade antiviral
semelhante a de plantas em fungos (Segers et al., 2006), insetos (Wang et al., 2006) e nematoides
(Wilkins et al., 2005). A identificacdo de miRNAs derivados de genomas virais (Pfeffer et al.,
2004; Sullivan et al., 2005), a regulacdo da replicacdo viral por miRNAs celulares (Jopling et al.,
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2005; Lecellier et al., 2005) e a identificacdo de diversas PSRs em virus que infectam mamiferos
(Lietal., 2002; De Vries e Berkhout, 2008) sugerem a existéncia da atividade antiviral nesses
organismos.

Além das PSRs codificadas por virus, ja foi demonstrada a existéncia de PSRs enddgenas
em plantas. A primeira PSR enddgena identificada foi a proteina rgs-CaM (regulator of gene
silencing- calmodulin-like protein) (Anandalakshmi et al., 2000). Atualmente existem diversas
PSRs endogenas descritas em plantas (Gazzani et al., 2004; Sarmiento et al., 2006; Gy et al.,
2008). Em bactérias, foi demonstrado que proteinas efetoras atuam suprimindo a via dos
miRNAs envolvidos em respostas de defesa do hospedeiro (Navarro et al., 2008).

Uma caracteristica interessante das proteinas supressoras de RNAi é que elas néo
possuem homologia entre si, apresentando uma grande diversidade de sequéncia e estrutura
(Lie Ding, 2001). A atividade das PSRs codificadas por virus (mas ndo das PSRs enddgenas)
pode afetar inadvertidamente a via dos miRNAs, envolvida no controle da expressao de
genes do hospedeiro, e em alguns casos esse efeito estd associado com a indugéo de sintomas
durante a infecgdo viral.

Técnicas Utilizadas para a Identificacao de Supressores

Expressao Transiente Mediada por Agrobacterium tumefaciens

A expressdo transiente mediada por Agrobacterium, comumente denominada
“agroinfiltracdo”, é um dos métodos mais utilizados para a identificacdo de PSRs. E uma
técnica de facil execucdo que fornece resultados rapidos, entretanto ndo € capaz de identificar
PSRs que afetam o sinal sistémico de RNAI.

Neste ensaio, folhas de Nicotiana benthamiana sdo coinfiltradas com duas culturas
de Agrobacterium. Uma induz o silenciamento de um gene repérter, geralmente GFP, e
a outra expressa a proteina candidata a supressora. Nicotiana benthamiana é ideal para
este tipo de ensaio porque as folhas sdo facilmente infiltradas e permitem a producéo de
uma grande quantidade de proteina em resposta a agroinfiltracdo (Roth et al., 2004). Dois
a trés dias apds a agroinfiltracdo, observa-se na regido infiltrada, sob luz ultravioleta, uma
fluorescéncia verde brilhante devido a expressdo de GFP. Por volta do sexto ou sétimo dia
apds a agroinfiltracdo, se a proteina candidata € de fato uma PSR, a fluorescéncia se mantém.
Se a proteina candidata ndo é supressora, a fluorescéncia verde desaparece, observando-se
apenas a autofluorescéncia vermelha da clorofila (Roth et al., 2004; Li e Ding, 2006) (Figura 1).
Existem algumas variacdes deste ensaio em que plantas de N. benthamiana expressando
GFP (linhagem 16C) (Ruiz et al., 1998) sdo utilizadas no lugar das plantas selvagens. Também
podem ser utilizadas constru¢des em repeticdo invertida do gene reporter, para uma inducao
mais rapida e eficiente do silenciamento (Johansen e Carrington, 2001).
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Figura 1. Identificacdo de proteinas supressoras de RNAi por meio de expressdo transiente mediada por
Agrobacterium tumefaciens (agroinfiltracdo) em plantas de Nicotiana benthamiana. A. Folha de N. benthamiana
agroinfiltrada com culturas de A. tumefaciens contendo um plasmideo para expressdo de GFP em conjunto com uma
cultura contendo o mesmo vetor sem inserto (vetor vazio, VV) ou uma cultura contendo um plasmideo para expressao
da proteina HC-Pro do Potato virus Y (PVY, gén, Potyvirus). A observacéo sob luz ultravioleta demonstra o silenciamento
da expressdo de GFP sete dias ap6s a coinfiltracdo com o vetor vazio (auséncia de fluorescéncia verde, observando-se
apenas a autofluorescéncia vermelha da clorofila), e a supressédo do silenciamento apés a coinfiltracdo com HC-Pro
(presenca de fluorescéncia verde). B. Folha de N. benthamiana agroinfiltrada com culturas de A. tumefaciens contendo
um plasmideo para expressdo de GFP em conjunto com uma cultura contendo vetor vazio (VV) ou plasmideos para
expressdo de HC-Pro do PVY e dos isolados AF199 e E do Lettuce mosaic virus (LMV, gén, Potyvirus). As trés proteinas
virais atuam como supressoras de RNAI.

Expressao Estavel e Enxertia

Os ensaios de expressdo estdvel e enxertia permitem a identificacdo de PSRs que atuam
sobre o sinal sistémico. E uma técnica mais trabalhosa e demorada devido & necessidade
da obtencdo de plantas transgénicas expressando a proteina candidata a supressora e de
plantas transgénicas silenciadas e expressando o gene reporter. As linhagens transgénicas
de Nicotiana tabacum T19, que expressa GUS (English et al., 1996), e 6b5, silenciada para
GUS (Elmayan e Vaucheret, 1996), sdo as mais comumente utilizadas neste tipo de ensaio.

Nesta técnica, uma planta transgénica expressando a proteina candidata a supressora
é cruzada com uma planta transgénica silenciada para o gene reporter. Plantas da progénie
deste cruzamento (F1) sdo usadas como porta-enxerto para a enxertia de um ramo de uma
planta expressando o gene reporter. Se a expressdo no enxerto se mantém, conclui-se que a
proteina candidata bloqueou a passagem do sinal sistémico do porta-enxerto para o enxerto. Se
a proteina candidata ndo é supressora, a expressdo do gene reporter no enxerto é silenciada.
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Técnicas Baseadas em Cultura de Células

PSRs codificadas por virus que infectam animais tém sido identificadas utilizando
duas abordagens principais: (i) RNAi induzida pela replica¢do viral; ou (ii) cotransfeccdo
de um gene reporter com siRNAs ou short hairpin RNAs (ShRNAs).

O componente central do sistema de identificacido baseado na replicacéo viral é o vetor
PFR1gfp, que possui o cDNA correspondente a uma forma recombinante do RNA1 do Flock
house virus (FHV, gén. Nodavirus). Esse RNA1 recombinante origina um RNA subgenoémico
(RNA3) que codifica GFP (originalmente o RNA 3 codifica a PSR B2). Neste sistema, a expressao
em trans de uma PSR é essencial para que ocorra a multiplicagdo do RNA1 do FHV e a
consequente expressdo de GFP (Li et al., 2002).

O principio do ensaio baseado em cotransfec¢do é o mesmo do ensaio de agroinfiltracdo
utilizado em plantas. A cultura de células é cotransfectada com: (i) um plasmideo expressando
o gene reporter, geralmente GFP ou luciferase; (ii) o sSiRNA sintético ou um plasmideo que
codifica shRNA; e (iii) um plasmideo expressando o gene que codifica a proteina candidata a
supressora. Se a proteina candidata possui de fato atividade supressora de RNAi, a expressdo
do gene reporter se mantém (Elbashir et al., 2002; Li et al., 2004; Sullivan et al., 2005).

Mecanismos de Acao dos Supressores de Silenciamento

Asproteinas supressoras de RNAi, conforme mencionado anteriormente, ndo possuem
conservacdo de sequéncias ou de estrutura, o que reflete seus diferentes mecanismos de acdo
em pontos distintos das vias de RNAi (Figura 2). No caso das proteinas virais, praticamente todas
as PSRs estudadas possuem alguma outra funcéo no ciclo de infec¢éo, incluindo replicacéo
do genoma, movimento célula a célula ou sistémico, e encapsidagdo do acido nucleico viral.
Entretanto, se existe alguma caracteristica em comum entre pelo menos algumas PSRs virais,
essa € sua capacidade de ligacdo a dsRNA (Lakatos et al., 2006; Merai et al., 2006). Isso ndo
é surpreendente, considerando-se o papel central que o dsRNA possui nas diferentes vias
de RNAI, tanto as enddgenas quanto aquelas relacionadas a defesa antiviral. Embora essa
seja uma caracteristica genérica, as diferentes PSRs virais diferem na capacidade de ligacdo
a siRNAs curtos ou longos, ou a dsRNAs precursores longos (Merai et al., 2006). Entretanto,
alguns autores questionam se a capacidade de ligacdo a dsRNA néo seria uma consequéncia
dos mecanismos especificos de acdo das diferentes PSRs, ou mesmo de alguma outra funcdo
associada a proteina que exija ligacdo a dsRNA (considerando-se que a maioria das PSRs
virais ja caracterizadas sdo codificadas por virus de RNA, nos quais moléculas de dsRNA
sdo produzidas como intermedidrio do ciclo de replica¢do), ao invés de um mecanismo de
supressdo propriamente dito (Ding e Voinnet, 2007).
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Figura 2. As diferentes vias de RNAi em plantas e animais, com a indicacédo dos pontos em que diferentes PSRs
atuam. A. Interferéncia na atividade de Dicer (DCL-2, -3, -4). B. Supressdo da producéo e/ou do acimulo do siRNAs.
A supressdo pode ocorrer de varias formas, por exemplo, pelo sequestro dos siRNAs (P19) ou por ligacdo da proteina
supressora a dsRNA, impedindo o seu processamento (HC-Pro). C. Interferéncia com a atividade de Slicer (AGO1). D.
Inibicéo do sinal sistémico. E. Interferéncia com a atividade de RARP (SDE1/SGS2). F. Inibi¢do da metilagdo do DNA viral.

Supressao da Producao de siRNAs

Aligacdo da proteina supressora a dsRNA pode tornar o dsRNA inacessivel para a
atuacdo de Dicer, inibindo a producédo de siRNAs. A primeira indicagdo deste mecanismo de
supressdo veio da observacdo de que, em plantas transgénicas expressando a PSR HC-Pro,
ocorre uma aumento no acumulo de dsRNAs néo processados. Especificamente, HC-Pro
inibe o acumulo de siRNAs de 21 nt, mas possui pouco efeito sobre o acumulo dos siRNAs
de 24 nt (Mallory et al., 2002; Dunoyer et al., 2004). Foi proposto que HC-Pro ndo atua sobre
a biogénese dos siRNAs de 24 nt, porque a via de producdo desses siRNAs, dependente de
DCL3/RDR2/AGO4, seria nuclear, e HC-Pro possui localizacdo exclusivamente citoplasmaética
(Li e Ding, 2006). Foi demonstrado também que a expressdo de HC-Pro reduz a metilagdo
no terminal 3’ dos siRNAs de 21-22 nt virais, aumentando a instabilidade desta classe de
siRNAs, mas possui pouco ou nenhum efeito sobre a populacdo de miRNAs ou siRNAs de
24 nt (Ebhardt et al., 2005).
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Ao contrario de HC-Pro, as proteinas P1 do Rice yellow mottle virus (gén. Sobemovirus)
e a p25 codificada pelo PVX inibem o acimulo dos siRNAs de 24 nt e apresentam pouco
efeito sobre os de 21 nt (Hamilton et al., 2002). Em plantas infectadas pelo PVX, ocorre um
acumulo somente de siRNAs de 21 nt, sugerindo que P25 inibe a producdo de siRNAs virais
de 24 nt (Schwach et al., 2005).

Ainibi¢do do processamento de dsRNAs longos também foi demonstrada para a proteina
supressora B2 do FHV, inicialmente in vitro, utilizando extrato de células de Drosophila
(Chao et al., 2005). Em células de mamiferos expressando B2 do nodavirus Nodamura virus
(NoV), também foi observada uma reducdo no acimulo de siRNAs derivados de hpRNA
(Sullivan e Ganem, 2005). Mutacgdes na regido central do dominio de ligagdo a dsRNA de
B2 eliminam a capacidade de ligacdo a dsRNA e também a atividade inibitéria de clivagem
por Dicer, reforcando a hipdtese de que B2 atua via ligacdo a dsRNA (Chao et al., 2005;
Lingel et al., 2005).

Um caso atipico de supressao de silenciamento via supressdo da sintese de siRNAs é
a observacdo de que os RNAs VAI e VAII dos adenovirus atuam como supressores sem que
seja codificada uma proteina. Os RNAs VAI e VAII sdo RNAs néo traduzidos com estrutura
secunddaria semelhante a dos precursores de miRNAs. Essa estrutura faz com que esses
RNAs sejam um alvo para Dicer. Entretanto, a ligacdo de Dicer a esses RNAs leva a inibicdo
de sua atividade enzimatica em extratos de células (Andersson et al., 2005) e in vitro (Lu e
Cullen, 2004), por um mecanismo ainda ndo determinado. Dessa forma, o acimulo dos RNAs
VAI e VAII leva a supressdo da sintese de siRNAs virais por inibicéo da atividade de Dicer.

Sequestro de siRNAs

O mecanismo de supressao por sequestro de siRNAs foi observado pela primeira
vez para a proteina P19 do Tomato bushy stunt virus e do Cymbidium ringspot virus (TBSV
e CymRSV, respectivamente; gén. Tombusvirus) (Qiu et al., 2002; Silhavy et al., 2002). Foi
proposto que aligagdo de P19 ao duplex de siRNAs de 21 nt impede o carregamento do siRNA
em RISC, suprimindo, desta forma, o silenciamento (Silhavy et al., 2002; Vargason et al., 2003;
Lakatos et al., 2004). Inicialmente foi demonstrado que P19 possui afinidade in vitro pelos
siRNAs de fita dupla de 21 nt (Silhavy et al., 2002). Em seguida, outros trabalhos mostraram
que a afinidade pelos siRNAs de fita dupla de 21 nt € maior do que pelos dsRNAs de fita dupla
longos ou de fita simples (Vargason et al., 2003; Ye et al., 2003). Estudos de ligacdo a siRNA
in vivo mostraram que, em células infectadas por tombusvirus, P19 se liga a siRNAs virais,
diminuindo o nivel destas moléculas no citoplasma (Lakatos et al., 2004). A capacidade de
ligacdo a siRNAs néo é especifica a sequéncias virais, uma vez que P19 possui a capacidade de
suprimir o silenciamento de transgenes ndo relacionados (Voinnet et al., 1999; Qiu et al., 2002),
inclusive em organismos ndo hospedeiros como A. thaliana (Papp et al., 2003; Szittya et al.,
2003; Dunoyer et al., 2004), células S2 de Drosophila (Li et al., 2004), humanos (Lecellier et al.,
2005) e C. elegans (Lu et al., 2005).

P19 é uma proteina citosélica que atua na forma de dimeros (Vargason et al., 2003;
Lakatos et al., 2004; Park et al., 2004). A analise estrutural de P19 mostrou que os dimeros
estdo organizados com as por¢des N-terminais posicionadas em diregdes opostas, formando
uma fenda onde a fita dupla do siRNA se insere. A conformacédo do dimero resulta em uma
superficie com varios residuos polares ou carregados que servem como pontos de contato
para a interacdo com o duplex de RNA. Interacdes eletrostaticas se ddo pelo esqueleto de
acucar/fosfato, o que explica a falta de especificidade de sequéncia e a preferéncia por dsRNA.
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A afinidade por siRNAs de 21 nt e ndo menores ou maiores é explicada pela presenca de
residuos de triptofano nas posicées 29 e 42 de cada mondmero. Esses residuos atuam como
uma “régua molecular”, formando pontes de hidrogénio com o nucleotideo fosforilado na
extremidade 5’ de cada uma das fitas do duplex, resultando na alta afinidade por moléculas
de dsRNA com exatamente 21 nt (Ye et al., 2003).

A capacidade de ligacdo a siRNAs também foi demonstrada para a proteina NS1 do
Influenza A virus (FLUAV, gén. Orthomyxovirus), e foi proposto que o mecanismo de acdo
também é por sequestro de siRNAs, impedindo a montagem do RISC (Bucher et al., 2004).
Entretanto, diferentemente de P19, foi demonstrado que NS1 possui a capacidade de ligacdo
a dsRNAs longos (Wang et al., 1999), apesar de que com menor eficiéncia do que outras
proteinas celulares de ligacdo a esse tipo de molécula (Krug et al., 2003). Foi proposto que a
capacidade de ligacdo a siRNAs esta envolvida na resposta de defesa mediada por RNAi, e a de
ligacdo a dsRNAs longos, em respostas de defesa mediada por interferon (Bucher et al., 2004;
Li et al., 2004). NS1 é funcional em plantas e possui a capacidade de afetar o silenciamento
local (Bucher et al., 2004) e sistémico (Delgadillo et al., 2004).

Inibicao do Sinal Sistémico

A proteina p25 do PVX foi a primeira proteina supressora descrita com a capacidade
de inibicdo do sinal sistémico de silenciamento mediado por RNA. Trabalhos de enxertia
mostraram que o silenciamento sistémico induzido por um transgene era bloqueado na
presenca de p25. Além disso, foi comprovado que p25 é capaz de suprimir o silenciamento com
uma baixa eficiéncia em ensaios de agroinfiltragdo. Com base nestes resultados, foi proposto
que a incapacidade do silenciamento em se disseminar por toda a planta na presenga de
p25 seria devida a capacidade da proteina supressora em interferir com a producéo do sinal
sistémico (Voinnet et al., 2000). Trabalhos posteriores mostraram que p25 inibe o acumulo de
siRNAs longos (24-25 nt), sugerindo a inibicao da sintese ou a degradacédo destas moléculas
por p25, direta ou indiretamente (Hamilton et al., 2002). Foi demonstrado que a capacidade
de supressdo de silenciamento de p25 € requerida para a movimentacao célula a célula do
PVX, sugerindo que a maquinaria de silenciamento € efetiva para inibir o movimento viral
e que p25 bloqueia de fato a sinalizagdo sistémica em plantas infectadas (Bayne et al., 2005).

Outra proteina supressora que bloqueia a sinaliza¢do sistémica é a proteina 2b
do Cucumber mosaic virus (CMV, gén. Cucumovirus). Inicialmente foi demonstrado que a
expressdo de 2b via vetor viral PVX foi capaz de suprimir o silenciamento em plantas de N.
benthamiana silenciadas para GFP (Brigneti et al., 1998). Trabalhos posteriores utilizando
a técnica de enxertia mostraram que a expressdo de 2b previne o silenciamento no enxerto
reporter, sugerindo que a supressdo do silenciamento mediada por 2b envolve a inativagdo
ou o bloqueio do sinal sistémico. Os autores propuseram que 2b interage diretamente com
o sinal sistémico ou com algum componente do sinal, desestabilizando ou levando a sua
inativacdo (Guo e Ding, 2002). Além disso, foi demonstrado que a expressdo de 2b inibe o
acumulo de pequenos RNAs de 21, 22 e 24 nt em Arabidopsis e interfere com a atividade de
RDR1, uma RNA polimerase dependente de RNA que possui papel na producdo de siRNAs
virais (Diaz-Pendon et al., 2007). Foi demonstrado ainda que 2b possui capacidade de se
ligar a siRNAs sintetizados in vitro, indicando que o mecanismo de supressdo pode ser por
ligacdo a siRNAs envolvidos na sinalizagdo sistémica (Goto et al., 2007). A proteina 2b forma
um dimero e reconhece duplex de siRNAs de uma maneira independente de sequéncia, com
alta afinidade por moléculas de 19 ou 30 nt. O dimero reconhece duas voltas da dupla hélice
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do RNA pelas fendas maiores, que sdo acomodadas no esqueleto proteico do dimero. Nesta
regido de interacdo, existem residuos positivamente carregados conservados que formam
pontes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas com as fitas do RNA. De maneira andloga
ao reconhecimento do siRNA por P19, o duplex de siRNA é reconhecido por 2b por meio de
suas extremidades 5’ (Chen et al., 2008).

Interferéncia na Atividade de Agol (Slicer)

A supressdo de silenciamento por interferéncia direta na atividade de AGO1 (Slicer)
foi descrita para os supressores 2b do CMV (Zhang et al., 2006) e PO do Beet western yellows
virus (BWYV, gén. Polerovirus) (Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007). Apesar
de atuarem no mesmo componente da via de RNAi, o mecanismo especifico de acdo destas
duas proteinas é diferente.

A proteina supressora 2b se liga ao dominio PAZ (dominio de ligagdo a ssSRNA) e
parte do PIWI-box (dominio catalitico) de AGO1. Essa interacgdo especifica de 2b com AGO1
bloqueia a atividade de Slicer (Zhang et al., 2006).

Aproteina PO foi identificada como proteina supressora em ensaio de agroinfiltracao,
utilizando GFP como gene reporter. PO possui um efeito prolongado na supressdo do
silenciamento local, mantendo sua atividade supressora por até 25 dias apds a infiltragéo.
Entretanto, ndo possui nenhum efeito sobre o silenciamento sistémico (Pfeffer et al., 2002).
PO possui um dominio F-box que é requerido para a atividade de supressdo de silenciamento
(Pazhouhandeh et al., 2006). Estudos sobre o mecanismo de supressdo por PO identificaram
que essa proteina possui a capacidade de interagir com subunidades do complexo SCF
(SKP-Cullin-F-box), que, por sua vez, faz parte da via de degradacdo de proteinas por
ubiquitinagdo. Esse complexo interage com o dominio PAZ de AGO1, promovendo sua
degradacdo (Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007). Recentemente foi demonstrado
que PO ndo interfere com a atividade de Slicer em complexos RISC pré-programados com
si ou miRNAs contendo AGO1, mas previne a formagédo de novos complexos. Os autores
propdem que PO previne a montagem do RISC por interagdo com AGO1, inibindo a formacéo
do RISC “carregado”, o que consequentemente leva a degradacdo de AGO1 via ubiquitinacdo
(Csorba et al., 2010).

Efeito em Vias nao Relacionadas a Defesa Antiviral

O silenciamento mediado por RNAi em plantas € um sistema complexo de controle
da expressdo génica e de restricdo da multiplicacdo do virus e transposons, composto por
diferentes vias que possuem varios pontos de interse¢do (Brodersen e Voinnet, 2006). As
proteinas supressoras de RNAi codificadas por virus possuem a capacidade de interferir em
diversos pontos da via de silenciamento, permitindo que os virus estabelegam com sucesso
uma infeccdo sistémica no hospedeiro. Devido a existéncia dos pontos de interse¢éo entre as
diferentes vias de RNAi, os supressores virais podem causar perturbacdes em uma ou mais
vias ndo relacionadas com a defesa antiviral, gerando uma alteracdo na expressao génica do
hospedeiro. Além desse efeito possivelmente inadvertido, alguns trabalhos demonstraram que
a replicacdo viral também explora vias enddgenas de RNAi com o objetivo de redirecionar
a expressdo génica do hospedeiro, criando um ambiente mais favoravel a replicagdo viral,
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entretanto ndo pela agdo de proteinas supressoras/moduladoras, mas pela acdo de si/miRNAs
codificados pelo préprio genoma viral (Pfeffer et al., 2004).

As primeiras evidéncias da interferéncia pelas PSRs virais nas vias enddgenas de
RNAIi foram obtidas observando-se o fenotipo de plantas de tabaco expressando a proteina
supressora viral HC-Pro, ou superexpressando a proteina endégena rgs-CaM, que interage
com HC-Pro e também possui propriedade de supressdo de RNAI. Tais plantas apresentam
pequenos tumores na regido do hipocétilo, formados por células corretamente diferenciadas,
porém, distribuidas de forma aleatdria, sem formar tecidos (Anandalakshmi et al., 2000).
Estudos adicionais demonstraram que a expressao de HC-Pro altera o padrdo de acamulo
de miRNAs, sugerindo que essa alteracdo é responsdavel, pelo menos em parte, pelo fenotipo
observado nas plantas transgénicas (Mallory et al., 2002). Além disso, os autores sugeriram
que alguns dos sintomas observados em plantas naturalmente infectadas por virus podem
ser consequéncia de alteragdes na expressdo génica devido ao efeito de PSRs virais na via
dos miRNAs, ou mesmo que os virus poderiam utilizar a via dos miRNAs para aumentar a
expressdo de genes necessarios para a infeccéo viral.

Essa hipdtese foi reforcada em estudos com o potyvirus Turnip mosaic virus
(TuMV). Plantas de Arabidopsis infectadas naturalmente pelo TuMV apresentam uma
série de deficiéncias em seu desenvolvimento. Esses sintomas foram reproduzidos em
plantas transgénicas expressando a proteina P1/HC-Pro do virus (Kasschau et al., 2003).
Os resultados obtidos indicaram que os sintomas sdo consequéncia da supressdo da RNAi
pela proteina P1/HC-Pro. A supressdo causou uma diminuicdo da atividade do miRNA171,
responsavel pela regulacdo pds-transcricional de fatores de transcri¢do da familia Scarecrow
(Llave et al., 2002b). Os efeitos da infecgdo pelo TuMV sdo bastante similares ao fenotipo
de plantas de Arabidopsis mutantes para o gene Dicer-like 1 (dcl-1), incapazes de produzir
miRNAs (Golden et al., 2002; Park et al., 2002; Xie et al., 2004). Foi observado também que
a concentracdo do miRNA171 é maior em plantas infectadas ou transgénicas expressando
P1/HCPro do que em plantas sadias, sugerindo que P1/HC-Pro interfere com a atividade do
miRNA, e ndo com sua producdo ou acimulo (Kasschau et al., 2003). Uma possibilidade seria
ainibicdo da montagem e/ou da atividade do complexo RISC que contém o miRNA. Uma vez
que P1/HC-Pro ndo possui capacidade de ligacdo a miRNAs, seu modo de atuac¢do na via dos
miRNAs possivelmente ocorre via inibic¢do da atividade do RISC. Os autores propdem que a
inducdo dos sintomas do TuMV em Arabidopsis, e provavelmente em outros patossistemas,
pode ser explicada pelo menos em parte pela interferéncia nas vias regulatdrias controladas
por miRNAs (Kasschau et al., 2003).

Perturbacgdes na via dos miRNAs também foram descritas para os supressores p19
do TBSV, p21 do Beet yellows virus (BYV, gén. Closterovirus) e p69 do Turnip yellow mosaic
virus (TYMV, gén. Tymovirus). Da mesma forma que em plantas expressando P1/HC-Pro,
foram observadas alteracdes de desenvolvimento nas plantas expressando p19 e p21. Foi
demonstrado que os supressores interferem com a clivagem dos mRNAs ARF8, ARF10 e
SCL6-1V, mas ndo no acumulo dos miRNAs 167, 160 e 171, que direcionam a clivagem destes
genes alvo, respectivamente (Llave et al., 2002a; Rhoades et al., 2002; Kasschau et al., 2003).
Além disso, foi demonstrado que p19 e p21 possuem capacidade de ligacdo aos miRNAs,
provavelmente sequestrando o duplex de miRNA apds seu processamento por DCL1. Esses
resultados sugerem que a inibicdo esta provavelmente associada com a montagem do RISC.
Os autores propdem que a interferéncia na via dos miRNAs é uma propriedade de diversos
supressores virais de RNAi, ainda que o modo de a¢do sobre a via seja diferente, sendo p19
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e p21 sequestrando os duplex de miRNAs e P1/HC-Pro por inibicéo da atividade do complexo
RISC (Chapman et al., 2004).

A proteina supressora p69 do TYMV atua em um passo anterior a producdo de dsRNA,
tendo como alvo provavel a atividade da RARP responsavel pela sintese dessa molécula na
planta hospedeira (Chen et al., 2004). Plantas transgénicas de Arabidopsis expressando
P69 apresentam sintomas semelhantes aos da infec¢do viral, indicando que a indugéo de
sintomas independe da supressdo da RNAi direcionado ao RNA viral. De fato, essas plantas
apresentam uma regulacdo positiva da via dos miRNAs, incluindo niveis elevados de pelo
menos sete miRNAs e clivagem mais completa de pelo menos dois mRNAs do hospedeiro,
que codificam fatores de transcricdo, além de niveis elevados do mRNA que codifica DCL1
(Chen et al., 2004). Portanto, o efeito de p69 na via dos miRNAs é inverso ao de P1/HC-Pro,
que, embora também eleve os niveis de diversos miRNAs, leva a clivagem menos eficiente dos
mRNAs alvo (Kasschau et al., 2003). No caso de p69, foi proposto que o efeito positivo na via
dos miRNAs (clivagem mais eficiente dos mRNAs alvo) seria consequéncia de um mecanismo
de feedback negativo mediado por p69, no qual o aumento da expressdo de DCL1 levaria a
um maior acumulo de miRNAs (devido ao processamento mais eficiente dos pre-miRNAs), o
que em consequéncia levaria a uma clivagem mais eficiente dos mRNAs alvo. Um coroldrio
dessa hipotese € a conclusdo de que miRNAs podem atuar como fatores de patogenicidade
em infecgdes virais, por meio da regulagdo negativa da expressdo de genes do hospedeiro.
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Um Surpreendente Papel dos Pequenos
RNAs de Fita Dupla na Ativacao Génica

Como foi visto nos capitulos anteriores, RNAi é um
mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional, iniciado
pela producéo de pequenos duplexes de RNAs (siRNAs) de 21-
28 nucleotideos (nt) a partir de longas moléculas de RNA de
dupla fita (dsRNAs). Tais pequenos RNAs sdo incorporados
no complexo proteico RISC (RNA-induced silencing complex) e
guiam a clivagem de moléculas de RNA complementares ou RNAs
alvos (Hannon, 2002). Além da regulacdo pos-transcricional, os
RNAs de interferéncia estdo também envolvidos em processo
de silenciamento transcricional via metilacdo do DNA nuclear
em plantas (Hamilton et al., 2002), Schizosaccharomyces pombe
(Volpe et al., 2002), Drosophila melanogaster (Pal-Bhadra et al.,
2004) e em mamiferos (Morris et al.,, 2004). Ademais, em
protozodrios ciliados, como o Tetrahymena thermophila, dSRNAs
sdo capazes de atuar como guias na delecdo de sequéncias
gendmicas especificas, que podem variar de centenas até 20.000
pares de bases, durante a conjugacao destes organismos. O
mecanismo como estes dSRNAs atuam permanece desconhecido.
Estudos com estes organismos demonstraram que dsRNAs
também sdo capazes de deletar DNA exdgeno, funcionando
como um “servico de vigilancia” celular (Yao et al., 2003).

Existem, entretanto, alguns casos em que RNAs pequenos
atuam positivamente na regulagdo da expressao de genes alvos.
Ha pouco mais de quatro décadas, R.]. Britten e E.H. Davidson
(1969) propuseram a teoria de que os entdo denominados
“RNAs ativadores” - transcritos de regides redundantes e néo
codificadoras do genoma - seriam capazes de ativar a expressao
de varios genes codificadores de proteinas. Segundo os autores, 0s
“RNAs ativadores” seriam complementares a regides regulatorias
de alguns genes, de modo que RNAs de fita inica formariam
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um complexo com a fita dupla de DNA. Esse complexo seria responsavel pela regulacéo
transcricional de genes alvos. Embora na época tal teoria ndo tenha sido formalmente testada,
recentemente, alguns trabalhos apontam para a intrigante possibilidade de dsSRNAs estarem
envolvidos em mecanismos de ativacio da expressdo génica. Tal mecanismo é denominado
double-strand RNA (dsRNA)-induced gene activation, RNA activation ou simplesmente RNAa
(Rossi, 2007). Esse mecanismo foi demonstrado pelo uso de RNAs sintéticos de 19-21 nt
que formam duplexes e sdo complementares a regides especificas de promotores de genes
humanos. Tais duplexes sintéticos sdo coletivamente denominados small activating RNAs
(saRNAs) ou antigene RNAs (agRNAs), para diferenciar de dsRNAs pequenos que atuam no
mecanismo de RNAI (siRNAs). Para padronizagdo de nomenclatura, esse capitulo tratard esses
duplexes de RNA coletivamente como saRNAs. O reconhecimento de sequéncias de promotores
pelos saRNAs é capaz de aumentar os niveis de expressdo de genes especificos em até vinte
vezes em células de mamiferos (Li et al., 2006; Janowski et al., 2007; Schwartz et al., 2008) .

A descoberta de que pequenos duplexes, similares a siRNAs, sdo capazes de ativar a
expressdo génica indica que devem existir diferencas nos mecanismos de silenciamento e
ativacdo génica. Ambos os grupos de pesquisa, que identificaram o fendmeno de RNAa, estavam
inicialmente estudando mecanismos de silenciamento transcricional mediado por siRNAs.
Lietal. (2006) delinearam experimentos nos quais duplexes de RNA eram complementares
aregides ricas em CpG de promotores especificos. Trabalhos anteriores demonstraram,
de maneira convincente, que duplexes induzem o silenciamento transcricional quando
complementares a regides de promotores ricas em CpG via indugdo de modificac¢oes pos-
traducionais em histonas ou no nivel de metilagdo do DNA cromossémico (Morris et al., 2004;
Ting et al., 2005). De fato, Li et al. (2006) obtiveram niveis de silenciamento transcricional dos
genes E-cadherin, p21 e VEGF semelhantes aos encontrados por outros grupos de pesquisa.
Entretanto, quando os autores transfectaram células humanas com saRNAs complementares
aregides distintas nos mesmos promotores, isto é, regides possuindo baixo contetido de GC e
auséncia de sequéncias invertidas e/ou repetidas, eles observaram resposta completamente
diferente: ativacdo da expressdo génica. O aumento no acumulo de transcritos e de proteina
dos genes alvos foi associado a presenca desses saRNAs. Além disso, as células transfectadas
apresentaram algumas alteracdes fenotipicas, provavelmente devido ao aumento de expressao
dos genes alvos. Baseados nessas observagdes, os autores concluiram que saRNAs sdo capazes
de induzir a expressdo génica via sua complementaridade com sequéncias de promotores.

Janowski et al. (2007) chegaram a mesma conclusdo, avaliando a acdo de duplexes de
RNAs complementares a outros promotores. Neste caso, a sequéncia alvo foi a do promotor
do gene progesterone receptor (PR). Os autores observaram alteragdes na resposta fisioldgica
de células transfectadas com os duplexes devido ao aumento na expressao do gene PR.

Uma observacgdo importante feita pelos dois grupos foi que a ativacdo génica via
saRNAs ndo ocorre ao acaso, mas sim é determinada por tipos celulares especificos e
pela regulacgéo epigenética do proprio gene alvo. Li et al. (2006), por exemplo, detectaram
aumento nos niveis de transcritos e de proteina do gene E-cadherin em células de cancer
de prostata (PC-3 e DU-145) apds transfecgdo com saRNAs. Tal efeito ndo foi observado em
células HeLa, nas quais o promotor do gene em questdo ¢é altamente metilado em sequéncias
CpG. Observagoes desse trabalho indicam que o nivel de metilacdo do promotor do gene
alvo determina a eficiéncia de ativagdo da expressdo via saRNAs. Janowski et al. (2007)
relatam que a variacdo nos niveis basais de expressdo do gene PR em distintas células de
cancer de mama, determina a eficiéncia de ativagdo via saRNAs. Em células expressando
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altos niveis de PR, a ativacdo foi ineficiente, enquanto que células expressando niveis basais
do gene PR apresentaram aumentos expressivos no acumulo de transcritos e de proteina
PR. Portanto, os dados desses dois trabalhos indicam que RNAa pode ser um mecanismo
geral para controlar a expressdo de genes especificos em determinados tipos e condi¢des
celulares, gerando respostas metabdlicas e fenotipicas que podem estar relacionadas ao
desenvolvimento de canceres.

A partir de sua descoberta, varias perguntas emergiram em relacdo ao fendmeno
de regulacdo génica via RNAa: a primeira pergunta que surge é referente ao mecanismo
molecular implicado no processo de ativacdo génica, visto que saRNAs modificados sdo
também capazes de induzir o silenciamento de genes alvos (Janowski et al., 2007). A ativacgdo
ou silenciamento génico sdo determinados pela especificidade de sequéncia entre os saRNAs
e seus promotores alvos (Rossi, 2007). Uma Unica alteracdo de base nucleotidica é suficiente
para ativagdo ou repressdo transcricional (Janowski et al., 2007). Concomitantemente, os
mesmos autores avaliaram vérias regides alvos na sequéncia do promotor do gene PR e
testaram diferentes tipos de saRNAs para ativacdo ou silenciamento génico. Os resultados de
tais experimentos falharam em apontar um consenso de sequéncia de DNA que diferencie
a ativacdo de silenciamento. Além disso, a mesma andlise realizada em outros promotores
demonstrou que ndo ha um aparente consenso na regido do promotor em que a ativacao
ou silenciamento é mais eficiente. Por exemplo, o saRNA mais eficiente para a ativacdo do
gene PR é complementar a regido -11 a +8, enquanto que, para o gene major vault protein, o
saRNA mais eficiente na ativacdo é complementar a regido -54 a -36 de seu promotor. Tais
resultados indicam que sdo necessarios dados experimentais adicionais para esclarecer
qual(is) mecanismo(s) molecular(es) é(sdo) responsavel(is) pela distin¢do da acdo de saRNAs
como ativadores ou repressores da expressdo génica. Entretanto, uma pista inicial é que
saRNAs direcionados a regides do genoma propensas a metilagdo (por exemplo, regides ricas
em sequéncias CpG) iréo provavelmente atuar como repressores ao invés de ativadores da
expressdo de genes alvos, pelo menos no caso do gene E-cadherin (Li et al., 2006).

Além de induzir o silenciamento, saRNAs que diferem em poucas bases podem ser
mais ou menos eficientes ativadores da expressdo de genes alvos, resultado semelhante ao
observado para siRNAs (Janowski et al., 2007). Tanto os saRNAs perfeitamente complementares
a sequéncia alvo quanto os com poucos “mismatches” sdo capazes de reconhecer a mesma
sequéncia em questdo. Portanto, eles competem entre si por sitios de reconhecimento nos
promotores, e essa competicio afeta o grau de ativagdo do gene alvo. Esta observagdo sugere
que a geometria de reconhecimento da sequéncia alvo € um fator crucial para uma eficiente
ativacdo da expressdo génica.

Outra pergunta importante em relacdo ao mecanismo de RNAa versus RNAi é qual
ou quais proteinas participam da ativagdo génica utilizando duplexes de RNA. Estudo prévio
de silenciamento génico em mamiferos utilizando duplexes demonstrou o envolvimento
das proteinas da familia Argonauta, Ago1 e Ago2, as quais sdo componentes essenciais do
mecanismo de RNAi (Janowski et al., 2006). Até o momento, ndo hd um consenso de qual
proteina argonauta participa no mecanismo de RNAa, embora células com baixa producdo
da proteina Ago2 parecem ser incapazes de induzir a ativacdo génica via saRNAs (Li et al.,
2006). As proteinas Argonautas utilizam pequenos RNAs regulatdrios, tais como siRNAs
e microRNAs, como guias para o reconhecimento de RNAs mensageiros (mRNAs) alvos.
Tal reconhecimento induz a clivagem do mRNA alvo ou repressdo da traducéo durante o
silenciamento génico via RNAi (Meister et al., 2004). O envolvimento de proteinas argonautas
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na atividade de saRNAs sugere que esses dsRNAs tém o potencial de ligar-se a moléculas de
RNA, ou seja, os saRNAs guiam o complexo RISC para o RNA alvo.

De fato, um trabalho recente demonstra que transcritos antissenso podem ser os alvos
primdrios de saRNAs (Schwartz et al., 2008) , pelo menos no caso do gene PR. Os autores
identificaram transcritos de RNA antissenso que sdo complementares a regido promotora
do gene PR. Tais RNAs sdo transcritos na orientacdo antissenso a partir de exons do gene PR,
incluindo parte de sua regido promotora na qual esta contida sequéncia de reconhecimento
dos saRNAs. Os transcritos acumulam-se em niveis elevados em células humanas especificas
e ndo sdo alvos de clivagem via saRNAs. Entretanto, células contendo niveis baixos desses
transcritos antissenso sdo menos eficientes ou mesmo incapazes de ativar a expressdo do
gene PR via saRNAs, sugerindo que a atividade dos saRNAs na ativa¢do génica é dependente
de RNAs antissenso. Schwartz e colaboradores (2008) demonstraram que saRNAs ligam-se
aos transcritos antissenso e recrutam proteinas argonautas para formar o complexo saRNA-
RNA antissenso proteina argonauta. Tal complexo atua como um scaffold, recrutando ou
redirecionando outras proteinas, tais como a heterochromatin proteini (HP1) e a heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein-k (hnRNP-K) (Yahi et al., 2008; Venables et al., 2008). Tanto HP1
quanto hnRNP-k sdo fatores essenciais para a interacdo DNA e RNA. Um possivel modelo do
mecanismo de RNAa (proposto por Schwartz et al., 2008) € ilustrado na Figura 1.

Transcrito

antisenso E Transcrito
— Polll do gene-alvo
N
:hnRNP-k" Y
Moot | HP1 <
N
| - Y
Membrana nuclear

/'ﬁ Fita-guia de agRNA incorporada

em proteina argonauta
agRNA

Figura 1. Modelo esquematico do possivel mecanismo de ativacdo génica via saRNAs. Linhas cheias e tracejadas
representam fatores que se associam e desassociam, respectivamente, com a sequéncia do promotor do gene alvo ap6s
transfeccdo com saRNAs. Os saRNAs recrutam proteina Argonauta para o transcrito antissenso e isto induz a relocalizacdo
da proteina heterogeneous nuclear ribonucleoprotein-k (hnRNP-k) do promotor para o transcrito antissenso. O complexo
saRNA-transcrito antissenso-proteina forma-se nas proximidades do promotor do gene alvo e afeta o balanco da regulacdo
génica. Ago, Argonauta; HP1, heterochromatin protein1; Polll, RNA polimerase II.

Embora o modelo descrito anteriormente seja o0 mais recentemente proposto, o exato
mecanismo molecular que utiliza saRNAs para ativacdo génica ainda necessita de mais
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esclarecimentos. E possivel que tal mecanismo seja especifico de determinados promotores
ou de determinados tipos celulares. Além disso, fatores adicionais podem desempenhar
importante papel na ativacdo de genes alvos via o mecanismo de RNAa. Li et al. (2006)
demonstraram que a ativacdo do gene E-cadherin em células de cancer de prostata (PC-3),
utilizando saRNAs, ocorre devido a uma reduc¢do no padrdo de metilacdo da proteina histona
3 (H3). Altos niveis de metilacdo de H3 reprimem a expressdo de varios genes nesses tipos
celulares, incluindo o E-cadherin (Shi et al., 2003). Novamente, experimentos adicionais,
avaliando a ativagdo de outros genes com saRNAs distintos, sdo necessarios para um melhor
entendimento do mecanismo de RNAa.

Embora comprovado experimentalmente, o fendmeno de RNAa, tal como discutido
anteriormente, ndo foi ainda identificado para duplexes de RNA enddgenos. Contudo,
Kuwabara et al. (2004) relataram a identificacdo de um pequeno duplex (21 nt) que possui
sequéncia antissenso complementar ao elemento em cis NRSE, o qual esta presente em
promotores de genes especificamente ativos em neurdnios. Esse elemento em cis é reconhecido
pela proteina NRSF/REST que mantém tais genes desligados durante a manutencéo do estado
ndo diferenciado de células pré-neuronais. Esse desligamento depende da capacidade de
NRSF/REST ligar-se ao elemento NRSE (Lunyak e Rosenfeld, 2005). O dsRNA antissenso ao
elemento NRSE, produzido a partir de molécula precursora de RNA néo codificante (~20-40
nt), interage com a proteina NRSF/REST sem afetar sua ligacdo com o elemento em cis, ou
seja, a proteina repressora mantém-se associada aos promotores dos genes alvos. Entretanto,
a formacdo do complexo dsRNA-proteina NRSF/REST funciona como ativador da expressdo
génica (Figura 2). Em outras palavras, a presenca do duplex libera genes especificos de seu
estado de repressao génica, gerado, inicialmente, pela ligacdo do repressor transcricional
NRSF/REST na sequéncia NRSE de regides promotoras. Embora o mecanismo ainda seja
desconhecido, os autores sugerem que esse switch na regulacdo da expressdo génica em
células pré-neuronais induz sua maturacéo final em neurénios (Figura 2). Portanto, RNAs de
dupla fita endégenos podem funcionar como ativadores da expressao génica, desempenhando
papéis-chave na diferenciacao celular, o que pode implicd-los também na formacao de
células tumorais.

De forma similar ao uso de siRNAs no mecanismo de RNAI, células utilizam microRNAs
(miRNAs) para regular a expressdo génica enddgena via repressdo da traducdo e/ou clivagem
de mRNA alvo complementar (Flynt e Lai, 2008). Recentemente, Place e colaboradores (2008)
relataram um caso em que miRNAs podem funcionar também como ativadores da expressao
génica, tal como os saRNAs. Buscas computacionais de sequéncias complementares a miRNAs
no genoma humano relevaram a complementaridade do microRNA miR-373 a sequéncia dos
promotores dos genes E-cadherin e CSDC2. O mesmo grupo ja havia demonstrado que saRNAs
complementares ao promotor do gene E-cadherin sdo capazes de induzir sua expressdo em
células tumorais (Li et al., 2006).

A biossintese de miRNAs € iniciada pela transcricdo dos genes MIR via RNA Polll. O
transcrito primadrio, ou pri-miRNA, é um RNA longo de fita simples e poliadenilado que forma
estrutura secunddria do tipo hairpin. O pri-miRNA €é processado via a agdo de diferentes
enzimas, produzindo o precursor pre-miRNA. O pre-miRNA é processado novamente, gerando
um “duplex” imperfeito de RNA (20-22 nt) que contém tanto o miRNA maduro quanto sua fita
complementar (denominado miRNA*). O miRNA maduro € posteriormente incorporado ao
complexo proteico RISC (tal como os siRNAs) e guia a clivagem de mRNAs complementares
ou promove a repressdo da traducdo de genes alvos (Flynt e Lai, 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica de ativacdo da expressao génica via dsRNAs complementares ao elemento
em cis NRSE. Complexo proteico contendo proteina NRSF/REST liga-se ao elemento em cis NRSE, reprimindo a expressao
de genes especificos de neurdnios. Em determinadas condicdes fisioldgicas e estagio de desenvolvimento, células pré-
neuronais produzem dsRNAs que ligam-se ao complexo proteico NRSF/REST, ativando os mesmos genes e induzindo
a maturagdo neuronal.

A possibilidade de que miRNAs também funcionem como ativadores transcricionais
foi primeiramente cogitada com base em dados de complementaridade entre os saRNAs e
suas sequéncias alvos. Os saRNAs com poucos mismatches sdo ainda capazes de ativar a
expressdo génica (Li et al., 2006). O ndo pareamento de algumas bases entre a sequéncia do
miRNA maduro e seu alvo é comum e toleravel durante o silenciamento génico mediado por
esses RNAs regulatorios (Faller e Guo, 2008), o que sugere que miRNAs podem apresentar
mismatches em relacdo a sequéncia promotora alvo e ainda assim serem funcionais. Desta
forma, Place et al. (2008) transfectaram células de cancer de préstata (PC-3) tanto com o
miR-373 maduro quanto com o pre-miR-373, os quais possuem regido de complementaridade
com alguns mismatches em relacdo a sequéncia dos promotores dos genes E-cadherin e
CSDC2. Os autores demonstraram que a expressao desses genes foi induzida por transfeccdo
de células com microRNA miR-373. Tal inducdo foi especifica e dependente do nivel de
complementaridade entre o microRNA e a sequéncia alvo dos promotores em questdo.
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Além disso, tal como observado para os saRNAs, a eficiéncia de inducdo génica via miRNAs
também € dependente de fatores epigenéticos (metilagdo, etc.) que interferem na atividade
do promotor.

Apesar de demonstrarem incontestavelmente que células transfectadas com o miR-
373 induzem a expressdo génica, os autores ndo conseguiram demonstrar que o miR-373
endégeno é capaz de funcionar da mesma maneira. £ possivel que a atividade endégena de
ativagdo génica via miRNAs seja especifica de tipos celulares ou estagios de desenvolvimento
celular néo testados pelos autores. Tal hip6tese é embasada pela recente descoberta de que
miRNAs podem ativar ndo somente a expressdo génica, mas também a tradugéo de proteinas
(Vasudevan et al., 2007). Sequéncias em tandem AUUUA, denominadas elementos AREs,
estdo presentes na regido 3’ nédo traduzida de alguns mRNAs. Os elementos AREs sdo sitios
de ligacdo para as proteinas Ago2 e fragile X mental retardation-related protein 1 (FXR1). Tal
associagdo leva ao aumento da tradugdo de proteinas de genes especificos. Como Ago2 esta
associada a microRNAs, Vasudevan et al. (2007) investigaram a possibilidade de o aumento
na traducdo ser devido a presenca de miRNAs. De fato, os autores identificaram miRNAs
complementares aos elementos AREs. Interessantemente, esses miRNAs podem mediar a
ativacdo ou repressdo da traducdo, dependendo do estagio de divisdo em que as células se
encontram durante o ciclo celular. Em células no estagio de proliferacéo, complexo contendo
Ago2 e microribonucleoproteinas é recrutado por miRNAs para o mRNA alvo, reprimindo a
traducdo de proteinas. Contudo, apés o bloqueio do ciclo celular, esse complexo, juntamente
com a proteina FXR1, associa-se ao mRNA alvo promovendo a tradugdo de proteinas e,
portanto, induzindo a ativagdo de genes alvos. Tal associagdo do complexo proteico ao
mRNA alvo é também mediada por miRNAs, indicando um papel duplo dos miRNAs no
controle da tradugdo de proteinas. Interessantemente, o papel de ativador génico parece ser
desempenhado por miRNAs bem documentados na literatura, embora essa faceta de sua acdo
tenha sido notada somente recentemente. Por exemplo, 0o microRNA Let-7, conhecido por
reprimir a traducéo de seus alvos em células animais (Roush e Slack, 2008), pode também
ativa-la, dependendo do estagio de desenvolvimento celular (Vasudevan et al., 2007). Essa
descoberta, juntamente com a inducdo da expressdo génica, imediatamente sugere que
fatores especificos do desenvolvimento celular regulam a acdo de miRNAs como ativadores
ourepressores da atividade génica. Quais seriam e como agem esses reguladores estdo entre
as intrigantes perguntas bioldgicas a serem respondidas pela ciéncia em futuro préximo.
A ativacgdo de certos genes via microRNAs, tanto transcricional como traducionalmente,
revela uma complexa e fundamental importancia desses pequenos RNAs como reguladores
enddgenos da expressdo génica.

Os resultados discutidos nos paragrafos anteriores indicam claramente uma nova
via de acdo de pequenos duplexes de RNA na regulacdo génica de eucariotos. Ndo apenas
repressores da expressdo génica, os duplexes de RNA (incluindo miRNAs) possuem também
papelrelevante na ativacdo de genes em determinados tipos celulares e condi¢des fisioldgicas.
Essa descoberta possui implicacdes claras no uso de RNAi e RNAa como ferramentas da
regulacdo da expressdo génica. Ambas as técnicas vém sendo propostas como possiveis
modalidades terapéuticas para o tratamento de doencas especificas, incluindo alguns tipos de
canceres (Janowski et al., 2007). Um passo inicial nessa direg¢do foi iniciado com os trabalhos
de Mao et al. (2008) e Yang et al. (2008). Os dois trabalhos demonstraram que a ativacao
de genes associados ao cancer de bexiga, via saRNAs, reduziu a proliferacgdo e viabilidade
das células tumorais. Tais genes, quando ativados, induzem uma cascata de eventos que
culmina na repressdo de fatores importantes para o desenvolvimento de células tumorais.
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Contudo, todos os experimentos utilizando RNAa, até o momento, foram realizados em
culturas celulares. Portanto, os eventos de ativacdo génica descritos foram essencialmente
transientes (Li et al., 2006; Janowski et al., 2007; Scwartz et al., 2008; Place et al., 2008;
Yang et al., 2008; Mao et al., 2008). Com o intuito de continuar as pesquisas nesta intrigante
area, além de células humanas, também ja foram realizados testes em células de chimpanzé
(WES) e macaco verde africano (COS1). Estes animais foram escolhidos por possuirem um
genoma quase idéntico ao nosso e ja serem utilizados para testes no desenvolvimento
de novos farmacos. A ativacdo de genes como E-cadherin, p21, VEGF, p53, entre outros,
potencialmente envolvidos no tratamento de canceres, foi desencadeada nas células WES
e COS1, pela introducdo de moléculas de saRNA humanas. Este resultado abre espacgo para
a validacdo de novas drogas baseadas em RNAa em outros organismos que ndo humanos
(Huang et al., 2010). O préximo passo é analisar esse mecanismo de regulacdo génica do
organismo e avaliar se a inducdo de expressdo de genes especificos também ocorre nessas
condicoes. Somente apds este importante passo, ampliaremos nosso conhecimento de modo
a utilizar a ferramenta de RNAa da maneira mais eficiente e segura possivel. Entretanto,
podemos ja vislumbrar um futuro (possivelmente préoximo) no qual sera possivel combinar
RNAi e RNAa de modo a silenciar e ativar genes simultaneamente com propdésitos terapéuticos.
De fato, a empresa Alnylam Pharmaceuticals nos EUA, uma das lideres mundiais no uso de
RNAi como modalidade terapéutica, anunciou, em agosto de 2008, que ird investir no uso
de RNAa em terapias genéticas em futuro préximo. Por exemplo, 0 mecanismo de RNAa
pode ser utilizado para reativar genes supressores de tumores, os quais estdo normalmente
silenciados em células tumorais (Zhaoand & Epstein, 2008). Os estudos com células tumorais
ja tiveram algum avanco em testes utilizando a tecnologia de ativacdo por RNA. Na China,
pesquisadores conseguiram inibir o crescimento de células cancerigenas com a ativagdo do
p21, que modula negativamente a progressdo do ciclo celular, via saRNA, e ainda aumentar
a sensibilidade das células tumorais a drogas utilizadas em tratamentos quimioterdpicos
(Wei et al., 2010). Ndo apenas o tratamento de alguns tipos de cAncer pode ser beneficiado
pelos avancos tecnoldgicas desta crescente area, como também outros problemas de saude.
Um exemplo envolve o gene VEGF (fator de crescimento vascular), cuja ativacdo em células
primdrias musculares esponjosas do corpo cavernoso humano foi demonstrada recentemente.
Esta resposta positiva abre portas para um possivel medicamento para casos de disfuncéo
erétil (Chen et al., 2011).

A manipulacdo de células para inducéo de pluripoténcia sempre foi um enorme
desafio para a ciéncia moderna. Agora, o sonho de manipular o destino celular estd cada
vez mais proximo de se tornar realidade. Com a recente descoberta de que um importante
fator de transcrigdo - NANOG, o qual tem participacdo critica na regulacdo do destino da
célula - € superexpresso na presenca de saRNA, ilumina-se o caminho para a ativagdo de genes
relacionados com o desenvolvimento e a manipula¢do do destino celular (Wang et al., 2012).

Silenciamento Transcricional: dsRNAs Atuando no DNA

Na secdo anterior, foi discutido sobre o papel de pequenos dsRNAs na ativacdo e no
silenciamento pds-transcricional de genes especificos, formando o “Yin e Yang” da regulacdo
da expressdo génica em eucariotos. Como a ativagdo génica via dsRNAs (RNAa) foi abordada
anteriormente, esta secdo serd dedicada a discutir mais detalhadamente os mecanismos
envolvidos no silenciamento transcricional mediado por dsRNAs.
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Ossilenciamento transcricional dependente de dsRNAs foi primeiramente documentado
em plantas infectadas por viroides (Wassenegger et al., 1994) e pode envolver tanto a
metilacdo de sequéncias especificas de DNA (RNA-dependent DNA methylation ou RADM)
quanto modifica¢des na cromatina. Em plantas, pequenos dsRNAs ou siRNAs (24-26 nt)
recrutam DNA metiltransferases (DMTases) e proteinas modificadoras de cromatina (e.g.,
histona deacetilases) para a metilacdo de novo de regides do genoma, principalmente regides
ricas em sequéncias CG, CNG e CNN (Figura 3; Kawasaki et al., 2005).

Longo dsRNA

RN RRRRRR A
Proteinas
DICER-like
I Pequenos
T dsRNAs
(24-26 nt)

Histona
deacetilases

\l

Metilacdo do DNA

Figura 3. Metilacido de DNA mediada por dsRNAs em plantas. Longos dsRNAs sdo processados por proteinas DICER-
like em dsRNAs de 24-26 nt. Esses dsRNAs sdo incorporados no complexo contendo proteina Argonauta, recrutando
DNA metiltransferases (DMTases) e proteinas modificadoras de cromatina (histona deacetilases) para a metilacdo de
novo de regides do genoma ricas em sequéncias CG, CNG e CNN.

Os dsRNAs sdo utilizados por complexos proteicos como guias para identificar genes
alvos ex6genos ou enddgenos e induzir o silenciamento transcricional. No caso de plantas,
tanto viroides quanto transgenes sdo utilizados como substratos para gerar siRNAs, que
guiam a metilacdo da base citosina em sequéncias homologas no genoma vegetal (Henderson
e Jacobsen, 2007), funcionando como um mecanismo de defesa contra agentes exégenos.
Os principais alvos enddgenos para o silenciamento transcricional dependente de dsRNAs
sdo os transposons (Girard e Hannon, 2008). Transposons sdo acidos nucleicos parasitas
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capazes de mover-se e propagar-se no genoma hospedeiro, alterando a expressio génica
(Kazazian Junior, 2004). A movimentacdo e propagacao desordenadas de transposons podem
levar a disrupcao de genes importantes, além de causar rearranjos cromossémicos, gerando,
muitas vezes, mutacdes deletérias no organismo hospedeiro. Por isso, 0 genoma de varios
organismos eucaridticos utiliza siRNAs como defesa contra transposons, ou seja, esses pequenos
dsRNAs participam de mecanismos de supressdo de transposons. Tais mecanismos variam
nos detalhes de organismo para organismo, mas, em geral, as etapas sdo conservadas.

No caso de silenciamento transcricional de transposons, trés etapas sdo essencialmente
constantes em todos os organismos estudados: (1) detec¢do de loci de transposons via producdo
de transcritos que sdo reconhecidos como substratos pela maquinaria de RNAi; (2) producdo
de pequenos RNAs (amplificagdo); e (3) incorporacdo de pequenos RNAs em complexo proteico
e posterior recrutamento de DMTases e proteinas modificadoras de cromatina para metilacdo
de DNA e formacdo de heterocromatina (Girard e Hannon, 2008).

Em plantas e leveduras, a etapa de reconhecimento pode iniciar-se pela transcricdo
de sequéncias invertidas de transposons, o que leva a formacao de fitas duplas de RNA. Tais
transcritos tornam-se substratos para a geracao de siRNAs por meio da acdo de proteinas DICER-
like (Figura 3; Slotkin e Martienssen, 2007). Em animais, a etapa de reconhecimento é menos
conhecida, visto que envolve uma classe de pequenos RNAs identificada somente recentemente,
os Piwi-interacting RNAs (piRNAs; Girard e Hannon, 2008). Os piRNAs sdo pequenos RNAs
de 24-30 nucleotideos que associam-se especificamente com proteinas denominadas Piwi,
as quais compartilham dominios conservados com as proteinas Argonautas (Girard et al.,
2006). Diferentemente de siRNAs, piRNAs sdo produzidos a partir de precursores de RNA
de fita simples policistronicos, os quais sdo transcritos de loci formados por clusters desses
pequenos RNAs. Tais precursores sdo posteriormente processados em piRNAs por meio
de mecanismo ainda ndo elucidado (Girard e Hannon, 2008). Interessantemente, alguns
transposons estao contidos nesses clusters como sequéncias invertidas (Figura 4a). Portanto,
apos seu processamento, os transcritos policistronicos geram piRNAs complementares a
sequéncia do locus de origem e geram também pequenos RNAs complementares as sequéncias
invertidas dos transposons (Figura 4b; Brennecke et al., 2007).

Embora o mecanismo de geracdo de piRNAs primérios ainda néo esteja esclarecido, estes
sdo utilizados para clivar mais precursores de piRNAs, via Piwi, aumentando consequentemente
o numero final de piRNAs (piRNAs secunddrios). No caso de plantas e leveduras, os sSiRNAs
primdrios incorporados na proteina Argonauta clivam outros transcritos de transposons
com sequéncias conservadas, gerando os siRNAs secundarios (Figura 4b; Sugiyama et al.,
2005). A etapa de amplificacdo mantém o sistema constantemente alimentado de piRNAs e
siRNAs, garantindo a eficiéncia do silenciamento.

Na etapa de repressdo transcricional, o complexo proteico contendo Piwi e piRNAs
recruta DMTases para metilar a sequéncia de DNA correspondente aos transposons alvos
(Figura 4c). Em plantas e leveduras, o complexo proteico contendo Argonauta e siRNAs
recruta tanto DMTases quanto histona deacetilases para metilagdo de DNA e formag&o de
heterocromatina, respectivamente (Figura 3 e 4c). Tais modifica¢des epigenéticas impedem
a transcricdo dos transposons, inibindo sua atividade no genoma. Entretanto, é importante
ressaltar que nem todos os transposons existentes no genoma sdo regulados pelo mecanismo
de silenciamento transcricional mediado por pequenos dsRNAs ou piRNAs. Além disso, em
alguns casos, o silenciamento transcricional e pds-transcricional de transposons ocorre
concomitantemente (Kawasaki et al., 2005).
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Figura 4. Silencimento transcricional de transposons em eucariotos. (a) Em animais, piRNAs (24-30 nt)
complementares a transposons sdo gerados a partir de precursor de RNA policostronico de piRNAs (vermelho) que
contém sequéncias invertidas de transposons (cinza) embebidas no locus. J4 em plantas e levedura, locus de transposon
(cinza) com sequéncias invertidas produz um dsRNA longo com estrutura do tipo harpin. (b) Embora ainda néo eluciado,
mecanismo inicial de clivagem gera piRNAs primdrios a partir de seu precursor. Tais piRNAs sdo incorporados na
proteina Piwi e induzem a clivagem de novo de precursores, gerando os piRNAs secunddrios. O dsRNA longo é clivado
pela proteina DICER-like, gerando siRNAs (24-26 nt), que, por sua vez, sdo incorporados em proteina Argonauta (Ago).
O complexo siRNA-proteina Argonauta cliva transcritos de transposons alvos, gerando os siRNAs secunddrios. A
producéo de RNAs secunddrios é denominada de etapa de amplificagdo. (c) O complexo piRNA-Piwi recruta DMTases
para inserir grupos metil (CH3) nas sequéncias alvos de transposons de animais. J4 em plantas, o complexo Argonauta-
siRNA recruta tanto DMTases (como mostrado na Figura 3) como proteinas remodeladoras de cromatina, tais como
as histonas deacetilases (HD). Tanto a metilacdo como a formacéo de heterocromatina eficientemente promovem o
silenciamento transcricional de transposons.

Outras sequéncias de DNA também produzem siRNAs e tornam-se alvos de silenciamento
transcricional. Tais regides no genoma incluem sequéncias de DNA repetitivas e invertidas,
geralmente localizadas na heterocromatina. Na levedura Schizosaccharomyces pombe,
sequeéncias repetitivas de DNA estdo presentes na regido pericentromérica dos cromossomos,
formando a heterocromatina. Essas sequéncias sdo reguladas transcricionalmente por siRNAs
gerados a partir de RNAs transcritos naquela regido (Volpe et al., 2002). O silenciamento
transcricional mediado por siRNAs em S. pombe ocorre exclusivamente via modificacdo da
heterocromatina, enquanto que, em animais e plantas, o mecanismo predominante é o RADM.
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Em plantas, regides repetitivas de DNA também podem estar presentes em genes
codificadores de proteinas, tornando-os alvos de silenciamento por RADM. O melhor exemplo
descrito até o momento € o do gene FWA que codifica um fator de transcricéo envolvido no
controle do periodo de florescimento de Arabidopsis thaliana (Soppe et al., 2000). FWA é
expresso no endosperma de sementes de A. thaliana, enquanto que sua expressdo € reprimida
em outros tecidos jovens da planta. Tal repressdo é causada por metilacido de sequéncias
simétricas do tipo CpG e assimétricas do tipo CpHpH, presentes em sequéncias repetitivas
de DNA no promotor e na regido 5’ ndo traduzida do gene FWA.

A manutencdo do silenciamento transcricional do gene FWA é um processo
extremamente complexo e envolve mecanismos dependentes e independentes de siRNAs
(Lavrov e Kibanov, 2007). Neste capitulo, sera discutido somente o mecanismo envolvendo
RADM. As regides repetitivas presentes no promotor, préximas a regido 5’ ndo traduzida do
gene FWA, sdo transcritas por uma RNA polimerase IV (RNApollV), gerando um transcrito
de RNA de fita simples. Esse transcrito torna-se substrato para a proteina denominada RNA-
dependent RNA polimerase (RARP) que gera um dsRNA longo. O dsRNA longo, por sua vez, é
processado pela maquinaria de RNAI, gerando siRNAs (24-26 nt). Finalmente, os siRNAs sdo
incorporados na proteina Argonauta, que, neste caso, forma um complexo com a RNApollV.
Tal complexo liga-se as regides regulatorias do gene FWA e recruta DMTases para a metilacdo
de novo (Lavrov e Kibanov, 2007). A regulacdo da expressdo do gene FWA via RADM é
extremamente importante para a manutencao do correto periodo de florescimento em A.
thaliana. Em plantas transgénicas ou mutantes, nas quais genes envolvidos no mecanismo
de RADM sdo inativos, ou seja, ndo ha repressdo de expressdo génica via RADM, FWA é
expresso em varios tecidos na planta jovem e adulta, resultando em um significativo atraso no
florescimento. Este exemplo em plantas ilustra a complexidade da regulacao transcricional
mediada por dsRNAs, a qual ndo depende somente de pequenos RNAs, mas também das
véarias proteinas envolvidas na biogénese e acdo de siRNAs, além daquelas envolvidas no
processo de metilacdo e remodelamento da cromatina.

Como foi visto até o momento, a funcéo de pequenos dsSRNAs ou siRNAs na repressio
da transcricdo é funcionar como guias para revelar dreas no genoma, nas quais os complexos
proteicos de metilacdo e remodelamento de cromatina devem ligar-se e atuar. A identificacdo
de tais areas ocorre devido ao pareamento entre os siRNAs e a sequéncia alvo de DNA ou
RNA. Depois desse reconhecimento, DNA metiltransferases e proteinas modificadoras de
cromatina, além de outras, sdo recrutadas, metilando o DNA e compactando a cromatina.
Entretanto, se dsRNAs participam ativamente da modificagdo do DNA, e estes reconhecem
primariamente sequéncias alvos de RNA, a etapa de transcrigdo inicial é necessaria. Em
outras palavras, o precursor de RNA necessita ser produzido para servir de substrato para a
maquinaria de RNAI e, portanto, gerar os pequenos RNAs primérios. Pelo menos em plantas,
uma soluc¢do para essa contradi¢do parece existir: diferente de animais e levedura, plantas
possuem um quarto tipo de RNA polimerase, a RNApollIV. A atividade desta RNA polimerase
parece nao ser afetada pelo estado de heterocromatina do genoma, permitindo assim a
transcricdo de sequéncias repetitivas de DNA. Embora este modelo seja ainda especulativo,
a presenca da RNApollIV parece contribuir com a eficiéncia do silenciamento transcricional
dependente de siRNAs. Em animais e leveduras, a proteina responsavel pela transcrigdo
inicial de sequéncias repetitivas ndo foi ainda identificada.

A repressdo no nivel transcricional, mediada por dsRNAs, também ocorre em genes
humanos. A transfec¢édo de células humanas com dsRNAs complementares a sequéncias de
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promotores especificos leva ao silenciamento transcricional via formacéo de heterocromatina.
Tal silenciamento requer a presenca de uma molécula de RNA complementar a regido promotora
do gene alvo, que se liga a fita antissenso dos dsRNAs exdgenos. A hibridacdo entre a fita
antissenso do dsRNA e o RNA complementar ao promotor (promoter-associated RNA ou
PRNA) funciona como um tag para que as proteinas remodeladoras de cromatina associem-se
com o gene alvo e promovam o seu silenciamento (Han et al., 2007). Este e outros trabalhos
sugerem a existéncia de dsRNAs enddgenos também capazes de promover silenciamento
transcricional de genes humanos. Embora nenhum siRNA enddgeno associado a repressao
no nivel de transcricdo de genes codificadores de proteinas tenha sido identificado até o
momento, hd trabalhos recentes que indicam que miRNAs participam do silenciamento
transcricional, além do silenciamento pos-transcricional e repressdo da traducao de proteinas
(Kim et al., 2008; Younger e Corey, 2011). Com certeza, novos estudos irdo surgir demonstrando
o papel de dsRNAs enddégenos (incluindo miRNAs) na regulacdo transcricional de genes,
aumentando ainda mais a complexidade existente nas diferentes “camadas” de regulacdo
génica em eucariotos.
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Glossario

argonauta (argonaute): o mesmo que slicer.

cossupressdo (co-suppression): fenémeno inicialmente descrito em
plantas, no qual a insercéo de transgenes em um organismo promove o
silenciamento destas sequéncias e dos genes enddgenos com similaridade
nucleotidica. Uma das explicagdes para isso seria a insercdo de duas
copias do transgene em posi¢des muitos préximas no genoma, mas de
maneira invertida. A transcricdo ininterrupta desta regido geraria um
dsRNA que promoveria, portanto, o silenciamento dos transgenes e dos
genes endégenos com sequéncia semelhante. £ 0 mesmo que: quelling
e HGDS.

cognato: parecido, semelhante, relacionado. No contexto do livro, uma
sequéncia cognata é aquela que apresenta sequéncia nucleotidica
semelhante com o gene a que se refere.

dicer (cortadora no formato de cubos): é uma endoribonuclease do tipo
IIL, responsével pela clivagem do dsRNA em siRNAs.

duplex: no contexto do livro, refere-se a qualquer RNA de dupla fita
(siRNA, shRNA, dsRNA, hpRNA, etc.). De uma maneira mais ampla, refere-
se a um complexo composto por duas estruturas.

experimental: um dsRNA (ou siRNA) experimental é aquele desenhado
contra o gene alvo de interesse. O “dsRNA experimental” se contrapoe
ao “dsRNA controle”.

HDGS (homology-dependent gene silencing): 0 mesmo que cossupressao
e quelling.

knockdown: termo que reflete a reducdo néo total no nivel de
transcritos de um gene. O termo knockdown é utilizado para expressar
o efeito naturalmente parcial de silenciamento mediado por RNAi em
contraposicdo ao termo knockout, que reflete uma reducédo total nos
transcritos de um gene.

microRNA: pequenos RNAs (18-25 nt), capazes de regular a expressao
génica. O mecanismo mais comum de agéo € o silenciamento génico
pos-transcricional (clivagem do RNA alvo ou inibi¢do da tradugéo).
oligo guia (guide strand): o oligo do siRNA que é transferido para RISC.
Este oligo ird direcionar RISC durante a procura, no citoplasma, por
transcritos complementares.

oligo passageiro (passanger strand): o oligo do siRNA que é destruido,
ndo sendo, portanto transferido para RISC.

oligo senso: 0 oligo do siRNA que ndo é complementar ao RNA alvo. Em
teoria, o “oligo senso” pode ser o “oligo guia” ou o “oligo passageiro”.

oligo antissenso: o oligo do siRNA que é complementar ao RNA alvo. Em
teoria, o “oligo antissenso” pode ser o “oligo guia” ou o “oligo passageiro”.
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PTGS (post-transcriptional gene silencing): silenciamento génico pés-transcricional. £ uma via endégena
que a maioria dos eucariotos possui, na qual um dsRNA é processado em siRNAs, que, por sua vez,
direcionam RISC para o silenciamento génico. Trata-se de um sistema de defesa natural contra virus e
transposons. A relacdo entre PTGS/RNAI é a mesma que “replicacdo do DNA”/PCR: ao passo que o PTGS
e “replicacdo do DNA” sdo processos naturais, RNAi e PCR sdo técnicas de biologia molecular derivadas
dos primeiros.

quelling (repressdo): fenémeno, inicialmente descrito em leveduras, no qual a inser¢do de transgenes
em um organismo promove o silenciamento destas sequéncias e dos genes enddgenos com similaridade
nucleotidica. Uma das explicagdes para isso seria a insercdo de duas copias do transgene em posicoes
muitos préximas no genoma, mas de maneira invertida. A transcrigdo ininterrupta desta regido geraria um
dsRNA que promoveria, portanto, o silenciamento dos transgenes e dos genes endégenos com sequéncia
semelhante. E 0 mesmo que cossupressdo e HGDS.

off-target: fora do alvo. Refere-se a qualquer transcrito que € silenciado devido a um pareamento
inesperado com o0 siRNA.

RNAi (RNA-mediated interference): técnica de biologia molecular que permite o silenciamento génico
pos-transcricional potente através da introducédo de duplexes de RNA. Ela é caracterizada pela clivagem
do RNA alvo por RISC.

RNAI transitivo (transitive RNAi): fenomeno caracterizado pela dispersdo do sinal de silenciamento em
relacdo ao transcrito alvo. Isto ocorre porque alguns organismos possuem RARPs capazes de estender
in vivo a sequéncia do dsRNA original, usando o transcrito alvo como molde. Este novo dsRNA iré gerar
“siRNAs secundarios”, com o potencial de silenciar novas sequéncias.

RNA silencing: silenciamento de RNA. Expressdo muito utilizada na pesquisa em plantas para referir-
se ao PTGS.

slicer (cortadora): é a enzima central do complexo RISC, responsdvel pela clivagem do RNA alvo. Ela
também € conhecida como argonauta e se trata de uma endoribonuclease.

transcrito: termo geral que se refere a qualquer RNA (mensageiro, transportador, ribossomal, entre
outros).

Introdugao a Técnica de Interferéncia por RNA - RNAi
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Desvendando Adendo
Expressoes e Termos

V 4
muito comum observar na literatura cientifica o uso

indiscriminado de termos e expressdes como sinénimos.
Apresentamos aqui uma separac¢do conceitual entre eles
de acordo com os pesquisadores que inicialmente os descreveram.

A via endogena: PTGS

A maioria dos eucariotos possui um sistema natural de
defesa contra virus e transposons chamado “silenciamento
génico pods-transcricional (PTGS)” (Cogoni e Macino, 1997) ou
“silenciamento de RNA” (Ding, 2000). Sua funcdo é identificar
dsRNAs, processa-los em siRNAs e promover a clivagem de
transcritos com complementaridade ao oligo guia. De uma forma
geral, o transcriptoma de uma célula sadia ndo possui dsRNAs
longos, mas estas moléculas sdo geradas durante a replicacéo
viral ou mobilizagdo de transposons. Desta forma, o PTGS se
trata de um sistema imune baseado em RNA.

Portanto, é inadequado se referir a “via de RNAi”, mas
sim a “via de PTGS”. Trata-se do mesmo equivoco que dizer que
um organismo apresenta a “via de PCR”, ao passo que o correto
é “via de replicagdo de DNA”.

A técnica: RNAi

E possivel utilizar a via natural de PTGS a seu favor, como
uma ferramenta de biologia molecular. A ideia é administrar um
duplex de RNA artificial que entrara na via endégena, silenciando
seu gene de interesse. A esta técnica de silenciamento génico
mediado por RNA se dd o nome de Interferéncia por RNA (RNAI)
(Rocheleau et al., 1997). Devido ao seu significado, a sigla “RNAi”
é usada no feminino: “a RNAi” (a Interferéncia por RNA).

Os fenomenos: cossupressao, quelling e HDGS

Os primeiros relatos de silenciamento génico mediado
por RNA foram acidentais: pesquisadores, objetivando produzir

Desvendando Expressoes e Termos
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plantas com um determinado fendtipo intensificado, introduziram um nimero excessivo de
transgenes associados aquela caracteristica. Contudo, como consequéncia, eles obtiveram
plantas com o fenotipo oposto ao esperado. Como se tratava de um novo evento bioldgico,
cujo mecanismo molecular era desconhecido (PTGS), os seguintes nomes foram dados a estes
fenémenos de inversao fenotipica: cossupressao (no caso de plantas, Napoli et al., 1990), quelling
(em fungos, Romano e Macino, 1992) e HDGS (também em plantas, Matzke e Matzke, 1995).

As moléculas desencadeadoras: dsRNA, siRNA e derivados

A técnica de RNAI é desencadeada pela administracdo de determinados tipos de
moléculas, tais como os dsRNAs, siRNA e outros. Portanto, néo é correto afirmar que se
“injetou um(a) RNAi”, mas sim que se “injetou um dsRNA”. Trata-se do mesmo erro que
dizer que se “microinjetou uma PCR no embrido”, ao passo que o correto é dizer que se
“microinjetaram moléculas de DNA no embrido”.

E muito importante compreender que a sigla “RNAi” ndo significa “RNA interferente”
(para o qual ndo hé acréonimo oficial). Infelizmente, este se trata de um dos equivocos mais
comuns.

Tabela 1. Significados de expressdes e siglas.

Significado em

Categoria Significado em inglés portugués Referéncia
. , ost-transcriptional silenciamento génico
PTGS via enddgena p . p‘ ) . g 1
gene silencing pos-transcricional
RNA-mediated Interferéncia (mediada
RNAi técnica . ¢ ) 8
interference por RNA
co- suppression co-suppression cossupressao 7
quelling quelling repressao; supressao 9
fendmeno homoloav-dependent silenciamento génico
HDGS gy' p. dependente de 6
gene silencing .
homologia
dsRNA double-stranded RNA RNA de dupla fita 4
molécula pe'equeno RNA de
interferéncia;
siRNA desencadeadora  short interfering RNA 3
pequeno RNA
interferente
molécula RNA de interferéncia;
ndo ha* interfering RNA ) -
desencadeadora RNA interferente;
reducdo ndo total;
knockdown efeito Knockdown ¢ 5

silenciamento

* Até 2012, havia no PUBMED mais de 77.000 artigos referentes a técnica de interferéncia por RNA. Contudo, foram
encontrados apenas ~100 trabalhos (<0,12%) com a sigla “IRNA”, que significaria “interfering RNA” (RNA interferente).
Isto evidencia claramente que este termo nao é usual na drea e ndo deve ser utilizado para evitar confusdes entre
RNAIi e iRNA.
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O efeito: knockdown (silenciamento)

A administracio do duplex de RNA promove o silenciamento génico pds-transcricional
parcial. A este efeito de reducéo néo total do nivel dos transcritos da-se o nome de knockdown,
em contraposicdo ao knock out (reducao total dos transcritos).

Portanto, nédo é adequado afirmar que se produziram “plantas de RNAi”, mas sim
“plantas silenciadas” ou “plantas knockdown”. Trata-se do mesmo equivoco que se referir
a produgdo de “animais de PCR”, ao passo que o correto é dizer “animais transgénicos”.
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