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Prémio Nobel de Medicina

ATUALIZANDO O,C(')DIGO GENETIgo: O RNA DE INTERFERENCIA
— UM COMENTARIO SOBRE O PREMIO NOBEL DE MEDICINA E
FISIOLOGIA DE 2006

UPDATING THE GENETIC CODE: INTERFERENCE RNA - A COMMENT ON
THE NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY OR MEDICINE 2006

Ursula Matte', Fernanda Oliveira’, Roberto Giugliani?

INTRODUCAO

O 4cido ribonucléico (RNA) é geralmente conhe-
cido como a molécula intermediaria no processo de trans-
missdo da informacfo genética codificada pelo acido
desoxirribonucléico (DNA) e traduzida em proteinas
pelo ribossomo. Esse processo de transferéncia da infor-
macio genética é conhecido como o dogma central da
biologia molecular (figura 1). Entretanto, a fungéo bio-
légica do RNA é bastante mais complexa, e estudos re-
alizados nos Gltimos 5 anos tém praticamente redefinido
o papel do RNA na biologia molecular, ao revelarem
seu papel no controle da expressdo génica. Essa desco-
berta é importante nio s6 para o entendimento dos pro-
cessos celulares em condigdes normais e patoldgicas, mas
também por representar uma poderosa ferramenta para
o estudo da funcido dos genes a partir de seu
silenciamento, sendo uma alternativa potencial para o
tratamento de diversas doengas.

Na década de 1980, foi demonstrado que a intro-
ducdo de um RNA com orientagio oposta ao RNA nor-
mal era capaz de diminuir os niveis da proteina codifi-
cada por aquele RNA (1,2). Esse mecanismo foi deno-
minado de RNA anti-sentido (antisense, figura 2), e ima-
ginava-se que a diminui¢do na sintese protéica decor-
resse do pareamento entre as duas fitas de RNA com-
plementares, o que impediria sua ligagio ao ribossomo.
Essa técnica foi amplamente utilizada em modelos ex-
perimentais, sendo conhecida também como knock-

down, uma vez que a perda da expressido nio era total
como ocorre nos modelos knock-out. Em 1998, Mello &
Fire descobriram um mecanismo muito mais especifico
e eficiente de silenciamento génico: o RNA de interfe-
réncia (RNAI) (3). Essa descoberta lhes valeu o Prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia de 2006.

O que Mello & Fire observaram foi que a intro-
dugio de um RNA dupla fita na célula era capaz de
praticamente eliminar a expressdo da proteina codi-
ficada por aquele RNA, de maneira muito mais efici-
ente do que o RNA anti-sentido. Os experimentos
descritos no artigo da revista Nature sdo extremamen-
te elegantes e simples. Os autores compararam a di-
minui¢io da expressdo de uma proteina no modelo
animal C. elegans através da introdugio de moléculas
de RNA com sentido normal, anti-sentido ou dupla
fita e verificaram que a dupla fita de RNA apresenta-
va o melhor resultado. Além disso, testaram o ponto
em que 0 mecanismo ocorria através da introdugio
de fitas duplas correspondentes a diferentes regides
do gene: promotor, intron ou éxon. Se o silenciamento
ocorresse apenas nos dois primeiros casos (promotor
e intron), isso significaria que ele tinha lugar no nd-
cleo da célula. Ao contrério, foi observado que o
silenciamento ocorria apenas quando o RNA de fita
dupla inserido correspondia a regies exOnicas, o que
significa que 0 mecanismo ocorre no citoplasma e é
dirigido ao RNA maduro (sem introns). Dessa forma,
os autores conclufram tratar-se de um mecanismo de
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silenciamento pds-transcricional (3). Essa conclusao
foi reafirmada em outro trabalho do mesmo grupo ain-
da em 1998 (4).

Os detalhes do processo pelo qual o
silenciamento ocorre foram elucidados em pouco tem-
po (5,6) e envolvem uma série de enzimas capazes de
reconhecer e clivar moléculas de RNA mensageiro.
Inicialmente, uma enzima chamada Dicer reconhece
e cliva moléculas de RNA de fita dupla em fragmen-
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tos de cerca de 21 pares de bases. Em seguida, esses
fragmentos sdo reconhecidos por um complexo
enzimatico chamado RNA-Induced Silencing Complex
(RISC), do qual fazem parte varias enzimas, entre elas
a Slicer, uma protefna da familia dos argonautas. O
RISC liga-se a uma das fitas do RNA e percorre o
citoplasma em busca de fragmentos complementares
a essa regido. Quando esses fragmentos sdo encon-
trados, eles se pareiam a regiio complementar, e o
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Figura 1. O dogma central da biologia molecular. Na verdade, uma supersimplificacdo dos processos envol-
vidos na transformacdo da informacdo genética codificada pelo DNA em uma proteina composta por

aminodcidos.

DNA = dcido desoxirribonucléico, mRNA = dcido ribonucléico mensageiro.

AUGCUAGGACCA(...)CCGGAAUCCUAA mRNA-alvo

@ proteina

UACGAUCCUGGU(...)GGCCUUAGGAUU mRNA antisenso

AUGCUAGGACCA(...)CCGGAAUCCUAA mRNA-alvo
UACGAUCCUGGU(...\GGCCUUAGGAUU mRNA antisenso

% proteina

Figura 2. Mecanismo de acdo do RNA antisenso. A inibicdo da transcricdo ocorre por pareamento,
que explica a baixa eficiéncia do silenciamento (velacdo 1:1 entre mRNA-alvo e antisenso). Nem todos

os nucleotideos do mRNA estdo representados.

RNA = dcido ribonucléico; mRNA = dcido ribonucléico mensageiro.
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RNA mensageiro ¢ clivado, impedindo a sua tradu-
¢do e, conseqiientemente, a formagio da proteina
(7,8). A figura 3 demonstra de forma esquemadtica o
mecanismo de agdo do RNAI.

Inicialmente, imaginou-se que esse mecanismo
ocorresse apenas em condigdes experimentais, porém
logo se descobriu tratar-se de um mecanismo natural
e amplamente distribuido entre os diferentes organis-
mos (mamiferos, insetos, plantas). Acredita-se que o
papel da RISC e da Dicer seja o de protegio contra
infeccdes virais, ja que, normalmente, a presenca de
RNA dupla fita é um evento associado a certos tipos
de virus (9). Além disso, em 2001, descobriu-se que
o mecanismo de RNAI faz parte do sistema de con-
trole da expressido génica de eucariotos através do
microRNA (miRNA) (10,11). O miRNA é uma pe-
quena molécula de RNA que forma uma alca de cer-
ca de 21 nucleotideos, que sofre a acdo da Dicer e
ligagdo ao RISC para silenciamento do RNA-alvo.
Geralmente, um miRNA ¢ capaz de silenciar mais de

um gene, e cada gene sofre a agdo de varios miRNA.
Atualmente, existem varias bases de dados de miRNA
que estdo disponiveis para consulta na internet (12).
Mais recentemente, mecanismos semelhantes ao
RNAI tém sido descritos como envolvidos na manu-
tengio da condensagio da heterocromatina presente
em regides nio-transcritas do DNA (13,14) e tam-
bém na regulacdo da expressdo génica durante o de-
senvolvimento (15).

De qualquer forma, o uso do RNAi como uma
ferramenta de estudo tornou-se amplamente difundi-
do. A figura 4 mostra o ndmero de publicacdes no
PubMed, por ano, pesquisadas com a palavra-chave
RNA interference. O principal motivo é que os niveis
de silenciamento alcangados com essa técnica chegam
a mais de 90%, tornando possivel a criagio de linha-
gens celulares sem a expressdo do gene de interesse de
forma muito mais barata do que a partir da criagio de
animais knock-out por técnicas convencionais de in-
terrupgao génica.

A
snena AUGCUAGGACCACGCGGGUAC u CU 1’ AUGCUAGGACCACGCGGGUAC .\,
UACGAUCCUGGUGCGCCCAUC G UACGAUCCUGGUGCGCCCAUC
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G

AUGCUAGGACCA(...)CCGGAAUCCUAA mRNA alvo

AUGCUAGGACCAACGCGGGUACY...)CCGGAAUCCUAA mRNA
UACGAUCCUGGUGCGCCCAUC
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v

5
UACGAUCCUGGUGCGCCCAUC
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Figura 3. Mecanismo de acdo do RNAiL. Uma molécula de RNA dupla fita (no caso, um short hairpin
RNA) inserida na célula é clivada pela enzima Dicer (1). Em seguida, uma das fitas liga-se ao RISC
(2) e sai em busca de moléculas homélogas (3). Com a ligacdo do mRNA-alvo ao complexo (4), a
Slicer cliva o mRNA-alvo, impedindo a sua traducdo (5). O complexo permanece ativo e pode silenciar
outras moléculas de mRNA-alvo (6). Note que o silenciamento também pode iniciar diretamente no

passo 2, com a adicdo de siRNA.

RNA = dcido ribonucléico; RNAi = RNA de interferéncia; RISC = RNA-Induced Silencing
Complex; mRNA = dcido ribonucléico mensageiro; siRNA = small interfering RNA.
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Como um mesmo fragmento de RNA ligado ao
RISC ¢ capaz de silenciar varias moléculas de RNA
mensageiro (mRNA), fica claro por que o silenciamento
por RNAI é mais eficiente que o RNA anti-sentido.
Porém, o que nio é tio claro é como um fragmento de
apenas 21 nucleotideos pode ser especifico no
silenciamento de genes que, normalmente, possuem um
mRNA de cerca de 3.000 nucleotideos. Esse ponto ain-
da é controverso. Por um lado, varios estudos demons-
tram a especificidade do silenciamento, que pode che-
gar, inclusive, a discriminar duas moléculas de RNA-
alvo que diferem por apenas um nucleotideo (16). Por
outro lado, existem vérios estudos alertando para os
efeitos indesejados do silenciamento génico usando
RNAi (17). E preciso deixar claro que esses estudos
muitas vezes envolvem a administragio de grandes
quantidades de RNAi de forma sistémica, e que os efei-
tos sdo observados em érgdos com alto grau de expres-
sdo génica, como o figado. Porém, em nivel experimen-
tal, é muito mais comum a falha na seqiiéncia dese-
nhada do RNAi em silenciar o gene de interesse do
que o inverso — a tal ponto que as empresas que ven-
dem essas moléculas anunciam que, de cada trés mo-
léculas desenhadas, estima-se que apenas uma va de
fato funcionar.

Entre as estratégias para o uso de RNAI, estd a
administragio direta de moléculas de RNA dupla fita
de 21 pares de bases, os short interfering RNA (siRNA).

Essas moléculas nfo necessitam da presenga da Dicer e
ligam-se diretamente ao RISC, mas o silenciamento in-
duzido é temporario. Outra estratégia é a administracio
de vetores que contenham a seqiiéncia de interesse trans-
crita sob a forma de uma alca, ou short hairpin RNA
(shRNA), semelhante aos miRNA. Nesse caso, o tem-
po de silenciamento é maior, podendo, inclusive, ser
permanente se for usado um vetor adequado (18). Além
disso, modificagdes nos vetores podem tornar a expres-
sdo do shRNA tecido-especifico, o que aumenta ainda
mais a especificidade e a seguranga dessa terapia. Ao
contrario do que ocorre em plantas, em mamiferos, a
via de silenciamento nfo se autoperpetua e, portanto,
s6 é ativa enquanto houver moléculas de RNA dupla
fita presentes na célula (19).

Além de reformular o conceito do papel do RNA
na fisiologia celular, a descoberta do RNAi modificou
as possibilidades de estudo das funcdes dos genes in
vitro e possibilitou uma nova 4rea de atuagfo para a
terapia génica. Até entdo, terapia génica era sindnimo
de introducdo de um gene funcional na célula. A par-
tir da descoberta do RN A, tornou-se possivel também
atuar de forma a silenciar a expressdo de um gene, seja
para fins de estudo, seja com fins terapéuticos. Além
disso, por se tratar de um mecanismo pds-
transcricional, nfo h4 alteracdo do genoma celular. Da
mesma forma, todos os trabalhos que envolvessem a
inibigdo da agio de uma proteina eram mediados pelo
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Figura 4. Nvmero de publicacdes com a palavra-chave RNA interference disponiveis

no PubMed por ano.
*Dados até outubro de 2006.
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uso de anticorpos contra a protefna em questio ou
contra os seus ligantes. Entretanto, a falta de
especificidade tecidual do anticorpo acarreta uma sé-
rie de efeitos colaterais. A partir do uso de RNA|, es-
pera-se que seja possivel uma administragio e expres-
sao localizada do RNA dupla fita para um silenciamento
génico tecido-especifico.

Vérias companbhias j4 possuem produtos em fase
de testes pré-clinicos, e pelo menos um produto ja esti
em ensaio clinico de fase I. As doengas que sdo passiveis
de tratamento por RNAI sdo aquelas que envolvem a
expressio de um gene anormal, como o cAncer, as infec-
¢Oes virais, certas doencas neurodegenerativas (como
doenca de Huntington e de Machado-Joseph), entre
outras. Os principais alvos para uso clinico do RNAI,
atualmente, concentram-se nas doencas virais, pois as
seqiiéncias-alvo sdo muito diferentes das seqiiéncias do
hospedeiro, diminuindo a possibilidade de efeitos
indesejados (off-target) (20). Estudos in vivo em roedo-
res tém demonstrado a possibilidade de uso dessa
tecnologia em doengas como hepatite B (21), e um es-
tudo em primatas ndo-humanos demonstrou a seguran-
¢a e a eficdcia do silenciamento do gene ApoB para re-
ducdo nos niveis de colesterol e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (22).

No Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, o Centro de Terapia Génica possui
um projeto em andamento para o uso de RNAi para o
fator de transformacio do crescimento- 21 (TGF-21)
em um modelo animal de fibrogénese hepética por li-
gadura de ducto biliar, em colaboragio com o Labora-
tério de Hepatologia Experimental. O plasmideo con-
tendo a seqiiéncia-alvo para TGF-21 encontra-se a dis-
posigio para uso de outros grupos de pesquisa interes-
sados na aplicacdo dessa metodologia em diferentes
modelos experimentais.
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