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Preféacio

Talvez uma ampla parcela da sociedade ndo saiba, mas inumeras
descobertas fascinantes florescem nos laboratorios de pesquisa de todo o
mundo continuamente. Experimentos visando a construcdo de uma nova
geracdo de motores e combustiveis, materiais com novas e inesperadas
propriedades, medicamentos inteligentes e nanorobds multifuncionais. Todos
esses dados e informacdes tém um imenso potencial de transformar a nossa
sociedade. E mais: a ciéncia pode também encantar os olhos de uma crianca,
despertar a curiosidade de um adolescente e renovar a mente de um adulto.

Para que todo este mundo novo chegue aos estudantes de maneira
clara e tecnicamente precisa duas pecas sao fundamentais: o professor e uma
fonte confiavel e acessivel de informacdes. E foi pensando em tudo isto que o
trio de autores concebeu esta obra magnifica: RNAI para professores de ensino
bésico.

Cientes de que a comunicacao cientifica é um grande desafio, os
autores elaboraram um texto leve, agradavel e repleto de elementos que
atraem os olhos e instigam nossos pensamentos. Assim, eles conduzem o
leitor por um novo e maravilhoso universo: o da manipulagéo genética por meio
de moléculas de RNA. Mas como isso é possivel? Nao é o DNA o coordenador
de todas as coisas na célula? Como o RNA poderia controlar outros genes?
Quais sédo as aplicacdes médicas e tecnoldgicas dos RNAs de interferéncia?

Vocé ja deve ter percebido que nas proximas paginas adentraremos em
um mar de novas e curiosas informacfes derivadas das pesquisas mais
recentes. Esperamos que vocé se encante pelo tema e que, com toda sua
paixdo, retransmita para seus alunos! Lembre-se: uma nova geracdo de
potenciais cientistas esta bem diante de vocé, em sua sala de aula!

Tiago Campos Pereira
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Universidade de Sao Paulo
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Lista de abreviaturas

AIDS: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
DMRI: Doenga macular degenerativa relacionada a idade
DNA: Acido desoxirribonucleico

dsRNA: RNA de dupla fita

EAV: Virus da artrite viral em equinos

HCV: Virus da hepatite C

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

MRNA: RNA mensageiro

MiRNA: microRNA

RISC: Complexo de silenciamento induzido por RNA
RNA: Acido ribonucleico

RNAI: RNA de interferéncia

rRNA: RNA ribossémico

RSV: Virus sincicial respiratério

siRNA: Pequeno RNA de interferéncia

SnRNA: Pequeno RNA nuclear

shRNA: Pequeno RNA em formato de grampo
tRNA: RNA transportador

WSSV: Virus da sindrome da mancha branca



De professores para professores

Caros professores, a motivacdo para a construcdo desta apostila teve origem
na percepcao das dificuldades enfrentadas por professores e alunos no
processo de ensino e aprendizagem de conteudos de genética envolvendo
questdes biotecnoldgicas.

Estudos cientificos revelam que os conteddos da genética e biologia molecular
séo classificados como abstratos e de dificil assimilagéo, e isto é confirmado
por nos professores, em nossa pratica diaria. Estes conteudos complexos
necessitam da utilizagdo de metodologias alternativas, que comtemplem as
necessidades dos professores e alunos durante o processo de interacdo que
envolve o ensino e aprendizagem.

Durante experiéncias em sala de aula e mesmo na academia, ja& nos
deparamos com a seguinte pergunta: por que devemos estudar esta matéria ou
conteudo? Foi assim que percebemos que os profissionais do ensino precisam
de uma literatura diferenciada que os possibilitem elucidar a ligacdo da
genética e biologia molecular com o contexto de seus alunos ou, quando
impossivel, que pelo menos os aproxime de outras ferramentas de apoio
pedagogico.

Os avancos obtidos em tdo pouco tempo de pesquisa sao impressionantes, e
mesmo que haja alguma transposicdo do conhecimento cientifico para a sala
de aula, ainda assim é impossivel acompanhar tal evolucdo apenas mediante
uso dos livros didaticos. Assim, nossa intencdo € colaborar com a introducéo
de novas informagBes de uma maneira diferenciada, além de tentar sanar
algumas duvidas que sentimos em nosso dia-a-dia dentro de uma sala de aula.
Estamos certos que as davidas surgem ndo por falta de empenho, mas por
estarmos inseridos em uma area do conhecimento permeada por um intenso
volume de novas informacdes.

Portanto, ao encontro das necessidades do ensino, propusemos realizar uma
transposicdo didatica do conhecimento cientifico e ao final desta leitura
esperamos que vocé, professor, possa ser motivado a continuar estudando e
tenha em maos um facilitador para auxilia-lo durante a construcao do
conhecimento com seu aluno. Otima leitura, e que o conhecimento sobre o
RNA de interferéncia (RNAI) aproxime vocé de seus alunos e que possa
esclarecer o quao belo e intrincado € o mecanismo genético molecular que nos
mantém vivos.

Como trabalhar com seus alunos usando este recurso

Para facilitar a discussdo ou apresentacdo dos dados desenvolvemos um
personagem que apresentard as informacfes aos estudantes de forma
interativa. Este nosso personagem foi inspirado em um nematdédeo de
aproximadamente um milimetro de comprimento, ndo segmentado e com
simetria bilateral. Seu nome cientifico € Caenorhabditis elegans (Figura 1). Por
ser um organismo de facil criacdo, vida livre, ciclo de vida curto, genoma
conhecido e caracterizado como um excelente organismo modelo em estudos
nas areas de citologia, genética, bioquimica e biologia molecular. Motivo que o
levou a ser extremamente usado em pesquisas cientificas.



Caenorhabditis elegans
Classificacdo

sistema nervoso

dirait Reino Animalia
Filo Nematoda
Classe Secernentea
bace e Ordem Rhabditida
nervoso y Familia Rhabditidae
faringe  ventral e Género Caenorhabditis

embrides
Espécie Caenorhabditis elegans
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Figura 1. Modelo anatémico e classificacdo do nematodo C. elegans. Duas sdo
as formas encontradas na natureza, macho e hermafrodita. Pela complexidade
e perfil diferenciado, optamos por esbocar apenas aanatomia do neméatoto
hermafrodita.

Entre as pesquisas mais importantes envolvendo C.elegans destacam-se a 0s
estudos relacionados com RNA de interferéncia . Esta e outras descobertas
envolvendo este organismo modelo nos levaram a caricaturar o C. elegans no
C.elegante, o personagem interlocutor das informagdes apresentadas neste
livro. Conheca nosso personagem com suas diferentes expressdes faciais na
figura 2.
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Figura 2: Personagem C. elegante com expressdes variadas. Cada uma destas
expressfes serd usada ao longo do texto para caracterizar um determinado
contexto da informacédo apresentada.

Por que desenvolvemos esta obra e como ela esta estruturada?

Com este livro tentamos criar uma ferramenta de apoio pedagdgico que possa
dar suporte ao professor na realizacdo da transposicdo do conhecimento
cientifico. Conhecimento este que embora esteja longe de ser incluso nos livros
didaticos, permite ao professor trabalhar os assuntos envolvendo gquestdes
biomoleculares de maneira mais elaborada e numa perspectiva mais dinamica
sobre os conhecimentos associados a controle de expressao génica e proteica.
A proposta € que esta obra sirva de aporte a um trabalho de difusédo do
conhecimento biologico trazendo a tona discussdes sobre temas atuais da
biologia molecular, imprescindivel para o aprendizado de biologia do século
XXI para alunos do ensino médio.

Em um primeiro momento vocé terd em suas maos uma breve revisdo de
alguns mecanismos bioldgicos trazidos por meio de ilustragfes e pela utilizagéo
de uma linguagem que busca facilitar o entendimento do leitor. Fique a vontade



para utilizar estas ilustracdes durante a exemplificacdo de questdes
classificadas como abstratas. No decorrer da leitura vocé ird se deparar com o
personagem que trard algumas informacdes e ou mensagens de incentivo para
instigar o conhecimento do leitor. Da mesma forma, podera indicar algumas
leituras complementares que facilitardo o0 processo de mediacdo do
conhecimento cientifico, por conferir certa ludicidade, necessaria ao processo
de ensino.

Em seguida trataremos uma perspectiva sobre os diferentes tipos de RNAs
conhecidos, e um pouco do histérico da descoberta do RNAi e
contextualizando algumas possibilidades de sua aplicacdo. No topico RNAI na
pratica vocé poderd utilizar os textos que produzimos para ilustrar algumas
situacbes praticas no emprego da técnica de RNAI e aproveitar para
estabelecer conexfes com alguns conceitos da genética. Estes textos foram
produzidos tendo como base publicacGes cientificas em diferentes areas do
conhecimento. Ao final destes textos indicamos o artigo em que nos baseamos
para a sua construgdo, a fim de promover uma aproximacgao entre a construcao
e divulgacao do conhecimento cientifico.

Pelo fato de algumas palavras ou terminologias presentes nesta obra podem
ser desconhecidas ou gerar certas duvidas, resolvermos incluir um glossério
contendo expressfes e terminologias que consideramos importantes,
destacadas em negrito no corpo do texto. Finalmente, caso tenha davida sobre
alguma abreviatura, ndo deixe de consultar a lista de abreviaturas para
dinamizar sua leitura.

Esta preparado, entdo vamos juntos invadir o mundo do RNAi!!!



Revisando mecanismos bioldgicos fundamentais

O DNA (Acido Desoxirribonucléico) e o RNA (Acido Ribonucléico) sdo também
conhecidos como acidos nucléicos e caracterizam-se como macromoléculas
compostas basicamente por cadeias de nucleotideos (figura 3).
Estruturalmente o esqueleto da molécula destas moléculas consiste
basicamente em bases nitrogenadas ligadas a acucares, e esses a grupos
fosfatos.

Especializados no armazenamento e transmissdo da informacdo génica,
reinem informacdes responséveis por todas as caracteristicas basicas de um
ser vivo. Dai sua importancia.

Figuem atentos, as pentoses
do RNA sao as riboses que
. possuem um grupo —OH
Base mtrogenada ligado ao carbono 2. Nesta
mesma posi¢do nas pentoses
que compdem o DNA o grupo
—OH é substituido por um -H.

Fosfato

Pentose O H

Figura 3: Representacdo estrutural de um nucleotideo. Note que afora a
classica variacdo na composicdo das bases nitrogenadas, onde moléculas de
DNA apresentam timina em sua composi¢cdo, enquanto RNAs apresentam
uracila, a pentose do DNA possui um hidrogénio (H) enquanto a pentose do
RNA possui um grupo hidroxila (OH) ligados ao carbono 2.

Enquanto o RNA possui uma estrutura em fita simples, o DNA por sua vez
consiste em uma macromolécula estruturada em dupla fitas antiparalelas, que
se mantém unidas por ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre as bases
nitrogenadas de cada uma das fitas (Figura 4).
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Figura 4: Representacao da dupla fita de DNA contendo as bases nitrogenadas
puricas e pirimidicas que devidamente ligadas ao grupo fosfato e ao acucar
dao origem a uma estrutura helicoidal.

E importante destacar que, apesar dos RNAs serem sintetizados em fita
simples, no caso dos conhecidos RNAs ribossomais e RNAs transportadores,
estas fitas simples podem estar conformacionadas de modo a sofrerem um
auto-pareamento de bases estabelecendo a configuracdo de alcas (evidente
nos tRNASs), ou mesmo estabelecerem ligacdes com proteinas (evidentes no
rRNA), com demonstram as figuras 5A e 5B.
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Figura 5. Conformacéo estrutural dos RNAs transportador (A) e ribossomal (B),
demonstando o pareamento das bases em mesma fita ou associado a
proteinas. Adaptado de Petrov AS, Bernier CR, Gulen B, Waterbury CC,
Hershkovits E, Hsiao C, et al. (2014) Secondary Structures of rRNAs from All
Three Domains of Life. PLoS ONE 9(2): e88222

O DNA tem a capacidade de sofrer replicacdo. Este processo é de fundamental
importancia e acontece no momento em que uma célula necessita se duplicar
(mitose) dando origem a células filhas que recebem uma copia exata do DNA
presente na célula de origem. Processo este conhecido como replicacdo semi-
conservativa. Aconselhamos aqui uma leitura e visualizagdo dos experimentos
e resultados obtidos por Matthew Meselson e Franklin Stahl que evidenciou
este processo.

E durante a replicacdo que as caracteristicas hereditarias sdo passadas de
geracdes a geracoes, incluindo possiveis mutagdes que possam ocorrer. Estas
caracteristicas genéticas tdo retratadas na biologia como decorrentes de dois
processos dependentes e seriados, a transcricdo e a traducdo. Todas as
proteinas fundamentais aos organismos eucariontes e procariontes advém
destes processos, e qualquer alteracdo nas suas producbes podem levar a
danos celulares que podem culminar na morte dos individuos, dai a
importancia de serem altamente eficientes e finamente regulados. E importante
destacar que no caso de organismos eucariontes a transcrigcdo ocorre ainda no
ndcleo enquanto o processo de sintese proteica pode acontecer ou no
citoplasma ou no reticulo endoplasméatico rugoso, enquanto em procarioto
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ambos 0s processos acontecem no interior do citoplasma, uma vez que
procariontes sdo ausentes de nucleo. Daqui por diante trabalharemos os
conceitos de transcricédo e traducao especificamente a organismos eucariontes.

Transcricdo e traducdo: bases fundamentais para compreender o
RNAI

A partir de uma determinada necessidade biologica, o DNA inicia o processo de
transcricdo. E durante este processo que sdo sintetizados os diversos tipos de
RNA, entre eles o0 RNA mensageiro (mMRNA). ApOs passar por processamentos
como splicing, adicdo de CAP 5’ e cauda poli-A, 0o mRNA, agora no seu estado
maduro, € enviado para o citoplasma para participar do processo de traducao
proteica propriamente dita.

Para realizar a traducdo do mRNA, sédo imprescindiveis os RNAs ribossomal e
transportador, previamente retratados, além do substrato fundamental, os
aminoéacidos (figura 6). A partir deste ponto, o RNA transportador (tRNA)
transporta os aminoacidos que serdo necessarios para a formacgéo da proteina
codificada pelo mRNA até o ribossomo, que por sua vez ja esta ancorado ao
RNAm. Este ribossomo tem a fungéo de realizar a leitura do mRNA por meio
dos cddons, de tal forma que cada cédon , por ser composto por uma trinca de
nucleotideos, possui direta relagdo de pareamento com um tRNA que possua
0 anticodon complementar. Uma vez transportado, o aminoacido recém
chegado ao complexo mRNA/Ribossomo por meio do RNAt, acaba sendo
ligado ao residuo de aminoacido anteriormente processado pelo mesmo
mecanismo, por meio das ligacbes peptidicas. Este processo permanece
continuo até que seja encontrado uma sequéncia que codifica para cédon de
parada. Neste momento o processo de traducdo € interrompido, a proteina
recém-sintetizada € liberada do complexo RNAm/ribossomo, que
consequentemente se dissociam.

RNA Transcript

TACTG TAGTCGGCOGT G TTAA GCTGTATT

(U VB Ve W W VT T S T W 0 PR T WS SN T el I

Transcricao e
traducao, dois
processos
celulares
simplesmente B -

incriveis! . 3 l

NUCLEO

Aminoacidos

91 P A Cz.

X
2
2
D s

PROTEINA

CITOPLASMA

Figura 6: llustracdo do processo de sintese proteica.
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O codigo genético e sua degeneragao: um conceito elementar

Mesmo com a acgédo de enzimas reparadoras, existe a possibilidade de erros
acontecam durante a replicacdo do DNA possibilitando que as novas geracdes
carreguem estas modificagcdes. Estas trocas, insercoes ou delecbes de
nucleotideos, Unicos ou em bloco, que ocorrem na fita do DNA sao
classificados como mutacfes. Para facilitar a descricdo do codigo genético
degenerado,vamos aqui nos ater as trocas de nucleotideos simples, daqui por
diante compreendidas como SNPs, ou polimorfismos de um Unico nucleotideo
(do inglés single-nucleotide polymorphism).

Existem diferentes combinac¢des de trinucleoitdeos (c6dons) que codificam um
mesmo aminoacido, isto faz com que o codigo genético seja considerado
degenerado. Pois é! SO para codificar o aminoacido serina, por exemplo,
existem seis diferentes codons (Figura 7). Esta caracteristica depde a favor do
codigo genético, pois existe a possibilidade de que ocorram SNPs sem
alteracdo do aminoacido codificado pela trinca. Assim, quando o SNP néo
muda a composicdo do aminoacido correspondente, denominamos isso de
mutacdo sinbnima, e quando muda nao sindnima. A ambiguidade também é
uma caracteristica do codigo genético, nela cada cédon corresponde a apenas
um aminoacido, mas, um aminoacido pode corresponder a mais de um cédon.

Aminoacidos:
B icidos
Basicos
Histidina
- Enxofre
Alcoois
Nucleotideos 0 Amidas
Aromaticos
13 base B Triptofano
24 base B Aifaticos
3@ base Prolina
Alanina
Glicina
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Figura 7: Codigo genético em modelo circular. De dentro para fora os circulos
representam respectivamente: 12 base do cédon, 22 base do codon, 32 base do
codon, abreviatura do nome do aminoacido com trés e com uma letra
respectivamente. A classificacdo dos aminoacidos quanto a seu perfil quimico
se encontra disposta por cores como explicitado em legenda apropriada.

Amigo  professor, para trabalhar contelddos
relacionados a sintese proteica indicamos a vocé uma
estratégia diferenciada e bem legal. Entendo que vai
facilitar a compreensdao de seu aluno quanto a
importancia do cédigo genético na formagdo de uma
proteina (Figura 8).

; ;\/

g Na ferramenta os alunos poderdo digitar a sequéncia

correspondente a um cédon desejado e a partir dois
eventos concomitantes acontecem:

a) Um ponteiro sinaliza o coédon e o respectivo
aminoacido correspondente na figura do cddigo
genético circular.

B) A estrutura do aminoacido é inserida na cadeia
polipeptidica dando énfase a cadeia lateral do
respectivo aminoacido selecionado correspondente.

Vocé pode acessar esta ferramenta e conhecer suas funcionalidades pelo link:
http://biomodel.uah.es/biomodel-misc/codgen/inicio.htm

El cédigo genético

Escribe un codon: (UUC| y pulsa Intro

(Observa la flecha que se traza sobre el diagrama del codigo)

el codon UUC codifica fenilalanina
(abreviatura de 3 letras: Phe
abreviatura de una letra: F)

cadena polipeptidica

Figura 8: Diagramas simulando a identificacdo do codon digitado no mapa
circular, bem como a estrutura da cadeia lateral do residuo de aminoacido
correspondente ao cédon selecionado.


http://biomodel.uah.es/biomodel-misc/codgen/inicio.htm
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Até aqui fizemos uma rapida sumarizacéo dos conceitos e processos biologicos
fundamentais que servirdo de base para todas as informagdes a seguir
apresentadas. Caso ainda existam duvidas sobre os processos de replicacao,
transcricdo e traducéo, sugerimos que faca uso de literaturas fundamentais,
pois todos estes assuntos séo parte integrante dos livros didaticos de biologia
no ensino médio e, em alguns casos, ensino fundamental. Vamos agora juntos
adentrar no mundo do RNA de interferéncia, mas antes vamos juntos
compreender quais sédo as etapas da regulacdo da expressédo génica e como
isso € importante para se compreender mecanismos de interferéncia do RNA.

Etapas de regulacdao da expressao génica

Um das perguntas mais intrigantes da biologia, sem divida alguma é a
seguinte: Vocé ja imaginou como uma célula pode originar os mais diferentes
tipos celulares?

As células totipotentes, por exemplo, possuem como caracteristica a
capacidade de se desenvolverem em estruturas diferenciadas ou até mesmo
em um organismo complexo. Uma hipotese para explicar esta pergunta os
mesmos genes existentes em células de um mesmo individuo conseguem ser
diferencialmente ativados, em tempos distintos, promovendo desta forma a
sintese de proteinas especificas e fundamentais a cada tipo de célula que esta
se diferenciando. Em outras palavras, células iguais com ativacdo de genes
especificos em tempos diferentes podem resultar em diferentes estruturas. A
figura 9 demonstra uma analogia interessante sobre este processo.
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Figura 9: Analogia representando a diferenciacdo de celular promovida pela
expressdo génica diferencial dada por diferentes estimulos em tempos
diferentes resultando em estruturas celulares diversificadas.

Imagine que dois cromossomos de um individuo 2N (A e B), possuem 12 genes
cada em sua estrutura (cada uma das barras verticais ou horizontais na
estrutura que faz analogia aos cromossomos). Durante a diferenciacdo celular
um conjunto destes 24 genes é ativado de forma a originar uma célula
muscular, outro para a formacéo de células sanguineas e outro na formacao de
células nervosas. Note, no entanto, que alguns genes sSao expressos nas
células de maneira continua (vermelho), enquanto outros sdo apenas
expressos nos respectivos tecidos individualizados (verde, roxo e azul).

Na maioria das vezes estes genes rotineiramente expressos estédo intimamente
ligados a viabilidade das células no que diz respeito a manutencdo das suas
funcdes essenciais. Estes genes séo classificados como genes constitutivos,
pois, estao relacionados a processos fundamentais como geracao de energia e
manutencdo do material genético. Em contrapartida, os genes diferencialmente
expressos sdo aqueles que possuem sua expressao reprimida ou ativada por
diversos fatores, e que resultam numa caracteristica Unica da célula ou tecido
em questao.
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A expressdo de um gene pode ser confirmada por meio da presenca do
polipeptidio por ele codificado na célula. Em outras palavras, um gene presente
no ndcleo da célula pode ter sua ativacdo confirmada ou ndo por meio da
presenca de seu produto final no citoplasma desta célula. Desta forma para
que um gene tenha sua expressdo garantida culminando na sintese de sua
respectiva proteina deve obedecer fluxo de cinco etapas: transcricéo,
processamento do transcrito, transporte para o0 citoplasma, traducao,
enderecamento e ativacdo do polipeptidio por ele formado (Figura 9).

Ncleo
DNA
‘ 1 - Regulacao transcricional
Pré-mRNA
i 2 - Regulacao do processamento
mRNA
l 3 - Regulacao do transporte e
localizacao celular
mRNA .
i | Etapada |
/’ [ apada |
& N i atuacao do |
l (\ 4 - Regulacao da traducao RNAi (siRNA E
\\ T — 1 e miRNA) E
- N,
Proteina 5 b ] ;
l 5 - Regulacao da atividade
da proteina
Proteina ativa ¢ty

Figura 9: Esquema representativo das etapas de regulacdo da expressao
génica.

Sao justamente estas cinco etapas as possibilidades de regulacdo da
expressdo génica. Assim, a intervencdo em uma ou mais etapas deste
processo pode culminar no silenciamento génico.

Agora gue vocé sabe que podemos regular a expressdo de um gene em cinco
possiveis etapas e que qualquer uma destas etapas quando bloqueadas
culmina no silenciamento génico, vamos entdo aprofundar o assunto e
conhecer outros tipos de RNAs que estédo diretamente associados com eventos
de silenciamento de genes.
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Vamos conhecer outros tipos de RNAs?

Como visto anteriormente, os estudantes estdo mais familiarizados com
apenas trés tipos de RNA: mRNA (mensageiro), tRNA (transportador) e o rRNA
(ribossomal). Porém estas ndo sdo as unicas moléculas de RNA existentes e
conhecidas. Inicialmente vamos discorrer sobre alguns outros tipos de RNA
existentes, para depois analisarmos um deles em particular.

A importancia de salientarmos a existéncia de diferentes tipos de RNA vai ao
encontro da perspectiva de facilitar a percep¢éo sobre a sintese proteica como
um processo que nem sempre ocorre de forma tao linear como esbocado nos
livros didaticos, ou mesmo sumariamente retratado nos topicos anteriores
deste livro. Em decorréncia disso, o conhecimento apresentado a seguir
permitird a distingdo que cada uma destas moléculas possui, quanto a forma e
funcdo nos diversos processos celulares. O quadro 1 apresenta uma
classificagcdo dos diferentes tipos de RNAs conhecidos e suas fungdes no
interior da célula.

Quadro 1: Principais tipos de RNA

TIPO DE RNA ABREVIATURA FUNCAO

RNA mensageiro MRNA Atua como mediador
passando a informacdo do
DNA para a proteina

RNA transportador | tRNA Responséavel por encaminhar
0 aminoacido correto ao
MRNA durante o processo de
traducéo.

RNA ribossémico rRNA Principais componentes dos
ribossomos, que é o sitio de
encontro entre o mMRNA e o
tRNA durante o processo de

traducao.
Pequenos RNA | snRNA Participam do processamento
nucleares de transcritos nas células de

eucariotos. Podem formar o
complexo ribonucleoproteico
de processamento para a
realizacdo do splincig.

MicroRNA MiRNA Participam na regulacdo da

traducdo do mRNA da célula.
Pequenos RNA de | sSiRNA Participam do sistema de
interferéncia defesa do genoma de plantas

e animais, além de controlar a
traducdo do mRNA.
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Agora que vocé sabe que outros trés tipos de RNAs existem (SnRNA, miRNA e
siRNA) além de outros trés classicamente estudados, vamos compreender o
que é o RNA de interferéncia.

RNA de interferéncia: um incrivel mecanismo de regulacdo da
sintese proteica

Nos processos de transcricdo e traducdo, existem algumas moléculas que
estdo relacionadas com o resultado final da sintese proteica, além do mRNA,
rRNA e tRNA, entre elas os denominados micro RNAs (miRNAs) e os
pequenos RNAs de interferéncia (sSiRNAS) (vide quadro 1).

As células podem utilizar miRNAs ou siRNAs para realizarem o silenciamento
de genes com acédo indesejada em um determinado momento fisiol6gico. Estas
pequenas moléculas sdo capazes de inativar o mMRNA necessario para a
traducé@o de proteinas especificas. Este mecanismo de silenciamento génico é
conhecido como RNAI, ou interferéncia de RNA mediada por RNAI.

O RNAI é mediador de uma espécie de manutencdo do genoma por meio do
silenciamento de genes prejudiciais ou provenientes de infeccbes virais e
ocorre de forma natural nas células. Em outras palavras, ao longo da evolucéo
as células desenvolveram um mecanismo eficiente para se defender de
invasores, 0s RNAI.

O inicio desta descoberta comecou nos anos de 1990, quando pesquisadores
foram surpreendidos ao tentarem acentuar a cor de petlnias, cujas pétalas sao
violetas (Figura 10).

Senhoras petunias. Toda a descoberta pode ter se iniciado com suas mudangas de colora¢do, mas
lembrem-se que foi comigo que o RNAI foi realmente compreendido

Figura 10: Representacdo da variacdo de diversos fenétipos de uma mesma
planta, induzido por interferéncia de RNA.

No estudo em questdo foram introduzidas coOpias adicionais do gene que
codificava para uma enzima envolvida na indugéo de cor violeta das flores, na
tentativa de fazé-las terem o tom violeta ainda mais evidenciado em suas
pétalas. No entanto, e de forma inesperada, com a adicdo de mais copias do
gene em questao os pesquisadores obtiveram um bloqueio parcial ou total da
via de producéo da enzima relacionada com a sintese da cor violeta. Assim, ao
invés de aumentar a sintese do pigmento, descobriram que haviam desligado
(por um mecanismo até entdo desconhecido) o gene que expressava o fenétipo
de interesse. Este é um 6timo exemplo de que em ciéncia ndo existe resultado
certo ou errado, existe sim resultados esperados e ndo esperados. Note que
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este resultado ndo esperado deu inicio a uma das descobertas mais
fascinantes da biologia molecular.

Imagine como esta técnica poderia revolucionar o comércio de plantas
ornamentais. Através da técnica de RNAi poderiam, por exemplo, serem
criados diversos fendétipos de uma mesma planta.

Embora intrigante, nesta época o fendbmeno do RNAIi ainda ndo havia sido
elucidado, mas o experimento j4 possibilitava o vislumbre de um mar de
expectativas no campo da genética.

Apds varias pesquisas e experimentos o mecanismo de interferéncia de RNA
foi revelado, ganhou impulso e passou a ser compreendido de melhor forma,
por meio de estudos que utilizaram C. elegans dentre outros organismos
modelos. Com estes estudos foi possivel compreender a funcdo de um gene
especifico deste nematdédeo. Os pesquisadores utilizaram uma metodologia
que permitiu o silenciamento de determinado gene pela introducdo de
moléculas de RNA de fita simples.

Com os avancos das pesquisas surgiram diversas hipoteses para explicar o
silenciamento de genes ocasionados pela introducdo de RNA. Para se explicar
tal fato, pensou-se em moléculas de RNA aberrantes e em moléculas de
dsRNA, esta Ultima hipétese foi comprovada em um trabalho que também
utilizou o C. elegans como modelo.

Andrew Fire e Craig Mello trabalharam a potente e especifica interferéncia
genética por RNA de cadeia dupla em C. elegans. Por meio da introducgéo
experimental de moléculas de RNA, os pesquisadores investigaram a entrega e
aspectos estruturais da molécula de RNA que interferiam em genes enddégenos
do organismo em questdo, a fim de manipular sua expressao génica. Neste
trabalho descrevem as moléculas de dsRNA como mais eficientes no processo
de interferéncia em relacéo a introducéo de moléculas RNA de cadeia simples.
Em outro estudo Fire e Parrish analisaram a clivagem de moléculas de dsRNA
para produzir uma populacao inicial de siRNA em C. elegans mutante para rde-
1 e rde-4, dois genes gue ndo sdo necessarios para a viabilidade do organismo
ou para sua fertilidade. Porém desta vez os pesquisadores utilizaram molécula
dsRNA para interferirem na expressdo de um gene especifico. Percebeu-se
uma diminui¢cdo dos transcritos do gene alvo como resultado da introducéo de
moléculas de dsRNA homdélogas ao gene de interesse. O estudo foi além e
possibilitou observar que a injecdo dsRNA néo era efetiva quando direcionada
a regido promotora ou a introns, fato que permite associar a necessidade de
transcricdo da sequéncia alvo para que haja silenciamento do gene de
interesse.

A descoberta do RNAIi revolucionou a maneira que 0s pesquisadores
encaravam o funcionamento da célula. Além de conceder o prémio Nobel em
medicina e fisiologia aos pesquisadores Andrew Fire e Craig Mello, a técnica foi
considerada uma provavel alternativa na luta contra as mais variadas doencas,
estimulando mercado farmacéutico (figura 12).
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Figura 12: Da esquerda para direita, Andrew Z. Fire e Craig C. Mello cientistas
laureados com o Prémio Nobel em medicina e fisiologia (2006). Fotos de L.
Cicero e J. Mottern respectivamente. Adaptado de Nobel Prize.org.

O RNAI pode possibilitar uma mudanca no entendimento das vias regulatérias
dos genes, bem como a capacidade de manipula-los. Isto pode ser traduzido
no entendimento de como alguns genes sdo desativados ou ativados no
organismo sem alteracdo direta no DNA. Desligando um gene especifico é
possivel elucidar sua funcdo no organismo, e isto tem sido uma incognita no
caso de muitos das dezenas de milhares de genes humanos.

O fato é que o RNA passou a ser visto de forma diferente, deixando de ser uma
molécula secundaria no processo de formacao de proteinas, e isto pode mudar
muita coisa...

Interessante ndo acha? Seguindo este rumo o RNAI
podera auxiliar no desenvolvimento de medicamentos
capazes de bloguear um gene indesejavel, patologias
reumaticas, degeneragdo macular, hepatites, AIDS e
outras possiveis doencas alvos da técnica de RNA..
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Tal descoberta ainda permite o melhoramento de cultivares e pescados

possib

ilitando maior resisténcia as doencas e melhor producdo, o que pode

aguecer a economia e compensar o investimento.
Com o intuito de tornar a histéria por tras da descoberta do RNAi mais

eviden

ciada, faremos a seguir um retrospecto de algumas importantes

contribuicdes. Caso tenha a oportunidade ndo deixe de trabalhar com seus

alunos

a evolucdo do pensamento cientifico no contexto do RNAi bem como a

importancia da pesquisa basica no desenvolvimento de aplicacdes cientificas.

1993 Ambros V. e Lee R. descobrem o primeiro miRNA em C. elegans, o0
lin-4.

1999 Fire A. e colaboradores descreveram pela primeira vez o fenémeno
RNAi em C. elegans, injetando dsRNA e provocaram um silenciamento
génico especifico.

1999 Hamilton AJ. e Baulcombe DC. descreveram o silenciamento pés-
transcricional de genes em plantas.

2000 Reinhart BJ e colaboradores descobrem o primeiro miRNA
expresso em humanos e conservado em varias espécies, o let-7.

2000 Zamore PD, e colaboradores mostraram o processamento de
dsRNA longos em fragmentos mais curtos com intervalos de 21-23
nucleotideos por meio da acdo da RNAse Il DICER em extratos de
Drosophila.

2001 Bartel DP e colaboradores descobrem a grande classe de
pequenos RNAs com potencial codificante nomeando-os de microRNAs
(miRNAS).

2001 Bernstein E. e colaboradores utilizando C. elegans clonaram a
RNAse Il DICER.

2001 Reinhart BJ e colaboradores descobrem que os miRNAs também
estdo presentes em plantas.

2001 Tuschl T. e colaboradores descrevem pela primeira vez o RNAi em
células de mamiferos.

2002 Calin GA e colaboradores demonstram que os mMiRNAs estédo
envolvidos em doencas como o cancer.

2003 Song E. e colaboradores relatam que os siRNAs podem ser
utilizados para terapias em animais.

2004 Acuity Pharmaceuticals inicia o primeiro estudo clinico em
humanos fase | de drogas com a tecnologia de siRNA, para a
degeneragédo macular relacionada com a idade (DMRI).
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e 2005 Calin GA e colaboradores descobrem que mais de 50% dos genes
dos miRNAs estédo localizados em regibes genOGmicas associadas ao
cancer ou em sitios frageis.

e 2006 Andrew Fire e Craig Mello receberam o premio Nobel em Medicina
ao descobrirem o mecanismo de RNAI.

e 2006 Li LC. e colaboradores relataram que pequenos dsRNA induzem a
ativacdo de genes transcricional em células humanas.

e 2007 Vasudevan S e colaboradores demostraram que os miRNAs além
de reprimir, podem também ativar a traducao.

e 2010 Davis ME. e colaboradores demonstraram que SiRNA
administrados por via sistémica em seres humanos podem produzir um
gene especifico resultando na inibicho do mRNA por meio do
mecanismo de acao do RNAI.

e 2010 Medina PP e colaboradores demonstraram que a superexpressao
de um unico miRNA é suficiente para causar cancer.

e 2012 Zhang L e colaboradores detectam miRNAs exdgenos (miRNAs
circulantes) derivados de alimentos em amostras de soro e plasma. Foi
detectado ainda um mIiRNA de planta regulando um gene de
camundongo.

e 2013 Zorde e colaboradores ao trabalharam com adenocarcinoma de
ducto pancreético, relataram uma plataforma de entrega de siRNA
segura e reprodutivel, constituida de uma matriz polimérica
biodegradavel. Tal estratégia permite a liberacdo controlada e
prolongada de siRNA. Avaliaram as propriedades de liberacdo e de
entrega estruturais de sSiRNA in vitro e in vivo. Como resultado da
aplicacao técnica percebeu-se que o crescimento de células de tumorais
humanas foi impedido e em ratos a aplicagao prolongou a sobrevivéncia
do modelo.

Mecanismos de acao do RNA

O RNAI € um meio de silenciamento génico pos-transcricional, mediado por
pequenas moléculas de dsRNA de aproximadamente 21 a 25 nucleotideos.
Estas pequenas moléculas podem ser originadas de forma enddgena (miRNAS)
ou exdgenamente (siRNAS) introduzidas no meio intracelular por infeccdes
virais ou por diversas técnicas biotecnolégicas como a biobalistica,
eletroporacéao e injecédo local, entre outras.
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Entenda como acontece o processo natural
(miRNA).

: Y

No mecanismo natural de resposta aosSilenciamento génico mediado por
mMiRNAs (dsRNA enddgenos), os mMRNAs seguem 0 processo de transcricdo
por meio da RNA polimerase |l originando também longos transcritos primarios
(pri-miRNA) (Figura 13). Ainda no nucleo uma enzima tipo RNAse Il (Drosha)
cliva o pri-miRNA em uma molécula de aproximadamente 60-120 pares de
bases, dando origem ao pré-miRNA, uma estrutura com formato caracteristico
de grampo. Por meio da acdo proteina Exportina 5 os pré-miRNAs sédo
transportados para o citoplasma através dos poros nucleares. No citoplasma
essas moléculas sdo processadas por outra RNAse Ill (Dicer) em uma fita
dupla de RNA (miRNA duplex) sendo novamente processada em moléculas de
aproximadamente 21 a 23 nucleotideos. Geralmente, apenas uma das fitas do
duplex que interage com o complexo proteico de silenciamento induzido
(RISC), mas em alguns casos, as duas fitas podem interagir gerando miRNAs
maduros diferentes. Esse miRNA maduro se liga entdo a um ou mais mRNAs
por uma complementaridade parcial. Essa ligacdo ocorre na regido 3' ndo
traduzida (3’ UTR) da fita de mRNA possibilitando a degradacao ou bloqueio da
traducdo deste mRNA. Veja na figura abaixo a representacdo esquematica
deste mecanismo.
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Figura 13: Representacdo esqueméatica do mecanismo natural de resposta ao
silenciamento génico mediado por miRNAs (dsRNAs enddgenos).

No trecho acima demonstramos como se da mecanismo natural de RNAI por
meio do processamento de transcritos enddgenos. Agora explicitaremos como
o RNAI pode ser processado de forma especificamente dirigida (SIRNA).
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Entenda como acontece o processo por meio
da introducdo exégena de dsRNA (siRNA).

Praticamente, existem duas maneiras de desencadear o processo de RNAI de
forma dirigida (Figura 14). Uma das técnicas consiste na transducéo de vetores
no interior da célula (setas vermelhas), de modo que esta passe a expressar
genes transcritos em moléculas de shRNA que tenham como alvo o gene que
se espera silenciar. O shRNA é clivado pela proteina Drosha e assim €
processado pelo mecanismo de RNAI.

Em outra técnica pequenas moléculas de siRNA podem ser introduzidas
diretamente em culturas de células (setas pretas), visando a degradacao
especifica de um gene-alvo. Essas moléculas se unem ao RISC onde uma das
fitas da molécula guia o complexo até o mMRNA alvo possibilitando seu
silenciamento, a outra fitada molécula e degrada. A figura abaixo ilustra as
técnicas descritas acima.

g § - 7
Pri-miRNA Pré-i mlRNAZ%
T miRNA
e duplex
Transcri¢do, processamento e ”
exportagdo do mRNA alvo % :
5

l Que processo
Degradacédo fantastico. Assim
)

T e miRNA miF;NA eu fico louco!!!
Ay — uumm@ummm ¢§ maduro
Figura 14: Esquema representativo da introducdo da utilizagdo da técnica de

M mRNA
RNAI de maneira dirigida. Setas em vermelho evidenciando a transducao de
vetores e setas pretas evidenciando a introdugdo de SiRNA (dsRNAs
exdgenos).
Resumindo o processo

Para que nado reste duvidas, vamos estabeler de maneira evidente as
diferencas entre os dois processos acima descritos. Para isso faca uso da
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figura 15 que sumariza como os dsRNA transcritos de forma enddgena ou
exogenamente introduzidos na célula, alavancam o processo de RNA..

No primeiro momento em caso de sintese enddgena, o dsRNA é processado
pela enzima Drosha em fragmentos de aproximadamente 60-120 pares de
bases. Em um segundo momento ja no citoplasma seja o0 dsRNA exdégeno ou
endogeno ele é processado pela enzima Dicer podendo formar um siRNA ou
miRNA dependendo da sua origem. O siRNA ou miRNA é incorporado pelo
complexo RISC que €& uma estrutura formada também por proteinas
argonautas. O RISC cliva o siRNA ou o miRNA duplex e descarta uma vertente
das fitas que sera degradada. A fita restante interage com o RISC se ligando
ao seu mRNA homdélogo resultando na clivagem, degradacdo ou repressao da
transcricao.

Pri-miRNA Pré-miRNA

T,
- |

Nucleo
Citoplasma l
dsRNA T (MMM Pré-miRNA
<
1)
o
Q
=
SIRNA T T I  miRNA (Duplex) S
e —— /\,‘ S
RISC RISC 2
§ AGO AGO 3
= >
S } }
a
S TITTTITTITITT Tl Yrrrrm
'g g ETTTARTTITIT
Q
Q
= l
Complexo miRISC
g —
RISC \ RISC ativado y ST \
AGO S AGO é
mRNA mRNA

3'UTR

L Repressdo da transcrigdao
Clivagem do mRNA
Degradagdo do mRNA

Figura 15: Mecanismo de acdo do RNAIi (SIRNA e miRNA).

L Clivagem do mRNA

Agora que as duvidas foram sanadas, vamos colocar em pratica o
conhecimento cientifico em prol da sociedade.
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Casos praticos da importancia biologica do RNAI

As terapias baseadas no RNAI se revelaram um campo de pesquisa promissor,
principalmente nos casos em que a inibicdo de certas proteinas ndo alcangou o
sucesso pela terapéutica com farmacos convencionais.
O mecanismo de RNAI se mostrou uma opgéo relativamente simples por ter
como principal requisito o conhecimento prévio da sequéncia do gene alvo. Isto
pode ser considerado um ganho observando o conhecimento adquirido pelos
cientistas que por anos estudam o genoma humano.
O RNAI pode ser utilizado como uma ferramenta pontual na agricultura gerando
cultivares com produtividade e valor nutricional elevados. Além disso, pode ser
utiizado em uma praga especifica de maneira que insetos benéficos na
agricultura ndo sejam atingidos, fato que ndo é observado durante o uso dos
agrotoxicos.
Em espécies animais o RNAi também pode ser utilizado em genes ligados ao
desenvolvimento, sistema reprodutor, fisiologia endécrina e ao sistema
imunologico dos animais. Desta forma se torna possivel conferir resisténcia a
doencas, além de aumentar os resultados positivos aos criadores, como
producao robusta e custos menores.
Para a saude humana a técnica de RNAi também se mostra extremamente
promissora. Pode ser utilizada no combate a patdgenos e tumores, tratamento
de doencas genéticas e complexas, modulacdo do controle da dor, entre outras
possibilidades.
Pensando no uso do RNAI na agricultura, pecuéria, carcinicultura e na
medicina o fluxo a ser seguido seria:

¢ |dentificacdo da condicdo ou doenca alvo (biomarcadores);

¢ l|dentificacdo da proteina associada a condicéo ou doenca,;

¢ Identificacdo da sequéncia do gene codificante da proteina associada;

e Construcdo de uma molécula dsRNA que se ligue especificamente a

uma pequena parte da sequéncia do gene alvo;
e Disponibilizacao desta molécula para a célula alvo;

RNAI na agricultura

O agronegodcio brasileiro vem demonstrando um importante crescimento no
segmento do comércio internacional. O Brasil € um dos lideres mundial quando
0 assunto € exportacdo de produtos agricolas, produz e exporta VAarios
produtos como café, aglcar, etanol e suco de laranja. Entre tantos produtos o
Brasil é lider em vendas externas no que diz respeito a Soja e derivados. O
Ministério da Agricultura espera que até o ano de 2030 um terco dos produtos
agricolas comercializado no exterior sejam brasileiros.

Em meio as questbes econbmicas e em meio aos diversificados aparatos
tecnoldgicos, torna-se importante o conhecimento da biologia e fisiologia dos
produtos vegetais.

As plantas estdo constantemente em um processo evolutivo e neste processo
se adaptam ao ambiente em que vivem. Seja por variagcbes morfoldgicas,
fisiologicas ou até mesmo na producdo de alguns compostos quimicos que |Ihe
permitam elaborar estratégias de defesa contra patégenos ou contra o estresse
imposto pelo ambiente.
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Além da biomassa de interesse humano, algumas espécies vegetais produzem
compostos de interesse medicinal. Muitas das vezes estes compostos sao
produzidos em pouca quantidade, e por isso precisamos de uma melhor
compreensao das vias metabdlicas empregadas durante sua producdo para
que por meio da utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas, estes compostos
possam ter seu volume final aumentado.

Neste sentido podemos pensar nos flavonoides que sdo metabdlitos
secundarios presentes na soja e em outras plantas, eles podem estar
envolvidos em muitos processos bioldégicos como: defesa do vegetal a
estresses bidticos e abioticos, producdo de certos pigmentos que atuam na
prevencdo dos efeitos da luz ultravioleta, atraem animais frugivoros que
auxiliam na polinizacdo das plantas e, além disso, atuam na prevencédo de
canceres hormoénios-dependentes que prejudicam a saude humana. Nesta
perspectiva, € possivel buscar métodos moleculares como, por exemplo, a
técnica de RNAI a fim de aumentar a producéo de isoflavona na soja e apontar
os desafios associados com tais engenharias na producdo de metabdlitos
secundarios nos vegetais.

Podemos pensar ainda na utilizacdo de dsRNA para ativacéo e desativacdo de
genes essenciais para a viabilidade de parasitas que proporcionam acentuado
prejuizo ao setor agricola. O controle de pragas agricolas esta muita das vezes
associado a utilizacdo de inseticidas quimicos inespecificos e de abrangente
atuacdo. A utilizacdo indiscriminada de inseticidas pode prejudicar o meio
ambiente, a salde humana e pode afetar também aos insetos inimigos naturais
do inseto alvo.

Vocé pode saber mais sobre o assunto lendo o
trabalho de Jiang e colaboradores (2014) que fala
sobre a construcdo de RNAi bivalente para
aumentar a producdo de isoflavona em soja. Este
trabalho se encontra disponivel no link abaixo
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttex
t&pid=S1516-
89132014000200002&Ing=en&nrm=iso>.
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RNAI na carcinicultura

A carcinicultura e uma atividade relacionada a criacao
de camardes em viveiros. E uma alternativa crescente que movimenta o setor
financeiro de algumas regides do Brasil (Figura 15).

O camarao se destaca por seu valor nutritivo, como também por se constituir
uma fina iguaria de consumo em larga escala. Trata-se de um produto com
mercado crescente, capaz de movimentar a economia de pequenos e grandes
produtores além de servir como fonte de renda e emprego para a populacéo
local. A informacdo abaixo extraida da Associacao Brasileira de Criadores de
Camardao exemplifica a expressividade e importancia da carcinicultura
brasileira.

{&g&g Cerca de 98% da producao brasileira esta concentrada na regiao
A nordeste, com destaque para os estados do Ceara e Rio Grande
do Norte.

Existem mais de 1300 fazendas produtoras registradas.

A area total de produgao representa mais de 20 mil hectares.
A producao em 2011 superou 70 mil toneladas.

A valor da produgcdao em 2011 superou os 700 milhdes de reais.

Neste mesmo ano foram gerados mais de 75 mil empregos, sendo
pelo menos metade de empregos diretos.

Figura 15. Dados e informacdes que justificam a importancia da carcinicultura
para a industria brasileira. Fonte: Adaptado de Rocha; Rodrigues, (2003).

Vocé ja ouviu falar na Sindrome da Mancha Branca? Esta doenga é uma virose
considerada uma das doengas mais graves no cultivo de camar&o e tem como
agente etioldgico o virus WSSV. A sindrome da mancha branca é capaz de
matar todos os camardes presentes em um viveiro no periodo de até dez dias.
Ja pensou no prejuizo que uma infeccdo por WSSV poderia causar?
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Crustaceos nao podem ser vacinados como o0s vertebrados, pois nao
apresentam sistema imune adaptativo que o0s proteja de maneira
antigeno- especifica. Por tanto sdo necessarios métodos alternativos e efetivos
que limitem ou impecam a progressao das infecgcbes virais nos camarbes e
evitem as enormes perdas econdmicas nha carcinicultura. O virus WSSV ataca
véarios tecidos do animal e a doenca evolui com sério comprometimento do
sistema imunolégico. A sintomatologia da Sindrome da mancha branca é
evidenciada pelo surgimento de manchas brancas pelo exoesqueleto do animal
(as manchas brancas se déao pela calcificacéo de tecidos que ocorrem devido a
deposicdo de sais de célcio na epiderme cuticular dos camardes infectados),
além disso, os camardes comecam a presentar atividades irregulares na
periferia dos viveiros e rapida redugdo no consumo de alimento. A doenca
atinge varios 6rgaos vitais do animal levando a morte em questdo de dias. A
figura 16 mostra um camardao apresentando manchas brancas no
exoesqueleto, quadro caracteristico da infeccdo por WSSV.

Figura 16: Representacdo de um camardo com a sindrome da mancha branca

O WSSV é um virus com genoma de DNA dupla fita circular muito virulento e
extremamente patogénico (Figura 17). Para que o processo de infec¢do seja
efetivo o virus WSSV conta com uma das principais proteinas de seu envelope
viral, a proteina vp28. Esta proteina é responsavel pela entrada do virus na
célula do hospedeiro e precisa ser sintetizada junto a particula viral infecciosa
para que a infeccéo se propague de maneira efetiva.

Abaixo apresentamos 0 genoma circular do virus WSSV destacando a proteina
vp28 fundamental para que a infeccéo viral possa adentrar a maquinaria celular
do hospedeiro.
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Vamos compreender melhor como esta estruturado o genoma
de WSSV:

*Primeiro temos de entender que o genoma & circular, assim
como o genoma das bactérias.

*As setas no desenho ao lado representam os genes, e a
direcdo destas o sentido da transcricdo destes genes.
*Cada uma das cores dos genes sinalizam para uma funcdo de
suas proteinas: proteinas para estruturagé@o do capsideo
(marrom), proteinas associadas com replicacdo do DNA (azul)
e amarelo e vermelho sinalizam para proteinas de membrana.
*S30 estas proteinas de membrana que permitem que o virus
penetre as células do camardo para provocar a doenca.
*Justamente um dos transcritos destas genes (p28) com fungao
de codificar proteinas de membrana foi alvo de um RNAI
desenvolvido pelos cientistas.

MUITO LEGAL NAO E MESMO?

White spot syndrome virus (WSSV)
Virus da sindrome dos manchas brancas

327.287 pb

Figura 17: Genoma do virus WSSV, em destaque a proteina vp28 localizada no
envelope viral essencial para o processo de infeccao viral. Adaptado de Jyh-
Ming (2004).

O WSSV é um virus envelopado, baciliforme pertencente ao género
Whispovirus e a familia Nimaviridae. Na figura 18 apresentamos um individuo
saudavel, infectado, a microscopia do virion do WSSV e um esquema de sua
morfologia.
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Como algo tdo pequeno

pode ser tao destrutivo?

Proteina de membrana

i Espere s6 que meus
Nucleocapsideo

amigos cientistas vao

descobrir uma maneira
de evitar que vocés

provoquem danos nos
pobres camardes.

Envelope

Figura 18: Representacdo de um camardo saudavel (acima), um camardo
infectado pelo WSSV (abaixo), com detalhe para uma microscopia eletronica
gue mostra o virion causador da WSSV seguido de um esquema representativo
de sua morfologia.

O conhecimento da morfologia do virus, bem como sua forma de propagacéao
pode colaborar para a utilizacdo de novas técnicas de controle da doenca por
ele ocasionada. O RNAI pode ser uma op¢ao no tratamento e controle da
Sindrome da mancha branca em camardes. Trabalhos envolvendo a proteina
vp28 pertencente ao WSSV demonstram resultados promissores no tratamento
com dsRNA.
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Vocé pode saber mais sobre o assunto lendo o
trabalho de Guertler e colaboradores (2008)
Hemograma e sobrevivéncia de camardes marinhos
apos Silenciamento do WSSV por RNA de
interferéncia. Este trabalho pode ser encontrado no
link <http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
204X2013000800028&script=sci_arttext>

o
i

RNAi na medicina

Os ensaios clinicos para a utilizagdo do RNAi em humanos se iniciaram por
volta do ano de 2014. Associado as inumeras descobertas e aplicacdes
biomédicas desta técnica o silenciamento génico por RNAIi tem sido empregado
em modelos animais com uma entusiasmada perspectiva de utilizacdo em
humanos. O potencial desta técnica € enorme, e hoje ela é apresentada como
um dos mais promissores campos de pesquisas. A figura abaixo apresenta
algumas das principais doencas atuais em que o0 RNAI (nesse caso miRNAS)
estdo envolvidos diretamente com o mecanismo de a¢do da doenca ou podem
ser utilizados como biomarcadores para as mesmas (Figura 19).
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Figura 19: Principais doencgas atuais em que os miRNAs estdo envolvidos.

A propésito vocé ja ouviu falar sobre a doenca

macular degenerativa relacionada a idade (DMRI)?
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A DMRI é uma das principais causas de cegueira no mundo ocidental,
atingindo principalmente pessoas acima de 60 anos, tabagistas, hipertensos e
de etnia caucasiana.

Uma das formas da DMRI é distinguida pelo crescimento de vasos sanguineos
no espaco abaixo da retina. O aparecimento destes novos vasos sanguineos
pode levar ao acumulo de sangue ou outros liquidos, além de auxiliar a
formacdo de um tecido fibroso degenerando as células fotorreceptoras da
macula. Este quadro clinico caracteriza a forma neovascular da DMRI e pode
ocasionar a perda da visao central (figura 20).

Figura 20: Tela de Amsler (1), utilizada na oftalmologia para autoavaliagédo de
pacientes. Para a autoavaliagdo o paciente precisa fechar um olho com a
palma da mao e olhar na tela com o outro olho fixando o olhar no ponto central.
As imagens abaixo (2) representam o resultado do autoexame de pacientes
portadores de DMRI. Adaptado de Conselho Brasileiro de Oftalmologia.
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Por meio de estudos cientificos foi descoberto um peptideo com sequéncia de
aminoacidos desconhecidas. Este peptideo possuia propriedades que
estimulavam a neovascularizagdo e o crescimento do endotélio celular e por
isso foi denominado como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).
Uma das isoformas de VEGF est& envolvida com o aumento da permeabilidade
vascular e em diversos componentes da angiogénese, como migracao e
desenvolvimento celular.

Trabalhos recentes evidenciaram a relacdo entre o VEGF e a DMRI. Na
neovascularizacdo ocular, a presenca de VEGF em niveis aumentados
promove a formacdo de novos vasos na iris e retina, 0 que pode desencadear
diversas patologias. Estudos que trabalharam a inibicdo de VEGF em modelos
animais obtiveram como resultado a diminuicdo da neovascularizacdo e
consequente melhora da patologia ocular. Neste contexto e no desenrolar de
diversos estudos cientificos, as evidencias apontam para o VEGF como ator
fundamental em algumas formas da DMRI. Por conseguinte, VEGF se torna um
importante alvo das medicacfes que atuam nas terapias da forma neovascular
da DMRI.

O RNAIi é uma opcdo no tratamento da DMRI, desde 2004 uma empresa
farmacéutica oftalmica trabalha com a tecnologia. Iniciaram o primeiro estudo
clinico em humanos fase I, com drogas que carreiam a tecnologia de siRNAs.
Como ja vimos anteriormente o RNAI atua como parte do sistema imunolégico
do organismo. Para o tratamento da DMRI neovascular sdo construidas
moléculas de dsRNA de aproximadamente 21 nucleotideos desenvolvidos para
atuarem sobre um mMRNA especifico, promovendo sua degradacdo ou
bloqueando sua traducéo.

A molécula de dsRNA, inibi a transcricdo e producdo do mRNA patolégico de
VEGF. Desta forma as proteinas de VEGF podem ser suprimidas em sua
totalidade, evitando os efeitos desfavoraveis ao organismo como O
desenvolvimento do tecido fibroso que degenera as células fotorreceptoras da
macula.

Interessante a aplicabilidade do RNAI, ndo é? Esta é
apenas uma das diversas aplicacbes do RNAI nas
terapias médicas. Vocé pode conhecer mais procurando
os diversos trabalhos existentes na literatura da area,
entre eles a pesquisa de Rodrigues e colaboradores
(2006) intitulada como: Tratamento da forma
neovascular de degeneracdo macular relacionada a

idade com drogas antiangiogénicas. Disponivel no link:
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Diante do exposto ja é possivel ter uma nocédo da versatilidade da técnica de
RNAI. Observando o quadro 02 vocé pode ter uma visdo ampliada das diversas

possibilidades de utilizagdo dessa técnica.

Quadro 02: Compilado do uso da técnica de RNAi em diversos organismos

Segmento Categoria Doenca/ Organismo Alvo
Condicao
Tolerancia Arroz Gene RACK1
aos
estresses - -
abidticos ﬁlr;?;ﬂgpss Gene PLDys
Tolerancia
aos Algodo Gene
estresses CYP6AE14
Agricultura Melk]o_ramento biétiCONS
genetico Delegaq de Soja Proteina P34
alergénicos
Amendoim Gene Arah 2
Alteracéo
na
g(reodugao Tabaco Gene FLS
metabdlitos
secundarios
Doenca Artrite viral . Proteina
inflamatoria equina Equinos e§trutural do
virus EAV
L. Doenca Febre Animais  de .
Pecuaria . . casco Proteina VP1
infectocontagiosa | aftosa fend
endido
Sindrome Gene
Doenca viral da mancha | Camardes codificador da
branca proteina VP28
N Doenca DMRI VEGF
Medicina Edema Humanos

oftalmoldgica

macular

VEGF
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Atrofia

nervo
optico

cronica do

Doenga viral

HIV

HCV

RSV

proNGF

Proteinas
estruturais

HIV e o gene
humano CCR5

miRNA122

do RSV

Para que vocé saiba como sdo administrados as moléculas de RNAI dentro das
células alvo, listamos no quadro 3 as principais metodologias envolvidas no

processo.

Quadro 03: Compilado de alguns das principais técnicas utilizadas na
administracdo de dsRNA in vivo.

Data Quem Organismo Orgéos alvos | Método
testado
2012 YANG et al. Organismos Efeito Imersao
pequenos sistémico
(planaria,
parasitas).
1998;2006;2009 | TIMMONS e | C. elegans, | Epitélio do | Alimentacao oral
FIRE; XIANG | camundongos, | sistema
et al.; | entre outros digestério de
AOUADI et camundongos.
al. Efeito
sisttmico em
C. elegans
2012 SALVAetal. |C. elegans, | Efeito Injecéo local
camundongos, | geralmente
ratos e outros | sistémico
2002 MCCAFFREY | Camundongos | Figado, rins, | Transfeccao
et al. e ratos coracao e | hidrodindmica
pulméo
2003 PEKRIK et al. | Diversos Efeito local e | Eletroporacao
inclusive in | sistémico
ovo
2008 YUEN et al. Diversos Efeito local Biobalistica
2008 KLEINMAN et | Humanos Olhos Injecao
al. intraocular
2006 PALLISER et | Camundongos | Vagina Gel
al.
2005; 2012 BITKO et al. | Camundongos | Pulméo e | Spray
e PEREZ cérebro
2012 LEE et al. Camundongo | Efeito local Nanoparticulas

Nucleocapsideo
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2007 DICKINS et | Diversos Dependente Transgene

al. de promotor

2003 TENLLADO Plantas Efeito local Inoculacao

et al. mecanica

2012 BERTAZZON | Plantas Efeito local Agroinfiltracao

et al.

2013 ZORDE et al. | Ratos e | Efeito local e | Implante
Cultura de | sistémico cilindrico
células biopolimérico
humanas contendo siRNA

Adaptado de Pereira (2013).

Saiba mais sobre o assunto

Neste tépico indicamos alguns materiais complementares que podem lhe
suportar no aprofundamento de seus conhecimentos sobre o RNAI.

Ficou interessado?
Acesse o link e assista ao video

RNA interference (RNAI): by Nature Video L

naturevideo

“RNA interference (RNAi) by Nature Video”.

https://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1_ELE

Um extraordinario passeio pelo mundo intracelular

demonstrando o mecanismo de agdo dos RNAI.

Esta animacdo explica como RNAi funciona e em uma fantastica viagem
audiovisual apresenta os dois atores principais: SIRNAs e miRNAs.

Learn more about RNAI

-

Ja sei, adorou a animacgao anterior. Eu também.
Ainda assim sentiu dificuldade de compreensao e
acabou ficando confuso! Vamos fazer o seguinte,
acesso agora o link abaixo e Acesse o link de outra
animacao que acompanha uma passo a passo em
forma de slides sobre cada etapa importante do
processo

http://www.nature.com/nrg/multimedia/rnai/anim
ation/index.html

Muito bom este recurso!

Nesta sequéncia de slides, vocé encontrara mais informacdes que lhe
permitirdo acompanhar a animacao sobre o RNAIi e aprender mais sobre essas
pequenas moléculas silenciadoras.
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A Ciéncia é simplesmente incrivel, néo é
mesmo? Tenho certeza que vocé adorou o
tema e esta ainda mais curioso.

Vamos fazer o seguinte.

Acesse o link abaixo para saber mais
sobre uma classe bem legal de RNAs nao
codificadores, os MicroRNAs.

https://www.youtube.com/watch?v=t5jroSC
BBwk

Este video mostra os aspectos que envolvem a biogénese e funcdo dos
microRNAs dentro da célula. A tecnologia 3D demostra 0 mecanismo de
silenciamento de maneira detalhada, despertando o interesse do expectador.

Prefere uma obra palpavel para que possa
carregar contigo para onde for?

Temos a solugdo pra voce.

Introdugdo a

Técnicade O livro “Introdugdo a técnica de interferéncia
plﬁ}me_rgga por RNA — RNAI organizado pelo Dr. Tiago

Campos Pereira, professor da USP campus
Ribeirdo Preto, em parceria com outros
grandes cientistas certamente |lhe dara suporte
a um aprendizado técnico sobre o tema.

Tiago Campon Pereira

Tenha uma boa leitura

Esta obra congrega o trabalho de docentes e pesquisadores de diversas
universidades do pais. Os autores tratam o histérico, aplicacdes estratégias,
controles e cuidados associados a utilizacdo da técnica de RNAIi. Quer ficar
mais curioso compare o nome do organizador deste livro com o responsavel
pela escrita do sumario desta nossa obra.

Expondo expressdes e terminologias

Angiogénese/Neovascularizacdo: Formagdo de novos vasos sanguineos
colaterais a partir de vasos ja existentes.

Bacteriéfago: Virus capaz de infectar e destruir bactérias.

Biobalistica: Técnica de transferéncia direta de genes em uma célula com a
finalidade de se obter organismos geneticamente modificados.

CAP 5’: Estrutura gerada pela modificacdo que ocorre na extremidade 5° de
uma molécula de mRNA precursora. O CAP 5' protege o0 mRNA contra a
degradacédo por fosfatases e ribonucleases, conferindo maior estabilidade a
molécula.

Cauda  poli-A: Estrutura  localizada na  extremidade 3 do
MRNA dos eucariontes. Constituida por um longo segmento de adeninas a
cauda poli-A protege 0 mMRNA da degradacdo ocasionada por nucleases
presentes no meio celular e confere maior estabilidade a molécula.
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Cddon: Sequéncia de trés nucleotideos de um mRNA, que especificam um tipo
de aminoacido ou indicam o ponto de inicio e término da traducdo de uma
sequéncia de bases nitrogenadas de mRNA. Reagem com o0s anticédons
presentes nos tRNAs de forma complementar para a constru¢cdo da cadeia
polipeptidica culminando na formacdo de uma proteina.

Endogeno: Interno, que parte do interior para o exterior.

Eucariontes: Organismo pluri ou unicelular que possui o material genético
delimitado por envoltério nuclear.

Eletroporacdo: Técnica que utiliza pulsos continuos de alta voltagem que
promovem uma proviséria formacdo de poros na bicamada lipidica de uma
célula, possibilitando a migracdo de macromoléculas.

Fenotipica: Relativo a fenoétipo, manifestacdes visiveis de um gendtipo, ou seja,
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas, comportamentais entre outras que um
individuo possa apresentar.

Gene: Segmento de DNA composto por centenas ou milhares de pares de
bases (como A-T ou C-G). Pode codificar uma sequéncia primaria de um
produto génico final, seja este de funcao catalitica ou estrutural.

Genoma: Toda a informacéo hereditaria que se encontra codificada no DNA de
um organismo, ou em alguns virus em se RNA.

Gendtipo: Conjunto de genes de um organismo.

Homodlogos: Relacionado a estruturas iguais, semelhantes que juntas formam
um par.

Macula: Estrutura anatdmica do olho situada em uma pequena area da retina.
E responséavel pela visdo de detalhes.

Nucleotideos: Bases nitrogenadas ligadas a acucares e estes ao fosfato, sao
basicamente a estrutura dos acidos nucléicos.

Patégenos: Agente biolégico capaz de causar doenca infecciosa ao
hospedeiro.

Procariontes: Organismo unicelular desprovido de compartimentalizacdo de
seus produtos celulares. O material genético fica disperso no citoplasma.
Peptideo: Moléculas bioldgicas formadas por ligacdes peptidicas entre dois ou
mais aminoacidos.

Replicacéo: Processo que ocorre no DNA permitindo que as fitas do DNA se
separem formando outras iguais. O DNA recém-formado é composto por uma
das cadeias da molécula molde o que mantém um processo semiconservativo
garantindo que a informacéo genética seja transmitida com sucesso

Retina: Parte do olho responsavel pela formacéo de imagens.

Silenciamento génico: Processo em que uma série de mecanismos atuam com
a finalidade de regular a expressdo de um gene.

Splicing: Processo que ocorre ap0s a transcricdo do RNA e remove as
sequéncias intervenientes (introns) que sdo seccdes de um gene que nao
codificam qualquer parte da proteina produzida por ele. Além disso, o splicing
junta os éxons que sao as regides codificantes do mRNA responsavel pela
informacéo necesséria a producao da proteina expressa pelo gene.

Traducdo: Processo biolégico no qual a sequéncia de nucleotideos de uma
molécula do RNA mensageiro € utilizada para ordenar a sintese de uma cadeia
polipeptidica, cuja sequéncia de aminoacidos pode determinar uma proteina.
Transcricdo: Processo de sintese do RNA que acontece no nucleo da célula.
Possibilita a formagdo do RNA mensageiro a partir da cadeia-molde de DNA.
Este tem como funcgao "informar" ao RNA transportador a ordem correta dos
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aminoacidos a serem sintetizados mais tarde em proteinas, através da
traducdo do mRNA.

Transcritos: Moléculas resultantes do processo de transcricdo do DNA.
Transducéo: Transferéncia de material genético de uma célula para outra,
realizada por intermédio de um virus ou de um bacteri6fago.

Vetores: Agentes disseminadores de doencas infectocontagiosas.

Virion: Particula viral infecciosa que pode ser constituida por DNA ou RNA
envolta por uma camada externa composta de proteinas (capsideo).

3’ UTR: Regido nao traduzida da extremidade 3’ da fita de mRNA.
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