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RESUMO

A interferéncia por RNA (RNAi) é um mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional conservado durante a
evolugdo. Esse mecanismo, recentemente descrito, ¢ mediado por pequenos RNAs de fita dupla (dsRNAs) capazes de
reconhecer especificamente uma sequéncia de mRNA-alvo e mediar sua clivagem ou repressdo traducional. O em-
prego da RNAi como uma ferramenta de terapia génica tem sido muito estudado, especialmente em infecgdes virais,
cancer, desordens genéticas herdadas, doencas cardiovasculares e mesmo em doengas reumaticas. Aliados aos dados
do genoma humano, os conhecimentos do silenciamento génico mediado por RNAi podem permitir a determinacdo
funcional de praticamente qualquer gene expresso em uma célula e sua implicag@o para o funcionamento e homeostase
celular. Varios estudos terapéuticos in vitro e in vivo em modelos de doengas autoimunes vém sendo realizados com
resultados encorajadores. As vias de quebra de tolerancia e inflamag@o sdo alvos potenciais para terapia com RNAi em
doengas inflamatorias e autoimunes. Nesta revisdo vamos recordar os principios basicos da RNAi e discutir os aspectos
que levaram ao desenvolvimento de propostas terapéuticas baseadas em RNAi, comegando pelos estudos in vitro de
desenvolvimento de ferramentas e identificacdo de alvos, chegando até os estudos pré-clinicos de disponibilizagdo da
droga in vivo, e testes em células humanas e modelos animais de doengas autoimunes. Por fim, vamos revisar os ultimos

avangos da experiéncia clinica da terapia com RNAI.

Palavras-chave: RNA interferente pequeno, expressao génica, autoimunidade, doengas reumaticas.

INTRODUCAO

A interferéncia por RNA (RNAi) ¢ um mecanismo celular
responsavel pelo silenciamento génico pds-transcricional (post
transcription gene silencing - PTGS) atuando sobre o RNA
mensageiro (mRNA). No foco deste mecanismo estd uma
molécula de fita dupla de RNA (dsRNA - double stranded
RNA) que, ao ser incorporada na forma ativa a um complexo
intracitoplasmatico, se liga a uma sequéncia de nucleotideos
complementar localizada no mRNA-alvo, ocasionando assim
o silenciamento, por inibi¢do da traducdo e/ou degradacao
do mRNA. Ha evidéncias de que dsRNAs estejam também
envolvidos com a manuteng@o da condensagio de regides da
cromatina e supressao da transcri¢do nas proximidades dessas

regides, entretanto a associagdo entre o silenciamento trans-
cricional (transcription gene silencing — TGS) e RNAI ainda
ndo esta completamente esclarecida. Em fungos, a delegio de
genes relacionados a via de RNAi causa perda do silenciamento
génico e desestruturacdo da heterocromatina. Esse fenomeno
ainda nao ¢ bem compreendido em nivel molecular, mas parece
ter grande importancia para o funcionamento adequado de
genes e para a manutengdo da integridade genomica.’

A RNAI foi descrita pela primeira vez em plantas (petinias)
no inicio da década de 1990.> Plantas transgénicas, superex-
pressando genes para produgdo de pigmentos, apresentavam
flores brancas devido a inibi¢do da sintese do pigmento por
silenciamento do transgene ¢ do gene enddgeno. Esse fenome-
no, conhecido como “cossupressido”, também foi observado
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em outras espécies de plantas, fungos e outros organismos,
porém, o mecanismo que levava ao silenciamento génico ainda
era desconhecido.**

Em 2006, os pesquisadores norte-americanos, Andrew
Z. Fire e Craig C. Mello foram contemplados com o prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia por sua participa¢do na elu-
cidag@o do silenciamento génico por RNAi.> O mecanismo
de RNAIi ocorre em varios organismos eucariontes®’ e os
dsRNAs envolvidos podem ser classificados de acordo com
sua origem e fun¢do em pelo menos trés categorias: miRNAs
(microRNAs), siRNAs (short interfering RNAs) e shRNAs
(short hairpin RNAs).}

Os miRNAs representam pequenos dsRNAs endogenos,
com aproximadamente 22 nucleotideos, cuja principal fungdo
¢ atuar como silenciadores pods-transcricionais, inibindo a
tradu¢do do mRNA-alvo em proteina. Sua descoberta data
de pouco mais de uma década, em estudos realizados com
Caenorhabditis elegans, ¢ sdo hoje reconhecidos como
reguladores fundamentais da expressdo génica em plantas
e animais. Os genes que codificam miRNAs sdo transcritos
pela RNA polimerase II em um longo microRNA primario
(pri-miRNA) que, ainda no nucleo, é clivado por um com-
plexo proteico do qual fazem parte uma RNase I1I (Drosha)
e a proteina Pasha ou DGCRS8 (DiGeorge Syndrome Critical
Region 8 protein) que apresenta um dominio de ligagdo
para dsRNA. A clivagem resulta no micro-RNA precursor
(pré-miRNA), com cerca de 70 pares de bases, contendo um
trecho de fita dupla e uma alga de fita simples, formando uma
estrutura denominada hairpin. O pré-miRNA ¢é exportado
para o citoplasma pela exportina-5, onde ¢ clivado pela
Dicer, gerando um miRNA maduro com cerca de 22 nucle-
otideos de comprimento. A Dicer ¢ uma RNase I1I essencial
no processo de RNAI. Apresenta um dominio de ligagdo ao
RNA, PAZ, que parece ser responsavel pelo tamanho do
dsRNA gerado. Esta também envolvida na incorporagdo
de uma das fitas do miRNA a um complexo denominado
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) do qual faz parte
juntamente com Argonauta (Ago2) e outras proteinas.’
O complexo RISC permite o pareamento entre a fita do
miRNA incorporada e a regido homoéloga do mRNA-alvo
por complementaridade de bases. Normalmente, quando a
complementaridade ¢ total, ocorre degradagdo do mRNA
e, quando parcial, ocorre repressao da tradugdo e posterior
degradag¢do do mRNA (Figura 1).1°

Argonautas sdo proteinas presentes no complexo RISC,
caracterizadas pela presenca de dominios conservados (PAZ
e PIWI). Elas se ligam aos siRNA e miRNA, e apresentam
atividade de endonuclease dirigida contra a fita de mRNA
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Figura 1. Esquema das vias que levam a interferéncia por
microRNAs e siRNAs.

complementar ao siRNA ou miRNA. As proteinas argonautas
sdo também responsaveis pela selegdo da fita do siRNA, que
sera incorporada ao RISC.!12

Os shRNAs sao RNAs de dupla fita construidos para apre-
sentarem uma estrutura semelhante aos miRNAs. Podem ser
sintetizados exogenamente e introduzidos prontos na célula ou
transcritos dentro da célula a partir de vetores que codificam
0 shRNA junto a um promotor da RNA polimerase III. Nesse
caso o transcrito ¢ processado pela Dicer da mesma forma
que os miRNAs. !

Os siRNA s2o moléculas sintéticas de dupla fita de RNA
de 19 a 30 pb, que atuam por meio de pareamento a sequén-
cias complementares a0 RNA mensageiro alvo, causando sua
degradagao e, portanto, silenciamento especifico do gene. O
silenciamento do gene-alvo possibilita a obtencdo de infor-
macdes sobre a fungdo exercida na célula pela proteina que
esse gene codifica.'

Recentemente tem sido demonstrada a existéncia de uma
ligagdo entre RNAI e corpos GW (GWB),'>1%17 os quais pa-
recem ser os sitios envolvidos na repressdo da traducdo de
mRNAs por miRNAs. Os GWB (ou P bodies) sdo estruturas
citoplasmaticas recentemente descritas que estdo envolvidas
no controle da expressdo génica pos-transcricional.'® Esse
controle regula o turnover de mRNA bem como a remogao
de RNAs aberrantes ¢ com mutacgdes nonsense. A formacao
dos GWB parece depender de proteinas especificas ¢ RNA,
em particular, miRNAs."
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Figura 2. Imunofluorescéncia em células HEp-2, mostrando a
presenca de corpos GW (visualizados em verde) no citoplasma.
Os nucleos foram corados com DAPI (azul). Fotomicrografia
gentilmente cedida pelo Dr. EK Chan, Departamento de Biologia
Oral, Universidade da Flérida, Gainesville, Estados Unidos.

Aspectos gerais relacionados a
terapia empregando RNAI

O grande potencial de RNAi tem resultado em estratégias bem-
sucedidas para o silenciamento de uma grande variedade de
genes codificadores de proteinas, permitindo obter importantes
informagdes sobre a fungao desses genes e respectivas protei-
nas. A alta especificidade desse método permite interferir com
alelos relacionados com doenca que diferem do alelo normal
por apenas alguns poucos nucleotideos. A RNAi ¢ muito mais
potente do que outras estratégias antisenso que empregam fitas
curtas de DNA antisenso e ribozimas."

A RNAI tem sido 0 método de escolha no silenciamento de
genes em células de mamiferos por sua seletividade e poténcia.
O emprego de RNAi como abordagem terapéutica tem sido
considerado altamente promissor no combate a doengas em
que a expressdo anormal de certos genes pode ser identifica-
da como a causa ou o fator contribuinte. Entre essas doencas
podemos citar cancer, doengas genéticas dominantes, doengas
autoimunes ¢ infecgdes virais.?

Ha atualmente mais de uma dezena de companhias de
biotecnologia dedicadas ao desenvolvimento de aplicagdes
clinicas de siRNA em varias doengas humanas.?! A RNAi
tem sido utilizada com sucesso em modelos experimentais no
silenciamento de genes criticos para a viabilidade, prolifera-
¢do e disseminacdo de células tumorais.’>?* Até o momento,
porém, a maior contribuicdo da interferéncia por RNA tem
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sido a revolugdo tecnoldgica introduzida no processo de
descoberta de novas drogas. O uso de RNAi reduz o nimero
de alvos potenciais permitindo centralizar esfor¢os nos genes
candidatos mais promissores.?”** A RNAi tornou-se também
uma poderosa ferramenta para a validag@o de alvos de drogas
terapéuticas.

siRNAs e shRNAs

Ha basicamente duas estratégias para se induzir RNAi. Na
primeira, sSiRNAs pré-sintetizados sdo introduzidos nas células-
alvo. Embora muitas estratégias empreguem siRNAs de 21-23
pares de base, siRNAs mais longos, com 27 nucleotideos (nt),
que sdo processados pela Dicer, sdo mais eficientes em promo-
ver o silenciamento. Esses siRNAs mais longos apresentam
uma extremidade 3’ com 2nt ndo pareados e uma extremidade
cega (blunt end) permitindo que o processamento pela Dicer
resulte em um tnico siRNA. Eventualmente, a extremidade cega
pode ativar proteinas sinalizadoras e induzir a producao indese-
jada de interferon por vias de resposta ao estresse, entretanto,
por ser mais potente, os sSiRNAs de 27nt podem ser usados em
doses menores, evitando esse efeito.?? Uma vez que o silencia-
mento obtido com siRNAs ¢ transitorio, novas estratégias foram
desenvolvidas visando obter um silenciamento mais permanente.

A segunda estratégia se baseia na introdugao de vetores que
codificam o shRNA, o que resulta em silenciamento estavel de
longa duragdo na célula. A transcricdo do shRNA ¢ controlada
por sequéncias promotoras para as RNA polimerases II ou III,
dependendo do tipo de expressao desejada. Altos niveis de shR-
NAs s@o obtidos com promotores de RNA pol I11. J& os shRNAs
sob controle de promotores de RNA pol I sdo transcritos como
precursores longos que mimetizam os pri-miRNAs, podem ser
expressos especificamente em um dado tecido e, por serem
efetivos em baixos niveis, evitam a saturacao dos componentes
da via de RNAi.*®

Selecao

Existem trés atributos importantes que devem ser levados
em consideracdo quando se deseja projetar ¢ selecionar um
siRNA. Sao eles: poténcia, especificidade e estabilidade
as nucleases. O passo inicial para identificar siRNAs bons
candidatos comeg¢a com um projeto de bioinformatica.
Diversos algoritmos tém sido desenvolvidos visando se-
lecionar siRNAs com as caracteristicas de especificidade
¢ estabilidade desejadas ¢ atualmente existem métodos in
vitro para identificar rapidamente os candidatos capazes
de silenciar um dado gene de interesse.’* Ainda assim,
os siRNAs devem ser avaliados experimentalmente para
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determinar a eficacia do silenciamento e verificar auséncia
de efeitos indesejados, denominados efeitos fora do alvo

(off-target effect.)’!

Poténcia

Os siRNAs podem ser desenhados para silenciar qualquer gene
desejado, frequentemente com atividade in vitro em concen-
tracdes da ordem de nanomolar ou mais baixas. Embora o uso
de algoritmos aumente a chance de identificacdo de siRNAs
eficientes, algumas vezes falham em prever siRNAs potentes.*
O uso de siRNAs um pouco mais longos, que necessitem ser
processados pela Dicer antes de serem incorporados ao com-
plexo RISC, parece resultar em maior eficiéncia. Entretanto,
essas moléculas mais longas sdo mais dificeis de serem sin-
tetizadas e tém maior probabilidade de ativar uma resposta
imune indesejada.’!

Especificidade

Um dos fatores criticos para o sucesso no uso de RNAi ¢ a
capacidade do siRNA em silenciar especificamente 0 mRNA-
alvo. O silenciamento génico mediado por siRNAs pode ser
altamente especifico, como evidenciado pelo silenciamento
seletivo de alelos que divergem em um tnico nucleotideo.*? No
entanto, siRNAs também podem reconhecer e interferir com a
expressdao de mRNAs que apresentam homologia parcial com
o mRNA-alvo. De fato, a avaliagdo da atividade transcricional
in vitro tem mostrado que siRNAs podem alterar os niveis de
mRNA de genes que ndo constituem o alvo desejado (efeitos
fora do alvo) embora com menor intensidade.**** Um desenho
criterioso da molécula de siRNA e a introdu¢do de modifica-
¢des quimicas nos residuos de ribose da fita guia podem reduzir
ou evitar a maioria dos efeitos ditos fora-do-alvo sem afetar o
desempenho do siRNA sobre o gene desejado.™

Além disso, siRNAs podem eventualmente induzir efeitos
indesejados por ativacdo de mecanismos da resposta imune
inata usada na defesa viral. A ativag@o dos receptores Toll-like
(TLR), especialmente TLR7 que reconhece dsRNA, ¢ uma
grande preocupagdo. A ativagdo desses receptores nas células
dendriticas plasmocitoides resulta em produgao de interferons
tipo I e citocinas pro-inflamatorias.

Estabilidade

Moléculas de siRNAs desprotegidas sdo degradadas no plasma
humano, com uma meia-vida de minutos.’”>*® Para converter
siRNAs em droga otimizada, modifica¢des quimicas capazes
de prolongar a meia-vida da molécula sem comprometer sua
atividade biologica tém sido investigadas detalhadamente.
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Algumas modificagdes envolvem altera¢des no grupo fosfato
da ligagdo entre os nucleotideos, que conferem estabilidade
frente a exonucleases ¢ sdo bem toleradas.’”*° As modifica¢des
em residuos de agucar, como a metilagdo, que conferem resis-
téncia a endonucleases, embora em geral toleradas, dependem
dalocalizagdo dentro da molécula. Em geral, modificagdes em
acucares da fita senso sdo mais bem aceitas do que na fita guia,
ou antisenso.?'*! As mudangas minimas necessarias a estabili-
dade de um dado siRNA podem ser avaliadas pelo estudo de
produtos de degradacao do siRNA no plasma. Alguns grupos
obtiveram melhora na estabilidade e eficiéncia de entrega in
vivo complexando siRNA com colesterol,*? atelocolageno® e
polietilenimina.*

Introducao de siRNAs in vivo

O principal obstaculo ao uso de siRNAs como drogas terapéu-
ticas ¢ obter sua penetragdo na célula através da membrana
citoplasmatica, de modo a ser incorporado na via de RNAi e
causar a degradacdo do mRNA-alvo no tecido de interesse. Na
auséncia de agentes de transfec¢do ou alta pressdo, a maioria
das células nao incorpora siRNA.*4¢

O siRNA, por sua carga negativa, ndo penetra com fa-
cilidade através das membranas celulares hidrofobicas.?*4
Entretanto, silenciamento in vivo tem sido relatado apos ad-
ministragdo direta de siRNAs desprotegido (naked) a locais
anatomicamente isolados (intravitreo, intranasal e intratecal),
demonstrando a possibilidade de entrega de siRNAs em olhos,
pulmao e sistema nervoso central.*>! Entretanto, o emprego
terapéutico de RNAi de modo mais amplo depende da possibi-
lidade de associar as moléculas de siRNA outras propriedades
farmacoldgicas como biodisponibilidade e seletividade para
as células-alvo.34?

Diversas estratégias empregam injecdo endovenosa de
siRNAs quimicamente modificados, mediante conjugagao ao
colesterol, ou protegidos dentro de lipossomas catidnicos. A
conjugac¢ao ao colesterol tem mostrado bons resultados, pois
prolonga a meia-vida dos siRNA na circulagdo por meio de
ligacdo a lipoproteinas, que sdo resistentes a filtragao pelos rins
¢ oferecem também protegdo a acdo das nucleases plasmaticas.
Embora eficaz, a conjugagdo ao colesterol ndo ¢ um método
seletivo, pois o complexo colesterol-siRNA-lipoproteina pode
ser endocitado por receptores de colesterol encontrados em
todos os tipos celulares.”® A ligagdo de siRNAs a lipossomas
cationicos, que também vem sendo amplamente estudada,
melhora a farmacocinética e diminui a toxicidade dos siRNAs,
embora resulte também em amplo espectro de agdo celular.’!
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Mecanismos seletivos de entrega de siRNA a células e te-
cidos estdo sendo intensamente estudados. Uma possibilidade
¢ a ligacdo de siRNAs a aptameros que se ligam a receptores
celulares especificos. Aptdmeros sdo moléculas RNA ou DNA,
capazes de se ligarem com alta afinidade a ions, oligossaca-
rideos e uma grande variedade de proteinas e glicoproteinas
como trombina, L-selectina, P-selectina, vasopressina. Além
de apresentarem alta afinidade e especificidade pelos seus
ligantes, os aptdmeros podem ser sintetizados quimicamente,
sendo, portanto bastante atraentes para uso terapéutico, em
que o controle de qualidade ¢ critico.”

Recentemente foi relatada a introdug@o célula-especifica de
siRNAs empregando o siRNA ligado a uma proteina de fusdo
Fab de imunoglobulina-protamina. A ligagao do siRNA ¢ me-
diada pela interagdo com a porg¢do protamina e a especificidade
celular ¢ dependente da porg¢ao Fab da molécula de anticor-
po.** A entrega a células especificas facilita a incorporagéo do
siRNA por endocitose. Os sistemas seletivos de entrega para
receptores especificos de superficie celular sdo vantajosos pela
necessidade de menor dose e redugdo de efeitos fora do alvo.

Diversos grupos tém estudado o uso de vetores virais para
a introduc@o de shRNAs em organismos.**>* Entretanto, o uso
de vetores virais ainda € questionado quanto a seguranga para
emprego terapéutico.’

Estudos pré-clinicos com RNAi em
doencas reumaticas autoimunes

As ultimas trés décadas foram marcadas por rapidos avancos
nas técnicas de biologia molecular, que hoje estdo amplamente
disponiveis para rotina dos grupos de pesquisa no mundo todo.

Exemplos eloquentes incluem a técnica de microarray e os
métodos de silenciamento génico como os pequenos RNAs de
interferéncia (siRNA) e a transfec¢do celular com construtos
antissenso. Para os grupos de pesquisa interessados no estudo
da patogénese de doengas, essas novas técnicas permitem um
rapido screening de genes que estdo diferencialmente expressos
na saude e na doenga e que provavelmente estdo implicados
no desenvolvimento e progressio da doenga.* Neste contexto,
tém sido realizado inimeros progressos na compreensio da
fisiopatologia das doengas do tecido conjuntivo. As doencas
do tecido conjuntivo compreendem um amplo espectro de
desordens nas quais a fisiopatologia ¢ apresentagao clinica sdo
bastante diversas. Entretanto o descobrimento de mecanismos
e moléculas-chave implicados na patogénese das mesmas tem
aumentado significativamente as op¢des de tratamento para
suas complica¢des orgao-especificas ou sistémicas. Enquanto
as terapias ndo seletivas convencionais ainda tém importancia
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na vida clinica cotidiana, a maioria dos novos agentes desen-
volvidos visa a moléculas especificas ou a mecanismos que
apresentam papel funcional na patogénese da doenga sistémica
ou manifestacdes 6rgao-especificas. Muitas citocinas, quimio-
cinas, fatores de transcrigdo, moléculas expressas na superficie
de células do sistema imune (CDs, moléculas de adesdo) tém
sido alvo de estudos para terapia molecular com RNA.

Na osteoartrose (OA), varias citocinas ¢ enzimas tém sido
associadas ao dano articular e, nos ultimos anos, terapias gé-
nicas visando citocinas e/ou vias de sinalizagdo ativadas em
processos inflamatdrios, trouxeram novas esperangas no seu
tratamento. A IL-1 e o TNF-a sdo considerados as principais
citocinas inflamatorias participantes nesta enfermidade,’” sendo
assim potenciais alvos para terapia em OA. O NF-xB ¢ um dos
principais fatores de transcrigao relacionado a via inflamatoria
e varios métodos tém sido usados para inibir a indugéo de NF-
kB, como o uso de oligonucleotideos antissenso™® e construtos
adenovirais de IkB mutado.” Recentemente, um estudo em
modelo animal de OA mostrou a eficacia do siRNA especifico
para subunidade p65 do NF-xB.®® A interferéncia por RNA
foi capaz de inibir a expressao de varios genes relacionados
a via de sinalizacdo do NF-«B, tais como os genes da cicloo-
xigenase-2 (COX-2), da oxido nitrico sintetase-2 (NOS-2) e
da metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9). Esses mediadores
estdo associados ao inicio e a progressdo da lesdo articular
em modelo de osteoartrite e sdo induzidos em condrocitos
expostos a I[L-1 e TNF-a. Esses resultados demonstram que o
siRNA especifico para NF-kB p65 ¢ um potencial candidato
na terapia génica preventiva para OA em estagios precoces.

A possibilidade de inibir a atividade de NF-kB torna-se ain-
da mais interessante quando seu potencial de ag@o sobre ativa-
¢do de células do sistema imune ¢ analisado mais amplamente,
como em alguns protocolos que visam inibir a maturagdo de
células dendriticas e assim restabelecer a tolerancia imunolo-
gica. A companhia de biotecnologia canadense Tolerothech
Inc. tem explorado o uso de siRNA em estudos pré-clinicos
para silenciar a via inflamatoria Th1. Essa companhia desen-
volveu o farmaco ToleroVaxT que ¢ um siRNA especifico para
subunidade p35 da IL-12. Seu uso induz desvio imune de uma
resposta Th1 para uma reposta Th2 com elevados niveis de [L-4
e IL-10 e baixa produgdo de INF-y. Com essa ferramenta tem
sido possivel inibir a atividade aloestimulatoria de DCs (células
dendriticas) em culturas mistas de leucocitos.®!

A senescéncia dos condrdcitos também tem sido alvo de
estudos com siRNA, uma vez que a idade ¢ considerada outro
fator de risco para desenvolvimento de OA, por sua correlagdo
com a queda na sintese de matriz extracelular pelos condrocitos
que também apresentam menor responsividade aos fatores
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de crescimento. A proteina p16™%* tem um papel importante
no controle do ciclo celular e senescéncia, atuando como um
competidor de ciclinas que controlam a saida da célula da fase
Gl e levando a senescéncia. Em pacientes com OA hd uma alta
expressao de p16™K4 ¢ o silenciamento desta proteina in vitro
em condrdcitos de pacientes com OA levou a uma alteracao
de suas caracteristicas senescentes, a0 aumento na expressao
de alguns genes especificos de condrdcitos e a melhora geral
em sua capacidade de reparo. A inibi¢do da p16™*por RNAi
pode ser uma estratégia terapéutica explorada para o bloqueio
da senescéncia articular de condrocitos relevante a prevengdo
e ao tratamento de OA.*

Estratégias terapéuticas com siRNA também tém sido alvo
de estudos in vitro com sinovidcitos de pacientes com artrite
reumatoide (AR). Na AR, um dos mecanismos que provocam
degradagdo articular ¢ a presenga de células sinoviais anormal-
mente resistentes a apoptose, que produzem elevados niveis de
citocinas pro-inflamatorias e metaloproteinases. A indugao de
apoptose ¢ uma propriedade comum dos receptores de morte,
a maioria dos quais pertencentes a familia do fator de necrose
tumoral (TNF). Um desses receptores ¢ o ligante indutor de
apoptose ligado ao TNF (TRAIL). Entretanto, alguns dos
receptores tipo TRAIL, como o TRAIL 4, possuem atividade
antiapoptotica. No estudo de Terzioglu et al. (2007) observou-
se que a terapia génica utilizando siRNA especifico para TRAIL
4 combinado com a transfec¢do de TRAILs pro-apoptoticos
eliminou os sinoviodcitos resistentes a apoptose. O equilibrio
da expressdo desses receptores pode ser uma nova estratégia
de terapia génica para sensibilizar os sinovidcitos de pacientes
com AR a apoptose.”® Em modelos animais de artrite induzida
por colageno, alguns estudos com siRNA visando o silencia-
mento do TNF-a estdo sendo realizados. Algumas formas de
entrega de siRNA estdo sendo testadas, como a entrega direta
do siRNA no tecido articular por eletroporagdo ou a entrega
sistémica de siRNA usando lipossomo como carreador. Ambos
os estudos vém apresentando bons resultados, diminuindo
significativamente a inflamagéo articular.*%

No contexto de doengas do espectro do lupus eritema-
toso sistémico (LES), estudos em modelos animais tém de-
monstrado o potencial da terapia por RNAi. Camundongos
homozigotos para muta¢do do gene que codifica a proteina
Roquin apresentam grande aumento na expressao do receptor
co-estimulatério induzivel de células T (ICOS), com conse-
quente acumulo de linfocitos ¢ desenvolvimento de sindrome
semelhante ao LES. A proteina Roquin contém dominios de
ligagdo ao RNA e pode ser observada associada aos granu-
los de estresse e aos GWB. Esta estreita associagdo leva ao
questionamento sobre a possibilidade de Roquin ser capaz de
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direcionar certos mRNAs para rota de decaimento por miRNA
nos GW-bodies. O miR-101 ¢ um componente-chave na repres-
sdo da expressdo de ICOS e a expressdo de miR-101 foi capaz
de reduzir os niveis deste receptor co-estimulatorio. Acredita-se
que, devido a mutacdo na proteina Roquin nos camundongos,
o mRNA de ICOS néo seja corretamente enderegado aos GWB
impedindo que haja o controle de sua expressdo pelo miR-
101.% Existem muitos estudos mostrando a importancia de
proteinas capazes de regular a repressdo mediada por miRNA
direcionando a localizagdo do mRNA-alvo para os GWB. De
maneira interessante, tem sido descrito um grande numero de
autoanticorpos contra componentes chaves da maquinaria de
interferéncia por RNA, tanto em camundongos quantos em
humanos,? inclusive contra proteinas Argonautas ¢ Dicer.®®

Em doencas autoimunes com manifestagdes clinicas de
fibrose, como a esclerose sistémica, o TGF-f1 ¢ um potencial
alvo para prevengao e tratamento. Uma vez que esta citocina
apresenta um papel importante na fisiopatologia da fibrose
em varias doengas, a utilizagdo de RNAi visando esta mo-
lécula podera prevenir o desenvolvimento de fibrose ou até
mesmo trazer melhora do quadro, como observado no estudo
de Takabatake et al. (2005) em modelo animal de glomeru-
lonefrite. Neste estudo a utilizagdo de siRNA contra TGF-f1
levou a uma melhora significativa no quadro de progressao da
expansdo de matriz fibrotica.*

A analise do perfil de expressdo de miRNAS também tem
se mostrado uma ferramenta util na investigagao dos mecanis-
mos genéticos envolvidos na predisposicao e patogénese de
doengas humanas, uma vez que os mesmos possuem um papel
essencial na embriogénese e diferencia¢do celular. Koralov
et al. (2008) mostraram um papel relevante de miRNAs nos
estagios iniciais do desenvolvimento de células B em modelo
experimental de knockout condicional de Dicer.” Dai et al.
(2008) estudaram o perfil de expressao de miRNAs em pacien-
tes com lupus eritematoso sistémico (LES) e identificaram 16
miRNAs diferencialmente expressos no grupo LES quando
comparado a controles normais,” indicando que a avaliagdo
de miRNAs ¢ uma ferramenta potencialmente ttil como bio-
marcador de provaveis fatores envolvidos na patogénese de
doencas reumaticas autoimunes.

Perspectivas

Mesmo que a terapia com RNAI esteja associada a um tra-
tamento com alto grau de especificidade, achados recentes
sugerem que os efeitos fora do alvo e outras potenciais
complicagdes podem ser observadas. Alguns siRNA podem
induzir a supressdo pds-traducional de produtos génicos ndo
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desejados, assim como observado pela atividade dos miRNAs,
que podem ser capazes de atuar sobre diferentes produtos
génicos. Esse efeito inibitorio nao especifico ocorre quando o
siRNA ¢ utilizado em baixas concentra¢des e apresenta com-
plementaridade parcial com o gene-alvo. O desenvolvimento
de um siRNA com uma simples alteragdo, que levara a um
pareamento parcial, podera ndo s6 reduzir sua eficiéncia de
silenciamento, como aumentar a chance de parecamento com
transcritos cujo silenciamento nao ¢ desejado e que contenham
regides de complementaridade parcial. Outros efeitos ndo
especificos dos siRNAs também tém sido observados. Por
exemplo, vias alternativas de resposta celular contra dSRNA
podem ser ativadas, resultando na ativagdo ¢ no aumento na
expressdo de genes tipicamente associados a resposta imune
inata, incluindo genes para expressao de Interferons de tipo
I (INF).*® Além disso, os receptores tipo Toll-like (TLRs),
como TLR7 e TLRS8, podem reconhecer certas sequéncias
de siRNA e induzir resposta imune com produ¢ao de INFs.3
Mais estudos ainda serdo necessarios para investigar a frequ-
éncia de reconhecimento inespecifico e os efeitos adversos do
uso de RNAi e shRNA, bem como identificar as sequéncias
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estruturais responsaveis por desencadear tais processos.
Téaticas potenciais para reduzir os efeitos de indugdo de INF ou
ativa¢do dos TLRs incluem o desenvolvimento de algoritmos
para o desenho de siRNAs e modificagdes quimicas capazes
de diminuir sua imunogenicidade e aumentar sua vida util,
evitando sua degradacdo por RNases do organismo. Outra
possibilidade que deve ser investigada rigorosamente esta
relacionada a sua seguranca em relagdo a possibilidade de
induzir mutagénese insercional e transformac¢ao maligna, ou
a possibilidade do organismo desenvolver respostas imunes
contra as proteinas dos vetores virais utilizados para trans-
feccdo em alguns modelos de terapia.’** De maneira geral, a
utilizacdo de RNAi como estratégia terapéutica ¢ uma alter-
nativa atraente e potencialmente promissora. Os resultados
em modelos experimentais de doenca autoimunes e estudos
in vitro com células humanas vém trazendo resultados en-
corajadores, mas uma futura aplicagdo clinica desse modelo
terapéutico ainda requer vigorosas investigagdes referentes
a sua eficacia, seletividade, desenvolvimento de estratégias
para evitar efeitos fora do alvo e otimizacdo dos sistemas de
entrega dos siRNAs.
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