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RNA Interferéencia



RNAI

Foi descoberto num nematodo, usado como organismo modelo

para estudos genéticos, a minhoca Caenorhabditis elegans.

Desenvolvimento embrionario de C. elegans
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RNAI

‘Em 1998, Andrew Fire e Craig C. Mello publicaram as
suas descobertas sobre RNAi (Nobel em Fisiologia e
Medicina em 2006)

*S40 moléculas de RNA envolvidas num processo que
ocorre em células vivas e que tem como objectivo regular

a atividade genética

‘E um fendémeno comum na natureza, sendo bastante

semelhante em Plantas, Fungos, Protozoarios e Animais



RNAI
Funcoes do RNAi na célula:

Defesa contra sequéncias nucleotidicas parasitas

(i.e. virus, transposoes, ensaios de transgénicos)

Regulacao da expressao genética durante o desenvolvimento

de um organismo.

Regulacao da expressao genética em estados de saude e de

doenca.



RNAI

Funcoes do RNAIi no laboratoério:

Investigacao Farmacéutica: Novas terapias para patologias de

etiologia genética;

Investigacao basica, principalmente nas areas de biologia do
desenvolvimento; epigenética; regulacao genética, estudos de

evolucao entre muitas outras areas.



RNAI

Processo celular que permite silenciar genes especificos.

Para a producao de proteinas especificas

- Silenciamento genético/epigenético

Este processo envolve varios tipos e subtipos de pequenas
moléculas de RNA, que podem silenciar genes antes ou

depois da transcricao



RNAI

As moléculas de RNAI, podem atuar no nucleo através da sua

adesao a cromatina ou no citoplasma

A traducao de um mRNA no citoplasma pode ser impedida pelo

mecanismo de acao do RNAI.

A molecula de RNAi liga-se ao mRNA formando uma cadeia

dupla que € destruida
Desta forma, a expressao de um gene especifico € silenciada

Os tipos de RNAi melhor conhecidos sao 0s que conseguem
silenciar a expressao de um gene através da sua acao sobre o

MRNA no citoplasma



RNAI

RNAI tem duas origens:

Endogeno:
*Expressao de genes especificos

*Transcritos gerados a partir de sequéncias tandem

Exogeno:

Introduzido através de um parasita genético (i.e.retrovirus)
*Transgénese e micro-injeccao no nucleo das células (usado
como ferramenta em investigacao cientifica basica e em

terapias genéticas)



Tipos de RNAI

Nucleares:

PIRNA: Interfere com a cromatina nuclear de forma

a reprimir a expressao de determinados genes.

Citoplasmaticos:
siRNA
MiRNA




Tipos de RNA.I: citoplasmaticos
SsiRNA
*Origem enddgena ou exdgena;

‘Primeiramente apresentam-se como grandes moléculas de
RNA de cadeia dupla (dsRNA)

‘Posteriormente sao fraccionadas pela enzima DICER em

pequenos fragmentos de RNA (siRNA), de cadeia dupla, com

cerca de 20 a 21 nucledtidos.



Tipos de RNA.I: citoplasmaticos

DICER: é uma ribonuclease

SsiRNA especifica para dsRNA, da

familia Rnase |lI
DICER

A

*Esta bastante conservada entre
NN

RNAI

as espeéecies, estrutural e

Nucleo

funcionalmente.
citoplasma
Fracciona a molécula de RNA
em pequenos siRNA de maximo

21 nucledtidos



Tipos de RNA.i: citoplasmaticos
v Depois de fragmentados pela

enzima DICER, o siRNA é
reconhecido pelo complexo
proteico RISC (RNA induced
silencing complex)

SiRNA: mecanismo

v RISC é constituido por varios
tipos de proteinas capazes de
quebrar a cadeia dupla de siRNA

v Uma das cadeias de mRNA
(sense) entra no complexo RISC

v A outra cadeia é destruida pala
enzima Argonaute (ago2)

v Uma vez identificada a cadeia
lider’ o complexo RISC-siRNA
localiza a cadeia de mRNA alvo
(a destruir)




Tipos de RNA.i: citoplasmaticos
v" siRNA encontra-se em

SiRNA: mecanismo cadeia unica no complexo
RISC, o que permite a
localizacado do mRNA alvo
por complementaridade.

v O mRNA alvo é identificado
e desta forma € impedida a
uniao de ribossomas para a
sua traducao

RISC |

Activation
by ATP

v' Depois de emparelhados
AAAAA (siRNA-mRNA) o complexo
Target mRNA é fragmentado pela enzima
substrate Ago2

m7G

v’ Desta forma a traducdo a
proteina € impedida.



Tipos de RNA.I: citoplasmaticos

microRNA

*Origem endogena: miRNA é transcrito pela RNA pol |l a partir
de transcritos nao codificantes ou a partir de introes localizados

em genes codifcantes.

Existem numa grande variedade de organismos e estao

bastante conservados durante a evolugao

Existem cerca de 800 miRNA diferentes no humano, o que

representa um 3% de todos os genes humanos.



Tipos de RNA.I: citoplasmaticos

microRNA

*Os genes que codificam para os mMIRNA tém uma longitude

superior ao tamanho final de miRNA

Esta longitude compreende duas zonas complementares o que

permite o emparelhamento da sequéncia apos a sua transcricao

*Desta forma, o RNA consegue obter uma forma em ‘gancho’, com

estruturas secundarias. nesta fase € chamado pri-miRNA
-
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Tipos de RNA.I: citoplasmaticos

microRNA: mecanismo

Depois de transcrito, o pri-miRNA é fraccionado em pequenos

fragmentos através da acao da enzima drosha, uma RNAse Il

endonuclease.

NUCLEUS @
Estes fragmentos de 20 a 25

oy ~ Drosha
nucleotidos sao chamados pre- processigy

Transcrotion

MiIRNA e sao transportados

para o citoplasma m g E




Tipos de RNA.I: citoplasmaticos

microRNA: mecanismo

* O Pre-miRNA é transportado
do nucleo para o citoplasma
atraves da proteina exportina 5

‘Uma vez no citoplasma este
pre-miRNA é fragmentado pela
enzima DICER

Apenas ¢é fragmentado nas
zonas de cadeia dupla

*Os fragmentos resultantes sao
chamados miRNA maduro
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Tipos de RNA.I: citoplasmaticos
microRNA: mecanismo

Citoplasma

RISC-miRNA
Complex

*miRNA maduro é reconhecido pelo complexo RISC, é incorporado e

processado em cadeia unica

O mRNA alvo ¢ identificado e a sua traducio é impedida




Tipos de RNA.I: citoplasmaticos microRNA: mecanismo

http://www.asuragen.com/corporate/about_miRNAs.aspx

NUCLEUS il

Drosha .
proceasng Exportin Sinduced
nuclear export
Transcrption

CYTOPLASM
* Dicer
3 processing
5 4 pr———

within RISC

Ver video: http://www.nature.com/nrg/multimedia/rnai/animation/index.html



RNAI

Uma nova classe de terapias
genéticas



RNAi: Uma nova classe de terapias genéticas

Doencas de etiologia genética:

Provocadas quando ha alguma alteracdo ao nivel da sequéncia de
DNA, o que leva a producado desregulada, anormal (ou ambas), de

proteinas.

Mecanismo terapéutico da molécula de RNAi em doencas genéticas:

Através da sua especificidade para a sequéncia alvo de mRNA, o RNAI
pode ser utilizado para suprimir a expressao de proteinas anormais,

causadoras de varias patologias.



RNAi: Uma nova classe de terapias genéticas

Doencas genéticas:

*Nao tém cura
*Farmacos que apenas aliviam os sintomas
*Farmacos bastante especificos

*RNAIi € uma terapia com muito potencial, uma vez que consegue localizar

qualquer tipo de sequéncia alvo (tanto no citoplasma, como no nucleo)

*RNAI poder ser usado como uma terapia altamente especifica para uma

sequéncia de nucledtidos, nunca havendo erros na supressao genetica



RNAIi: Uma nova classe de terapias geneéticas

Doencas provocadas por mutagcoes pontuais em individuos heterozigoticos:

Negative Dominant human genetic diseases

Alelos distintos

\ﬁa

, ==
Alelo normal Alelo mutado
A a
e, =N
MRNA normal MRNA mutante
v v

Funcao bioldgica que requer a proteina A E>

Funcgao biologica
comprometida
= Doenca



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

RNAI: Negative dominant human genetic diseases

Alelos distintos E desenhado um RNAI

especifico contra o mMRNA
A b ’

f \Jja + S mutante, responsavel pela
) @ P s doenca

-

Alelo normal  Alelo mutado Lentivirus

v v v *Este RNAI é sintetizado e pode

A a M [l r 14
. ser introduzido na célula através
MmRNA normal mMRNA mutante SIRNA contra o
o mRNA a de agentes virais como o

l lentivirus

mR “ O RNAIi localiza o mRNA
SiRN v mutado, destruindo-o (através do

complexo RISC)

l A funcao bioldégica pode ser
Funcao blologlc,a gue Repressa’o da traducao restabelecida
requer a proteina A da proteina a



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

Desenho de siRNA especificos para um alelo mutado:

Gene walk strategy on a mRNA sequence

“desenhar varias hipoteses de siRNA que incluam a mutacao (single
nucleotide polimorfism — SNP), ao longo da cadeia de mRNA que se quer

silenciar”

Métodos:

1. Desenho de sequéncias complementares a cadeia mRNA alvo

2. Avaliacao bioinformatica das sequéncias

3. Introducao da sequéncia de siRNA num vector de transporte ao
organismo

4. Ensaios in vitro (células)

5. Ensaios in vivo (organismos modelo)



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

1. Desenho de sequéncias complementares a cadeia mRNA alvo

Sitio de uniao com
o complexo RISC

SIRNA 5 (W W W W W W W W WYY W W W W W W3 Sense strand (passenger strand)
S RAAARAARARAARAAARRARARARS S Antisense strand (guide strand)

A uniao do complexo RISC deve ser desenhada no centro da molécula de forma
a evitar mismatches durante o processo bioldgico

O siRNA deve ser desenhado numa zona circundante ao SNP

« O mRNA mutado difere apenas num nucleétido (SNP) em relacdo ao mRNA
normal, o que requer uma molécula de RNAi 100% complementar.

» A especificidade do siRNA deve ser total para o mMRNA mutado, de forma a nao
silenciar a expressao da proteina normal



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

1. Desenho de sequéncias complementares a cadeia mRNA alvo

Sitio de unido com o complexo RISC

I
SiRNA S WV W W WYV WV WYY VWYYV W W W3 Sense strand (passenger strand)

S RAAAAARARAARARAARRARARRS S Antisense strand (guide strand)

C o Lista de sSiRNA
9 candidatos para Avaliacao
mRNAalvo [ bioinformatica
(mutante) dos
candidatos

Q12 1IQ1QIAIDIQININIQINIQINIRIQISIAIOIe

UCAGCUCGUAAC . VUCAGAGGUUGUACGGA..D mRNA Mutante
: S UBAC IDCAGAGGUUGUACGGA...5 mRNA Normal

Seyhan AA.; Hum Genet. 2011



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

2. Avaliacao bioinformatica das sequéncias candidatas

Elimina efeitos minimos em sequéncias complementares que nao

sejam alvo da terapia o que resulta em:

Aumento da especificidade da terapia
Aumento da eficacia terapéutica

*Evita o silenciamento de genes nao alvo
*Diminuicao de toxicidade

Avalia a conservacao entre espécies das sequencias de RNAi

desenhadas
So6 desta forma € possivel proceder a ensaios in vitro (através de

cultivos celulares) e in vivo (em espécies modelo)



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

3. Introducao da sequéncia de siRNA num vector de

transporte ao organismo

Depois da identificacao de um siRNA candidato este € inserido
num vector que pode ser um plasmideo ou um virus

SIRNA GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG s hRNA é
@ inserido num

C
_Sh,RNA GACUCCAGUGGUAAUCUACUU AA vec t or q ue
(short hairpin RNA) UUCUGAGGUCACCAUUAG AUGAGAG
@ contem dois
promotores que
(Bglll) Target Sequence: sease (Haripin) Target Sequence: antisense

5" «GATCCCCGACTCCAGTGGTANICTACTTCAAGAGAGTAGATTACCACTGGAGTCTTTTT-3 a S S e g u ra m a

(Hindlll)

Castom Olig sua transcricao:
U6 e H1



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

3. Introducao da sequéncia de siRNA num vector de transporte

ao organismo

Lentiviral shRNA vector shRNA Plasmid vector
Sense Strand Antisense Strand Sense Strand Antisense Strand
NNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNN . NNNNNNNNNNNNNNNNN ) NNNNNNNNNNNNNNNNN
‘J‘l‘l‘l‘lg‘lélg‘l_‘l‘l?l?l?{?(u.‘l NNNNNSN;&:‘HNNNNHNN AAA NNNNNgNZNBN-NNNNNNHN NNh‘h‘h‘ghgg_hr\hhhhhh' J
19~28-mers 19~ aers , . 19~28-mers 19~29-mers ,
-\‘-‘- v --._",: -\_‘—_~ v B /,.
cMV N\ /~ hPGK PURO* cMV 7~ BGHpA
H1 Hi
gag-RREcPPT  ©°rUS or U6
: N
psiLv-H1™ Amp* ps!-H1w
CMV/5’ LTR psiLv-U6™ psi-U6

SV40 Ori
SV40 Ori-poly A

Sv40 poly A Puromycin |

N/

Sense Strand

Promotores: U6 e H1

Imagem: http://www.genecopoeia.com/product/shrna/



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas
3. Introducao da sequéncia de siRNA num vector de transporte

ao organismo

Um vez preparado o vector pode ser inserido em células através de transfeccao
Ou micro-injegao.

Mikro p Mecanismo de agcao de um
Viral injection lentiviral vector
transfection
- Lentiviral Membrane
particles fusion
R e -
(W) R
\,/. uncoating Transiation /
/'{C"V'S"' 1""./”"5:'”“""‘ expression

=, [ (W)= r—n

integration

nucleus

Viral RNA
/

Uma vez construido o vector pode ser injetado diretamente no nucleo das
células afectadas, ou inserido através de virus capazes de realizar
transcrigao reversa.

Imagens: http://www.biontex.com/con_4_6_4/cms/front_content.php?changelang=1&idcat=52 & http://www.gentarget.com



RNAIi: Uma nova classe de Terapias genéticas

4. Uma vez estabelecida a forma de introduzir o RNAI
no sistema desejado, sao realizados o0s primeiros

ensaios de toxicidade e dose resposta in vitro.

5. Uma vez estavel in vitro, sdo realizados ensaios in
vivo, sendo 0s mais importantes o0s ensaios em
vertebrados, uma vez que sido mais aproximados ha

realidade humana.



RNAIi: Uma nova classe de terapias genéticas

Exemplos de patologias para as quais ja foram testadas terapias genéticas

baseadas no mecanismo de RNAi em animais modelo (vertebrados):

 Esclerose lateral amiotrofica (Ralph el al 2005)
Ataxia espinocerebelar tipo 3 (Xia et al. 2004)
«Sindrome de Huntington’s (Harper et al. 2005)
Deméncia fronto-temporal (Yamamoto et al. 2000)
*Doenca de Parkinson (Abeliovich et al. 2000)
*Alzheimer (Rodriguez-Lebron et al. 2009)

*Anemia falciforme (Dykxhoorn et al. 2006)



RNAIi: Uma nova classe de terapias genéticas

RNAIi: Em doencas exogenas

O RNAI pode ser usado para silenciar genes causadores

de doenca, codificados por agentes patogenicos.

Exemplos:

Virus da Imunodeficiéncia humana (HIV)
Virus da hepatite C
Virus da hepatite B

Virus Semliki Forest



RNAIi: Uma nova classe de terapias genéticas

Embora o RNAI tenha demonstrado ser uma ajuda potente em
casos de doencas genéticas, este ainda nao esta disponivel para
tratamentos em humanos.

Problemas a extrapolacao de terapias com RNAi aos

humanos:

* A terapia de RNAI consiste em inserir novos genes no genoma
de um individuo (transgénese) - Problemas éticos

« Um dos maiores problemas ¢é a tecnologia de distribuicao de
RNAI num organismo: ha uma concentracao adequada a cada
caso; Aplicacao do RNAI deve ser feita apenas em tecidos e
células especificas.

 Atualmente o RNAI é usado como uma tecnologia bastante
robusta principalmente na gendmica funcional e comparativa.



RNAi em Caenorhabditis elegans



RNA.I: Investigacao basica
Estratégias gendmicas em C. elegans

*RNAI pode ainda ser usado no laboratorio de investigacao em
biologia basica-comparartiva

*Neste ramo da biologia estudam-se processos biologicos

desconhecidos e comuns entre espécies.

*O nematodo C. elegans é
frequentemente usado
devido a varias
caracteristicas que fazem
desta espécie um bom
animal modelo
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RNA.I: Investigacao basica

dsRNA expressing
bacteria
]

A Microinjection B Soaking C Feeding

*‘RNAIi €& facilmente incorporado no genoma de C. elegans através de
meétodos relativamente facies

*Desta forma € possivel interferir com a expressao de determinados genes

essenciais a um determinado processo biologico.

« Pode-se assim investigar como se organizam diferentes intervenientes

num processo biologico.



RNA.I: Investigacao basica

Exemplo: silenciamento do gene mcm-5 (requlagcéao do ciclo celular)

——
Gene Ol neres!
i siRNA complentar de mem-5

MRNA: mcm-5 mRNA

22

Subcione no a

SUETAD veclor
sfomn Clonar mcm-5(RNAI)
) E. COX num vector com um
‘ Irarvscrbe promotor U6 e/ou H1

Stuart K. Kim, Nature Reviews Genetics, (2001)



RNA.I: Investigacao basica
Exemplo: silenciamento do gene mcm-5 (regulagcao do ciclo celular)

@

Transformacao
em E.coli
(heat-shock)

P
r._ e A
N S
-y - ’ -
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., M
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Alimentar as minhocas
com bactérias portadoras
do plasmideo

\

Observar fenétipo na
geracgao seguinte

H<—

HEx 6

<>

(-

Injeccdo do dsRNA
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N

PN s

P
P B s y N

Observar feno6tipo na
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e ™S
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Transcri¢ao in vitro

dsRNA

Imersdao das minhocas
numa solucao de
dsRNA durante 24h

Transferir para
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P P
A PN . P

Observar fenétipo na

. ) Stuart K. Kim,
geracao seguinte

Nature Reviews Genetics,
(2001)



RNA.I: Investigacao basica
Exemplo: silenciamento do gene mcm-5 (regulagcao do ciclo celular)

- Resultados: Observacgao do fenotipo:
Controlo mcm-5(RNAI)

Wild-tvpe menm-5

Fendtipo: Fendotipo:

Normal (controlo): Nucleos com forma irregular

4 celulas Divisdes celulares bastante atrasadas
4 nucleos perfeitos e assimetricas

(apenas 3 ceélulas)

Stuart K. Kim, Nature Reviews Genetics, (2001



RNAI
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