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ABSTRACT

Gene silencing occurs naturally in our cells, through a set of mecanisms called iRNA. Its
meddianting action in several celular processes and its role in the pathophysiology of many diseases
have been studied over the past decades, with results that led investigators to propose its use as a
basis for new therapeutic strategies.

Alzheimer’s and Parkinson’s diseases are the most common neurodegenerative diseases and
it is expected that their prevalence will increase in coming decades due to increased life expectancy
of the world population. They have high economic and social impacts and currently represent a
major clinical challenge, since existing treatments do not allow for effective cure of the disease, only
attenuate their symptoms and seek to delay its progression.

Both researchers and the Pharmaceutical Industry are now focusing on the development of
therapies based technologies iRNA, namely miRNA and siRNA, for the treatment of
neurodegenerative diseases. In this work | will explain the mechanisms underlying these technologies
and discuss some studies that underlie its application in the treatment of Alzheimer and Parkinson

diseases, demonstrating the reason for the investments in the area and its promising future.

RESUMO

O silenciamento génico ocorre naturalmente nas células do nosso organismo, através de
um conjunto de mecanismos denominados iRNA. A sua agao mediadora em varios
processos celulares e o seu papel na fisiopatologia de algumas doengas tém sido estudados
ao longo das ultimas décadas, com resultados que levaram os investigadores a propor o seu
uso como base para novas estratégias terapéuticas.

As doencas de Alzheimer e Parkinson sao as doengas neurodegenerativas mais comuns e
prevé-se que a sua prevaléncia aumente nas préximas décadas, devido ao aumento da
esperanga média de vida da populagio mundial. Tém elevados impactos socioeconémicos e
representam atualmente um desafio clinico, ja que os tratamentos existentes nao permitem a
cura efetiva da doenga, apenas atenuam os seus sintomas e atrasam a sua progressao.

Investigadores e Industria Farmacéutica estao agora a apostar no desenvolvimento de
terapéuticas baseadas em tecnologias de iRNA, nomeadamente miRNA e siRNA, para o
tratamento de doengas neurodegenerativas. Neste trabalho, explicarei os mecanismos
subjacentes a estas tecnologias e abordarei alguns estudos que fundamentam a sua aplicagao
no tratamento das doengas de Alzheimer e Parkinson, demonstrando o porqué dos

investimentos na area e do seu futuro promissor.



1. TERAPIA GENICA

Terapia génica é uma forma de medicina molecular que se baseia na transferéncia de
material genético (DNA ou RNA) para as células, permitindo a corregao de uma disfungao
celular ou a adigao de uma nova fungao a célula, com o objetivo de curar uma doenga ou
melhorar o estado clinico de um doente (l;2). Um produto de terapia génica é “obtido
através de um conjunto de processos de fabrico que visam a transferéncia e subsequente
expressao de um gene profilatico, diagndstico ou terapéutico, para células animais ou
humanas”, através de um sistema de expressao contido num vetor (3). A terapia génica pode
ser explorada através de diferentes abordagens, nomeadamente, por adicao de genes
terapéuticos, substituicio de genes defeituosos, reparagio de mutagdes génicas ou

silenciamento de genes especificos.

2. SILENCIAMENTO DE GENES

O silenciamento de genes ocorre naturalmente nas células eucariotas, funcionando
como mecanismo de regulagao de genes e de defesa contra acidos nucleicos de origem
externa (virus, transposoes, transgenes) (4). Atua sobretudo em processos de pos-
transcricao da sintese proteica, por interagao com as moléculas de RNAm. Tem constituido
matéria de interesse para varios estudos ao longo das ultimas décadas, nao s6 pelo seu
contributo para um maior conhecimento de fendmenos bioldgicos e fisiopatologicos, mas
também como potencial estratégia de diagnostico e terapéutica para diversas doengas.

Numa fase inicial, as tecnologias de knockdown de sequéncias especificas de RNA
baseavam-se na utilizagao de oligonucléotidos antisense e, mais tarde, de ribozimas (5). Estas
moléculas mostraram algum potencial terapéutico, mas questoes relativas ao seu transporte
e estabilidade, efeitos off-target e dificuldade de selegao de sequéncias-alvo efetivas, levaram a
caréncia de resultados cientificos robustos e a um abrandamento na aposta do seu
desenvolvimento como farmacos.

A descoberta do mecanismo endogeno de iRNA (interference RNA) e demonstragao
de caracteristicas potencialmente Uteis do ponto de vista farmacolégico, levaram ao seu

estudo como alternativa terapéutica para varias doengas.

3. iRNA
iRNA traduz-se num conjunto de mecanismos que ocorre naturalmente nos seres
vivos, e que leva ao silenciamento sequéncias especificas de genes. Esta envolvido em

diversos processos fisiologicos, como formagao de heterocromatina, crescimento e




proliferacio celular e diferenciacio tecidular (6). E mediado por pequenas moléculas de
RNA: miRNA (micro RNA) e siRNA (small interfering RNA) (ver Anexo).

A sua descoberta surgiu na sequéncia de diversas investigagoes respeitantes as
moléculas de RNA realizadas ao longo das ultimas décadas e contribui para a evolugao do
conceito de Dogma Central da Biologia e da ideia de que o genoma apenas expressa a sua
informagao através de proteinas.

Com efeito, até aos anos 1980’s, o RNA era visto como uma molécula inerte, simples
intermediario na transmissao de informagao para a sintese proteica. Sidney Altman e
Thomas Cech foram os primeiros cientistas a mostrar as suas propriedades cataliticas, em
plantas, descoberta pela qual foram reconhecidos através da atribuicao do Prémio Nobel da
Quimica, em 1989 (7). Mais tarde, em 1998, Andrew Fire e Craig Mello descobriram que
moléculas de RNA de cadeia dupla (dsRNA) tinham capacidade de regular a expressao
génica em Caenorhabditis elegans, ao promoverem silenciamento de genes por diminuigao ou
degradacao do RNAm endogeno, processo este denominado por RNA de interferéncia
(iRNA) (8). Esta descoberta valeu-lhes o Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina, em 2006.
Thomas Tuschl veio depois mostrar que pequenos duplexes de cerca de 2| nucledtidos de
RNA (siRNA — small interference RNA) eram os mediadores da degradagao de sequéncias
especificas de RNAm em mamiferos, propondo que o iRNA pudesse vir a ser usado como
terapia génica (9). Finalmente, em 2010, Davis et al. demonstraram pela primeira vez em
humanos que siRNA administrado sistemicamente pode levar a inibigao de genes especificos
por um mecanismo de agao de iRNA (10).

Estes avangos promoveram um estudo mais efetivo dos processos de iRNA, levando
a exploragao das suas propriedades de poténcia (agao silenciadora alcangada a partir de
concentragoes inferiores de moléculas efetoras), especificidade (facil design e sintese de
sequéncias dirigidas exclusivamente para determinados genes) e versatilidade (terapéutica
direcionada simultaneamente para mdltiplas sequéncias dentro de um gene ou um grupo de
genes) (I1). Estas caracteristicas constituem importantes aspetos a ter em atengao nho
desenvolvimento de terapéuticas baseadas em silenciamento génico, incentivando a procura
de um mais profundado conhecimento relativamente ao iRNA e seus principais mediadores:

miRNA e siRNA.



3.1. miRNA
miRNAs sao moléculas de RNA nao codificante (hcRNA) que atuam na regulagao da
expressao génica através de estratégias de pos-transcrigao. Sao transcritos poliadenilados de

genes presentes naturalmente no nosso genoma. A maioria dos miRNA é formada por uma

via canonica (Figura 1). O primeiro passo da
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proteina de ligagago TAR RNA (TRBP), que fazem a excisao da ansa terminal da molécula de
pre-miRNA, dando origem a miRNA de cadeia dupla maduros, com cerca de 21-23
nucleétidos. A proteina Dicer é uma RNase Il especifica de dsRNA. E composta por trés
dominios (um dominio PAZ e dois dominios RNase Ill) que tém um papel central na
clivagem das moléculas dsRNA. O dominio PAZ (dominio partilhado com a proteina
Argonauta), liga-se a extremidade 3’ do RNA e os dominios RNase, que ficam posicionados a
cerca de 22 nucleétidos de distancia dessa ligagao, clivam e separam os miRNA/siRNA dos
seus percursores. Este corte deixa extremidades 5’-monofosfato nos produtos, que serao
importantes em fases subsequentes do processo de silenciamento.

Estes duplexes tém uma semi-vida curta, uma vez que se juntam rapidamente a uma
proteina Argonauta 2, que faz a separagao das duas cadeias do duplex. O miRNA,
juntamente com a Argnauta e outras enzimas formam o complexo RISC (RNA-induced
silencing complex). A proteina Argonauta possui quatro dominios: PAZ (partilhado com a
Dicer), PIWI, Mid e N (Figura 2). O dominio PAZ liga-se a extremidade 3’ do miRNA. A

extremidade 5’ liga-se ao Mid. A cadeia do duplex que tiver extremidade 5 com menor




estabilidade termodinamica vai ser escolhida como cadeia-guia. Os nucleotidos 2-8 da cadeia-
guia sdo importantes no reconhecimento do alvo e tém as suas bases expostas para
emparelhamento por complementaridade N N o PAZ s Mid | PIWE JeC
com o RNAm, ligando-se a extremidade

3-UTR do RNAmM. A cadeia nao

complementar ao  RNAm-alvo €
descartada (4). Consoante o grau de

complementaridade entre estas moléculas,

o RNAm vai ser degradado por clivagem
Figura 2 - Em cima, a disposicdo candnica dos

catalisada pela Ar'gonauta (homologia dominios da proteina argonauta. Em baixo, uma
estrutura cristalizada da proteina argonauta de Thermus

completa) ou a sua traducio vai ser inibida thermophilus, ligada a uma cadeia-guia de RNA e ao seu
RNAm-alvo. Adaptado de (4).

(homologia parcial) (12).
Ainda nao se conhece de que modo o silenciamento mediado por miRNA afecta a
tradugao do RNAm: se numa fase inicial, de elongagao, de terminagao ou em ambas. Sabe-se,
no entanto, que muitos MiRNA endégenos manipulam a tradugao de varios genes ao mesmo
tempo, uma vez que, tanto um miRNA pode regular varios RNAm codificantes de proteinas,
como o mesmo RNAm pode ser regulado por diversos miRNA (12). Esta pode ser uma
propriedade muito util do ponto de vista do tratamento de doengas de etiologia multigénica,
mas pode também ser a principal responsavel por efeitos off-target e potencial toxicidade.
Foram entretanto identificadas vias alternativas que levam a formagao de miRNA. A
mais comum ultrapassa o processamento em dois passos (Drosha/Dicer) com um evento de
splicing e digestao por exonucleases que origina pequenos introes em forma de ansa,
denominados mirtrons (I3). Estas moléculas sao pouco comuns nas células, quando
comparadas com os miRNA, mas tém sido motivo de estudo, uma vez que foram
identificadas em todo o reino animal e ha evidéncia de que tenham uma particular
importancia no sistema nervoso de primatas (14). Poderao, ainda, constituir uma alternativa
terapéutica no caso de doengas provocadas por danos celulares nos quais a maquinaria de
iRNA esta funcionalmente comprometida, nomeadamente no que diz respeito as enzimas

Drosha e Dicer, comprometendo a eficacia de terapias baseadas em miRNA e siRNA (12).

3.2. siRNA
O siRNA ¢, também, classificado como ncRNA. Durante algum tempo pensou-se
que, ao contrario do miRNA, o siRNA tinha origem apenas exdgena (virus, transposoes,

transgenes). No entanto, recentemente foram descobertas formas endogenas de siRNA,




derivadas de transcritos de RNAm convergentes. O siRNA é obtido a partir de longas
moléculas de cadeia dupla de RNA (dsRNA), que sao processadas pela Dicer e TRBP em
siRNA (21-23 nucledtidos). Sendo semelhantes em tamanho e estrutura, siRNA e miRNA

maduros seguem as mesmas vias a partir desta fase: ha incorporagao no complexo

multiproteico RISC por jungao com a

dsRNA
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Figura 3 — Representagio sistematica do mecanismo de

Seguidamente, exonucleases celulares | silenciamento génico por siRNA. Adaptado de (6).

atacam os fragmentos resultantes e completam o processo de degradagao (4). No final, o
complexo RISC ativado € reciclado, ficando disponivel para degradar novas moléculas de
RNAm (6).

Uma nao complementaridade no centro do duplex siRNA/alvo suprime a atividade
endonucleotidica e algumas proteinas Argonauta nao possuem sequer esta atividade, mesmo
com alvos perfeitamente emparelhados. Estes alvos podem ainda ser silenciados por um
mecanismo semelhante ao que é utilizado pelo miRNA. Pensa-se que este silenciamento é
responsavel pela maioria dos efeitos off-target do siRNA, pelo que é de grande importancia e
esta a cativar a atencgao dos investigadores (4).

Uma das principais diferengas entre miRNAs e siRNAs esta na precisao das suas
extremidades. Os siRNAs sao muito mais heterogéneos na composi¢ao das suas
extremidades, o que se reflete numa maior especificidade para o substrato. Os miRNA
comportam-se como produtos de atividade génica: tém terminagdes exatas, com pouca

variagao (4).




4. DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doengas neurodegenerativas sao ‘“condi¢oes hereditarias e esporadicas que se
caracterizam por uma disfuncao progressiva do sistema nervoso. Estao, muitas vezes,
associadas a uma atrofia das estruturas nervosas centrais ou periféricas que foram afetadas”
(15). Esta deterioragao leva a problemas de movimento, ataxia e alteragoes cerebrais, que
culminam com o aparecimento de deméncia. Apesar de cada doenga constituir uma entidade
Unica, as doengas neurodegenerativas tém em comum o principal fator de risco (o
envelhecimento) e trés aspetos fisiopatolégicos fundamentais: agregagio de proteinas,
neuroinflamagao e disfungao mitocondrial. Partilham também alguns desafios, como a falta de
testes de diagnostico precoce e a existéncia de uma grande proporgao de doentes com
formas esporadicas ou idiopaticas (16).

Estima-se que haja, em 2015, 47,47 milhdes de pessoas com deméncia no mundo,
numero que devera aumentar para os 75,63 milhdes em 2030 e 135,46 milhdes em 2050
(17). O seu impacto socioeconémico € muito elevado, nao s6 para os doentes, que se veem
incapacitados em executar atividades basicas do seu dia-a-dia, como para os seus cuidadores,
que ficam sujeitos a uma grande tensao psicoldgica e financeira. Os custos associados a estas
condigoes estio relacionados com cuidados médicos (diagnoésticos, terapéuticas), cuidados
informais (n2o diretamente pagos — apoio de familiares e amigos) e cuidados formais (lares
especializados, servicos de apoio domiciliario, entre outros). Estimou-se que, em 2010, estes
custos ultrapassaram os 600 mil milhoes de dolares em todo o mundo, constituindo o dobro
dos valores gastos com o cancro e o triplo da despesa com doengas cardiacas (18).

Perante os desafios clinicos, terapéuticos, sociais e economicos que as doengas
neurodegenerativas apresentam atualmente, ha uma grande necessidade de desenvolver
métodos que permitam aumentar os conhecimentos relativamente aos seus mecanismos
fisiopatologicos. S6 deste modo conseguiremos métodos de diagnostico e terapéutica mais
eficazes, que permitam melhorar a qualidade de vida dos doentes e daqueles que os

acompanham.

5. iRNA E DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

A influéncia dos miRNA no mecanismo fisiopatologico de doengas do sistema
nervoso foi inicialmente identificada num modelo de peixe-zebra (Danio rerio), quando se
observou que uma mutagao na enzima Dicer levou a uma falha na produgao de miRNA
maduros, resultando em efeitos morfoldgicos ao nivel das células nervosas (19). Mais tarde,

descobriu-se que os miRNA s3ao encontrados em grande quantidade no sistema nervoso,
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onde atuam como reguladores de diversas fungoes: crescimento de neurites, morfologia de

dendrites, diferenciagao neuronal e plasticidade sinaptica (16). Distirbios nas suas vias de

biogénese e atividade estao, assim, relacionados com a origem e desenvolvimento de

doengas neurodegenerativas (20). Este aspeto tem possibilitado o estudo de novos alvos e o

desenvolvimento da tecnologia do iRNA como uma potencial alternativa terapéutica,

sobretudo para doengas “nondruggable”.

5.1. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Como referido anteriormente, os miRNA sao moléculas enddgenas, produzidas

naturalmente pelas células eucariotas, pelo que o seu potencial terapéutico esta a ser

explorado através de duas estratégias: mimetizadores de miRNA e anti-miRNA. Os

mimetizadores de mMIiRNA s3ao pequenas moléculas de RNA recombinante que se
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Figura 4 — Trés vias para inibicio da expressio proteica com iRNA. A

esquerda, as células sao transfetadas com siRNA pré-formado. No centro,
transfegdo de vetores com plasmideos para o nilcleo da célula, com
transcrigio de shRNA. A direita, vetores virais entram na célula por
endocitose mediada por recetores e libertam o seu genoma no nicleo,

onde sera transcrito em shRNA. Adaptado de (60).

assemelham a percursores de
miRNA (pri e pre-miRNA).
Podem atuar em diferentes
passos das vias de biogénese
de proteinas, levando a uma
diminuicao da sua expressao
(21). Os anti-miRNA

moléculas que levam a uma

sao

perda de fungao num miRNA
de interesse. Sao sintetizadas

de forma a ligarem-se por

complementaridade a uma
determinada sequéncia do
miRNA-alvo, inativando-o
(21). Constituem uma
estratégia particularmente
interessante para o

tratamento de doengas em

que ha uma sobreexpressao

de miRNA, promovendo um aumento das vias de sobrevivéncia celular e uma diminuigao das

vias apoptoticas (22).

A utilizagao de terapias baseadas em siRNA tem de ser abordada de modo diferente,




uma vez que estas moléculas raramente sao encontradas no citoplasma de células eucariotas
(Figura 4). Sao, em vez disso, desenhadas e quimicamente sintetizadas em laboratério, de
modo a mimetizarem miRNA maduros endégenos, mas com perfeita complementaridade
com as sequéncias-alvo. S3o diretamente injetadas no citoplasma das células, desencadeando
um mecanismo de silenciamento que leva a clivagem do RNAm pretendido (23). No entanto,
este modo de utilizagao de siRNA tem demonstrado efeitos de duragao apenas transitoria,
pelo que foi desenvolvida uma estratégia que permite uma produgao prolongada de RNA
terapéuticos nas células pretendidas (24). Esta abordagem consiste na utilizagdo de
tecnologias de siRNA baseadas em vetores, que sao transportados para o nucleo da célula, e
fazem a inclusao de sequéncias especificas no seu genoma. Estas sequéncias codificam para
shRNA (short hairpin RNA), pequenas moléculas de RNA com uma estrutura em forma de
gancho. Assim, ao contrario dos siRNA, os shRNA sao sintetizados no nucleo, seguindo
depois uma via de processamento semelhante a dos siRNA e que culmina com a degradagao

do RNAmM ou com uma supressao da sua tradugao em proteinas (25).

5.2. DESAFIOS DAS TECNOLOGIAS BASEADAS EM iRNA

Estudos em modelos animais e ensaios clinicos em humanos tém demonstrado a
eficacia terapéutica do iRNA e um perfil de seguranga promissor (12). No entanto, varios
desafios técnicos tém surgido e so a sua solugao podera levar a um maior desenvolvimento

destas tecnologias e a sua utilizagao na pratica clinica.

5.2.1. TRANSPORTE

O transporte das moléculas efetoras de iRNA, requer a sua estabilizagao a nivel
sistémico e local, um direcionamento para o tecido-alvo e uma facilitagao do uptake celular.

A estabilidade destas moléculas nos fluidos biologicos é baixa, uma vez que muitos
RNA curtos sao rapidamente degradados e eliminados do organismo. Modificagdes no
esqueleto (por exemplo, 2’-O-metilagao) ou formagao de conjugados (como conjugados
peguilhados ou com colesterol) podem ser uma solugao, melhorando a estabilidade e
biodisponibilidade das moléculas de siRNA/miRNA, ja que as protegem da agao de endo e
exonucleases.

Um transporte deficitario para o tecido-alvo pode levar a uma baixa eficacia ou a
efeitos indesejados. Além disso, devido a presenga da barreira hematoencefalica, o Sistema
Nervoso Central (SNC) constitui um local de dificil acesso. Para ultrapassar estas questoes,
as moléculas efetoras podem ser incorporadas em carriers (nanoparticulas, anticorpos,

aptameros, proteinas) que se associam as células de modo nao especifico ou especifico,
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nomeadamente através da sua ligagao a recetores especificos da superficie das células (12).
Estes veiculos de transporte nao-virais podem aceder ao SNC através de trés vias: circulagao
sanguinea, fluido cerebroespinhal ou injecao intraparenquimal direta, dependendo da
populagao celular alvo (23). Dependendo do periodo de silenciamento desejado e do tecido-
alvo, o transporte de siRNA/miRNA pode ainda ser feito através de vetores virais, que
transferem o material genético transportado para o nucleo das células-alvo, permitindo que
estas expressem os RNA terapéuticos. Neste contexto, salienta-se a utilizagao de lentivirus,
que é particularmente vantajosa quando o alvo sao células em estado quiescente (como, por
exemplo, macrofagos), tendo capacidade de integrar o seu genoma, permitindo uma
expressao génica prolongada. Virus adenoassociados sao usados para células sem capacidade
de divisao (como os neurdnios). Nao integram o seu genoma, mas persistem de forma

epissomal, sendo menos propensos a causar mutagoes e, portanto, mais seguros (27).

5.2.2. EFEITOS OFF-TARGET

As células possuem uma complexa rede de interagoes entre os diversos mecanismos
que nelas existem, nomeadamente entre as vias responsaveis pela regulagao génica. Assim, o
silenciamento de um gene pode refletir-se noutros genes ou noutras vias.

Estes efeitos off-target podem ser desencadeados de varias formas. A sequéncia do
iRNA terapéutico pode apresentar semelhangas com miRNA endodgenos e, como tal, ser
complementar de RNAm codificantes que nao sejam o alvo, impedindo a formagao de
proteinas nao relacionadas com a doenga. Esta situagao pode ocorrer para centenas de
RNAmM que tenham uma regiao 3’-UTR complementar com a sequéncia de nucledtidos 2-8
da extremidade 5’ da cadeia-guia do siRNA em questao. A molécula efetora de iRNA pode
também ser idéntica a um RNAm que nao o alvo, sendo traduzida e originando um fendtipo
(26). Ha, ainda, a possibilidade de nao ser a cadeia-guia do siRNA a ser incorporada no

complexo RISC, mas sim a sua complementar, levando a efeitos inesperados (30).

5.2.3. EFEITO IMUNOGENICO
Tal como acontece com qualquer agente externo, a exposi¢ao das células a RNA
exogenos pode perturbar o seu normal funcionamento, levando a estimulagao do sistema
imunitario. Esta resposta imunoldgica depende de varios fatores, como o tipo de vetor
utilizado (viral ou nao-viral), a dose e a molécula terapéutica em questao, nomeadamente a
sua sequéncia. De facto, mostrou-se que moléculas com sequéncias como GUCCUUCAA,
UGUGU, UGGC e GU conseguem ativar os recetores Toll-like 7 e 8, presentes na

membrana dos endossomas de células do sistema imune, conferindo imunogenicidade aos
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siRNA que as contém. Também o tamanho da molécula efetora pode influenciar as suas
propriedades imunogénicas, uma vez que foi demonstrado que, ao contrario dos duplexes
com 2| nucléotidos, siRNA com 25 nucleétidos de comprimento estimulam o sistema
imunitario, independentemente da sequéncia das suas cadeias (30). As moléculas efetoras
podem ainda desencadear mecanismos de defesa pela sua estrutura de dupla cadeia de RNA.
Apesar de moléculas pequenas, como o siRNA, serem desenhadas para escapar a indugao de
respostas imunitarias mediadas por Interferao tipo | (tipica da resposta celular a dsRNA
longas exdgenas), outras vias imunitarias podem ser estimuladas. Com efeito, demonstrou-se
que a administragao de siRNA leva a indugao de respostas imunes sistémicas, nomeadamente
através da detegao de Interferao-L] no soro e de células dendriticas na medula ossea (31).

O efeito imunogénico das terapéuticas baseadas em iRNA depende também do
estado imunolégico do doente, que € um aspeto a ter em conta no caso das doengas
neurodegenerativas, por apresentarem elevada prevaléncia em individuos com idade mais
avancada. Com o envelhecimento, ocorrem alteragoes progressivas na atividade do sistema
imunitario, nomeadamente ao nivel do cérebro, que se refletem numa maior suscetibilidade
e sensibilidade deste orgao a infegoes e estimulos imunitarios (28).

A titulo de exemplo, investigadores que utilizaram lipossomas cationicos para
transporte de siRNA descobriram que estes originavam ou potenciavam respostas mediadas
por interferces (29), e, num outro estudo, a utilizacgado de sistemas virais promoveu

respostas derivadas da infiltragao de linfocitos T e macrofagos no cérebro (28).

5.2.4. SATURAGCAO DA MAQUINARIA CELULAR

O facto das tecnologias baseadas em iRNA atuarem em mecanismos celulares
naturais pode levar a uma desestabilizagao destas vias, nomeadamente pela saturagao da
maquinaria celular necessaria aos processos de iRNA. Esta saturagao pode advir de niveis
elevados de percursores do iRNA, que sao dificeis de controlar, ja que a expressao destas
moléculas depende de variados fatores, tais como vetores, promotores, estrutura da ansa e
disponibilidade dos componentes das vias de iRNA (23). E mais provavel que esta situacio
acontega quando os efetores sao moléculas de shRNA do que siRNA, ja que as primeiras
sao expressas pela propria célula, enquanto que as segundas sao exogenas e a sua quantidade

€ mais facilmente controlada (26).

6. PERSPETIVA DA INDUSTRIA FARMACEUTICA

A descoberta do iRNA cativou a atengao de investigadores de todo o mundo, que

viram no silenciamento génico uma potencial nova area terapéutica. Também a indUstria
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farmacéutica mostrou grande interesse por esta area cientifica. A possibilidade do rapido
desenvolvimento de iRNAs dirigidos para genes-alvo especificos, que levassem a cura de
doengas sem tratamento totalmente eficaz, levou a que cientistas e empresas depositassem
grandes expectativas nestas novas moléculas (32). Contudo, esta atmosfera positiva
rapidamente desvaneceu, perante os desafios técnicos que foram surgindo e a falta de
resultados clinicos robustos.

Dirk Haussecker fez uma reflexao sobre o assunto e dividiu a evolugao do negdcio
das terapéuticas de iRNA em quatro fases (33). Entre 2002 e 2005, a seguir a descoberta de
iRNA em células humanas por Thomas Tuschl, foram pequenas empresas de biotecnologia
que apostaram no potencial destas moléculas, procurando tirar vantagem do seu know-how
em terapias baseadas em dcidos nucleicos para se tornarem lideres na area. O proprio
Tuschl, juntamente com alguns colegas, fundou nesta altura a Alnylam Pharmaceuticals, onde
procurou concentrar a propriedade intelectual destas tecnologias, de modo a financiar o seu
proprio desenvolvimento de farmacos. A Ribozyme Pharmaeuticals (Sirna Therapeutics),
Atugen (Silence Therapeutics) e Protiva (Tekmira) sao outros exemplos de empresas que
apostaram no estudo e desenvolvimento destas terapéuticas.

Por seu lado, as grandes companhias farmacéuticas viam o iRNA apenas como uma
ferramenta de investigacao. Este paradigma alterou-se quando algumas grandes empresas,
como a Novartis e a Merck, comegaram a mostrar interesse no iRNA como agente
terapéutico. O caso dos anticorpos monoclonais, que constituiu uma chamada de atengao
para as grandes farmacéuticas (ja que ficaram a perder face a inovagao das pequenas
empresas de biotecnologia) e a iminente queda de varias patentes, foram os principais
fatores a desencadear esta mudanga. Comegou entao uma grande competigao por acesso e
controlo de propriedade intelectual de iRNA, com investimentos de 2,5 a 3,5 mil milhoes de
dolares por parte da “Big Pharma”.

Entre 2008 e 2011, as grandes farmacéuticas fizeram uma exacerbada propaganda
desta tecnologia, criando espectativas irrealistas. Além disso, os mercados financeiros nao
souberam valorizar devidamente a inovagao trazida pela tecnologia do iRNA; o que foi
agravado pela crise na economia global e consequente contengao de custos na drea da salde,
sobretudo no mundo ocidental. Com problemas de expiragao de patentes, dificuldades na
aprovagao de novos farmacos, diminuicao de produtividade e perda de confianga nas suas
capacidades inovadoras, as grandes farmacéuticas foram as primeiras a restringir os seus
investimentos na area.

Este retrocesso teve, no entanto, um impacto positivo, uma vez que as restrigoes
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financeiras levaram a um maior escrutinio cientifico e a aumento de qualidade da ciéncia.
(33). Assiste-se hoje a um reinvestimento no estudo do iRNA como meio de diagnostico e
terapéutica, com uma valorizagao do mercado, que cresceu de 9,3 para | 1,7 mil milhdes de
dolares entre 2012 e 2013 e se espera que alcance os 38,8 mil milhdes em 2018 (34). Pela
sua prevaléncia, impacto socioecondémico e terapéuticas pouco eficazes, doengas
neurodegenerativas, como a de Alzheimer e a de Parkinson tém sido alvo de investimento

por parte das empresas (34).
7. ALZHEIMER

7.1. EPIDEMIOLOGIA E IMPACTO SOCIOECONOMICO

A doenga de Alzheimer é classificada pela Organizagao Mundial de Saude como uma
doenga cronica nao-transmissivel (35), sendo a mais comum das patologias
neurodegenerativas e constitui uma das principais causas de deméncia (23). Estima-se que 44
milhdes de pessoas em todo o mundo tenham Alzheimer ou uma deméncia associada (36),
numero que devera duplicar até 2050, tendo em conta que o principal fator de risco para a
doenga é o envelhecimento e que se verifica uma tendéncia de crescimento do segmento da
populagao com mais de 65 anos de idade, sobretudo nos paises desenvolvidos (37).

Os custos totais com a doenga de Alzheimer sao muito elevados, sobretudo pela
necessidade de cuidados sociais (cuidados profissionais, domiciliarios, lares). Os cuidados de
saude constituem uma pequena percentagem do total, nao s6 pelo baixo indice de
diagnostico, como pelas opgoes terapéuticas limitadas e pela pouca utilizagio de

intervengoes baseadas em evidéncia existente (17).

7.2. MANIFESTACOES CLINICAS

A doenga de Alzheimer parte de um processo fisiopatologico subclinico, progredindo
para senescéncia (declinio cognitivo relacionado com a idade). Segue-se uma fase de declinio
cognitivo leve, durante a qual a capacidade para executar a maioria das atividades diarias
permanece intacta. A progressao da doenga culmina num estagio final de deméncia, com
perda parcial ou total da autonomia (37).

A principal caracteristica da doenga de Alzheimer é a perda de memoria, com perda
progressiva de memoria episodica, de recordagoes de momentos e locais e dos contextos a
eles associados. Esta também associada a um declinio cognitivo e degradagao de habilidades

motoras, podendo ser acompanhada de depressao, alucinagoes e delirios (37).




7.3. FISIOPATOLOGIA

A doenga de Alzheimer pode ser classificada em dois tipos: esporadica (SAD —

Sporadic Alzheimer Disease) e familiar (FAD — Familial Alzheimer Disease). A forma esporadica

€ a mais comum, correspondendo a 90% de todos os casos de Alzheimer, e afeta doentes

com mais de 65 anos de idade. O seu principal fator de risco € a presenca do alelo €4 do

gene da apolipoproteina E (APOE). A forma familiar é rara e manifesta-se em doentes mais

jovens, com idades entre os 40 e os 50 anos, estando relacionada com a presenga dos genes

APP (Amiloid Percursor Protein), PS| (Presenilin 1) e PS2 (Presenilin 2) (38).

Amyloidogenic

SAPP B

Plaques

Oligomers

B-secretase

C99 AICD

Figura 5 - Clivagem sequencial da APP pelas
enzimas 3 e vy -secretase, com formagio do
peptideo A 3 e, consequentemente, de placas
amiloides. Adaptado de (38).

A fisiopatologia da doenga envolve a
acumulagao e agregagao do peptideo []-amiloide
(All) e da proteina tau hiperfosforilada, que

originam deposicio de placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares, respetivamente (39).
O peptideo ALl é formado a partir de uma
proteina percursora amiloide (APP), através de uma
clivagem sequencial pelas enzimas [| e [/-secretase
(Figura 5). A enzima BACEI ([J-secretase cleaving
enzyme) tem um papel importante nesta clivagem,
sendo encontrada em elevada quantidade no

cérebro de doentes com a forma esporadica de

Alzheimer, o que sugere que a sua sobreexpressao pode levar ao aparecimento ou

agravamento da doenga (40). O peptideo Al atua na regulagao de atividades neuronais e a

sua acumulagao esta relacionada com uma depressao sinaptica (41). A APOE, proteina

transportadora de lipidos, promove a
deposicao de ALl e diminui a sua
depuragao, tendo sido associada aos
estagios mais tardios da doenga (42).

A proteina tau € uma proteina
associada aos microtubulos do
citoesqueleto da célula, exercendo

uma agao na sua estabilizagao. O seu

Loss of tau binding with
microtubule dissociation

) e e
L0 ===

microtubules

Figura 6 - Proteina tau hiperfosforilada nio se liga aos
microtubulos, sendo sequestrada para  emaranhados
neurofibrilares. Adaptado de (38).

grau de fosforilagao é regulado ao longo do desenvolvimento celular, sendo maior nos

neurdnios fetais e diminuindo com a idade. A formagao das placas neurofibrilares esta

relacionada com alteragoes ao nivel da tau, e inclui hiperfosforilagao da proteina, alteragoes
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conformacionais e, por fim, polimerizagao (43) (Figura 6).

A deposicao de placas de Al e emaranhados neurofibrilares afeta a comunicagao
entre alguns grupos de neuronios, o que leva a falhas no seu funcionamento e, em ultimo
caso, morte neuronal. Esta acumulagao ocorre sobretudo no cértex entorrinal, hipocampo e
prosencéfalo basal, areas do cérebro responsaveis pela memoria e capacidades cognitivas

(44).

7.4. TERAPEUTICAS BASEADAS EM iRNA

A terapéutica atual para o Alzheimer baseia-se na utilizagdo de agentes nao
modificadores da doenga, que atuam sobretudo na diminuigao dos sintomas e progressao da
doenga. Os principais farmacos utilizados sao inibidores da colinesterase (donepezilo,
rivastigmina, galantamina) e antagonistas do recetor N-metil-D-aspartato (NMDA)
(memantina), por se acreditar que a falta de memoria e declinio cognitivo associados a
doenga se devem a niveis anormais dos neurotransmissores acetilcolina e glutamato,
detetados nos cérebros de doentes em estudos post-mortem.

De facto, verificou-se que valores reduzidos de acetilcolina na fenda sinaptica estao
relacionados com uma perda progressiva de neurdnios colinérgicos e uma reduzida
libertagao do neurotransmissor a partir dos mesmos, o que podera ser causa dos principais
sintomas da doenga de Alzheimer. Assim, os inibidores da colinesterase irao atuar a nivel
desta enzima catalisadora da hidrdlise da acetilcolina, inibindo a sua agao, que leva a um
aumento dos niveis deste neurotransmissor na fenda sinaptica, promovendo,
consequentemente, uma melhoria na progressao da doenga.

O glutamato € um neurotransmissor excitatorio, ativador do recetor NMDA,
também envolvido nos processos de memoria e aprendizagem. Pensa-se que os niveis
elevados de glutamato presentes nos cérebros de doentes com Alzheimer sao responsaveis
por disfungao celular e morte neuronal. A memantina atua por inibicao nao competitiva do
recetor NMDA, reduzindo os sinais excitatorios anormais das células nervosas e a sua
fungao, promovendo uma melhoria dos sintomas da doenga (45).

Pelo seu perfil fisiopatologico e sintomatico, e pelo impacto socioeconomico que
tem, a doenga de Alzheimer constitui um alvo atrativo para a procura de terapéuticas
alternativas e inovadoras, com vista a alvos até agora “undruggable” como é o caso das

tecnologias baseadas em iRNA.




7.4.1. miRNA

Como referido anteriormente, sao hoje conhecidos varios genes e mutagoes
causadores da doenga de Alzheimer. Os miRNA dirigidos a estes genes tém um potencial
valor terapéutico, uma vez que medeiam a repressao da expressao da proteina causadora de
doenga. Ao identificar quais os miRNA que regulam a expressao de proteinas especificas,
podemos mimetiza-los ou inibi-los, controlando a expressao da doenga (22).

Neste sentido, foram ja realizados varios estudos que permitem concluir acerca da
influéncia da desregulagao de miRNA especificos na patogénese do Alzheimer e como
podem estes ser considerados alvos terapéuticos.

O miR-107 existe no cortex cerebral e a diminuicdo da sua expressao foi
correlacionada com um aumento da enzima BACE| e, consequentemente, com a da
evolugao da doenga (46). O miR-124a também esta relacionado com a enzima BACEI e,
assim como o miR-107, regula outros processos do metabolismo da APP. Este aspeto prova
a capacidade de um unico miRNA influenciar varios componentes de uma via metabdlica e,
como consequéncia, o potencial de levar a efeito aditivos (16).

A familia miR-29 tem, também, como alvo o RNAm da BACEI, e a sua diminuigao
esta relacionada com o desenvolvimento de uma forma esporadica de Alzheimer. O miR-29b
regula também uma familia de proteinas pro-apoptoticas, que se pensa estarem envolvidas na
patogénese da doenga por promoverem a morte neuronal (46).

APP ¢ ainda alvo de regulagao pela familia miR-106, sendo que os miR-106a e miR-
106b se ligam diretamente ao RNAm da referida proteina, inibindo a sua expressao (16). Foi
também demonstrado que o miR-106 tem um papel na promogao do ciclo celular e na
depuragao do peptideo Al por mecanismos mediados por autofagia (47).

A familia miR-146 é composta pelos miR-146a e miR-146b que se encontram,
respetivamente, sobre e subexpressos no cérebro de doentes com Alzheimer. Ambos os
miRNA estao associados a moléculas reguladoras do sistema imunitario, como a IL-1, o que
pode estar associado a progressao da doenga (47).

Estes exemplos sao a prova do papel importante que os miRNA desempenham na

doenca de Alzheimer e constituem base de estudo para potenciais alvos terapéuticos.

7.4.2. siRNA
Uma vez que a produgao de Al] depende da atividade da BACEI, uma potencial
estratégia terapéutica consiste na inibicao da agao desta enzima, mediada pelo mecanismo de

siRNA. Os primeiros ensaios que utilizaram esta abordagem in vivo foram realizados em



ratos, e consistiram na utilizagdio de lentivirus para transporte e transferéncia do gene
codificante de um siRNA cujo alvo era o RNAm da BACEI. Este gene foi expresso no
hipocampo do animal e os resultados demonstraram uma melhoria na integridade neuronal e
o impacto direto desta tecnologia na patologia. Um exemplo de uma estratégia com vetor
nao-viral consistiu na administragao extracerebral de lipossomas contendo shRNA. Estes
lipossomas foram estabilizados com uma molécula de polietilenoglicol, que se ligava a um
recetor especifico na barreira hematoencefalica, permitindo o transporte através da mesma
(48).

Um outro modo de reduzir a formagao das placas amiloides consiste no
silenciamento da expressao da APP, proteina percursora do peptideo All. Assim, uma
investigacao utilizando virus do Herpes simplex como sistema de transporte de shRNA
dirigido contra a APP num modelo de rato, mostrou uma redugao de 50% na expressao de
ALl (49). No entanto, ha que ter em atengao que a APP tem fungdes fisiologicas
importantes, que poderao ser afetadas pelo uso desta técnica (48).

Apesar destes e outros resultados promissores, mais estudos serao necessarios para

concluir acerca da efetividade e seguranga destas tecnologias.

8. PARKINSON

8.1. EPIDEMIOLOGIA E IMPACTO SOCIOECNOMICO

A doenga de Parkinson é a segunda doenga neurodegenerativa mais comum
dependente da idade (50). Estima-se que 6,3 milhdes de pessoas sofram desta condigao em
todo o mundo, o que corresponde a pouco menos do que 1% da populagao mundial (51).

Os custos socioecondémicos associados a doenga de Parkinson sao elevados. O
impacto economico do Parkinson passa nao s6 pelos custos diretos (terapéuticas
farmacologicas e intervengoes médicas, condigoes especiais de alimentagao e mobilidade,
cuidadores especializados ou familiares/amigos), mas também pelos custos indiretos,
respeitantes a perda de produtividade devida a morbilidade relacionada com a doenca
(como, por exemplo, interrupgao de trabalho, reforma antecipada). Por este motivo, os
custos associados ao Parkinson sao, inclusivamente, considerados desproporcionados em

relagao a sua prevaléncia (52).
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8.2. MANIFESTACOES CLINICAS

Do ponto de vista clinico, a doenga de Parkinson caracteriza-se por disfungoes
motoras percetiveis, como bradicinesia, tremor, rigidez e instabilidade postural. Estes
sintomas sao consequéncia da degeneragao dos neuronios dopaminérgicos da substantia nigra
pars compacta, regiao do cérebro diretamente relacionada com a coordenagao dos
movimentos. No entanto, com a progressao da doenga, outras partes do cérebro podem ser
afetadas, como giro do cingulo, amigdala e regides corticais superiores, resultando em

manifestagoes psiquiatricas e deméncia (50).

8.3. FISIOPATOLOGIA

Também a doenga de Parkinson pode ser de natureza esporadica ou familiar.

A forma esporadica é a mais comum e surge como consequéncia de uma insuficiente
depuragao da proteina pré-sinaptica [/-sinucleina. A sua acumulagdo no cérebro leva a
formagao de corpos de Lewis, que sao nocivos para os neurdnios dopaminérgicos. Foi
descoberto um polimorfismo na regiao promotora do gene da [-sinucleina que aumenta a
transcricao do gene, estando associado a um maior risco de desenvolvimento da doenca
(53).

Sabe-se também que o Parkinson é uma doenga multigénica, e varios genes foram ja

associados a forma familiar da doenga, nomeadamente os que codificam para as protéinas
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Figura 7 — ncRNA reguladores na doenga de Parkinson. Adaptado de (61).

Mutagoes nestes
genes estao associadas ao desenvolvimento de Parkinson numa idade mais jovem e a

apresentagao de manifestagoes fenotipicas mais severas.

8.4. TERAPEUTICAS BASEADAS EM iRNA
O tratamento da doenga de Parkinson consiste atualmente na utilizacao de
terapéuticas farmacolégicas focadas no neurotransmissor dopamina (atuando ao nivel do seu

percursor L-dopa, dos seus recetores ou da inibigao da sua degradagao enzimatica), ou de
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farmacos anticolinérgicos.
O aumento do conhecimento em relagao aos mecanismos fisiopatologicos da doenga
e a consciéncia do seu impacto economico, estimularam a aposta no desenvolvimento de

terapéuticas baseadas em iRNA para o tratamento da doenga.

8.4.1. miRNA

O RNAm da [J-sinucleina tem uma sequéncia 3’-UTR muito conservada, o que
sugere a sua importancia no controlo pos-translacional do gene SNCA (16). Dois miRNA
foram associados a regulagao deste gene e consequente expressao da [ -sinucleina: miR-7 e
miR-153. Estes miRNA sao encontrados em grande quantidade no cérebro e tém uma agao
aditiva (54). O miR-7 liga-se a sequéncia de nucleotidos |19-127 da extremidade 3’-UTR do
RNAm da [l-sinucleina. Atua por diminuicao da estabilidade da molécula de RNAm,
diminuindo a expressao e acumulagao da proteina e protegendo a célula da sua
citotoxicidade (55). O miR-153 liga-se as bases 462-468 da extremidade 3’-UTR do RNAm,
inibindo a tradugao da proteina (50).

LRRK2 é um gene envolvido na promogao da inibigado mediada por miRNA dos
fatores de transcricao ELFI e DP, que tém um papel na regulagao do ciclo celular. miRNA
das familias let-7 e miR-184* reprimem normalmente a tradugio destes fatores. Mutagdes no
gene LRRK2 diminuem a agao destes miRNA e aumentam a expressao dos fatores ELF| e
DP, levando a morte dos neuronios dopaminérgicos (16).

A parkina é uma ligase responsavel pela ubiquitinizagao de proteinas destinadas a
degradacio pelo proteossoma. E codificada pelo gene PAPK2, cujas mutagées demonstraram
ser responsaveis por uma forma autossomica recessiva de parkinsonismo juvenil (56). DJ-1 ¢
uma proteina codificada pelo gene PAPK7 e esta envolvida na regulagio da dinamica
mitocondrial e na resposta da célula ao stress oxidativo. Quando se ligam, estas duas
proteinas mostram ter uma agao neuroprotetora aditiva. Descobriu-se que os miR34b e
miR-34c se encontram em concentragoes mais baixas do que o normal na doenga de
Parkinson, o que é acompanhado por uma diminuigao da expressao da parkina e da DJ-I,
demonstrando o seu papel na regulagao da expressao destas proteinas e na viabilidade
celular (50).

Pitx3 (pituitary homebox 3) é um fator de transcricao necessario a diferenciagao
celular, que se encontra naturalmente em quantidade significativa nos neurdnios
dopaminérgicos (16). E alvo de regulagio do miR-133b, através de um mecanismo de

feedback negativo: o gene Pitx3 promove a transcricao do miR-133b, que reprime a
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expressao do Pitx3, inibindo a diferenciagao neuronal.

O FGF20 encontra-se expresso na substantia nigra e é responsavel pela estimulagao
da maturagao dos neurénios dopaminérgicos. Foi identificada uma mutagao na regiao 3’-UTR
do RNAm do FGF20 que se pensa estar associada a doenga de Parkinson, uma vez que esta
localizada no local de ligagao do miR-433, que esta expresso em grandes quantidades no
cérebro. Verificou-se que niveis aumentados de FGF20 correspondiam também a niveis mais
altos de [I-sinucleina. Assim, uma diminuicao na ligagao do miR-433 ao RNAm FGF20,

resulta numa sobreexpressao do fator e em niveis aumentados de [ I-sinucleina (50).

8.4.2. siRNA

A proteina [J-sinucleina tem constituido o principal alvo do desenvolvimento de
terapéuticas baseadas em siRNA. Sapru et al., por exemplo, utilizaram um shRNA associado
a um lentivirus para silenciar a expressao de [|-sinucleina num modelo de ratos e obtiveram
resultados positivos (26). Num outro estudo, siRNA quimicamente modificado através de 2’-
O-metilagao, foi administrado por difusao direta na substantia nigra de macacos. Os
resultados demonstraram uma eficacia significativa e, sobretudo, um perfil de seguranca
promissor, nao havendo detegao de inflamagao dos tecidos nem alteragao do numero ou

fenotipo dos neuronios dopaminérgicos (57).

CONCLUSAO

Apesar do interesse flutuante da Industria Farmacéutica no desenvolvimento de
tecnologias baseadas em iRNA, tem-se verificado, ao longo das ultimas décadas, uma
evolugao no conhecimento dos seus mecanismos e um crescente entusiasmo no seu
potencial como terapéutica para varias doengas. As doengas de Alzheimer e Parkinson
constituem alvos atrativos para a utilizagao das tecnologias de miRNA e siRNA, uma vez que
ainda sao pouco conhecidos os processos fisiopatoldgicos que estao na sua origem e as
terapéuticas atuais nao permitem uma cura efetiva da doenga.

As estratégias até agora desenvolvidas passam pela utilizagio de moléculas que
aumentam ou diminuem a acao de miRNA endogenos (mimetizadores e anti-miRNA,
respetivamente) ou pela criagdo em laboratério de siRNA propositadamente desenhados
para silenciar genes especificos. Estudos pré-clinicos, realizados em modelos animais, tém
mostrado resultados promissores, mas sao ainda muitos os desafios clinicos e tecnologicos
que tém impedido a utilizagdo de terapéuticas baseadas em iRNA em humanos e,

consequentemente, a sua chegada ao mercado. Atualmente, o maior desafio consiste no
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desenvolvimento de vetores que permitam um transporte eficiente do farmaco até ao local
pretendido, permitindo a obtengao de produtos mais seguros e eficazes.

O reavivar do investimento da indUstria nestas tecnologias, traz uma nova espectativa
quanto a evolugao das estratégias de silenciamento génico no combate a doengas

neurodegenerativas, constituindo uma esperanga de cura para doentes em todo o mundo.
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ANEXO

QUADRO RESUMO miRNA vs siRNA

[Adaptado de (58) e (59)]

miRNA

siRNA

Deriva de um loci

Deriva de RNAm,

ORIGEM especifico do  genoma, transposoes, virus ou DNA
distinto de outros genes heterocromatico
Processado a partir de Processado a partir de
, transcritos longos em duplexes longos de RNA
SINTESE

forma de ansa (miRNA

nucleares primarios)

ou moléculas em forma de

ansa extensas

PRODUTO FINAL

Duplex de miRNA Udnico

Multiplos  duplexes de

para cada molécula siRNA para cada molécula
FUNCIONAL
percursora de miRNA percursora de siRNA
- Sequéncias de miRNA Sequéncias de  siRNA
CONSERVACAO DAS
n estao bem conservadas em endogenas raramente
SEQUENCIAS
organismos relacionados estao conservadas
Nao tem 100% de
complementaridade total, complementaridade com o
COMPLEMENTARIDADE

COM O RNAmM-ALVO

pelo que um Unico miRNa
pode ligar-se a centenas de

RNAm-alvo

alvo, pelo que silencia

genes especificos

LIGACAO AO ALVO

Extremidade 5° do miRNA
para  especificidade de

ligagao ao alvo

Todas as bases da
sequéncia de siRNA
contribuem igualmente

para a sua especificidade

LOCAIS-ALVO

miRNAs  ligam-se  mais
frequentemente a
extremidade 3 nao

traduzida dos transcritos

alvo

siRNAs formam duplexes
complementares em
qualquer parte da molécula

de RNAmM
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