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Resumo

Existem dois tipos de RNA classificados de acordo com a sua capacidade de codificagao,
0o RNA com capacidade de codificar proteinas e o RNA sem capacidade de codificar,
sendo estes ultimos conhecidos como RNA nao codificantes (ncRNA) (Paulo ef al.2013).
O ncRNA era inicialmente visto como lixo transcricional por pertencer a uma classe de
moléculas que ndo eram traduzidas em proteinas, porém, ja foram realizados diversos
estudos que comprovam a sua importancia a nivel biologico (Riella 2019). Esta classe de
moléculas tem vindo a ser cada vez mais estudada dado o seu potencial na detecdo,
desenvolvimento e tratamento de alteragdes fisioldgicas (Loganathan e Doss 2023). O
RNA nao codificante pode ser dividido de acordo com o seu tamanho em ncRNA curtos
(sncRNA), os quais contém 200 nucle6tidos ou menos, e os ncRNA longos (IncRNA),
que contém mais de 200 nucledtidos de comprimento. Dentro da categoria dos sncRNA
existem ainda os microRNA (miRNA), pequenos RNA de interferéncia (siRNA) e piwi-
interacting RNA (piRNA) (Toden et al.2021). Expressoes alteradas de ncRNA sdo
encontradas inumeras vezes associadas a doencas humanas como o cancro da mama,
doengas autoimunes, Alzheimer entre outras e por este motivo acredita-se no seu
potencial como biomarcadores e na contribui¢do do desenvolvimento de farmacos tendo

como alvo os ncRNAs (Matsui e Corey 2017).

Apesar de ja existirem diversos ncRNA a serem estudados como potenciais alvos
terapéuticos ainda existem alguns obstaculos a superar, nomeadamente a
biodisponibilidade e distribuicdo sistémica, uma vez que alguns ncRNA sdo degradados
rapidamente pelas nucleases, eliminados pelos rins ou apresentam tendéncia para se
acumularem em determinados tecidos, fatores que dificultam a chegada aos alvos

pretendidos (Zhang ef al .2021).

Palavras-chave: ncRNA, miRNA, IncRNA, cancro, terapéutica



Abstract

There are two types of RNA classifications according to their encoding capacity, RNA
that encodes for proteins and RNA without coding capacity, the latter being known as
non-coding RNA (ncRNA) (Paulo et al.2013). Initially, ncRNA were seen as
transcriptional trash for belonging to a class of molecules that were not translated into
proteins; however, several studies have already proven their importance at a biological
level (Riella 2019). This class of molecules has been increasingly studied due to the
believe in their importance in the detection, development and treatment of physiological
changes (Loganathan e Doss 2023). Non-coding RNA can be divided, according to their
size, in short ncRNA (sncRNA), which are normally 200 nucleotides or less, and long
ncRNA (IncRNA), which are longer than 200 nucleotides. Within the sncRNA category
there are also microRNA (miRNA), small interfering RNAs (siRNA) and piwi-interacting
RNA (piRNA) (Toden et al.2021). Altered expressions of ncRNAs are discovered
countless times in relation to human diseases such as breast cancer, autoimmune diseases,
Alzheimer's, among others, and for this reason, many believe in their potential as

biomarkers and the development of drugs targeting ncRNAs (Matsui and Corey 2017).

Although there are already several ncRNAs being studied as potential therapeutic targets,
there are still some obstacles to overcome such as bioavailability and systemic
distribution, since some ncRNAs are quickly degraded by nucleases, eliminated by the
kidneys or tend to accumulate in certain tissues, factors that make it difficult to reach the

intended targets (Zhang et al. 2021).

Key-words: ncRNA, miRNA, IncRNA, cancer, therapeutic
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Introducao

1. Introducao

Inicialmente acreditava-se que a Uinica fungao do RNA nas células era servir como molde
para a sintese de proteinas, porém veio a provar-se o contrario ao longo das ultimas
décadas. O DNA nio codificante do genoma humano foi considerado “lixo” durante
muitos anos, até os projetos FANTOM e ENCODE virem revolucionar e elucidar o
conhecimento sobre o genoma humano. Foi revelado que cerca de 80% do nosso genoma
¢ biologicamente ativo e transcrito em RNA enquanto apenas 2% ¢ transcrito em mRNA
que codifica proteinas (Kara, Calin e Ozpolat 2022). As regides ndo codificantes sdo
agora aceites como elementos regulatdrios fundamentais, com papéis importantes na
regulacdo da progressdo do cancro, provando também a sua importincia para o

prognostico e possiveis alvos terapéuticos (de Magalhaes 2017).

Os primeiros RNA ndo codificantes foram descobertos em 1993, em Caenorhabditis
elegans e desde entdo gragas aos avangos tecnoldgicos ja foram identificados centenas de
ncRNA em muitos organismos (Chen et al. 2020). Os ncRNA podem ser divididos em
duas categorias de acordo com o seu tamanho: ncRNA curtos (sncRNA) — com
comprimento inferior ou igual a 200 nucledtidos - e os ncRNA longos (IncRNA) cujo
comprimento € superior a 200 nucleodtidos. Existem ainda alguns ncRNA cujo tamanho
varia podendo pertencer a ambas as classes simultaneamente como os promoter-
associated transcripts (PAT), enhancer RNA (eRNA) e os RNA circulares (circRNA).
Dentro da categoria dos sncRNA existem ainda subclasses de acordo com as fungdes,
como ¢ o caso dos microRNA (miRNA), pequenos RNA de interferéncia (siRNA) e os
piwi-interacting RNA (piRNA) (Toden et al..2021).



RNA ndo codificantes e aplicagoes terapéuticas

Na figura 1 pode observar-se uma linha temporal das principais descobertas relacionadas

com o DNA e RNA, desde 1939 até ao ano de 2008.
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Figura 1. Linha temporal das descobertas relacionadas com o DNA e RNA (Adaptado de Loganathan e

Doss 2023)

Dada a importancia do desenvolvimento de terapias alvo para doengas como o cancro e

doencas neurodegenerativas, e por se saber que os ncRNA afetam a expressdo génica,

nomeadamente oncogenes e genes supressores de tumor, faz com que sejam alvo de

estudos no desenvolvimento de farmacos (Loganathan e Doss 2023; Slaby, Laga e

Sedlacek 2017).
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Introducao

O cancro caracteriza-se por ser uma doenca onde a proliferacdo celular se encontra
descontrolada, ocorrendo metastizacdo e perda da capacidade de apoptose das células
(Slack e Chinnaiyan 2019). A perda da capacidade de apoptose que consequentemente
leva a proliferacdo descontrolada pode ter origem em varias alteragdes genéticas tais
como mutacdes, amplificagdes, delegdes e translocagdes, ou epigenéticas (hipo ou
hipermetilacdo) e ¢ caracterizado pela desregulacdo das vias e sinalizagdo celular
envolvidos em processos como a proliferacao celular, a sobrevivéncia ou morte celular,
diferenciagdo, metabolismo energético, estabilidade gendmica e reparacdao do DNA. O
cancro pode ainda ser causado pela heranga de genes mutados como o BRCAI. A
heterogeneidade de causas para o cancro ¢ uma das principais razdes para as terapias

contra o cancro falharem (Kara, Calin e Ozpolat 2022).

Na ultima década foram iniciados cerca de 20 ensaios clinicos com farmacos de miRNA
e siRNA e mais recentemente algumas das terapias baseadas nos miRNA avancaram para
a fase II dos ensaios clinicos. O TargomiR (terapia baseada em moléculas que mimetizam
o0 miR-16) para mesotelioma, o Cobomarsen (anti-miR-155) para leucemia e o Miravirsen
(anti-miR-122) para infe¢des por hepatite C, sdo alguns dos farmacos em fase II dos

ensaios clinicos (Kara, Calin e Ozpolat 2022).
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RNA ndo codificantes e aplicagoes terapéuticas

2. Classes de RNA nao codificante

O RNA pode ser classificado de acordo com a sua capacidade de codificagdo em RNA
codificante ¢ RNA nao codificante. A maioria do RNA nao tem capacidade codificate,

sendo que apenas 1 a 2% do genoma humano codifica proteinas (Paulo et al.2013).

Na figura abaixo encontra-se um esquema respetivo as diversas classes de RNA,
nomeadamente os miRNA e os RNA ndo codificantes, e as respetivas subclasses de cada

um.

[ RNA ]
[ RNA nao codificante ]

[ RNA ndo-codificantas ]

reguladoras

[ rRNA ][ TRNA ] [ SNRNA ] ncRNA curtos ncRMA longos

[ RNA housekeeping ]

Figura 2. Diferentes classes de RNA e as principais classes de RNA néo codificante (Adaptado de
Loganathan e Doss 2023).
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Classes de RNA ndo codificante

2.1 RNA nao codificantes longos

Os RNA ndo codificantes longos sao uma classe de moléculas de RNA que se
caracterizam por terem mais de 200 nucleétidos de comprimento e pela inabilidade de
codificarem proteinas. Apesar da sua inabilidade para codificar proteinas sdao capazes de
regular a expressdo de genes tanto a nivel epigenético como transcricional e pos-

transcricional (Shaath et al. 2022; Wang et al. 2022).

O interesse pelos IncRNA tém vindo a aumentar nos ltimos anos devido as enumeras
evidéncias acerca do seu papel na regulacdo da transcri¢do de genes, modifica¢des
epigenéticas e nos mecanismos de regulagdo pds-transcricionais (Shaath et al. 2022).
Sabe-se também que os IncRNA estdo envolvidos na regulagdo de processos vitais como
a inativagdo do cromossoma X, imprinting genémico, modificacdo da cromatina, ativagdo
e interferéncia transcricional e transporte nuclear, sugerindo o seu possivel envolvimento
em doencas, inclusive varios estudos realizados mostraram que os IncRNA apresentam

expressoes aberrantes em doencgas bastante complexas (He et al. 2014).

Os IncRNA sdo transcritos pela RNA polimerase II e podem ser originados a partir de
zonas distintas do genoma tais como regides intergénicas, intrdes de genes codificantes
ou mesmo de zonas enhancer (Shaath et al. 2022). Os IncRNA podem ser divididos de
acordo com a sua maneira de atuar, nomeadamente os que atuam em cis, influenciando a
expressao e/ou o estado da cromatina de genes localizados no mesmo cromossoma, € 0s
que atuam em trans que afetam genes de outros cromossomas (Shaath et al.2022; Kopp

e Mendell 2018).

Este grupo de RNA ndo codificantes pode ser utilizado como biomarcador e tem também
a capacidade de exercer funcdes oncogénicas ou supressoras de tumores o que afeta a
prolifera¢do, a morte celular e a resisténcia a firmacos. As proteinas RNA-binding (RBP)
sdao um grupo de proteinas que se ligam a diferentes classes de RNA, incluindo os IncRNA
e acredita-se que a desregulacao das RBP e dos IncRNA contribui para o desenvolvimento
e progressao tumoral. Este grupo de proteinas pode exercer as suas fungdes por diferentes
mecanismos, enquanto algumas interagem com os IncRNA estabilizando-os e bloqueando
os sinais de degradacdo outras atuam precisamente ao contrdrio, promovendo a

degradacao dos IncRNA (Shaath et al. 2022).
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RNA ndo codificantes e aplicagoes terapéuticas

Outro tipo de IncRNA sao os RNA circulares (circRNA) onde as extremidades 3’ e 5’ se
encontram ligadas covalentemente, originando uma molécula circular. Sdo bastante
expressos em células humanas e desempenham papeis fundamentais na progressao de
doengas como o cancro colorretal. Podem ainda funcionar como esponjas dos miRNA
nos genes alvo. Um exemplo ¢ o circRNA hsa circ:0000523 que consegue regular a
proliferagdo e a apoptose de células do cancro colorretal ao atuar como esponja do
miRNA (Chen, Xu e Liu 2019). Apesar dos circRNA serem considerados a terceira maior
classe de ncRNA, as fungdes deste grupo ainda ndo se encontram totalmente
caracterizadas. A ligacdo dos circRNA com o cancro foi primeiro observada em 2013
através de deep sequencing profiling e constatou-se que muitos transcritos circulares sao

abundantes e expressos de maneiras diferentes em varios cancros (Chen et al. 2022).

14



Classes de RNA ndo codificante

2.2 RNA nao codificantes curtos

Fazem parte dos RNA nao codificantes curtos os micro RNA (miRNA), piwi-interacting
RNA (piRNA) e os pequenos RNA de interferéncia (siRNA). Os ncRNA ndo s6 estdo
presentes nas células de humanos e animais como também de plantas, estando
demonstrada a sua importancia nos processos de desenvolvimento das folhas e das

sementes e também na morfologia das raizes (Owusu et al. 2021)

Os sncRNA podem ser divididos em tradicionais, estruturais e derivados, como se pode
observar na figura 3. Todas as familias t€m em comum o seu envolvimento em diferentes
mecanismos biologicos, por exemplo os miRNA, piRNA e siRNA, que fazem parte dos
sncRNA tradicionais, interagem com proteinas da familia Argonauta para mediar o
silenciamento de RNA. J& os sncRNA estruturais desempenham fungdes essenciais na
regulacdo homeostase fisioldgica. As caracteristicas dos sncRNA derivados ainda ndo se
encontram totalmente definidas, sabendo-se apenas que funcionam independentemente
das proteinas Argonauta e sdo gerados apoOs clivagem enzimatica através de RNA

ancestrais (Shi, Zhou e Chen 2022).

Estudos mais recentes sugerem que os sncRNA podem ser modificados de varias
maneiras, o que influencia significativamente as suas fun¢des em diferentes processos

bioldgicos (Xiong e Zhang 2023)
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Figura 3. Estrutura e classificagdo dos RNA ndo codificantes curtos. Na coluna da esquerda encontram-se
os RNA curtos tradicionais; na coluna do meio os RNA curtos estruturais; na coluna da direita os derivados

de RNA curtos, cujo tamanho ¢ menos que 50 nucleétidos (Adaptado de Xiong, e Zhang, 2023).
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Classes de RNA ndo codificante

2.2.1 Micro RNA (miRNA)

Estrutura e biogénese

Os miRNA sdo estruturas de normalmente 22 nucle6tidos que funcionam através de RNA
de interferéncia (RNA1). Tém a capacidade de se ligarem a diversas sequéncias diferentes
dentro do RNA, conferindo-lhes o potencial de serem reguladores especificos da
sequéncia de qualquer gene. Tal como esquematizado na figura 4, a sua biogénese
comega no nucleo, com a transcricdo pela RNA polimerase Il em transcritos primarios
(pri-miRNA). Os pri-miRNA s3ao reconhecidos e processados pelo complexo
Drosha/DGCRS8 em precursores pré-miRNA que sdo depois transportados para o
citoplasma pela Exportina. Os pré-miRNA sao exportados para o citoplasma para serem
processados pela enzima DICER e os seus cofatores, tais como a proteinas ativadora da
Proteina Kinase R (PACT) ou a trans-ativacdo da proteina RNA-binding (TRBP),
resultando no duplex miRNA. O duplex miRNA maduro ¢ carregado para o complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC) e uma das extremidades do miRNA liga-se a
proteina AGO que ird guiar o complexo para o seu mRNA alvo suprimindo a sua

expressdo (Ho et al. 2022; Kilikevicius et al. 2022; Correia de Sousa et al. 2019).

A DNA ” ,
N
miRNAgene) .. DA DD . Nucleo
}':'.
: RNA Pol I|

B  pri-miRNA

Drosha/

"-,1 DGCRS8

Dicer

miRNA maturo
TTIPITITTITTITTITI Y
shdianssssdosnsdionssts

Figura 4. Biogénese de micro RNA. (A) O miRNA ¢ transcrito pela polimerase II em pri-miRNA; (B) O
complexo Drosha/ DCGRS cliva o pri-mRNA em pré-miRNA, o qual entra no citoplasma; (C) O complexo
maduro de miRNA ¢ gerado pela Dicer (Adaptado de Kilikevicius, Meister, e Corey 2022).
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RNA ndo codificantes e aplicagoes terapéuticas

Existem quatro variantes das proteinas AGO nas células de mamiferos, AGO1, AGO02,
AGO03 e AG04. A AGO01, AGO02 e AGOO03 sao as variantes mais prevalentes, enquanto
a AGOO04 ¢ encontrada em quantidades vestigiais. A AGO02 contém a habilidade de
promover a clivagem do RNA alvo quando o emparelhamento com o miRNA ¢ total.

(Kilikevicius et al. 2022).

Mecanismos de a¢do

Os miRNA s3ao moléculas que apesar da incapacidade de codificagdo sdo capazes de
modular a expressdo de genes através da inibicdo da traducdo do mRNA ou mesmo

promover a degradacao dos mRNA (Correia de Sousa et al. 2019).

A biologia dos miRNA ¢ muito mais complexa do que se supunha inicialmente, havendo
estudos efetuados ao longo dos ultimos anos que evidenciaram varios mecanismos
moleculares que regulam a sua atividade, como ¢ o caso dos polimorfismos de nucleotido
unico, metilacao de histonas ou de DNA, sele¢ao de miRNA assimétrica, interacdes com
outras moléculas de RNA codificantes e ndo codificantes ou proteinas RNA-binding

(Correia de Sousa et al. 2019).

Como foi dito anteriormente, os micro RNA suprimem ou inibem a expressao de genes,
a traducdo de proteinas e também promovem a clivagem de RNA mensageiro, tendo sido
evidenciado desempenharem papéis na comunicacao intracelular. Os miRNA podem
migrar para fora das células e entrar nos fluidos corporais, sendo chamados miRNA
circulantes; 90% destes formam complexos com proteinas incluindo a Ago2, NPMI e
lipoproteina de alta densidade e os outros 10% sdo secretados por exossomas. Os
exossomas que contétm o miRNA podem entrar em células vizinhas e afetar alvos de
mRNA, o que pode ser Util no desenvolvimento de diagnosticos e prognosticos nao
invasivos, sendo por isso cada vez mais considerados biomarcadores promissores para

varias doenc¢as humanas nomeadamente para o cancro (Ho ef al. 2022).
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Classes de RNA ndo codificante

A maneira como os miRNA regulam a expressdo genética depende de fatores como o
contexto ¢ ambiente celular. A extremidade (5’ ou 3’) degradada ou incorporada no
complexo RISC ird determinar o conjunto de mRNA alvo. A especificidade da a¢do do
complexo RISC em relagao aos mRNA depende bastante da complementaridade entre
elementos de resposta do miRNA (MRE). Outra caracteristica dos miRNA ¢ que um
unico miRNA pode ter como alvo centenas de mRNA e regular redes complexas de

proteinas (Correia de Sousa et al. 2019).

A atividade dos miRNA pode ser modulada de duas maneiras diferentes, baseadas nas
funcdes dos mimicking RNA. Os mimicking RNA sdo pequenos RNA com duas cadeias,
sintetizados quimicamente, que imitam os miRNA enddgenos causando o silenciamento
de genes. A estrutura destes RNA - uma cadeia idéntica a cadeia molde e outra cadeia
complementar - € necessaria para que possam ser reconhecidos pelo RISC. Por outro lado,
os AntagomiR sdo moléculas de RNA sintéticas, complementares a sequéncia de um
miRNA especifico, utilizadas para silenciar expressio de miRNA aberrantes. Estes
funcionam por ligagdo ao miRNA inibindo a sua a¢do. Por fim, os miRNA esponja sdo
transcritos que contém multiplos segmentos complementares para miRNA cujo local alvo
¢ o mesmo. Ao introduzir miRNA esponja a uma célula, ha ligagdo com o alvo, reduzindo

a quantidade de miRNA livres e ativos (Wojciechowska et al. 2017).

A sequenciagdo de RNA ja identificou milhares de moléculas que serdo potenciais
miRNA, porém, apesar de ser uma técnica sensivel, nem todos os miRNA detetados serdo
expressos em niveis que permitam regulagio de genes biologicamente relevantes. E por
1sso importante perceber o nivel de expressdao de miRNA individuais e de “familias” de
miRNA. Muitos miRNA tém estruturas base semelhantes ou iguais, o que permite que
sejam classificados em familias, sendo que as diferentes familias sdo expressas em niveis

diferentes umas em relacao as outras (Kilikevicius et al.2022).

Na figura 5 podem observar-se diferentes métodos pelos quais € possivel alterar a
atividade do miRNA, nomeadamente através dos mimicos de miRNA ou silenciando as

suas acoes
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1. miRNA enddgeno 2. miRNA mimic 3. antagomiR 4. miRNA esponja
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Figura 5. Diferentes métodos de alterar a atividade do miRNA. (1) o miRNA enddgeno (azul) liga-se a
sequéncia complementar presente na regido 3’ ndo traduzida do mRNA; (2) o mimico de RNA (vermelho)
¢ uma estrutura de cadeia dupla sintetizada quimicamente que imita o miRNA enddgeno e tem como o
mRNA complementar; (3) o antagomirR (preto) éum oligonucle6tidos sintético complementar a um miRNA
em particular. Este oligonucleotidos liga-se ao miRNA para inibir a sua agdo; (4) o miRNA esponja (verde)
contem varias sequéncias de um miRNA em particular. Ao chegar as células liga-se aos miRNA alvo
reduzindo o nimero de miRNA livres e ativos (Adaptado de Wojciechowska, Braniewska,e Kozar-

Kaminska 2017).

A lista completa de microRNA analisados até agora encontra-se na base de dados
miRBase (http://www.mirbase.org/) e inclui cerca de 1917 precursores de microRNA
humanos, até a data. Alguns destes produzem microRNA ativos com ambas as cadeias,
enquanto outros produzem apenas com uma das duas cadeias ativas. Uma vez que a
caracterizacdo funcional dos microRNA através de técnicas experimentais € bastante
dispendiosa e demorada foram desenvolvidas abordagens bioinformatica para identificar
os alvos do mRNA, com base na complementaridade entre a extremidade 3’UTR e a

sequéncia molde (Panni et al.2020).

2.2.2 Piwi-interacting RNA (piRNA)

Os piwi-interacting RNA (piRNA) sdo uma classe de RNA nao codificantes curtos com
24-31 nucleotidos de comprimento capazes de proteger a linha germinativa ao reprimir
transposoes (Iwasaki et al.2015). Esta familia de RNA nao codificantes foi descoberta ha
mais de 20 anos durante um estudo sobre o papel dos RNA curtos na espermatogénese de

Drosophila, sendo inicialmente chamados rasiRNA (Repreat Associated RNA) e mais
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tarde passaram a piRNA ap0s a descoberta da sua interagao com as proteinas PIWI. Desde
entdo foram realizados diversos estudos que confirmaram a sua existéncia tanto em

vertebrados como em invertebrados (Hanusek et al.2022).

Os piRNA sdo capazes de regular a expressao de transposdes € a expressao de genes,
através de diversos mecanismos tais como a metilagdo do DNA, modificagdo de histonas
e degradacdo do mRNA (Hanusek et al.2022). As disfun¢des dos piRNA resultam na
ativacdo de transposdes permitindo que estes se movam livremente pelo genoma,
acabando por danificar o DNA, o desenvolvimento gonadal e a fertilidade. (Onishi et
al.2021). Estes RNA interagem com proteinas PIWI formando complexos chamados de
piRISC (piRNA-induced silencing complex) o qual regula RNA alvo, incluindo
elementos transponiveis ¢ mRNA alvo endogenos pela via da regulacdo genética
transcricional ou pos-transcricional. A via da regulacdo genética pds-transcricional €
normalmente mediada pela atividade das endonucleases das proteinas PIWI, resultando

na clivagem do mRNA alvo no citoplasma. (Kim K. 2019).

Uma das fun¢des mais importantes e mais estudadas sobre os piRNA ¢ o silenciamento
dos elementos transponiveis (TE). Os TE sao elementos de DNA movel capazes de se
deslocarem entre diferentes zonas do genoma através de mecanismos de corte e
reintegracdo, promovendo a inibi¢do da expressdo de genes ou rearranjo do DNA
genomico (dele¢des, duplicagdes ou inversdes). Experiéncias realizadas em ratos
knockout demonstraram que a perda ou decréscimo dos niveis de piRNA/ proteinas PIWI

levava ao aumento da atividade dos TE (Hanusek et al. 2022).

Uma vez que um dos papéis principais das vias dos piRNA ¢ a inativacao de TE, o
comprometimento desta via poderd levar a expressao excessiva dos mesmos, resultando
num aumento da instabilidade do genoma e consequentemente alteracdes nas células
germinativas e infertilidade. Contudo, varias espécies de animais produzem piRNA que
ndo tém como alvo as sequéncias de elementos transponiveis, indicando que existem mais
alvos e fungdes para além do silenciamento dos mesmos (Kim K. 2019). Estudos mais
recentes demonstram que os piRNA apresentam diferencas na expressdo bem como na
origem gendmica em tumores € em células normais, sugerindo que podem afetar a
expressao de oncogenes e supressores de tumores, contribuindo para o desenvolvimento

e progressao de cancro (Hanusek et al. 2022).
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2.2.3 Pequenos RNA de interferéncia (siRNA)

O conceito de RNA de interferéncia (RNAi) foi introduzido em 1998. Estes atuam
naturalmente como um mecanismo de defesa contra acidos nucleicos exdgenos, estando
também envolvidos na regulacdo da expressdo génica. Logo apos a descoberta do RNAi
foram descobertos os pequenos RNA de interferéncia (siRNA) que foram identificados
como mediadores dos RNAi nas células de mamiferos. Os siRNA sao capazes de bloquear
a expressao de genes alvo através de uma sequéncia especifica, ao mediar a degradacao
de mRNA alvo ou a repressao da transcrigdo. Como resultado das ligeiras diferengas entre
siRNA e miRNA, os siRNA conseguem silenciar genes de forma mais eficiente e
especifica, que os miRNA poderdo comprometer a expressdo de varios genes alvo

simultaneamente (Hu et al. 2020).

Os siRNA inibem a expressdo génica ou a transdugdo através do emparelhamento de
Watson-Crick ao despoletarem a degradagdo de mRNA. Por utilizarem o
emparelhamento de Watson-Crick o seu uso torna-se vantajoso em relagdo aos fArmacos
que tém por base anticorpos monoclonais que necessitam de reconhecer conformagdes

espaciais de certas proteinas (Hu et al. 2020; Dong, Siegwart ¢ Anderson 2019).

Apesar do futuro promissor, o uso dos siRNA para o desenvolvimento de farmacos
apresenta algumas limitacOes tais como a baixa estabilidade e comportamento
farmacocinético e a possibilidade de induzir efeitos fora dos alvos desejados. Estas
desvantagens acontecem devido ao tamanho relativamente grande destas moléculas, ao
seu peso e ainda pela elevada quantidade de grupos fosfato que as torna moléculas
altamente anionicas. Apos administracdo de farmacos de siRNA € ainda necessario evitar
que sejam filtrados pelos rins, atuem fora das células alvo e que resistam as RNAses

(Dong, Siegwart e Anderson 2019).
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Natabela 1 encontra-se um resumo das principais classes de RNA nao codificantes curtos

— miRNA, piRNA, siRNA, snRNA e snoRNA — com os respetivos comprimentos,

precursores, biogénese e as principais fungdes desempenhadas.

Tabela 1. Resumo dos principais RNA ndo codificantes curtos (Adaptado de Xiong e Zhang 2023).

Classificacao

Micro RNA
(miRNA)

Piwi-interating RNA
(piRNA)

Pequeno RNA de
interferéncia
(siRNA)

Pequeno RNA
nucleolar (snRNA)

Pequeno RNA
nucleolar (snoRNA)

Comprimento

(nt)

20-25

18-30

20-25

90-200

60-400

Precursor

Precursor de miRNA
hairpin loop-like

RNA de cadeia
simples comprida

RNA de cadeia dupla
comprida
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Processamento

Transcritos pela RNA

Polimerase II, clivado

pelo Drosha/DGCRS e
Dicer

Transcritos pela RNA
polimerase 11
processado num ciclo
“ping-pong” pela Zuc,
Aub e AGO3

Transcritos pela RNA
polimerase II e
processado pelo Dicer
para clivagem

Transcritos pelas RNA
Polimerase II e 111

Transcritos pelas RNA
Polimerase II e
processados por

ribonucleases

Funcao

Liga-se a proteinas
Argonauta formando
o complexo RISC que
participa no
silenciamento génico
transcricional e
inibigdo da tradugdo
do mRNA

Intera¢do com as
proteinas PIWI para
regular o
silenciamento de
genes ¢ estabilidade
gendmica das células
germinativas através
de reguladores
epigenéticos

Ligam-se a proteinas
Argonauta formando
o complexo RISC que
participa na mediagao
do declinio de mRNA

Liga-se a proteinas
para formar pequenas
ribonucleoproteinas
envolvidas no
splicing de mRNA
Ligam-se a proteinas
especificas para
formar
ribonucleoproteinas
que regulam a
modificacdo do RNA
ribossomal



RNA ndo codificantes e aplicagoes terapéuticas

3. Influéncia do RNA niao codificante em doencas
humanas

Neste capitulo ira ser abordada a relagao dos RNA nao codificantes com algumas doengas
como o cancro, doengas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas tais como

Parkinson, Alzheimer, Doen¢a de Huntington e Esquizofrenia.

O cancro ¢ uma doenga onde a proliferagdo celular se encontra descontrolada, que pode
ser causado por alteragdes genéticas tais como mutacdes, amplificagdes, delecdes e
translocagodes (Kara, Calin e Ozpolat 2022). Existem dois genes nos quais as mutacgoes
estdo fortemente associadas a diversos tipos de cancro sendo eles 0o BRCA1 e o BRCA2,
ambos genes supressores de tumores (Romagnolo, Romagnolo e Selmin 2015). Pode
ainda estar associado a altera¢des epigenéticas que afetam a metilagdo, que consiste em
modifica¢des quimicas que regulam a expressao génica, imprinting gendémico, inativagao
do cromossoma X, silenciamento de transposoes e a estabilidade do genoma, podendo ser
hipermetilacdo — adi¢do de grupos metil ao DNA, nas bases de citosina em ilhas CpG,
levando ao aumento da metilacdo do DNA e consequentemente silenciamento de genes —
ou hipometilagdo - perda ou reducdo dos grupos metilo do DNA que tem como
consequéncia a instabilidade do genoma e ativacao de oncogenes (Nishiyama e Nakanishi

2021).

Ja as doencas neurodegenerativas como o Alzheimer e a doenca de Parkinson tém
bastante impacto na populagdo mais idosa. O Alzheimer ¢ caracterizado pela perda de
memoria e varias fungdes cognitivas estando associado a perda de neuronios e fungdes
sinapticas, danos mitocondriais, respostas inflamatdrias, acumulacdo de beta-amiloide e
formac¢ao de Tau hiperfosforilada (Su et al. 2022). A doenca de Parkinson também esta
associada a perda de neuronios dopaminérgicos, tendo como sintomas principais a
bradicinesia, rigidez muscular, postura instavel, redu¢gdo dos movimentos e tremores
(Pacsosi e Proietti-De-Santis 2023). Ja a esclerose multipla é caracterizada pela

desmielinizagdo induzida por células imunes autoreativas, que ocorre no Sistema Nervoso
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Central (SNC) e onde a expressao dos miRNA pode ser classificada em trés grupos, o
primeiro s3o os miRNA especificos em lesdes do SNC, o segundo os miRNA especificos
na regulacgdo do sistema imune e o terceiro grupo os miRNA circulantes (Siqueira e Pires

2017).

A doenga de Huntington ¢ uma doenga hereditaria autossomica dominante caracterizada
por sintomas como coreoatetose, disfun¢des cognitivas e distarbios psiquiatricos Li e
Wang 2021). O diagnostico ¢ normalmente confirmado pela identificagdo do niimero
excessivo do trinucledtido CAG no gene Huntington (HTT), localizado no cromossoma
4 (Stoker et al. 2022). O excesso de repeticoes CAG leva a formagdo da proteina
Huntington mutante (mHTT) (McColgan e Tabrizi 2018). A mHTT pode exercer as suas
fungdes neurodegenerativas através de varios mecanismos tais como a disfungdo
dopaminérgica, disfuncdo mitocondrial e stress oxidativo, autofagia desregulada,

agregacao proteica anormal e ainda disrupcao da transcri¢do génica (Kim et al 2021).

Por fim, a esquizofrenia ¢ uma doenga mental cronica caracterizada por varios niveis de
comprometimento cognitivo, alteragdes emocionais € comportamentos anormais que
prejudicam processos basicos de perce¢do e raciocinio. Apesar de anomalias genéticas
contribuirem para a hereditariedade da esquizofrenia, também a epigenética pode
contribuir para o desenvolvimento desta doenga. Os fatores epigenéticos podem estar
associados a varios mecanismos como a remodelacdo da cromatina, modificacdo das

histonas, metilagdo do DNA e a expressdo dos ncRNA (Richetto e Meyer 2021).
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3.1 miRNA

Com o decorrer dos anos e com os avangos tecnologicos o conhecimento acerca do papel
biologico dos miRNA tem vindo a crescer, havendo cada vez mais interesse no seu

potencial terapéutico e no desenvolvimento de faArmacos.

Na investigacdo do potencial terapéutico dos miRNA foram utilizados dois métodos, o
primeiro cujo objetivo seria de reparacao e o segundo cujo objetivo seria inibitorio. No
primeiro método recorreu-se a um miRNA nao funcional ou regulado negativamente que
seria distribuido por um oligonucledtido sintético, € no segundo método, os miRNA
expressos em niveis aberrantes seriam inibidos por antagonistas. A eficacia do miRNA
para fins terapéuticos ainda se encontra limitada por serem facilmente degradados pelas

(Ho et al. 2022).

Relacio com o cancro: De acordo com o gene alvo, alguns miRNA podem influenciar
negativamente oncogenes codificantes de proteinas enquanto outros podem inibir
supressores de tumores, podendo por isso agir como onco-miRNA ou miRNA supressores
de tumor. Uma vez que muitos miRNA sdo libertados por células cancerigenas para a
corrente sanguinea e para a urina, podem ser utilizados como biomarcadores e indicadores

de prognostico (Yan e Bu 2021; He ef al. 2020).

Aumentos e diminui¢des dos niveis de miRNA especificos podem ter como consequéncia
a desregulagdo de processos celulares como a proliferacdo, apoptose e a diferenciagdo
celular. Por exemplo, ja foi evidenciado que a expressdo aumentada do miR-1269 no
cancro do estdmago promove a proliferagdo de células cancerigenas, suprimindo
simultaneamente a apoptose celular. Outro exemplo ¢ o miR-145, que utilizado com alvo
na desintegrina e na metaloproteina 17, tem a capacidade de inibir a proliferacdo celular

no figado (Wojciechowska , Braniewska e Kozar-Kaminska 2017).
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A desregulacao do sistema imunitario tem bastante impacto no desenvolvimento do
cancro e varios miRNA estdo implicados no processo de vigilancia tumoral. Os miRNA
localizados intracelularmente podem ser libertados para a corrente sanguinea
transportados por exossomas, sendo normalmente libertados em resposta a estimulos
celulares, morte celular ou apos lesdes. No cancro, os exossomas podem afetar varios
fatores como a progressdo, metastases e a resisténcia a  farmacos.

(Wojciechowska , Braniewska e Kozar-Kaminska 2017).

Relacio com doencas cardiovasculares: Existem varios miRNA com fungdes
importantes no desenvolvimento cardiovascular e nas doengas do coracao. No sistema
cardiovascular os miRNA controlam a proliferagdo e diferenciacdo das células estaminais
e também a funcdo dos miocitos cardiacos, células pacemaker, células endoteliais e
células do musculo liso, tendo por isso um papel crucial no desenvolvimento cardiaco e
na sua regeneracdo. Estdo envolvidos na fisiopatologia cardiovascular e a sua expressao
encontra-se alterada em véarias doengas cardiacas (Wojciechowska , Braniewska e Kozar-

Kaminska 2017).

e miR-1 e miR-133: Estes dois miRNA promovem a diferenciagcdo do mesoderma
nas células estaminais embrionarias, sendo que mais tarde o miR-1 promove a
diferencia¢do enquanto o miR-133 inibe. O miR-1 influencia a cardiogénese
através da regulagao da expressao do fator de transcrigao Irx5 e Hand2, este ultimo
¢ um proteina envolvida no desenvolvimento do ventriculo direito e por sua vez,
aproteina Irx5 regula a expressao dos genes responsaveis pelos canais de potassio,
determinando o gradiente de repolarizacdo ventricular. O miR-133 influencia a
atividade do SRF (serum response factor) o qual regula genes responsaveis pela
diferenciagdo e crescimento do musculo cardiaco e do musculo liso

(Wojciechowska , Braniewska e Kozar-Kaminska 2017);
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miR-208, miR-499: envolvidos na regulagdo da diferenciacao, proliferagdao e
apoptose das células musculares cardiacas. O miR-499 influencia a apoptose de
cardiomidcitos ao diminuir os niveis de calcineurina da proteina Drp1, envolvidas
na fissao mitocondrial. Por outro lado, a superexpressao de miR-499 pode levar a

hipertrofia de cardiomiécitos (Huang 2018);

miR-21: promove a hipertrofia do miodcito ao reprimir o fator de transcri¢do
Sprouty2 que controla a ERK-MAPK (Wojciechowska, Braniewska e Kozar-
Kaminska 2017);

miR-24, miR-320 e miR-29: a expressao destes miRNA ¢ alterada quando as vias
de sinalizacdo do stress sdo ativadas, como por exemplo no enfarte do miocardio,
os niveis do miR-24, miR-320 ¢ miR-29 diminuem. O miR-24 também inibe a
traducdo da proteina pro-apoptose Bim (Wojciechowska , Braniewska e Kozar-

Kaminska 2017);

miR-214: a sua expressdo aumenta nos tecidos apds enfarte do miocérdio,
exercendo um efeito de prote¢do durante a isquemia. Reduz os niveis de calcio e
promove também a sobrevivéncia dos cardiomiocitos durante a inibi¢do da troca
sodio/calcio e Bim. A dele¢ao do miR-24 aumenta a mortalidade apo6s o enfarte

do miocardio (Wojciechowska , Braniewska e Kozar-Kaminska 2017).

Relacdo com Doencas Neurodegenerativas:

Doenca de Alzheimer: Na doenca de Alzheimer a sobrexpressdo de certos miRNA tem

sido associada a muitos dos efeitos fisioldgicos caracteristicos da doenga. Por exemplo, a

sobrexpressao do miR-193b, cujo alvo € o Precursor da Proteina Beta Amiloide (ABPP),

estd associada a acumulacdo de plaquetas AP (Gowda et al. 2022).

Doenca de Parkinson:

miR-7 e miR-153: A diminui¢ao do miR-7, miRNA responsavel pela diminui¢ao
da expressdo do gene SNCA, foi encontrada no cérebro de pacientes com
Parkinson. Acredita-se também que o miR-153 tem um papel semelhante ao do

miR-7, reconhecendo sequéncias da regido 3’UTR do SNCA. Foi também
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neuroprotetoras em neurénios dopaminérgicos de pacientes com Parkinson (Paccosi

e Proietti-De-Santis 2023);

miR-153b: E expresso no mesencéfalo, regulando tanto a mutagio como a fungio
do mesmo, em doentes com Parkinson. Funciona dentro do mecanismo de
feedback negativo, no qual o gene Pitx3 inclui a transi¢do do miR-133b ¢ a

atividade pos-transcricional do Pitx3 ¢ suprimida pelo miR-133b (Paccosi e

Proietti-De-Santis 2023);

miR-124: Tem como alvo os genes Calpain 1, Bim STAT3, Annexin AS e
MEKK3. E 0 miRNA mais abundante nos neurdnios, nos quais regula a sinapse,
neurotransmissdo, inflamacgdo, autofagia e funcdo mitocondrial (Paccosi e

Proietti-De-Santis 2023).

Esclerose multipla (EM):

miR-155: presente no SNC, encontra-se em niveis elevados em lesdes ativas. Este
miRNA tem a proteina de superficie CD47 como alvo. A expressao elevada de
miR-155 em lesdes tem como consequéncia a redugdo da expressdo da proteina
CDA47 que conduz a ativacao de macrofagos, favorecendo a fagocitose da mielina.
O miR-155 tem ainda funcgdes regulatorias da barreira hematoencefalica
favorecendo a passagem das células imunologicas para o SNC (Siqueira e Pires

2017);

miR-219: miRNA responsavel pela diferenciagdo de células precursoras de
oligonucledtidos. A sua auséncia ndo afeta a produgdo dos precursores o que
salienta a sua fun¢do na producao de células maduras capazes de produzir mielina

(Siqueira e Pires 2017)

miR-132: miRNA envolvido na regulacdo do sistema imune através da secregao

de citocinas por linfécitos B (Siqueira e Pires 2017);
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e hsa-miR-155, hsa-miR-146a, hsa-miR-326: miRNA envolvidos na regulacio do
sistema imune. Em pacientes com EM a expressdao deste miRNA encontra-se
aumentada. Tém como func¢do a diferenciagdo celular thl e th17, regulacao da
ativagdo dos linfocitos e diferenciagao celular th17, respetivamente (Siqueira e

Pires).
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3.2 IncRNA

O HOTAIR, ¢ um IncRNA ja bastante estudado, situado no locus 12q13.13 do gene
cluster HOXC (Rajagopal et al. 2020). Na base de dados NONCODE
(http://www.noncode.org/) constam diversos IncRNA ja estudados, tanto em plantas
como em animais e ainda a rela¢ao entre IncRNA e varias doencas (Zhao et al. 2021).
Estudos sobre este IncRNA mostram que exercem as suas fungdes ligando-se a proteinas
reguladoras da transcri¢do, incluindo enzimas de modificacdo de histonas e fatores de
remodelagdo da cromatina também podendo ligar-se de forma complementar a mRNA e
miRNA. Existe ainda uma subclasse de IncRNA denominados IncRNA de inicia¢do de
genes imunologicos (IPL) que ativa genes do sistema imune em células endoteliais
durante a resposta imunoldgica ao recrutar a histona-metiltransferase H3K4 WDRS5-

MLLI para os promotores alvos (Panni et al. 2020).

O IncRNA de HOTAIR tem vindo a ser cada vez mais estudado dada a sua ligagdo a
proliferagdo celular em diversos cancros como o cancro do colon e da mama e ainda
doengas cardiovasculares, encontrando-se também ligado a regulacdo da migragdo
celular, invasao e apoptose (Taghvimi et al. 2024). A regulacdo do miRNA pode ser feita
de forma direta ou indireta, sendo que na regulagao indireta ¢ capaz de silenciar o miRNA
ao ligar-se a PRC2 (complexo repressivo polycomb 2) para formar um complexo de
silenciamento, que tem como alvo as regides promotoras do miRNA, e na regulagdo direta
o HOTAIR participa em vdarios caminhos de regulacdo. O HOTAIR tem também
capacidade de diminuir a expressdo do miR-34a para promover o desenvolvimento de
tumores no cancro da mama, estobmago entre outros. Esta regulacdo acontece através da
formagdo do complexo EZH2-HOTAIR que se liga as regides promotoras do miR-34a

para silenciar o mesmo (Wang ef al. 2022).
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O transcrito X-inativo Xist ¢ o IncRNA cis mais conhecido e bem estudado. Durante a
fase inicial do desenvolvimento embrionario em mamiferos do sexo feminino, um dos
dois cromossomas X ¢ silenciado. Este processo depende da transcricdo do Xist de um
dos cromossomas X, que mais tarde serd o cromossoma X inativo (Xi). Apos este
processo, o Xist espalha-se pelo Xi, iniciando uma série de eventos que resultam na
relocalizagdo do cromossoma para a periferia nuclear, deposi¢ao de marcas de cromatina
repressiva e, eventual silenciamento de praticamente todo o cromossoma (Kopp e

Mendell 2018).

Relacido com o cancro: Alguns IncRNA atuam como supressores do desenvolvimento
cancerigeno. Existem varios IncRNA associados a diferentes cancros. Alguns exemplos
de IncRNA mais conhecidos sdo o XIST que esta associado a proliferagdo e inibi¢ao da
apoptose no cancro da mama e o HOTAIR que estd associado a promogao da proliferacao
no cancro do figado, da mama e dos ovérios. Existem também IncRNA associados a

outros cancros como o cancro do pulmao, do c6lon e do cérebro (H. Yan e P. Bu 2021).

Relacio com doencas cardiovasculares: os IncRNA estao relacionados com doengas
cardiovasculares através da regulagdo de diversos processos celulares tais como a

diferenciagdo, proliferagdo, apoptose, necrose e autofagia celular (Huang 2018)

e AKO048451: intitulado de Fator relacionado com hipertrofia cardiaca foi primeiro
identificado com uma esponja endogena do miR-489 com capacidade de se ligar

diretamente ao mesmo, restringindo a sua expressao (Huang 2018).

e GASS: geralmente considerado como supressor de tumor ao atuar como esponja
do miR-21, com capacidade de inibir a proliferacdo e promover a apoptose de
varias células cancerigenas. Este IncRNA contém um local de liga¢do para o miR-
23a, atuando também como a sua esponja. A expressdao aumentada de GASS inibe
a hipertrofia dos cardiomiocitos através da regulacdo negativa do miR-23a e do

seu alvo o Foxo3a (Huang 2018).
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e H19: nos estadios mais avangados da diferenciagao cardiaca das células P19CL6,
o HI19 regula negativamente o miR-19b. A superexpressdo do H19 inibe
significativamente a proliferagdo celular e promove a apoptose por modulaciao do
miR-19b e o seu alvo sox6 sendo que a sobre expressdao tem o efeito inverso

(Huang 2018).

e AKO079427: IncRNA também conhecido por APF, tem um papel crucial na
regulacdo da autofagia dos cardiomidcitos através da modulagdo do miR-188-3p
e do seu alvo ATG7. A reducao da expressao do APF reduz a formacdo de
vesiculas de autofagia e a morte celular dos cardiomiécitos, através da inibi¢ao da

expressao do miR-188-3p e aumento dos niveis de ATG7 (Huang 2018).

e MIAT: foi identificado como esponja do miR-150 na regulagdo de atividades
bioldgicas do epitélio celular e das células dos midcitos. O miR-150 ¢ capaz de
modular negativamente a expressdo do MIAT e suprimir a proliferacdo e
migracdo dos ECs. O Fator Vascular Endotelial (VEGF) ¢ um alvo do miR-150-
S5p porém os seus niveis apresentam-se mais elevados quando existe uma
superexpressdo do MIAT, sugerindo que a interacdo entre 0 MIAT, miR-150-5p

e o VEGF ser4 crucial para modular a funcdo cardiovascular (Huang 2018).

Relacdo com Doencas Neurodegenerativas: com a descoberta dos processos
patologicos, a terapia com recurso a IncRNA fornece uma abordagem aliciante. O
IncRNA NEATT1 acredita-se estar associado com a agregacdo de proteinas mal dobradas,
modulando os seus niveis de expressao e fungdes ao agir como esponja do miRNA e
regulando a transcricdo, estabilidade proteica e modificacdo das proteinas (L1 e Wang

2023).

e Doenca de Alzheimer: Estudos feitos sobre o IncRNA BACE1-AS concluiram
que este se encontra em niveis mais reduzidos no plasma de doentes com
Alzheimer em estado inicial, enquanto doentes num nivel mais avangado da
doencga apresentam niveis mais elevados. A expressdo alterada do BACE1-AS e

do S1A (forma intronica) estd correlacionada com a formacdo de AP (Varesi

2022).
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Doenc¢a de Huntington: foi a primeira doenga neurodegenerativa a ser
correlacionada com a desregulagdo do NEATI1. O TP53 ¢ regulado positivamente
e ativado pela mHTT e o NEAT1 contém locais de liga¢ao para o p-53 nos locais
de iniciagdo da transcri¢ao sendo, portanto, observado que a regulagao positiva do

NEATI podera ser induzida pela ativagdo do p53 (Li e Wang 2021).

Esquizofrenia: foi demonstrado por Barry et al que os IncRNA MIAT e RNCR2
interagem com fatores de splicing como o SF1 e QKI, os quais estdo implicados
no splicing alternativo do DISC1 e ERBB4, ambos envolvidos na etiologia da
esquizofrenia. Ja foi também demonstrado que os IncRNA respondem stresses
ambientais como o stress oxidativo, agentes genotdxicos e metais pesados, sendo
plausivel que alguns desses sinais contribuam para a etiologia da esquizofrenia

(Khavari e Cairns 2020).

Na tabela 2 constam varios IncRNA relacionados com doengas humanas e a respetiva

localizagdo de cada um, comprimento e a fun¢ao desempenhada.
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Tabela 2. IncRNA relacionados com doengas humanas raras (Adaptado de: He, Han, e Li 2014).

IncRNA

C15Sorf2

H19

Ube3a-as

KCNQI1O0T1

DGCRS

NRON

XIST

Ak042766

BX118939

ASFMR1

CECR3

CECR9Y

BPESC1

Localizacao

Cromossoma 15

Cromossoma 11

Desconhecida

Cromossoma 11

Cromossoma 12
Cromossoma
9q33.3
Cromossoma X

Desconhecida

Cromossoma 6

Cromossoma X

Cromossoma 22

Cromossoma 22

Cromossoma 3

Comprimento

(pb)

8053

2559

Desconhecida

91671

3334

2730

31093

1029

25578

3026

1915

198

3518

35

Tipo de

disfuncao

Expressao

Epigenética

Locus

Epigenética

Expressao e

mutagao

Expressao

Epigenética

Expressao

Mutagao

Expressao

Expressao

Expressao

mutacao

Doenca
associada

Sindrome de
Prader Willi

Sindrome de
Beckwith-
Wiedemann
Sindrome de
Angelman

Sindrome de
Beckwith-
Wiedemann

Sindrome de
DiGeorge

Sindrome de
Down

Sindrome de
Klinefelter

Sindrome das
Pernas Inquietas

Sindrome West

Sindrome do X
Fragil

Sindrome do olho
de gato

Sindrome do olho
de gato

Sindrome da
Blefarofimose
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3.3 snRNA e snoRNA

A remocao de intrdes do pré-mRNA e de transcritos ndo codificantes ¢ um passo essencial
para a expressao génica dos eucariotas. O splicing de RNA ¢ efetuado pelo splieceossoma,
uma macromolécula que contém cinco pequenos RNA nucleares (snRNA) na sua
composi¢ao — U1, U2, U3, U4, U5 e U6 - os quais sofrem alteragdes conformacionais de
modo a reconhecer corretamente os locais de splice e catalisar a remocao de introes
(Didychuk, Butcher e Brow 2018). Deste modo, os snRNA sdo considerados
fundamentais no splicing de pré-mRNA e essenciais nas células eucariotas (Lin et al.

2021).

Por sua vez, os pequenos RNA nucleolares (snoRNA) sao RNA nao codificantes que
atuam dentro no nucleo, onde foram primeiro descobertos (Van der Werf, Chin e Fleming
2021). Estes utilizam sequencias antisense para reconhecer alvos de RNA e a maioria dos
snoRNA encontra-se classificado em duas categorias, os C/D que guiam a enzima 2’-O-
metiltransferase Fibrilarina para catalisar a 2’-O-metalac¢do, ¢ os H/ACA que guiam a

proteina DKCI1 para catalisar a pseudouridilagdo (Zhang et al. 2023)

Rela¢ao com o cancro: Nos ultimos anos foram feitos varios estudos que demonstram o
papel dos snoRNA na regulacdo celular e no desenvolvimento e progressdo do cancro.
Existem também algumas evidéncias de que os snoRNA atuam de maneira semelhante
aos miRNA no silenciamento de genes sendo a primeira evidéncia o ACA42, um snoRNA
capaz de reduzir a expressao do CDC2L6. o SNORA42 ¢ também frequentemente
encontrado em niveis mais elevados em NSCLC e a sua regulacdo negativa reduz a
formacdo de coldnias, induz apoptose em NSCLC e inibe a formacdo de tumores

(Romano et al. 2017).
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3.4 circRNA

Os RNA circulares (circRNA) s3o uma classe de ncRNA descoberta mais recentemente,
caracterizados pela ligagdo covalente entre as extremidades 3’ e 5°, que podem
desempenhar funcdes fisioldgicas de diversas maneiras nomeadamente agindo como
espojas de miRNA (mecanismo utilizado mais frequentemente), regulando a transcri¢cdo
génica ou interagindo com proteinas RNA-binding (Li et al. 2023). Os circRNA exibem
um grande potencial na regulacao de fungdes bioldgicas das células do cancro da mama,

incluindo a proliferagdo, migragao e invasao (Liang et al. 2020).

Relacido com o cancro: os circRNA apresentam uma estrutura molecular mais estavel
sendo por isso mais resistentes as exonucleases sendo mais vantajosos no
desenvolvimento de biomarcadores para o cancro da mama. Estes competem com outros
RNA para se ligarem ao miRNA e a proteina RNA-binding conseguindo regular a

transcri¢do genética e os pré-mRNA (Zhang et al. 2021).

e circ-Dnmtl: promove a proliferagdo de células do cancro da mama por via da
autofagia ao interferir com a localizacdo nuclear do p53 e AUF1(Liang et al.

2020).

Relacdo com Doencas Cardiovasculares: apesar de ndo existirem indicios concretos de
que o circRNA tem algum papel na formagdo e desenvolvimento do coracdo, emergem
cada vez mais estudos que demonstram a sua significancia na regulacao de diferentes
células relacionadas com doengas cardiovasculares bem como na proliferagdo,
diferenciag¢do, migragdo e apoptose o que acaba por influenciar a estrutura e alteragdes

funcionais das cé€lulas cardiovasculares. (Zhao et al. 2023)
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circFndc3b: varios estudos ja reportaram que este circRNA apresenta expressao
reduzida nos tecidos cardiacos de pacientes com cardiopatia isquémica. Este
circRNA também liga proteinas RNA-binding fundidas em sarcomas (FUS), o
fator de crescimento regulador do fator endotelial (VEGF), para regular a
expressao ¢ a sinalizacdo. Quando apresenta uma expressao aumentada nas
células do endotélio cardiovascular, aumenta a expressio do VEGF-A,
melhorando a sua atividade angiogénica e reduzindo a apoptose das células
endoteliais. Estes achados destacam o papel fisiologico do circFndc3b-FUS na

remodelagdo e neovascularizagao cardiovascular. (Zhao et al. 2023)

circEsyt2: influenciar a proliferag¢do hipertrofica vascular das células do musculo
liso, levando ao desenvolvimento de hipertensdo. A proteina 1 circEsyt2-polyC-
binding (PCBP1)-U2, um pequeno RNA nuclear auxiliar do axis do Fator 2,
influencia o splicing § da proteina p53 (p53) o que leva a alteragdes dos niveis de
expressao dos genes alvo da p53 como a ciclina D1, p21, PUMA e NOXA. Estas
alteragdes influenciam a proliferacdo celular nas células do musculo liso. (Zhao

et al. 2023)
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4. Terapéutica baseada em ncRNA

A capacidade que os ncRNA tém para controlar a expressao de genes faz com que sejam
alvos promissores para o tratamento de doencas, podendo ser utilizados no
desenvolvimento de farmacos ou como alvo de farmacos (Matsui e Corey 2017). As
varias terapias baseadas no RNA incluem o uso de oligonucleétidos antisense (ASOs),
siRNA, RNA hairpin curtos, ASO anti-microRNA (antimiRs), miRNA mimics, esponjas
de miRNA, circRNA e adi¢cdes no gene CRISP-Cas9. Existem ja varias terapéuticas
aprovadas pela FDA e/ou pela EMA, com alvo na modificacdo de genes do figado,
musculo ou sistema nervoso central. Estas terapéuticas consistem em siRNA ou ASO que
desregulam genes especificos ou ASO cujo alvo € o splicing de pré-mRNA (Winkle et al.

2021).

A terapéutica génica ¢ uma terapéutica promissora uma vez que tem como alvo os genes
causadores de doengas o que possibilita tratamentos mais precisos e personalizados para
cada doente. Ao introduzir certos acidos nucleicos nos tecidos desejados do paciente, a
expressao dos genes pode ser regulada (aumentada ou diminuida). Os siRNA, miRNA e
os ASOs s3o moléculas representativas usadas para despoletar a inibicdo de genes,
enquanto o DNA plasmideo, mRNA, saRNA, ASOs moduladores de splicing ¢ CRISPR
sao usualmente utilizados para aumentar ou corrigir a expressao de genes alvo. (Hu et al.
2020). Em 2018 a FDA e a Comissdo Europeia aprovaram o Onpattro™, como o primeiro
farmaco comercial baseado em RNA de interferéncia para o tratamento de amiloidose
hereditaria e em 2019 o Givlaari™ para o tratamento de porfiria hepatica aguda em

adultos (Hu et al. 2020).
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4.1 Terapéutica baseada em miRNA

O papel dos miRNA no cancro foi revelado em 2002 quando foi descoberto que os MIR15
e MIR16 sdo frequentemente deletados na leucemia linfocitica cronica (Chen et al. 2022).
Alteragdes fisioldgicas na expressao dos miRNA sao fundamentais na regulacao de redes
genéticas complexas e na sinalizagdo de cascatas. Em varias doencas, alteragdes da
expressao dos miRNA tém um papel central na modificagdo da expressdo de proteinas
como parte das mudancas celulares patologicas. Para além do potencial de diagnostico
que as alteragdes na expressao dos miRNA apresentam, também tém potencial terapéutico
através da manipulagdo de fungdes das células cruciais para o fenétipo da doenga (Diener,
Keller e Meese 2022). Contudo, o papel desempenhado pelos miRNA esta dependente do
contexto uma vez que o mesmo miRNA ja foi reportado como oncogene num cancro e

como supressor de tumor noutro (Chen et al. 2022).

Os miRNA circulantes s3o considerados biomarcadores promissores para muitas doengas,
uma vez que cumprem critérios para tal, como a alta especificidade, facil acessibilidade
e sensibilidade, tendo sido considerados biomarcadores para o cancro em 2008. Sabe-se
que os miRNA existem em muitos fluidos bioldgicos onde sdo altamente estaveis e podem
ser facilmente extraidos de sangue ou de bidpsias liquidas. Também possuem alta
especificidade para diferentes tecidos ou células, por exemplo, o0 miRNA-122-5p ¢
altamente enriquecido no figado ou o miRNA-140 que ¢ seletivo para cartilagem. o que
possibilita a utilizagdo de miRNA especificos para determinar o inicio e progressao de

uma doenca (Ho et al. 2022).

Também podem ser usados para prever o efeito da quimioterapia e a recorréncia de uma
doenca. Por exemplo, no cancro de mama, um aumento do miR-125b pode revelar uma
resposta terapéutica mais baixa ao 5-fluorouracil, epirubucina ou ciclofosfamida. Niveis
mais elevados de miR-210 foram indicados para resisténcia ao trastuzumabe e
desenvolvimento de tumor de pacientes com adenocarcinoma em estadio inicial. Os
miRNA circulantes também foram relatados como potenciais marcadores para outras
doencas, como ¢ o caso da artrite reumatoide, onde a expressdo de miR-125b se
encontrava aumentada no soro e no sangue de pacientes com AR, em comparacdo com

controlos osteoartriticos e normais (Ho et al. 2022).
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Ja existem inimeras ferramentas de diagnostico utilizadas com aplicacao clinicas como
por exemplo o miReviewTM Mets, RosettaGX Reveal, ThyraMir, CogniMIR, OsteomiR
e ThrombomiR. O miRviewTM Mets ¢ um teste molecular desenvolvido pela Rosetta
Genomics, utilizado como auxiliar na classificagdo de tumores de origem desconhecida.
O miRviewTM Mets utiliza um painel de microRNA para identificar padroes de
expressao especificos que podem ajudar os médicos a determinar a origem do tumor e
consequentemente garantir um tratamento personalizado para pacientes com cancro. Isso
¢ especialmente 1til em casos em que a origem do tumor ndo pode ser determinada apenas

por métodos tradicionais, como histologia e imunohistoquimica (Ho et al.2022).

Tanto os miRNA como os IncRNA e os circRNA ja foram associadas a diferentes
processos malignos, incluindo a resisténcia a varias terapias contra o cancro. De maneira
direta ou indireta todas estas classes acabam por interagir - o IncRNA e o circRNA tém
capacidade de se ligarem aos miRNA e inibir a ligacdo dos mesmos ao mRNA -
comprovando a existéncia de uma rede molecular complexa (Chen et al. 2022). De modo
geral, as terapéuticas de miRNA tém como objetivo a modificagdo e, idealmente, a
reversdo patoldgica da expressio do miRNA. Estes mecanismos incluem o
aperfeicoamento/reconstituicdo de miRAN endogenos que atuam como supressores
patolégicos e também a reducdo da expressao ou bloqueamento funcional de miRNA que
atuam como condutores patologicos. Para alterar os niveis de miRNA sdo comumente
utilizados 4cidos nucleicos como miRNA sintéticos (miRNA mimics), e inibidores de
miRNA baseados em oligonucledtidos (anti-miRs), como se pode observar na figura 6.
Outro mecanismo utilizado combina os farmacos convencionais com miRNA, uma vez
que as terapé€uticas com farmacos podem ser melhoradas pela intervencdo do miRNA
cujo alvo sdo caminhos celulares que afetam resultados terapéuticos. A combinacdo dos
miRNA com os siRNA aponta para o aumento da eficiéncia da terapéutica, uma vez que
o desenvolvimento de farmacos de siRNA se encontram mais avancados que os farmacos

de miRNA (Diener, Keller e Meese 2022)
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Figura 6. Visdo geral das rotas utilizadas para atingir o miRNA nas células (Adaptado de: Diener, Keller e
Meese 2022).

Os farmacos de miRNA testados até agora foram administrados por forma intravenosa ou
cutanea. Para doengas respiratdrias a terap€utica pode ser administrada também por via
inalatéria. Apesar do uso de terapias baseadas em miRNA ser bastante apelativo ainda
existem algumas dificuldades a ser ultrapassadas como a identificacdo das vias de
administragdo mais apropriadas, a estabilidade dentro do organismo, a chegada do
farmaco aos tecidos e células desejados e a obtencdo dos resultados intracelulares

pretendidos (Diener, Keller e Meese 2022).

O Miravirsen foi o primeiro farmaco de miRNA a entrar em ensaios clinicos,
encontrando-se neste momento em fase II. Este farmaco tem como alvo os miR-122, um
miRNA com capacidade de aumentar a transcri¢ao do virus da hepatite C, ligando-se aos
dois locais de ligacdo na UTR 5’ do genoma do virus. O Mesomir ¢ outro exemplo de
miRNA em fase II de ensaios clinicos. Este consiste num mimico de miRNA que substitui
o miR-16 o qual se encontra reprimido em cancros como o mesotelioma pleural maligno

(Ho et al. 2022).
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Na tabela 3 pode observar-se algumas das terapéuticas de miRNA que se encontram em

fase I e II de ensaios clinicos, as respetivas doengas e miRNA alvo.

Tabela 3. Algumas das terap€uticas de miRNA em ensaios clinicos (Adaptado de Ho et al. 2022).

Nome Doenca miRNA alvo Fase de ensaio
clinico

Miravirsen Virus da Hepatite C AntagomiR e miR-122 II

Cobomarsen Linfoma e Leucemia AntagomiR e miR-155 II

Mesomir Mesotelioma pleural Mimicos de RNA e II
maligno miR-16

ABX464 Doenga de Crohn miR-124 II

Remlarsen Doenga fibrotica Mimicos de RNA e I
miR-29a

MRX34 Cancro Mimicos de RNA e I
miR-34a

MRG-110 Doengas isquémicas miR-92 I

A vantagem do uso terapéutico dos miRNA comeca pelo facto de estes serem moléculas
inatas das células do corpo humano e por isso apresentam naturalmente os mecanismos
para o processamento e selecdo dos alvos e em segundo lugar, os miRNA atuam visando
multiplos genes envolvidos da mesma via apresentando por isso uma resposta ampla e
simultaneamente especifica. Um exemplo ¢ o miR-15 e o miR-16 que desregulam varios

fatores anti-apoptose incluindo o BCL-2 e o MCL1 (Winkle ef al. 2021).
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4.2 Terapéutica baseada em IncRNA

Os IncRNA sao os RNA nao codificantes mais complexos. A complexidade desta classe
de RNA advém da sua estrutura 3D multifacetada que ¢ capaz de se modificar
rapidamente e conferir-lhes a habilidade de realizarem diferentes funcdes. Estes
apresentam fungdes cis e trans onde as cis estdo normalmente relacionadas com a
transcrigdo do DNA, modificagcdes da cromatina e o looping cromossomal enquanto as
fungdes trans incluem a ligagdo ao mRNA (alterando a sua estabilidade), ligacdo a
proteinas (alterando a sua fun¢do) e interagao com outros ncRNA, facilitando a formagao
de paraspeckles. Apesar de se saber que os IncRNA estdo relacionados com o cancro os
estudos raramente se convertem a pratica clinica, com excecdo do PCA3 que ja ¢

considerado como biomarcador para o cancro da prostata (Chen et al. 2022).

O cancro da prostata ¢ diagnosticado maioritariamente através dos niveis de PSA
(antigénio especifico da prostata) presente no soro juntamente com o exame retal digital.
Apesar da elevada sensibilidade deste antigénio para a detegdo do cancro da prostata, a
especificidade ¢ reduzida o que conduz a um elevado numero de bidpsias negativas apesar
dos niveis de PSA aumentados no soro (Day ef al. 2011). Em 1999 constatou-se que que
o IncRNA PCA3 se encontra em niveis elevados nos tecidos tumorais da prostata sendo
considerado um biomarcador por ndo se detetar em tecidos normais nem tecidos
neoplésicos provenientes da bexiga, mama, cérvix, endométrio, rim, ovario ou testiculo.
A detegdo do PCA3 pode ser feita em amostras de urina, sangue ou bidpsias (Ghafouri-

Fard et al. 2022).

4.3 Terapéutica baseada em siRNA

Os mecanismos de a¢ao dos farmacos de siRNA acontecem maioritariamente por inibigao
da expressao de genes alvo do RNAi. O processamento do RNAi comega no citoplasma
com a endoribonuclease DICER, que produz siRNA maduros através da clivagem de
RNA de cadeia dupla longos ou RNA hairpin curtos. O siRNA resultante tem entre 21-
23 nucledtidos de comprimento e € incorporado no complexo RISC o qual ¢ composto

por um conjunto de proteinas integrais incluindo a Dicer e Ago-2. As cadeias de siRNA
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sao depois separadas em sense e antisense onde a antisense servira de guia para alinhar o
complexo a sequéncia de mRNA. Quando utilizados os RNAI para beneficio terapéutico
podemos ignorar o passo inicial de maturacdo do siRNA, mediado pelo Dicer, e
administrar diretamente siRNA preparados artificialmente. Uma vez que a atividade do
RISC ¢ determinada pela cadeia guia, ¢ crucial sintetizar uma cadeia antisense que
otimize a seletividade sendo igualmente importante a sintetizagdo de uma cadeia que ndo

se ird ligar a potenciais sequéncias de mRNA homologas (Zhang ef al. 2021).

Primeiro anunciados em 1978, os farmacos baseados em oligonucleotidos antisense
continuam a ser bastante apelativos por serem baseados na hibridagao de Watson-Crick e
por serem muito mais especificos que os fairmacos tradicionais que utilizam moléculas
mais pequenas. Para explorar a oportunidade de utilizar a hibridagdo Watson-Crick dos
oligonucle6tidos andlogos ao RNA foi primeiro necessario compreender a quimica
medicinal dos oligonucle6tidos. A maioria das modificagdes focou-se no aumento da
afinidade por nucleétido para a sequéncia cognata e/ou no aumento da resisténcia as
nucleases. Ja foram feitos e testados milhares de acidos nucleicos analogos de RNA e
DNA, consistindo na modificacdo de bases, modificacao de agucares, modifica¢ao das
ligagdes internucleosidicas. A estrutura de cadeia dupla ou cadeia simples tem um
impacto consideravel no desempenho dos oligonucledtidos cujo alvo € o RNA, enquanto
0s ASOs sdo de cadeia simples, os siRNA sdo de cadeia dupla, contendo uma cadeia sense
e uma antisense, onde a antisense ¢ farmacologicamente ativa enquanto a sense pode ser
considerada a “distribuidora de farmacos” por transportar a cadeia antisense para a Ago2
(endonuclease intracelular). Quanto as classes quimicas, os oligonucle6dtidos dentro de
cada classe diferem apenas na sequéncia tendo por isso caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes e consequentemente propriedades farmacocinéticas e bioldgicas em comum,
sendo essencial definir com precisdo a quimica de cada oligonucledtidos direcionado ao

RNA (Crooke, Bennett e Baker 2018).
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Figura 7. Modificagdes de oligoncledtidos (Crooke, S. T., Witztum, J. L., Bennett, C. F., & Baker, B. F.
2018).
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No painel A da figura 7 observam-se alguns dos acidos nucleicos analogos de RNA e
DNA que ja foram testados nos oligonucleotidos antisense. Como referido anteriormente,
consistem na modificac¢ao de bases, agucares, modificacao de ligagdes internucleosidicas
e na conjugacao de pequenas e grandes moléculas em todas as posigdes de dinucledtidos.
No painel B observam-se as conjugacdes utilizadas nos estados mais avangados dos
ensaios quimicos para aumentar a distribuicdo e por fim na sec¢do C observam-se as
estruturas de cadeia simples e cadeia dupla dos oligonucleotidos Crooke, Bennett ¢ Baker

2018).

Como foi referido anteriormente, ja existem farmacos baseados em siRNA aprovados
para comercializagdo como ¢é o caso do Givosiran (Givlaari™). Este medicamento foi
desenvolvido pela Farmacéutica Alnylam para tratamento da porfiria hepatica aguda. Esta
doenga trata-se de uma mutacao genética que afeta a produg@o do grupo heme no figado.
O processo de producao do grupo heme ¢é controlado pela proteina dcido aminolevulinico
sintetase 1 (ALAS1). Quando a proteina ALAS]1 ¢ ativada, a producao do grupo heme ¢
incapaz de acompanhar, levando a acumula¢ao de acido aminolevulinico (ALA) e
porfobilinogénio. Este firmaco consiste num siRNA de cadeia dupla cujo alvo ¢ o RNA
mensageiro ALAS). Este siRNA liga-se covalentemente a um ligando com trés N-
acetilgalactosaminas que tém como alvo os recetores das asialoglicoproteinas. Uma vez
que estes recetores sdo expressos quase exclusivamente nos hepatdcitos, a distribuicao do
Givosiran ¢ direcionada para os mesmos. A chegada dos siRNA aos hepatocitos resultara
na reducdo da expressaio do mRNA do ALASI prevenindo simultaneamente a
acumulagdo do acido aminolevulinico neurotoxico e do porfobilinogénio no figado (Scott

2020).
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Figura 8. Principais caracteristicas do farmaco Givosiran (Adaptado de: https://www.givlaari.com/).

Tal como o Givosiran, o Patisiran (Onpattro™) foi também desenvolvido pela

Farmacéutica Alnylan. Este medicamento foi aprovado para o tratamento da amiloidose

ATTR hereditaria (hATTR) em adultos, uma doenca autossémica dominante (figura 9),

caracterizada pela deposicao da proteina amiloide nos 6rgaos e tecidos do corpo. Consiste

também num siRNA de cadeia dupla, encapsulado numa nano particula lipidica que

permite a sua distribuicdo para os hepatocitos. Este farmaco liga-se a uma sequéncia

geneticamente conservada na UTR 3° dos mRNA de transtirretinas mutantes e selvagens

(TTR), levando a degradagao destas proteinas havendo consequentemente uma redugao

no nivel de proteinas TTR no soro e deposic¢ao das proteinas TTR no tecido (Urtis et al.

2020).
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5. Desafios e perspetivas futuras

As terapias com base no ncRNA tém vindo a provar o seu potencial na ultima década,
principalmente para o desenvolvimento de terapias contra o cancro. Com a descoberta
das func¢des dos miRNA gerou-se bastante entusiasmo no desenvolvimento das terapias
baseadas no miRNA. Como referido nos capitulos anteriores, a desregulagdo dos niveis
de miRNA contribui para a patogénese de varias doencas nomeadamente através da
modulacdo dos genes envolvidos em processos celulares como a proliferacdo,
diferenciagdo, apoptose, angiogénese, metastizacao, resisténcia a farmacos e também a
tumorigénese. Através do RNAi, os miRNA mimic, antagomirs e os siRNA tém a
capacidade de inibir a expressdo de qualquer gene ou mRNA relacionado com o cancro,
representando por isso uma ferramenta terapéutica excecional para terapéuticas alvo e
medicina de precisdo. O sucesso das terapéuticas com miRNA e siRNA est4d dependente
da distribuicdo segura e eficaz dos farmacos até as células tumorais ou microambiente
tumoral. Por este motivo a nano distribui¢do tem vindo a ser desenvolvida utilizando uma
grande variedade de moléculas para administragdo sistémica e aperfeicoamento da
chegada dos farmacos aos tumores, com o minimo de efeitos secundarios possiveis (Kara,

Calin e Ozpolat 2022).

Apesar do elevado potencial terapéutico dos siRNA, um dos principais desafios da sua
utilizagdo em terapias ¢ a biodisponibilidade reduzida, devido ao seu tamanho e carga
anidnica. A nivel sistémico a distribuicdo dos siRNA ¢ comprometida pela rapida
depuracao, principalmente pelos rins. Os siRNA também apresentam como desvantagem
a rapida degradacdo pelas nucleases presentes no plasma, tecidos e citoplasma. Apds
passarem pela depuracdo sistémica os firmacos deverao passar pelo endotélio capilar para
os tecidos, o que ¢ desafiante devido a abundancia de aderéncia e jungdes estreitas. Os
siRNA tém tendéncia para se acumulares em locais como o figado ou tecidos tumorais o
que dificulta a sua distribuicdo para outros locais (Zhang et al. 2021). E ainda necessario
aperfeicoar os tratamentos de modo a evitar efeitos secundarios, inducdo de respostas
imunes prejudiciais e ainda a complexidade e o elevado custo dos estudos realizados (Fu

et al. 2023).

Outro obstdculo comumente enfrentado no desenvolvimento de terapias génicas esta

relacionado com o RNA uma vez que as terapias de RNA requerem conhecimento espec
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especifico sobre os mecanismos de agdo ¢ de mutacdo de doengas. Por este motivo a
sequenciag¢do gendmica e a sua andalise sdo fatores muito importantes para a identificacao

dos alvos para as terapias de RNA (Hastings e Krainer 2023).
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6. Conclusao

O interesse pelo uso de RNA nao codificantes para fins terapéuticos tem vindo a aumentar
bastante nos ultimos anos devido ao seu potencial terapéutico para doengas como o
cancro, doengas neurodegenerativas e muitas outras. As terapias baseadas em ncRNA tém
vindo a demonstrar o seu potencial na medicina de precisao, contribuindo para terapias

personalizadas e consequentemente mais adequadas e eficazes para cada paciente.

Apesar de ja existirem farmacos de ncRNA aprovados para comercializa¢do, como ¢ o
caso do Givosiran ¢ do Patisiran,, e bastantes em fase II de ensaios clinicos, ainda existem
alguns obstaculos a superar como a distribuicdo dos ncRNA nos alvos, de forma segura e

eficaz, minimizando es efeitos secundarios.

O futuro das aplicacdes terapéuticas dos RNA ndo codificantes ¢ bastante promissor por
si s0, podendo também ser combinado com outras terapéuticas como ¢ o caso da
quimioterapia. Com os avancos continuos nas mais diversas areas cientificas espera-se
uma evolugdo no diagnoéstico, terapia, associados a medicina de precisdo, no sentido de

personalizagdo das terapias a aplicar a cada doente.
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