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RESUMO

MORALES, G. S. A realidade emergente da terapia com RNAI: desafios e
avanc¢os. 2019. no. f. Trabalho de Concluséo de Curso de Farméacia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2019.

Palavras-chave: silenciamento génico pos-transcricional, RNA interferente, terapia
inovadora, solucdes e desafios

INTRODUCAO: Descoberto no final da década de 90, o fenémeno de
silenciamento génico pds-transcricional (SGPT) desencadeado por RNA
interferente tem sido intensamente estudado, visando sua aplicacdo em terapias
de variadas patologias. Além de diferentes moléculas de origem enddgena [ex:
microRNAs (miRNAs)], o mecanismo de interferéncia por RNA pode ser iniciado
através de pequenos RNAs interferentes gerados a partir de RNAs dupla fita
exdégenos introduzidos na célula. Esses sdo processados no citoplasma e, ao
interagirem com o RNA mensageiro alvo por complementaridade de sequéncia de
nucleotideos, levam a degradacdo desse RNA ou a repressdo de sua traducao,
culminando no silenciamento do gene relacionado. Diante disso, terapias
baseadas nesse mecanismo expandem o universo de moléculas passiveis de
serem alvos terapéuticos, além de possuirem outras vantagens, as quais explicam
0s investimentos e rapida evolucdo no desenvolvimento de medicamentos desse
tipo. Embora ainda existam solucfes a serem melhoradas, em alguns paises, ja
esta disponivel comercialmente o medicamento patisiran (Onpattro™), o qual é um
pequeno RNA interferente. Assim, fica evidente que se trata de uma tecnologia
extremamente inovadora, vidvel e com potencial de impactar positivamente a vida
de inimeros pacientes. OBJETIVOS: Apresentar uma revisao sobre terapia
baseada no mecanismo de interferéncia por RNA, analisando-se solucdes
empregadas no seu desenvolvimento e desafios remanescentes. MATERIAL E
METODOS: Realizou-se uma pesquisa bibliografica de artigos cientificos
publicados em base de dados online, tendo como foco a utilizagdo do mecanismo
celular de interferéncia por RNA no processo de regulacdo génica para o
desenvolvimento de terapias medicamentosas. Selecionaram-se 0s estudos
guanto a existéncia de informacdes relevantes ao tema de revisdo proposto.
RESULTADOS: Sendo o mecanismo de regulacéo da expressédo génica por meio
de RNA interferente intrinseco das células eucarioticas, descreve-se em detalhes
a biogénese dos acidos ribonucleicos envolvidos. Compreendendo a referida via
celular, visualizam-se vantagens da abordagem terapéutica baseada no
mecanismo mencionado como, a acdo ocorrer de modo catalitico e a montante
das terapias tradicionais e apresentar alta especificidade. Por outro lado, pontos
desafiadores remanescentes ao desenvolvimento e expansao dessa tecnologia
também sado aqui analisados, dando enfoque aos relacionados com o alcance do
sitio de acédo pelo RNA interferente. Explora-se as estratégias de conjugacao
desse ao agUcar N-acetilgalactosamina trivalente (GalNAc) e o emprego de
nanoparticulas lipidicas. Quanto a primeira aborda-se geracdes de conjugados em
estudos bem como diferencas entre elas, jA& quanto a segunda, analisa-se,
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principalmente, a quimica envolvida na formulacdo do medicamento Onpattro™.
Diante dos pontos estudados nesse trabalho, verifica-se o grande potencial de
farmacos conjugados com GalNAc chegarem ao mercado nos proximos anos. Ja
em relacdo aos aspectos regulatérios envolvidos nessa questdo, observa-se que,
hoje, ainda se carece de diretrizes regulatérias que abordem as
expectativas/padrdes de qualidade para os oligonucleotideos de forma especifica.
CONCLUSAO: Terapias com RNA interferentes ja sdo uma realidade emergente e
com potencial de transformacdo da medicina. Em poucos anos, partiu-se do
estudo da biogénese dos miRNAs e da participacdo desses no silenciamento
génico pos-transcricional, para o desenvolvimento de farmacos aplicados no
tratamento de diferentes patologias.



1. INTRODUCAO

A denominacado “interferéncia por RNA (RNAI)”, correspondendo RNA do
acido ribonucleico no processo de regulacdo génica, celular foi pensada, pela
primeira vez, por Andrew Fire e Craig Mello, em 1998, através de um estudo
publicado na revista Nature (FIRE et al, 1998). Neste, avaliou-se o efeito fenotipico
decorrente da injecdo de RNA no nematdédeo Caenorhabditis elegans e, dentre as
conclusdes, levantou-se a hipotese de que o mecanismo de RNAI poderia fornecer
uma explicacéo para o silenciamento génico poés-transcricional (SGPT).

No mesmo ano, Fire proveu evidéncias de que o RNA mensageiro (RNAmM)
era 0 alvo do RNA dupla fita (RNAdf) injetado nas células (por meio de
reconhecimento via cadeias complementares) e que era degradado antes de sua
traducdo, ou seja, o RNAdf exerce seu efeito a nivel pdés-transcricional
(MONTGOMERY, XU, FIRE, 1998). Desde entdo, houve uma crescente expansao
de conhecimentos sobre controle genético, cabendo ressaltar que a referida
descoberta, no final da década de 90, culminou no Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina de 2006 para Fire e Mello.

Hoje, entende-se que o mecanismo de interferéncia por RNA é conservado
evolutivamente entre 0s eucariotos consistindo, sumariamente, na regulacédo da
expressdo de genes alvos a nivel pos-transcricional por RNAs ndo codificadores
funcionais (RNAnNcf). Dentre esses RNAs diversos, tém-se: microRNAs (miRNAS),
RNAs transportadores (RNAt), RNAs ribossémicos (RNAr) e RNAs longos nao
codificantes (RNAInc). Neste ponto, é importante ressaltar que sequéncias nao
codificadoras de proteinas correspondem a mais de 95% do DNA humano e que
tais sequéncias podem ser transcritas e processadas em um grande numero de
RNAnNcf. Além dessas moléculas de origem enddgena, o mecanismo de RNAI
pode incluir pequenos RNAs interferentes gerados a partir de RNAdf introduzidos
exogenamente (YU et al., 2019).

A biogénese dos miRNAs, abordada em maiores detalhes no item “4.
RESULTADOS E DISCUSSAOQO’ deste trabalho, envolve processos que ocorrem

dentro do nucleo celular, bem como etapas citoplasmaticas. Ao fim, gera-se um



miRNA maduro de Unica fita que pareia com sequéncias complementares
presentes no RNA mensageiro alvo, culminando na degradacédo desse ultimo e/ou
inibicdo de sua tradugdo, com consequente silenciamento génico (YU et al., 2019).
Sabendo-se disso, é possivel obter pequenos RNAs interferentes a partir da
introducgdo, na célula, de RNAdf ou de vetores plasmidiais que codificam pequenos
RNAs dupla fita em formato de grampo. Esses elementos exdgenos sao
processados por integrantes da referida via de biogénese, gerando componentes
similares ao miRNA maduro de Unica fita e resultando, também, em silenciamento
génico por interacdo com RNAs mensageiros (MOORE et al., 2010).

Mediante o exposto, tém-se que a partir do mecanismo de interferéncia por
RNA, intrinseco da célula de eucariotos, hd uma regulacdo da expressao génica.
Assim, uma vez que o referido mecanismo pode culminar no silenciamento de
genes alvos especificos, diversos estudos tém sido realizados objetivando o
desenvolvimento de terapias empregando RNAI contra doencas como infeccdes
virais, cancer, desordens genéticas, etc (ZHOU, ZHANG, LIANG, 2014).

Até o momento, a maioria dos farmacos disponiveis no mercado séo
pequenas moléculas ou anticorpos, cujos alvos sdo proteinas derivadas do
genoma. Nesse contexto, terapias baseadas no mecanismo de RNAI expandem o
universo de moléculas passiveis de serem alvos terapéuticos. Ademais, a terapia
envolvendo RNAI apresenta alta especificidade por envolver complementaridade
de sequéncias de nucleotideos, podendo, assim, possuir menos efeitos toxicos
frente as terapias convencionais (CHEN et al., 2018). Entretanto, além do
mecanismo de acdo diferenciado, a terapia com RNAI possui propriedades
quimicas e farmacocinéticas distintas das terapias convencionais (YU et al., 2019).
Devendo os pequenos RNAs interferentes alcancar o citoplasma das células alvos
para exercerem sua acao, se reconhece a existéncia de desafios relacionados, por
exemplo, a entrega de modo seguro e eficaz destes farmacos no sitio de acéo,
bem como a depuracdo precipitada por RNAses e pelo sistema imunoldgico do
paciente (CHEN et al., 2018). Além disso, destaca-se a necessidade do
desenvolvimento de métodos para avaliagdo da biodistribuicdo sistémica e
localizag&o subcelular (PECOT et al., 2011).



Em particular, quanto a limitacdo de alcance do sitio de acdo pelo RNAI
(hidrofilico e carregado negativamente), sistemas carreadores sintéticos se
mostram alternativas interessantes (DONG et al., 2018). Estuda-se, por exemplo, a
conjugacdo do pequeno RNA interferente ao acgUcar N-acetilgalactosamina
(GalNAc) (SPRINGER, DOWDY, 2018). Além disso, tem-se 0 encapsulamento do
pequeno RNA interferente em uma nanoparticula lipidica sendo que, empregando
essa tecnologia, tém-se como pioneiro da terapia com RNAi o medicamento
patisiran (Onpattro™) aprovado em agosto de 2018 pelas agéncias regulatérias
norte-americana (Food and Drug Administration - FDA) e europeia (European
Medicines Agency - EMA) e em junho de 2019 pela japonesa (Ministry of Health,
Labour and Welfare — MHLW) (Alnylam Pharmaceuticals, Inc, 2018, 2019).

O referido medicamento € indicado, nos Estados Unidos (EUA) e Japéo,
para o tratamento da polineuropatia da amiloidose hereditaria mediada por
transtirretina em adultos e, na Unido Europeia, para o tratamento da amiloidose
hereditaria mediada por transtirretina em adultos com polineuropatia de estadio 1
ou 2. Resumidamente, a amiloidose hereditaria mediada por transtirretina € uma
doenca rara (prevaléncia global estimada em 50.000 individuos), muitas vezes
fatal. Nesta, tem-se a producéo, pelo figado, de uma forma mutada da proteina
tetramérica transtirretina, a qual favorece seu depdsito como fibrilas amiloides
insoliveis em multiplos érgdos (coragdo, nervos, etc). Diante disso, patisiran € um
pequeno RNA interferente de cadeia dupla que possui como alvo uma sequéncia
conservada entre os RNAs mensageiros da transtirretina selvagem, bem como
das variantes da referida proteina. Assim, reduz-se a sintese hepatica da
transtirretina mutada e selvagem, depletando o depdésito protéico nos 06rgaos
(KRISTEN et al., 2018). A terapia com RNAI, em suma, interfere na causa raiz da
doenca e, portanto, ndo se restringe a retardar a progressao da patologia ou tratar
seus sintomas.

Aléem do medicamento citado, existem diversos outros estudos, pré-clinicos
e clinicos, em andamento para aplicacdo da terapia com RNAI para outras
patologias. Alguns exemplos estao relacionados a hipercolesterolemia, varios tipos
de cancer, hepatite, etc (DAS, MUSETTI, HUANG, 2018).



Dessa forma, fica evidente a inovacao disruptiva que a terapia baseada no
mecanismo de interferéncia por RNA representa. Completando 21 anos, em 2019,
de descoberta do mecanismo de RNAI, muito se tem investido na utilizagao desse.
Emprega-se em pesquisas de funcdo de proteinas através da repressdo da
expressado, seletivamente, de genes de interesse em culturas de células e
modelos animais, bem como no desenvolvimento de terapias principalmente

contra doengas graves (BENDER, 2014).



2. OBJETIVOS

Este trabalho de conclusdo de curso (TCC) almeja apresentar uma revisao
sobre terapia baseada no mecanismo de interferéncia por RNA. Apesar de
passados apenas 21 anos desde a descoberta desse mecanismo, ja se dispde de
um medicamento no mercado cuja acdo é pautada no silenciamento génico por
RNA interferente. Assim, tendo em vista desafios que o desenvolvimento da
inovadora terapia apresentava, busca-se analisar as solu¢bes empregadas para o
referido medicamento, discutir as barreiras remanescentes a expansao da
aplicacao desta terapia, estratégias estudadas para supera-las e o que se esperar

da terapia com RNA..



3. MATERIAL E METODOS

Possuindo como enfoque o emprego do mecanismo celular de interferéncia
por RNA no processo de regulacdo génica para o desenvolvimento de terapias
medicamentosas, realizou-se uma revisao de artigos cientificos publicados.

Os artigos cientificos utilizados encontravam-se disponiveis no portal
PubMed e na base de dados Web of Science. Alguns dos termos utilizados na
pesquisa foram “RNAJ”, “therapy” (terapia) e “delivery”. Deu-se preferéncia as
publicacdes cientificas recentes e cabe ressaltar que restricbes de idioma foram
aplicadas, consultando-se apenas artigos nos idiomas inglés e portugués.

Os estudos obtidos através da pesquisa foram avaliados e selecionados
guanto as informacdes de maior relevancia e pertinéncia ao tema de revisao deste
trabalho. Algumas das referéncias citadas nesses estudos também foram incluidas
na avaliacdo, caso fossem apropriadas a revisao proposta.

No total, 30 artigos foram consultados para compor esse trabalho de

revisao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOGENESE DOS miRNAs E SILENCIAMENTO GENICO

Uma vez que o mecanismo de regulacdo da expressao génica através de
interferéncia por RNA é intrinseco das células eucaridticas, € importante que se
entenda a biogénese dos RNAs envolvidos.

Conforme a FIGURA 1 a seguir, dentro do nudcleo celular, inicialmente tem-
se a transcricdo de genes codificadores de miRNA pela RNA polimerase I,
originando transcritos primarios de miRNA, denominados pri-miRNA (YU et al.,
2019). Esses sdo clivados pelo complexo Microprocessador composto pela
ribonuclease (RNase) Il denominada Drosha e pela proteina ligadora de RNA,
DGCRS ou proteina Pasha, dando origem a miRNAs precursores mais curtos (pré-
mMiRNAS). Por outro lado, alguns pré-miRNAs sdo provenientes diretamente de
introns originados pelo processo de splicing de transcritos de genes codificadores
de proteinas (KIM, Y.-K; KIM, B; KIM, V. N, 2016). Apés serem exportados do
nucleo para o citoplasma pelo complexo proteina nuclear de ligagdo a GTP
(RanGTP) e pela enzima Exportina-5 (XPO5), os pré-miRNA sdo processados
pela endoribonuclease citoplasmatica Dicer, originando miRNA de fita dupla. Esse
miRNA duplex é, entdo, incorporado ao complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC), do qual proteinas argonautas (AGO) fazem parte e onde as duas
fitas do miRNA sédo separadas. Com base na estabilidade termodinamica relativa
das duas extremidades do duplex, a fita cujos nucleotideos da extremidade 5' sdo
menos estaveis é selecionada como mMIRNA maduro (fita anti-senso, guia),
permanecendo associada ao complexo RISC enquanto a outra fita (fita senso,
passageira) é degradada (KIM, Y.-K; KIM, B; KIM, V. N, 2016). A seguir, a fita do
mMiRNA selecionada pareia com a regido homéloga do mRNA-alvo [geralmente na
regidao 3’ ndo traduzida (UTR)] por complementaridade de bases, que, se total,
leva a degradacdo do mRNA e, se parcial, tem-se repressdo da traducdo do
mRNA (FRANCA, 2010).
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FIGURA 1. Esquematizacéo da biogénese dos miRNAs.

De modo semelhante ao descrito acima, RNAdf exdgenos introduzidos na
célula sdo processados pela enzima Dicer, originando pequenos RNAs
interferentes. Estes ultimos sdo, habitualmente, formados por uma fita senso e
uma anti-senso compostas por 21 e 23 nucleotideos respectivamente, havendo
uma saliéncia de 2 nucleotideos na extremidade 3’ da fita anti-senso (HUANG,
2017). Da mesma forma que os miRNAs, interagem com o complexo RISC, no
qgual havera a clivagem de uma das fitas e o pareamento da outra a sequéncias
complementares presentes no RNA mensageiro alvo. Este, entdo, sofre
degradacéo, culminando no silenciamento do gene alvo (FRANCA, 2010).

Além disso, existe a possibilidade de introducdo de pequenos RNAs
interferentes nas células através de vetores plasmidiais que codificam pequenos
RNAs dupla fita em formato de grampo (shRNA, do inglés short hairpin RNA) junto
a um promotor da RNA polimerase Il ou lll. O transcrito pode ser processado pela
Dicer, gerando pequenos RNAs interferentes (FRANCA, 2010; HUYNH, MADU,
LU, 2018). Neste caso, porém, existem etapas adicionais que devem ser
consideradas: eficiéncia de chegada do DNA plasmidial no nucleo celular,

integracdo da sequéncia codificadora do shRNA ao genoma da célula, bem como

12



a correta transcricdo da sequéncia (YU et al., 2019). Por outro lado, tem-se como
uma das vantagens a obtencdo de células com gene alvo silenciado de forma
mais duradoura e estavel (MOORE et al., 2010).

4.2 ABORDAGEM TERAPEUTICA BASEADA NO MECANISMO DE RNAi

4.2.1 PONTOS FAVORAVEIS

A partir do silenciamento génico seletivo, o emprego do mecanismo de
RNAIi tem proporcionado grandes avancos para estudos que buscam avaliar a
funcdo de genes e suas respectivas proteinas. Além disso, essa via de regulacéo
da expressdo génica, naturalmente presente nas células dos mamiferos, se
mostrou potencial via bioldgica exploravel para o desenvolvimento de terapias
medicamentosas para doencas que possuem como causa ou fator contribuinte,
expressao génica anémala (FRANCA, 2010).

Atualmente, para além do medicamento patisiran, recém aprovado por trés
importantes agéncias regulatérias, algumas terapias investigativas baseadas no
referido mecanismo se encontram em estagio avancado de desenvolvimento
clinico, conforme abordado no tépico “4.2.2.1 CONJUGACAO COM GalNAc” deste
trabalho. Isso porque a terapia baseada no mecanismo de RNAI apresenta
vantagens, se comparada as outras estratégias terapéuticas até entdo existentes
(Alnylam Pharmaceuticals, Inc).

A maioria dos farmacos possui como alvo proteinas, sejam essas
defeituosas ou presentes em quantidades inadequadas, enquanto a terapéutica
com RNAI interfere na sintese proteica. Nesse sentido, essa acao diferenciada
ocorre a montante de terapias tradicionais, as quais atuam em etapas posteriores
na patogénese da doenca. Em suma, utilizando-se interferéncia por RNA
intervém-se na causa raiz da patologia (KIM, Y.-K; KIM, B; KIM, V. N, 2016).

Uma vez que o RNAm transcrito de qualquer gene pode ser alvo de um
pequeno RNA interferente projetado, torna-se possivel interferir na rota de sintese

de uma proteina que, anteriormente, ndo era afetada por outros farmacos
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disponiveis. Ademais, o0 mecanismo de RNAIi pode se mostrar eficiente nos casos
de doencas decorrentes de mutagdo em um unico alelo, ndo atuando sobre o
gene alelo normal. O motivo dessa vantagem é decorrente da alta especificidade
de acdo dos pequenos RNAs interferentes, devido a interacdo com os RNAsm
alvos ocorrer por pareamento de bases (Alnylam Pharmaceuticals, Inc).

Por fim, a acdo de pequenos RNAs interferentes € catalitica. Isso porque o
complexo RISC, mais especificamente a proteina AGO2 que o compde, requer
apenas um pequeno RNA interferente para clivar uma grande quantidade de
MRNAs alvo. Dessa maneira, a poténcia elevada do mecanismo de interferéncia
por RNA culmina na necessidade de pequena quantidade de moléculas efetoras
(LIEBERMAN, 2018; AAGAARD, ROSSI, 2007).

Apesar das caracteristicas do mecanismo de interferéncia por RNA,
anteriormente citadas, serem favoraveis ao desenvolvimento de novas terapias,
cabe ressaltar que existem alguns pontos desafiadores quanto a sua aplicacédo
clinica. A seguir, serdo discutidos alguns dos pontos de objecdo ao
desenvolvimento e aplicacdo de terapias disruptivas pautadas no mecanismo de
RNA..

4.2.2 PONTOS DESAFIADORES E SOLUCOES EM ESTUDO

Pequenos RNAs interferentes apresentam, de modo geral, propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis. Além da presenca de RNAses no meio extra e
intracelular, as quais degradam os pequenos RNAs interferentes rapidamente, faz-
se necessario o desenvolvimento de métodos que permitam que o RNA, uma
molécula carregada negativamente, atravesse membranas hidrofébicas e alcance
o interior das células.

Ademais, pode haver a ativacdo do sistema imune inato em decorréncia do
reconhecimento do acido nucléico exdégeno, por exemplo, por receptores do tipo
Toll (TLR), especificamente TLR3, TLR7 e TLR8 (SPRINGER, DOWDY, 2018).
Além disso, pode-se observar a existéncia de efeitos off-targets, por hibridizacao

com outros RNAs, que ndo o alvo, que apresentam complementaridade parcial
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com a fita anti-senso do pequeno RNA interferente exdgeno (JANAS et al.,
2018a). Como exemplo tem-se a supressédo de alvos homélogos néo intencionais,
ativacdo de vias de reparo do DNA e translocacdes ou edi¢cbes imprecisas de
genes.

Mediante a existéncia desses pontos desafiadores, tem-se buscado formas
de supera-los. A fim de se melhorar a estabilidade do pequeno RNA interferente e
de se reduzir a ativagdo do sistema imunolégico inato, modifica-se a estrutura
guimica desse acido nucleico (FIGURA 2). Modificagdes na posicao 2’ do acucar
ribose dos nucleotideos, através da incorporacdo de 2’-O-metil (2-OMe) e 2’-
desoxi-2’fluor (2°F), preservam semelhangas as propriedades biofisicas do grupo
2’-OH e diminuem a degradacdo do pequeno RNAi por RNAses. Verifica-se,
também, que a introdugdo de um ou varios fosforotioatos nas extremidades 5’ e 3’
de cada fita aumenta, significativamente, a estabilidade do RNAi frente a
degradacéao por nucleases e eleva sua ligacdo as proteinas séricas, resultando em
maior poténcia e durabilidade da resposta ao pequeno RNA interferente in vivo
(LIEBERMAN, 2018; JANAS et al., 2018b; SPRINGER, DOWDY, 2018; SHEN,
COREY, 2018).

RNA Fosforotioato
i o
o 5
0=P-0 =p-
& \l o Base © Z_O\ 5 Base
O OH o OH
I8 it

: -
O=l|°:01 5 Base QTR 1 O\\Base
o F o o,
2’ -flaor (2’-F) 2' -O-metil (2'-OMe)

FIGURA 2. Modificagdes na molécula de RNA. Adaptado de SHEN,
COREY, 2018.
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No que diz respeito ao alcance do sitio de acdo pelo RNAI, diversas
estratégias tém sido estudadas. Avalia-se o emprego de vetores virais para
pequenos RNAs dupla fita em formato de grampo (shRNAs), os quais, porém,
geram preocupacles relacionadas a imunogenicidade do vetor (DONG et al.,
2018), bem como o uso de sistemas carreadores sintéticos, que apresentam

vantagens como escalabilidade industrial (DANA et al., 2017).

4.2.2.1 CONJUGACAO COM GalNAc

Uma das estratégias de delivery que utilizam sistemas carreadores
sintéticos consiste na conjugacdo do pequeno RNA interferente ao acucar N-
acetilgalactosamina trivalente (GalNAc) (FIGURA 3). A partir dessa modificagao
guimica no &cido nucleico, explora-se a avida ligacdo do referido acucar ao
receptor de asialoglicoproteina, predominantemente expresso na membrana dos
hepatocitos. Cabe ressaltar que se verificou uma dependéncia da interacao
acucar-receptor quanto ao pH e a presenca de Ca2* e que o niumero de residuos
de N-acetilgalactosamina, bem como sua disposicdo espacial, influenciam na
ligacdo com o receptor de asialoglicoproteina (SPRINGER, DOWDY, 2018).
Ocorrida a ligacdo, o conjugado acucar-pequeno RNAI sofre endocitose mediada
por clatrina e, posteriormente, had reducdo do pH durante a maturacao
endossomal. Com isso, GalNAc dissocia-se e € degradado, o receptor de
asialoglicoproteina é reciclado na superficie celular e, através de um mecanismo
ainda desconhecido, uma pequena fracdo do pequeno RNA interferente livre (<
1%) atravessa a bicamada lipidica do endossomo, alcancando o citoplasma do
hepatécito e podendo interferir na via de regulacdo da expressao génica pelo
mecanismo de interferéncia por RNA (FIGURA 4) (SPRINGER, DOWDY, 2018).
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FIGURA 3. Conjugacao do pequeno RNA interferente ao agucar N-
acetilgalactosamina trivalente (GalNAc)
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FIGURA 4. Entrega dos conjugados GalNAc-pequenos RNAI nos hepatdcitos.

Cabe ressaltar que existem alguns pontos de atencdo importantes para a
expansdo do emprego dessa estratégia para outros pares ligante-receptores. O

7z

receptor de asialoglicoproteina é expresso em niveis anormalmente altos na
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superficie dos hepatécitos e as taxas de internalizacdo e reciclagem dos
receptores podem ser fatores limitantes (SHEN, COREY, 2018).

Utilizando-se dessa estratégia de delivery, pode-se dividir os pequenos
RNAs interferentes conjugados com GalNAc em trés geracdes. Compondo a
primeira geragao tem-se o revusiran, estudado para o tratamento de amiloidose
hereditaria mediada por transtirretina com cardiomiopatia. Esse contém duas
ligagbes fosforotioato na extremidade 3’ da cadeia anti-senso, bem como foi
totalmente modificado com substituicdes de 2’-OH por 2’-F ou 2’-OMe (HUANG,
2017).

No final do ano de 2016, a empresa farmacéutica Alnylam anunciou a
descontinuacdo do desenvolvimento do revusiran. Apos resultados positivos no
estudo de extensdo de fase 2 aberta, a decisdo foi pautada em um desequilibrio
de mortalidade no braco revusiran (17 mortes) comparado ao brago placebo (2
mortes). Embora ndo se tenha encontrado evidéncia conclusiva de associacédo do
farmaco testado a neuropatia no estudo fase 3 ENDEAVOUR, avaliou-se que o
perfil risco-beneficio do revusiran ndo mais suportava continuagdo de aplicacao do
farmaco (HUANG, 2017).

J4 na segunda geracdo dos conjugados, empregou-se a denominada
“‘quimica de estabilizagao aprimorada”. De modo geral, tem-se a adicdo de quatro
ligacbes fosforotioato terminais (2 ligagdes em cada uma das extremidades 5’) e
maior conteudo de 2’-OMe do que de 2’-F. Tais modificacbes na molécula do
pequeno RNA interferente provém melhora substancial de poténcia e duracao de
atividade, as quais culminam em uma reducdo de dose e de frequéncia de
administracdo do farmaco. Além disso, aumenta-se, significativamente, a
estabilidade metabdlica do acido nucleico, tornando-o mais resistente a acdo de
endo- e exonucleases intracelulares, reduzindo, assim, a possibilidade de que
nucleotideos e/ou nucleosideos modificados gerados pela sua metabolizacéo
possam fazer parte dos pools de nucleotideos e nucleosideos enddgenos na
célula (JANAS et al., 2019).

Em 2017, no 13° Encontro Anual da Sociedade de Terapéutica com

Oligonucleotideos, a empresa farmacéutica Alnylam apresentou dados pré-clinicos
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qgue envolviam a “quimica de estabilizacdo aprimorada plus”. Essa tecnologia visa
melhorar, ainda mais, a especificidade do pequeno RNA interferente, ao mesmo
tempo em que se mantém sua poténcia e duracdo. Incluiu-se uma modificacdo de
acido nucleico glicol préximo da extremidade 5’ (nucleotideos 2 a 8) da fita anti-
senso do RNA, culminando na desestabilizacdo do pareamento dirigido por tal
regido com transcritos parcialmente complementares. Dessa forma, reduz-se
potenciais efeitos off-target a0 mesmo tempo que se mantém o pareamento
correto com o alvo e atividade (JANAS et al., 2018b). Além disso, o contetdo de
2’-F foi reduzido apenas a presenca em cerca de 9-10 posi¢cfes [algumas dessas
essenciais (ex: posicado 2 da fita anti-senso], sendo o restante apresentando 2’-
OMe (SPRINGER, DOWDY, 2018). Por fim, algumas outras modificacoes
quimicas também foram investigadas, como por exemplo a incorporagdo de 5'-
vinilfosfonato (SPRINGER, DOWDY, 2018).

A partir do exposto, nas TABELAS | e Il a seguir tém-se, respectivamente,
um comparativo quimico entre geracdes de conjugados RANi-GalNAc e moléculas

em desenvolvimento que utilizam essa estratégia de delivery.

TABELA |. Comparativo quimico resumido entre geracdes de conjugados RNAI-

GalNAc
Geragao Denorir::gr;{aégsao em Modificagdes quimicas (principais) Referéncia
Adicdo de duas ligacdes fosforotioato na
Sé?]r::nairscir-rezg_ﬁgte extremidade 3’ da cadeia anti-senso HUANG, 2017
y 2’-OH substituido por 2’-F ou 2’-Ome
Enhanced Adicao de duas ligacdes fosforotioato em
22 Stabilization cada uma das extremidades 5’ JAN';‘()SlSt al.,
Chemistry (ESC) | Maior contetido de 2-OMe do que de 2'-F
Inclusdo da modificacdo de acido nucleico
glicol proximo da extremidade 5
Enhanced (nucleotideos 2 a 8) da fita anti-senso do JANAS etal.,
3a Stabilization RNA 2018b
Chemistry Plus ~ . ; SPRINGER,
(ESCH) Reducéo do conteudo de 2'-F, com a DOWDY, 2018
presenca em cerca de 9-10 posicdes,
sendo o restante apresentando 2’-OMe
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TABELA Il. Moléculas em desenvolvimento que utilizam a estratégia de delivery do conjugado “pequeno RNAI-GalNAc”.

Geracéao de
Nome da . conjugado Fase de a
molécula Alvo Patologia RJNg\i- desenvolvimento Referéncias
GalNACc
o Amiloidose hereditaria Descontinuado
Transtirretina .
Revusiran | (TTR) mutante e me_dlad_a por 12 giu_rante estudo HUANG, 2017
selvagem transtl_rretllna com clinico de fase Il -
cardiomiopatia ENDEAVOUR
ClinicalTrials.gov ldentifier:
NCT03974113
ClinicalTrials.gov ldentifier:
NCT03549871
Fitusiran Antitrombina Hemofilia e Distlrbios 2a Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov Identifier:
hemorragicos Raros de fase Il e lll NCTO03754790
ClinicalTrials.gov ldentifier:
NCT03417102
ClinicalTrials.gov ldentifier:
NCT03417245
ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03851705
Inclisiran Serina protease Hipercolesterolemia 2a Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov Identifier:
PCSK9 de fase Il e lll NCT03814187
ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03705234
Acido Processo de. .
. : - . - registro submetido | Alnylam Pharmaceuticals,
Givosiran aminolevulinico | Porfiria hepética aguda 22 N .
sintase 1 (ALAS1) ~aFDA Inc.
(junho/2019)
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Transtirretina

Amiloidose hereditaria

Em estudo clinico

ClinicalTrials.gov ldentifier:

(AGT)

ou refratéria, doenca
renal crbnica ou
insuficiéncia cardiaca

de fase |

- . a
Vutrisiran | (TTR) mutante e m'edla_lda por 2 de fase Il NCT03759379
selvagem transtirretina (ATTR)
: . Em estudo clinico ClinicalTrials.gov Identifier:
Hidroxiacido , lGria prmér de fase lll e
Lumasiran |oxidase 1 (HAO1) H|peroxa_ur|a primaria 22 estudo de - NC.T03905694 -
hepatica tipo 1 extensio de fase ClinicalTrials.gov Identifier:
P NCT03350451
Il aberta
Proteina C5 do Doencas mediadas - - : .
.. i . Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov Identifier:
a
Cemdisiran sistema pelo sistema 2 de fase || NCT03841448
complemento complemento
ALN-AATO2 Alfa-1 antitripsina | Deficiéncia hepatica de 3a Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov Identifier:
(AAT) alfa-1 antitripsina de fase I/l NCT03767829
ALN- Genoma d(.) virus Infeccdo crénica pelo a Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov ldentifier:
HBVO2 da hepatite B Virus da Hepatite B 3 de fase /11 NCT03672188
(VIR-2218) (HBV) P
Hipertensdo em
populacdes especiais
. .. . | como: pacientes com . - . .
ALN-AGT Angiotensinogénio hipertenso resistente 3a Em estudo clinico | ClinicalTrials.gov ldentifier:

NCT03934307

"Disponivel em: http://investors.alnylam.com/news-releases/news-release-details/alnylam-completes-rolling-submission-new-drug-application-us.

Acesso em: 29 jun. 2019
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4.2.2.2 NANOPARTICULA LIPIDICA

Outra estratégia de delivery dos pequenos RNAs interferentes envolve a
utiizacdo de nanoparticulas. Para tanto, estudos relacionados a diversas
caracteristicas dessas veem sendo realizados. Fatores como tamanho, formato,
carga superficial, densidade e composicdo das nanoparticulas podem influenciar
na obtencdo de um sistema carreador seguro e eficaz (DRAZ et al., 2014). O
formato, por exemplo, influencia na internalizagdo celular por endocitose,
enguanto que o tamanho correto pode reduzir a depuracao e filtracdo por sistemas
renais e hepaticos, aumentando o tempo de meia vida do farmaco e, por fim,
caracteristicas de superficie apropriadas melhoram a captura pelas células e
minimizam reconhecimento das nanoparticulas pelo sistema imunoldgico do
paciente (TATIPARTI et al., 2017).

Visando uma associa¢ao estavel do pequeno RNAi com as nanoparticulas,
existem algumas possibilidades: complexacéo, encapsulamento e associacdo nao
covalente. Dessa forma, cabe ressaltar que a eficacia, vantagens e desvantagens
dos diferentes sistemas de nanoparticulas variam e sdo decorrentes da
composicdo, bem como das caracteristicas fisicas e quimicas desses (DRAZ et
al., 2014). Alguns exemplos de sistemas sdo 0s que empregam nanoparticulas
poliméricas e nanoparticulas lipidicas, sendo essas Ultimas focadas neste
trabalho.

O encapsulamento do pequeno RNAi em nanoparticulas lipidicas possui
vantagens e desvantagens. Dentre as primeiras podem-se citar a protecdo do
pequeno RNA interferente, aumento de sua meia vida sérica, melhoria da sua
internalizacdo pelas células, possibilidade de sintese em larga escala e de
projecdo para escape do endossomo, antes que ocorra a metabolizacdo do
pequeno RNAI nos lisossomos. Por outro lado, como desvantagens, tém-se maior
complexidade de formulacdo, manufatura dispendiosa financeiramente e
necessidade de conjugacdo com ligantes especificos para delivery tecido-
especifica (SHEN, COREY, 2018; TIEMANN, ROSSI , 2009). Cabe ressaltar que

existem variados tipos de lipideos que podem ser empregados na construcédo da
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nanoparticula, podendo-se obter diferentes graus de rigidez e flexibilidade da
bicamada lipidica. Além disso, pode-se peguilar a nanoparticula a fim de se
prolongar sua circulacgédo in vivo (DRAZ et al., 2014).

Utilizando a estratégia de encapsulamento do pequeno RNAi em uma
nanoparticula lipidica tem-se o medicamento patisiran (Onpattro™) aprovado nos
EUA, Europa e Japao para o tratamento da polineuropatia da amiloidose
hereditaria mediada por transtirretina em adultos. Essa €é uma doenca
autossdmica dominante, progressiva e potencialmente fatal, causada por
mutacdes no gene que codifica a proteina transtirretina (TTR) (KRISTEN et al.,
2018).

A transtirretina € uma proteina tetramérica plasmatica predominantemente
sintetizada no figado, sendo responsavel, principalmente, pelo transporte de
vitamina A e por aproximadamente 15% da tiroxina circulante no plasma. Em
pacientes com amiloidose hereditaria mediada por transtirretina, mutacées nessa
proteina favorecem desestabilizacdo do tetramero e sua remodelacao proteolitica,
levando a formacdo de agregados de fibrilas amiloides altamente ordenados e
anormais. Ocorre um acumulo de TTR com conformagéo alterada em mudltiplos
locais, os quais incluem nervos, coracao e trato gastrointestinal, culminando em
neuropatia sensorio-motora periférica e, em muitos casos, neuropatia autonémica
e/ou cardiomiopatia. Cabe ressaltar que os depdsitos amiloides contém, no geral,
TTR selvagem e mutada misturadas, uma vez que a maioria dos pacientes sao
heterozigotos para as mutacdes de transtirretina (KRISTEN et al., 2018).

Patisiran possui um mecanismo de acédo diferenciado. Esse pequeno RNA
interferente tem como alvo uma sequéncia na regido nao traduzida do RNA
mensageiro da proteina transtirretina, conservada entre as formas selvagem e
todas as variantes da TTR. O medicamento é administrado via intravenosa, 1 vez
a cada 3 semanas, sendo a dose calculada de acordo com a massa corporal do
paciente. Diariamente o individuo recebe suplemento oral de vitamina A e, visando
reduzir a ocorréncia de reacdes relacionadas a infusdo do patisiran, o paciente
recebe antes de cada infusdo: dexametasona, bloqueadores H1 e H2 e
acetaminofeno (KRISTEN et al., 2018).
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Conforme se retrata na FIGURA 5 a seguir, apds a infusdo do patisiran, as
nanoparticulas lipidicas sdo opsonizadas pela apolipoproteina E (ApoE), penetram
no figado através das fenestras do endotélio e se ligam aos receptores de ApoE
na superficie dos hepatdcitos. Ocorre, entdo, endocitose, fusdo da nanoparticula
com a membrana endossomal devido a ionizacdo do seu componente lipidico,
com liberacdo do pequeno RNA interferente no citoplasma. Esse € incorporado ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual ocorre a separagao
das fitas do RNA duplex, permanecendo a fita anti-senso no complexo. Esse, por
fim, se associara ao RNA mensageiro alvo, através de complementaridade de
bases entre a fita do patisiran e a sequéncia conservada na regidao 3 nao
traduzida do RNA mensageiro da TTR. Ocorre degradacdo catalitica de RNAs
mensageiros codificadores de TTR selvagem e mutada, reduzindo as sinteses de
ambas as proteinas (KRISTEN et al., 2018).

Pamcula Patisiran
hpoprot
ApoE
/ l'
Compartimento sangumeo
— ..............
Fenestras Y

Ligagao de ApoE ao
receptor de superficie
celular

Hepatocito

Proteina TTR (4 > RISC
(mutante e € RNAmdeTTR

selvagem) S (mutantee
selvagem)

FIGURA 5. Delivery e mecanismo de acdo do patisiran. RISC: complexo de
silenciamento induzido por RNA; RNAi: RNA interferente; TTR: transtirretina
(KRISTEN et al., 2018).
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Pos-infusdo do patisiran, observa-se sua distribuicdo majoritariamente no
figado, em detrimento a outros O6rgdos que possuem endotélio fenestrado (ex:
baco), ndo havendo evidéncias de penetracdo no sistema nervoso central. O
referido farmaco é eliminado, principalmente, através de metabolizagdo em
nucleotideos de varios comprimentos por nucleases, sendo menos de 1% da dose
administrada excretada inalterada na urina (KRISTEN et al., 2018).

Em termos de estrutura quimica e formulagdo, patisiran € um
oligonucleotideo de cadeia dupla composto por 21 nucleotideos em cada uma das
fitas (senso e anti-senso), sendo essas hibridizadas através de 19 pares de bases
(FIGURA 6). Ja o produto acabado, é constituido pelo patisiran encapsulado em
nanoparticulas lipidicas suspensas em um tampao fosfato-salino. Fazem parte das
nanoparticulas os excipientes lipidicos: DLin-MC3-DMA (lipidio catidnico
ionizavel), DSPC (fosfolipidio), colesterol e PEG2000-C-DMG (lipidio de
revestimento). A molécula anfifilica DLin-MC3-DMA promove a automontagem dos
componentes da formulacdo em nanoparticulas, encapsulando o pequeno RNA
interferente ao interagir eletrostaticamente com o acido nucleico polianiénico. Além
disso, permite que o RNAI escape do compartimento endossomal apds endocitose
(JAYARAMAN et al., 2012). O DSPC interage com o fosfato do acido nucleico por
meio de seu grupo colina. O colesterol é disperso, uniformemente, entre 0 nucleo
e a superficie da nanoparticula e o lipidio peguilado ¢é distribuido,
predominantemente, na superficie dessa (TAM, CHEN, CULLIS, 2013). Uma vez
administrado o medicamento, PEGz2000-C-DMG se dissocia da superficie das
nanoparticulas lipidicas, permitindo que essas interajam com a apolipoproteina E

circulante, facilitando sua captura pelas células (FIGURAS 7 e 8).
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FIGURA 6. Formula estrutural do patisiran. A: adenosina; C: citidina; G:

guanosina; U: uridina; Cm: 2'-O-metilcitidina; Um: 2'-O-metiluridina; dT: timidina.
Adaptado de RxList.
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FIGURA 7. Estrutura quimica dos constituintes da nanoparticula lipidica do

produto acabado Onpattro™. Adaptado de TAM, CHEN, CULLIS, 2013.
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FIGURA 8. Representacao esquematica da nanoparticula lipidica contendo o
pequeno RNA interferente. Adaptado de VIGER-GRAVEL et al., 2018.

Até a aprovacdo do patisiran por agéncias regulatérias, as opcoes
terapéuticas para os pacientes acometidos pela referida patologia eram: 1)
medicamentos para alivio dos sintomas como: dor neuropética (gabapentina),
distarbios de motilidade gastrointestinal (metoclopramida) e cardiaco relacionados
(B-bloqueadores, diuréticos de alca, etc); 2) transplante de figado ortotopico, uma
vez que a TTR é predominantemente sintetizada nesse 6rgao; 3) Estabilizador do
tetramero de TTR (tafamidis). Objetiva-se evitar a dissociacdo da transtirretina em
mondmeros, e subsequente formacdo das fibrilas amiloides; e 4) Inotersen.
Oligonucleotideo antisense projetado para suprimir a expressdo das formas
selvagem e mutada da TTR, aprovado no ano de 2018 pela FDA e EMA.
Diferentemente do patisiran que leva a degradacédo catalitica do RNA mensageiro
alvo, o inotersen promove a clivagem desse através de um mecanismo via RNase
H1-dependente, que funciona de forma estequiométrica (1 molécula de inotersen :
1 RNA mensageiro alvo clivado) (KRISTEN et al., 2018).
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Apesar da introducdo desse farmaco inovador no mercado, que € o
patisiran, cabe apontar que a tecnologia de delivery dos conjugados com o acucar
N-acetilgalactosamina trivalente apresenta algumas vantagens frente ao emprego
de nanoparticulas lipidicas. A formulagdo com as nanoparticulas requer
administracéo frequente do farmaco, a qual € acompanhada por riscos de reac¢des
devido a infusdo e culmina na necessidade do paciente receber, previamente,
esteroides e anti-histaminicos. Em contrapartida, formulagées utilizando GalNAc
sdo administradas via subcutadnea com intervalos de dose maiores (LAWRENCE,
2018). Por fim, pode-se notar o grande potencial dessa estratégia de delivery a
partir da quantidade de farmacos em desenvolvimento utilizando-a, abordados no

topico anterior desse trabalho.

4.3 MEDICAMENTOS RNAi: ASPECTOS REGULATORIOS

Podem-se inserir os pequenos RNAs interferentes na classe, ainda em
evolucao, de agentes terapéuticos que sao oligonucleotideos sintéticos, os quais
apresentam desafios cientificos e regulamentares diferenciados. Além dos
pequenos RNAI de cadeia dupla, tais agentes incluem: aptameros, &acidos
nucleicos simples fita anti-senso, dentre outros (MOHAN, 2019).

Por essa classe abranger moléculas com mecanismos de acdo e perfis
toxicolégicos diversos, sintetizadas com variadas modificacdes quimicas e
empregando diferentes sistemas de delivery do farmaco, torna-se dificil a
elaboracao de expectativas regulatorias Unicas que devem ser atendidas por todos
esses agentes terapéuticos.

Nao ha diretrizes regulatérias da FDA ou do International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) que abordem especificamente as expectativas/padrées de
gualidade para esses agentes, que séo oligonucleotideos. Por exemplo, se carece
de consenso a respeito de identificacdo de impurezas (MOHAN, 2019). Cabe
ressaltar que o ICH é o principal féorum de harmonizagdo de requerimentos

técnicos composto por autoridades reguladoras e associacdes de industrias
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farmacéuticas e que, além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
brasileira (ANVISA) é membro regulador deste desde 2016. Como consequéncia
de sua participacdo, ha um favorecimento no alinhamento da legislacdo brasileira
sobre medicamentos as melhores praticas internacionais (ANVISA, 2016).

Uma vez que os farmacos oligonucleotideos sdo fabricados por sintese
guimica organica, se assemelham mais aos farmacos sintéticos do que aos
biol6gicos. Assim, de forma geral as agéncias regulatérias tém aplicado as
diretrizes do ICH para farmacos que sao pequenas moléculas organicas sintéticas
também para os oligonucleotideos, com adaptacdes em alguns casos. Exemplos
de casos aplicaveis sdo: guias a respeito de estabilidade tanto do produto
acabado quanto do insumo farmacéutico ativo, validagdo de método analitico,
especificacdes, gerenciamento de risco de boas praticas de fabricacdo, etc
(European Biopharmaceutical Review).

Como ja abordado anteriormente neste trabalho, patisiran (Onpattro™) foi o
primeiro medicamento cujo principio ativo € um pequeno RNA interferente de
cadeia dupla aprovado no mundo. A empresa Alnylam Pharmaceuticals, Inc.
concluiu as submissdes regulatérias deste medicamento a FDA (especificamente
ao Centro de Avaliacdo e Pesquisa de Medicamentos — CDER - Center for Drug
Evaluation and Research) e a agéncia europeia em dezembro de 2017, tendo
obtido as aprovacfes em agosto de 2018 (MORRISON, 2018). A empresa
também obteve aprovacdo do Onpattro™ pela agéncia japonesa em junho de
2019, ap6s submissdo em setembro de 2018. Nos trés casos, houve priorizacdo
da andlise do processo de registro do medicamento por, dentre os motivos,
objetivar tratar uma doenca considerada rara, carente de opcdes terapéuticas
eficazes (Alnylam Pharmaceuticals, Inc).

Recentemente (junho de 2019) a companhia farmacéutica citada também
completou o processo de submissdo do medicamento givosiran, para o tratamento
da porfiria hepéatica aguda, a FDA e ao EMA. Resultados do estudo de fase I,
ENVISION, compdem o processo de registro. Neste estudo randomizado, duplo-
cego, controlado por placebo, global e multicéntrico buscava-se avaliar a eficacia e

seguranca de givosiran em pacientes com diagnostico documentado de porfiria
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hepéatica aguda. Com 94 pacientes participantes, aqueles que receberam o
farmaco testado tiveram uma reducdo meédia de 74% na taxa anualizada de
ataques que necessitam, por exemplo, de hospitalizacdo, em comparagdo ao
placebo, com um perfil geral aceitdvel de seguranca e tolerabilidade (BALWANI et
al., 2019).
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5. CONCLUSAO

O final da década de 90 marcou o inicio de uma potencial transformacéo da
medicina. A descoberta de que pequenos RNAs interferentes exdégenos poderiam,
utilizando-se de uma via inerente as células humanas, culminar no silenciamento
génico se mostrou extremamente promissora para o desenvolvimento de terapias
inovadoras.

A partir da compreensao da biogénese dos microRNAs, bem como do
mecanismo de silenciamento génico poés-transcricional, do qual esses participam,
tém-se o investimento em diversas estratégias para se traduzir a ciéncia do RNA
interferente em farmacos e medicamentos comercialmente viaveis.

Nos anos que se seguiram, observaram-se movimentos das industrias
farmacéuticas com investimentos de milhdes de dodlares para o desenvolvimento
da tecnologia do RNAI. Essa apresentava diversas vantagens potenciais frente as
outras estratégias terapéuticas existentes até entdo. Vislumbrava-se o emprego do
mecanismo de silenciamento génico descoberto em terapias de pacientes
acometidos por patologias consideradas anteriormente ndo trataveis, muitas delas
raras, mas também doencas mais prevalentes como a hemofilia e
hipercolesterolemia. Entretanto, a aplicacdo da tecnologia de interferéncia por
RNA na pratica clinica perpassava pela superacdo de desafios. Potencial resposta
imune induzida pela administracdo do pequeno RNA interferente, rapida
degradacédo deste por ribonucleases e, dentre outros, necessidade de delivery
eficiente para as células corretas. Diante disso, diversos estudos tém sido
realizados resultando, por exemplo, em modificagdes quimicas na estrutura do
pequeno RNA interferente, conjugacdo desse com acucar N-acetilgalactosamina
trivalente e associacdo do acido nucleico a nanoparticulas.

Deve-se dizer, no entanto, que é extremamente animadora a rapida
evolucdo da compreensdo do mecanismo de silenciamento génico por RNA
interferente e sua utilizacdo como opc¢do terapéutica inédita para os pacientes.
ApoOs aproximadamente 20 anos, hoje existem diversos estudos clinicos com

farmacos que sdo pequenos RNAs interferentes em andamento, bem como um
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medicamento (Onpattro™) ja aprovado nos EUA, Europa e Japdo e processo de
registro de outro, givosiran, em andamento. Sendo assim, € fato que ja se
alcancou a obtencdo de, pelo menos, um medicamento seguro e eficaz cujo
principio ativo € um pequeno RNA interferente, porém ainda ser4 de suma
importancia o acompanhamento de quaisquer problemas relacionados ao uso
desse e de novos medicamentos do mesmo tipo pela farmacovigilancia.

A medida que pesquisas de tratamentos baseados em aspectos
moleculares das patologias vem crescendo e resultados positivos vem sendo
alcancados no desenvolvimento de farmacos RNAI, mais investimentos nessa
tecnologia serdo observados. Consequentemente, a médio e longo prazo, pode-se
esperar mais medicamentos desse tipo no mercado, com variadas indicacdes
pautadas em estudos de diferentes patologias, ampliando a classe dos farmacos
RNA interferentes e, inevitavelmente, levando a definicdo de aspectos regulatorios

especificos.
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