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RESUMO

LIMA. Larissa Costa. Doenga de Alzheimer: Uma nova perspectiva de tratamento.
2019. 59 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagéo em Biomedicina) - Centro

Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2019.

A doenca de Alzheimer (DA) é um distarbio neurodegenerativo progressivo e
devastador. E a principal causa de deméncia na populagdo idosa com rapido
crescimento no mundo. As caracteristicas da DA s&o comprometimento progressivo
da meméria com declinio da funcéo cognitiva, o que significa que os pacientes nao
podem realizar suas atividades diarias de forma independente, além de mudanga de
personalidade e agressividade. O crescente nimero de casos de DA tem impacto
direto na sociedade e na economia, sendo considerado um problema de sautde
publica. Apesar dos esforgos dos pesquisadores para elucidar a etiologia da DA, as
causas da DA permanecem parcialmente desconhecidas, e nenhum tratamento
curativo esta disponivel ainda. As marcas patoldgicas da DA séo placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares no cérebro com presenca de tau-hiperfosforilada. Os
microRNAs sdo pequenos RNAs nao-codificantes endégenos de 22 nucleotideos
que podem regular a expressdo génica em nivel pés-transcricional por degradagao
do transcrito ou repressdo da tradugédo. Os microRNAs estdo envolvidos em muitos
processos biolégicos e doengas, particularmente doencas multifatoriais. A DA é um
distirbio multifatorial, e evidéncias acumuladas mostram que os microRNAs
desempenham um papel critco na patogénese da DA. Nesta revisdo, serao
destacados os efeitos dos microRNAs como alvos terapéuticos na terapia génica
para DA.

Palavras chaves: Doenca de Alzheimer, Enzimas, interferéncia de RNA, MicroRNAs

e Terapia Génica.




ABSTRACT
LIMA, Larissa Costa. Alzheimer’s disease: A new perspective on treatment. 2019.

59f. Graduation in Biomedicine - Centro Universitario Sdo Camilo, Séo Paulo, 2019,

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and devastating neurodegenerative
disorder. It is the leading cause of dementia in the rapidly growing elderly population
of the world. The characteristics of AD are progressive impairment of memory with a
decline in cognitive function, which means that patients can’t perform their daily
activities independently, in addition to personality change and aggressiveness. The
increasing number of AD cases has a direct impact on society and the economy and
is considered a public health issue. Despite the efforts of researchers to elucidate the
etiology of AD, the causes of AD remain partially unknown, and no curative treatment
is available yet. The pathological signs of AD are amyloid plaques and neurofibrillary
tangles in the brain with the presence of tau-hyperphosphorylated. MicroRNAs are
small 22-nucleotide endogenous non-coding RNAs that can regulate gene
expression at the post-transcriptional level by transcript degradation or translation
repression. MicroRNAs are involved in many biological processes and diseases,
particularly multifactorial diseases. AD is a multifactorial disorder, and cumulative
evidence shows that microRNAs play a critical role in the pathogenesis of AD. In this
work, the effects of microRNAs as therapeutic targets in the gene therapy for AD will
be highlighted.

Keywords: Alzheimer's Disease, Enzymes, RNA interference, MicroRNA and Gene

Therapy.
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1. INTRODUGAO

A doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez em 1906 pelo psiquiatra e
neurofisiologista alemao doutor Alois Alzheimer que observou alteragdes no tecido
cerebral de uma mulher de 50 anos que faleceu decorrente de um distlrbio
neurolégico (BERMUDEZ, 2012). Ao descrever a doenca, Alois Alzheimer observou
algumas caracteristicas marcantes que estdo presentes até os dias atuais, como o
comprometimento progressivo da meméria, declinio da fungédo cognitiva, mudanga

de personalidade, agressividade, entre outros. (SELKOE, 2001).

A doencga de Alzheimer (DA) é um distirbio neurodegenerativo caracterizado por
danos precoces as sinapses, com degeneragdo retrégrada dos axdnios e eventual
atrofia da arvore dendritica que afeta amplas areas do cortex cerebral e do
hipocampo e apresenta grande relagdo com predisposicdo genética e com a
senescéncia (SERRANO-POZO et al., 2011; SELKOE, 2001).

O aumento na expectativa de vida durante o século XX, que passou de
aproximadamente 49 anos para mais de 76 anos (SELKOE, 2001), possibilitou que a
doenca se tornasse um dos tipos mais frequentes de deméncia na populagéo idosa
com impacto direto em seus familiares e sociedade, sendo considerado um
problema de salde publica. Em 2015 o custo total com tratamento de deméncia, em
todo mundo, foi de aproximadamente US$ 818 bilhdes, o que equivale a 1,1 % do
produto interno bruto (PIB) mundial com variagdes entre 0,2% do PIB de paises de

baixa e média renda a 1,4% em paises de alta renda (WHO, 2017).

A deméncia é uma das principais causas de dependéncia dos idosos que sao 0s
mais afetados com este tipo de problema. Segundo dados publicados pela
Organizagao Mundial da Saude (2017) aproximadamente 50 milhdes de pessoas no
mundo sofrem com algum tipo de deméncia, sendo que a doenca de Alzheimer é a
mais comum acometendo cerca de 60-70% dos casos. Estima-se que a até 2050 a
taxa de deméncias registradas seja em torno de 152 milhdes de pessoas com uma
incidéncia de 10 milhdes de casos por ano. No Brasil, as estimativas nao sao muito
diferentes, pois dados indicam que a prevaléncia da populac&o brasileira com mais
de 65 anos passara de 7,6% para 7,9% entre 2010 e 2020 (GUTIERREZ et al,,
2014).
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Cerca de 90-95% dos pacientes apresentam a forma esporadica da doenga,
também conhecida como Alzheimer de inicio tardio (TAD), a qual atinge individuos
com mais de 65 anos de idade (VEERAPPAN; SLEIMAN; COPPOLA, 2013), que
esta caracterizado por polimorfismos no gene APOE e é caracterizada pelo acumulo
de Beta amiloide (AB) seja pela produgdo excessiva ou pela incapacidade de se
realizar a depuracéo deste peptideo. Entretanto, hd uma pequena porcentagem dos
casos que manifesta a doenga de Alzheimer familiar ou de inicio precoce (FAD-
Familial Alzheimer’s Disease) que esta relacionada com uma mutagdo missense
autossébmica dominante em genes que codificam proteina precursora amiloide
(APP), presenilina 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2), responsaveis pelo acumulo do
peptideo amildide AR toxico (AB1-42) em individuos com menos de 65 anos de idade
(MASTERS et al., 2015).

O desenvolvimento da doenga esta associado com aclimulo de formas insoltveis
de AB em placas neuriticas nos espagos extracelulares, bem como nas paredes
dos vasos sanguineos. A agregagao da proteina tau em emaranhados
neurofibrilares (NFTs) (MASTERS et al., 2015) esta relacionada com as alteragoes
do citoesqueleto decorrente da hiperfosforilagdo da proteina tau associada a
microtUbulos, a qual normalmente esta localizada no axdnio. Entretanto, na DA a
proteina tau é translocada para o compartimento somatodendritico e sofre
hiperfosforilagdo (SERRANO-POZO et al., 2011 ; DE-PAULA et al., 2012).

Estima-se que a neurodegeneracdo na DA comece entre 20 a 30 anos antes de
qualquer manifestacao clinica da doenca. Muitos pacientes sobrevivem a periodos
de vida completos, sofrendo por muitos anos de deméncia. Tal situagao acarreta em
altos impactos financeiros, emocionais e fisicos, nao apenas aos pacientes, mas
também as suas familias. Sendo assim, a necessidade de detectar e intervir
clinicamente nos primeiros sinais da DA é de extrema importancia (MOSCONI;
MCHUGH, 2011).

Os primeiros critérios para diagnostico de DA foram elaborados em 1984 pelo
Instituto Nacional de Disturbios Neurolégicos e Comunicativos e Derrame (NINCDS)
e pela Associagdo de Doenga e Transtornos Relacionados a Alzheimer (ADRDA), os

quais eram baseados apenas na histoéria médica, exame clinico e testes

neuropsicologicos. Entretanto, em 2009, esses critérios foram revisados para




atender aos novos avangos cientificos em relagdo a DA e passaram a incluir critérios
como a falta de reconhecimento de caracteristicas distintivas de outras condigoes de
deméncia, de modo a excluir outras patologias neurodegenerativas, auséncia de
mutacdo nos genes PSEN1, PSEN2 e APP e presenca de alteragdes evidenciadas
pelos exames de imagem como tomografia por emissédo de positrons (PET)
(MCKHANN et al., 2011).

Apesar de grandes avangos no diagnoéstico da DA ainda nao é possivel confirmar
definitivamente a doenga in vivo, apenas a neuropatologia, considerada padrao ouro,
realizada post-mortem é capaz de revelar as lesdes patoldgicas especificas: placas
beta amildide no espago extracelular e vasos sanguineos, emaranhados
neurofibrilares intracelulares (NFTs), perda neuronal e sinaptica em regites
especificas do cérebro (MOSCONI; MCHUGH, 2011).

Com o avango das pesquisas relacionadas com a DA medicamentos como os
inibidores de aceticolinesterase (cloridrato de donepezila, rivastigmina, galantamina,
huperzina-A) e antagonista de N -metil-D-aspartato (memantina) foram aprovados
pelo Food and Drug Admistration (FDA) para tratar pacientes diagnosticados com
DA. Entretanto, estes medicamentos ndo apresentam eficacia na progressao do
declinio cognitivo, sendo capazes apenas de fornecer alivio sintomatico de curto
prazo (VEERAPPAN; SLEIMAN; COPPOLA, 2013).

A terapia génica surgiu como uma alternativa as abordagens farmacoldgicas
tradicionais, pelos avangos importantes na ultima década no tratamento do sistema
nervoso, por meio do desenvolvimento de diversas maneiras de entregar genes ao
Sistema Nervoso Central (SNC) (HOCQUEMILLER et al., 2016). Sendo assim, a
terapia génica constitui-se em uma potencial estratégia para o tratamento da DA por
melhorar diretamente a acdo de enzimas relacionadas com a degradacdo de Af,
entre outras fungbes (NILSSON et al., 2010). Além disso, a terapia génica com a
utilizagdo de RNAs nao codificantes (ncRNAs) pode ser mais econbmica e
conveniente, uma vez que proporciona maior direcionamento e durabilidade do
efeito terapéutico (CACABELOS, TORRELLAS, 2014).




2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é elucidar os pontos importantes na doenca de
Alzheimer com énfase nas alteragbes genéticas que acometem seus pacientes e

propor alvos para realizagdo de terapia génica com intuito de melhorar a qualidade

de vida daqueles que desenvolveram a doenga, principalmente em idade precoce.




3. METODOLOGIA

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados artigos cientificos consultados em
bases de dados como PubMed e revista eletrdnica Scielo. Também foi pesquisado
em sites de busca mais amplos, como Google Académico e Bireme, nos idiomas

portugués e inglés em arquivos publicados durante os anos de 1990 a 2019.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1 Patogénese da Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer € um distarbio neurodegenerativo progressivo,
caracterizada pela perda cronica de neurbnios e sinapses responsaveis pelas
fungbes cognitivas, incluindo o cértex cerebral, o hipocampo, o cértex entorrinal e o
estriado ventral, além de apresentar aumento dos ventriculos cerebrais,
caracterizado pelo alargamento dos sulcos, como pode ser observado na figura 1
(ALVES et al., 2012; OLIVEIRA FILHO; MARTINS, 2018).

Figura 1: Comparacao entre um cérebro saudavel com um cérebro acometido pela DA,

com imagens de PET Scan.

Ce’_.rl—bro Normal

Nota: Alteragbes anatdmicas da doenga de Alzheimer. Comparagdo entre um cérebro saudavel ou

nao acometido pela DA (a esquerda) e um cérebro acometido pela DA (a direita).
Fonte: (OLIVEIRA FILHO; MARTINS, 2018).

O substrato neuropatolégico da doenga de Alzheimer € a presenga de placas
amiloides nos espacos extracelulares e nas paredes dos vasos e emaranhados
neurofibrilares, bem como as perdas sinapticas, degeneragdo neuronal (apoptose),
infiltrado inflamatério e angiopatia amiloide. As placas senis s&o depositos

extracelulares esféricos de agregados insollUveis de AB42 localizadas, inicialmente,
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no sistema limbico. Os emaranhados neurofibrilares s&o agregados
intracitoplasmaticos de filamentos helicoidais pareados, compostos pela proteina
Tau hiperfosforilada (Figura 2) (TORRES et al., 2012).

Figura 2: Representacéo da placa amiloide e de emaranhados neurofibrilares, corados

por impregnagéo de prata de Bielschowsky.

Placa Amiloide Emaranhado Neurofibrilar

Nota: As setas mostram as proteinas agregadas que constituem as placas extracelulares e os

emaranhados neurofibrilares.

Fonte: Adaptado de (MASTERS et al., 2015).

A deposicdo de AR geralmente antecede as alteragbes neurofibrilares
localizadas, inicialmente, no sistema limbico (hipocampo, coértex entorrinal, amigdala
cerebelosa e em algumas areas corticais e subcorticais) (TORRES et al., 2012),
como mostra a figura 3, enquanto as porgdes parietais e frontais do codrtex
associativo sdo afetadas na fase avangada da doenga. Além das alteragbes
histopatoldgicas, alteragdes bioquimicas como estresse oxidativo, neuroinflamagao,
desregulagao de calcio e homeostase metélica também s&o observadas na doenga
(FALCO et al., 2016; ALVES et al., 2012).
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Figura 3: Diferentes regides do cérebro, com as dreas mais afetadas pela DA

destacadas em vermelho.

'Lébulo frontal

_ Lébulo parietal

Amidala cerebelosa |
. Hipocampo
~" Cértex entorrinal |

“Cortex visual |

' .Cerehelu

-+ Medula

Fonte: (FALCO et al., 2016).

Diversas teorias foram formuladas para explicar a patogénese do Alzheimer.
Entretanto, nenhuma delas é capaz de abordar todos os aspectos da doenca. A
teoria da cascata amiloide é a mais estudada nos dias atuais, como demonstrado no
grafico 1. Foi proposta pela primeira vez por Hardy e Allsop em 1991 (FALCO et al,,
2016; CARRILLO-MORA; LUNA; COLIN-BARENQUE, 2014), sugerindo que a DA
seja deflagrada por excesso de producdo, deposi¢do e agregacdo da proteina
ABaoiz2, levando a disfuncéo neuronal, oxidagéo, excitotoxicidade e neuroinflamagao
responsaveis pela apoptose. O resultado, decorrido da morte neuronal, é o déficit na
neurotransmissdo colinérgica, serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica,

com predominio da disfuncéo colinérgica (TORRES et al., 2012).
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Graficol: Porcentagem de publicacoes encontradas a respeito das principais

hipoteses moleculares para a DA, no periodo 1980-2014.
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Fonte: (FALCO et al., 2016).

Segundo a teoria da cascata amiloide, a excessiva formacao e deposicao de
AB fibrilar insoltivel, com consequente agregacao em placas senis resultando numa
cascata neurotoxica, é o evento iniciador na patogénese da DA em consequéncia da
alteracdo dos processos fisioldgicos que alteram a clivagem proteolitica da APP e
que, associado com a hiperfosforilagao da proteina tau, é responsavel pela
disfungdo sinéptica, inflamagéo, perda neuronal e deméncia, favorecendo o
processamento amiloidogénico (FALCO et al., 2016; DE-PAULA et al., 2012; ALVES
et al., 2012).

Os sintomas da DA associados as lesdes sdo decorrentes de agregados
anormais de fibras citoplasmaticas que ocorrem nos neurdnios envolvendo o0s
emaranhados neurofibrilares, sendo chamados de neurites distroficas. A figura 4
apresenta as diferengas entre um neurdnio saudavel e um neurénio de um paciente
com DA (FALCO et al., 2016).




Figura 4: Comparagéo de neurdnio saudavel (A) com neurdénio de um paciente com

Alzheimer (B).
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Fonte: (FALCO et al., 2016).

A clivagem da proteina precursora amiloide (APP), uma glicoproteina
transmembranar do tipo |, por y e B-secretases originam um grupo heterogéneo de
peptideos de comprimento variavel, AB40 e AB42 respectivamente. O peptideo AB42
& menos sollvel e tem propriedades agregativas aumentadas em relagéo a AB40,
formando, consequentemente, as placas insollveis neurotdxicas resultando em
morte celular (WILEY et al., 2005; FALCO et al., 2016).

4.2 Formacgao do peptideo A

A produgéo do peptideo AB ocorre a partir do processamento da APP, a qual
¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico e, posteriormente, é transportada por meio
do aparelho de Golgi em vesiculas secretoras até a superficie celular de neuronios.
Em seguida, é clivada pela a-secretase originando um fragmento neuroprotetor
solivel denominado sAPPa, que é secretado para o meio extracelular e um
fragmento que fica retido na membrana celular, o qual seré posteriormente clivado
pela y-secretase formando o fragmento denominado p3 (ZHANG et al., 2011; ZHOU
et al., 2011).

Na via ndo amiloidogénica ndo ocorre a produgéo de AB, uma vez que a

sequéncia responsavel por traduzir o peptideo AB esta dentro do sitio de clivagem
da a-secretase (Figura 5) (ZHANG et al., 2011; ZHOU et al., 2011).
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Na via amiloidogénica (Figura 5), a APP ¢ clivada inicialmente por f3-
secretase, produzindo uma forma longa e solivel de APP sAPPB, que sera
secretada para o espago extracelular e um fragmento carboxi-terminal CTF99 que
ficara retido na membrana. O fragmento CTF99 contém a sequéncia AB que é
liberado para o meio extracelular apos a clivagem de CTF99 pela y-secretase,
enzima composta pela presenilina, nicastrina, componente regulador Pen2 e Aph1
(ZHANG et al., 2011; ZHOU et al., 2011: YAN; VASSAR, 2014).

Figura 5: Esquema representativo do processamento da APP para formagso de AB.
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Fonte: Adaptado de (ZHOU et al., 201 1).

Além das caracteristicas histopatoldgicas descritas acima, outras alteracées

e

comuns presentes na DA incluem transporte axonal comprometido e plasticidade

gh‘ﬂ
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sinaptica reduzida. Os mecanismos que afetam a progressao da DA envolvem

desregulacdo de varias vias celulares como demonstrado na Figura 6 (PEREIRA,

2016a).

Figura 6: Mecanismos que levam a progresséo da DA
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Fonte: (PEREIRA, 2016a).
4.3 Proteina Precursora Amiloide

A proteina precursora amiloide (APP) é encontrada abundantemente em
membranas das células cerebrais, atuando como proteina chaperona com fungdes
citoprotetoras, além de participar de processos envolvidos com a reparagao

sinaptica e sinalizagao celular (AASETH et al., 2016).

O gene APP localizado no cromossomo 21g21.1 - 21921.3 é responsavel por
codificar a proteina precursora amiloide, a qual sofre splincing alternativo gerando as
trés principais isoformas APP695, APP751 e APP770. (ZHANG et al., 2011). No
minimo 39 mutagbes no gene APP que afetam seu processamento e,

consequentemente, aumentam a produgdo de AP, ja foram identificados,
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correspondendo a aproximadamente 16% dos casos de FAD (BASAVARAJU;
LENCASTRE, 2016).

Mutagdes na APP apresentam correlagdo positiva com a produgao de AB na
forma de AR 40, AR42 ou ambos, por meio de um dos trés mecanismos: expressao
aumentada de APP, inibigdo de a-secretase ou atividade aumentada de -secretase,
também chamado de BACE1 (ARBOR; LAFONTAINE; CUMBAY, 2016; YAN;
VASSAR, 2014).

A enzima BACE1 foi identificada como uma aspartil protease ligada a
membrana que forma o sitio ativo da enzima, preenchendo todos os critérios
conhecidos para ser classificada como B-secretase, responsavel pela clivagem da
APP. Por apresentar atividade enzimatica 6tima em pH acido esta enzima é
encontrada em niveis elevados nos endossomas e na rede trans-Golgi de neurbnios
do SNC. Portanto, € um dos principais alvos terapéuticos na DA (VASSAR, 2016;
OHNO et al., 2004; YAN; VASSAR, 2014).

Sabe-se que a BACE1 sofre suprarregulagdo ao estresse celular,
principalmente ao estresse oxidativos que s&o elevados em pacientes com DA
(ARBOR; LAFONTAINE; CUMBAY, 2016).

A BACE1 quando superexpressa ira clivar a APP e, consequentemente,
aumentar a produgdo de AB (VASSAR, 2016; OHNO et al., 2004). Foi comprovado
que a diminuigdo da B -secretase melhora os déficits de memdria e reduz os niveis
de AB. Sendo assim, o gene da BACET é um potencial alvo terapéutico para DA
(OHNO et al., 2006).

4.4 O que é a terapia génica?

A terapia génica tem como definigdo a insergdo de material genético sadio em
uma célula, através de técnicas de DNA recombinante, com intuito de interferir na
progressdo de uma doenga, seja manipulando, substituindo ou suplementando

genes inativos ou disfuncionais (LINDEN, 2010).

As doencas genéticas sdo causadas por alteragbes em genes, levando a
expressao de um produto ndo funcional ou com fungéo reduzida. Logo, o

conhecimento da fungdo do gene e as consequéncias de uma alteragdo séo
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fundamentais para o uso de técnicas de biologia molecular que podem alterar o
quadro clinico do paciente, ora modificando a expressdo de um gene mutado, ora
estimulando sistemas de reparo ou regeneragao, ou ainda modulando genes que
néo estejam associados a causa da doenca (FECCHIO; MACEDO; RICC, 2015).

Figura 7: Principais modalidades da terapia génica

[~ MODIFICAGAG DIRETADO | | TRATAMENTO INDIRETO DA | [ IMUNOTERAPIA POR |
| GENE CAUSADOR DA DOENGA | | PATOLOGIA ATRAVES DA | | MODULAGAO GENICA |
D i i i MODUL -&Ca?\fj GENICA z i

| DOENCAS HEREDITARIAS DOENCAS COMPLEXAS/ ! | MICROORGANISMOS OU |
’ MONOGENICAS MULTIFATORIAIS/ADQUIRIDAS | CELULAS PATOGENICAS | |
(ex. HEMOFILIA, (ex. AIDS, DOENCADE | | (ex. CANCER, DOENGAS |
(RaEHAS MElARDLIGAS | PARKINSON) | | neecciosas) |

Fonte: (LINDEN, 2010).
4.5 Histérico da terapia génica

As descobertas sobre a estrutura, natureza e bioguimica do DNA a partir de
1940, gerou grandes expectativas quanto a manipulagéo do material genético.
Mesmo antes do conhecimento sobre DNA recombinante os cientistas ja eram
capazes de manusear o material genético bacteriano. Entretanto, foi apenas em
1960 que cientistas cogitaram a ideia de utilizar virus como agentes modificadores
do DNA em doencas genéticas (LINDEN, 2010; FECCHIO; MACEDO; RICC, 2015).

Desde entdo surgiram varios estudos relacionados a terapia génica.
Entretanto, apenas em 1990 o FDA aprovou o primeiro teste, realizado em uma
menina de quatro anos que apresentava uma doenga genética que resulta na
deficiéncia da enzima adenosina desaminase (ADA). Tal doenca estava relacionada
com o desenvolvimento do sistema imune, impossibilitando que a paciente pudesse
ter uma vida normal. A deficiéncia de ADA é uma imunodeficiéncia combinada
severa (SCID) que resulta em degeneracdo de celulas T. Geralmente, essa
imunodeficiéncia € controlada por reposigdo enzimatica. Entretanto, a crianga

desenvolveu alergia contra as injegdes de reposigao enzimatica (LINDEN, 2010).
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O médico William French Anderson, iniciou a terapia génica na paciente
seguindo um protocolo de pesquisa que se baseava no isolamento de células T do
sangue da paciente em cultura e, por meio de um vetor viral, infectava as células
com copias do gene saudavel. Em seguida reintroduzia as células com o gene
terapéutico na paciente. Esse processo se repetiu em intervalos determinados e as
injecbes de ADA continuaram a serem ministradas semanalmente em paralelo com a
terapia génica (LINDEN, 2010).

A pesquisa teve resultados positivos e duradouros, pois apos doze anos
depois do término das infusées, as células T continuavam a expressar o gene
terapéutico, mas ressalvas séo feitas em relagéo a este estudo, pois como a crianga
continuou recebendo a reposicdo enzimatica, em doses menores, ndo se pode
afirmar o quanto a terapia génica, de fato, contribuiu para a melhora dos sintomas.
Este estudo contribuiu de modo significativo para que outros pudessem ser

realizados e hoje a terapia para ADA € um sucesso clinico (LINDEN, 2010).
4.6 A Terapia Génica nos dias atuais

Com o sucesso observado na década de 90 com a terapia para SCID, os
pesquisadores viram a terapia génica como uma ferramenta viavel para o tratamento
para varias doengas e, desde entdo, o numero de trabalhos publicados envolvendo
estudos de transferéncia de genes aumentou significativamente como pode ser visto
no Grafico 2 (GINN et al., 2018). Entretanto, houve um decrescimo de casos entre 0s

anos de 1999 e 2003 em consequéncia de um caso, geralmente nao fatal, utilizando

um vetor adenovirus recombinante que culminou na morte de um paciente (GRAY;
WOODARD; SAMULSKI, 2010).
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Grafico:2 Nimero de ensaios clinicos de terapia génica aprovados em todo o mundo
990-2017.
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Fonte: (GINN et al., 2018).

Os ensaios clinicos de terapia génica estdo sendo realizados nos cinco
continentes, abrangendo 38 paises. A distribuigdo continental dos estudos reflete os

gastos com pesquisa e desenvolvimento, sendo que 64,9% dos estudos sao
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realizados nas Américas, 23,2% na Europa e, na Asia, as pesquisas em terapia
génica atingem 6,5%. Outros paises ainda apresentam poucos estudos em

andamento como pode ser visto no Grafico 3 (GINN et al., 2018).

Grafico 3: Distribuigdo geografica dos ensaios clinicos de terapia génica.

Outros paises 3.9% (n=102)
@ América 64.9% (n=1658)
@ Europa 23.2% (n=602)
@® Asia6.5% (n=168)
@ Australia 1.3% (n=34)
@ Africa 0.2% (n=6)

Fonte: Adaptado de (GINN et al., 2018).

Pesquisas que abordam o cancer refletem a maioria das indicagdes de terapia
génica, representando cerca de 65,0% dos ensaios clinicos, seguido por estudos de
doengas monogénicas hereditarias com 11,1% sendo que este Ultimo, mesmo sendo
em menor quantidade, apresentaram resultados mais promissores até o momento
(GINN et al., 2018).
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Grafico 4: Indicagdes abordadas pelos ensaios clinicos de terapia génica

Cancer 65% {n=1688)
& Doengas monogeénicas 11.1% (n=287)
@ Doencas infecciosas 7% (n=182)
@ Doencas cardiovasculares 6.9% (n=180)
@ Doencas neurolégicas 1.8% (n=47)
@ Doencas oculares 1.3% (n=34)

& Doencas inflamatorias 0.6% (n=15)

@ Outras indicacdes 6.3% (n=1566)

Fonte: Adaptado de (GINN et al., 2018).
4.7 Tipos de terapia génica

A terapia génica consiste em introduzir um gene de interesse, ou seja, 0
transgene, o qual possui uma sequéncia determinada e conhecida possibilitando a
expresséo de proteinas essenciais ou inibindo a expressdo de proteinas que, de
outro modo, seriam nocivas. Assim, com a terapia génica, ha a possibilidade de
corrigir deficiéncias hereditarias ou adquiridas (NAYEROSSADAT,; ALl; MAEDEH,
2012),

O silenciamento genético por meio de pequenas moléculas de RNA nao
codificante que degradam o RNAm ou bloqueiam a sintese proteica, € um modelo de
terapia génica desenvolvido no final da década de 1990, tendo como base um
mecanismo natural usado pelos organismos vivos para regular negativamente a
expressdo de determinado gene no nivel pos transcricional. Atualmente sao
conhecidas diversas familias de RNA envolvidas nesses mecanismos dentre eles: os
microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) e os RNAs que
interagem com Piwi (piRNAs) (JUNIOR et al., 2016).

Existem dois tipos de terapia génica, sendo elas a terapia génica germinal e a
somatica. A primeira consiste na inser¢do do transgene em células germinativas,

com efeito terapéutico podendo ser visto tanto no individuo tratado quanto em seus
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descendentes. Entretanto, a aplicagéo deste tipo de terapia € proibida por razdes
éticas. Diferente da terapia germinativa, a terapia somatica tem por objetivo a
inser¢do de genes em células somaticas, ou seja, células diploides, e sendo assim,
ndo pode ser herdado por geragbes futuras (NAYEROSSADAT; ALI; MAEDEH,

2012).

Para introduzir os genes em organismos por meio de terapia génica, duas
estratégias basicas sdo possiveis de serem empregadas: in vivo e ex vivo (Figura 8).
Na estratégia in vivo, vetores virais ou ndo virais levam o transgene diretamente a
células alvo, por meio de aplicagcbes direta de injegdes, resultando na eficiente
expressdo do transgene. A estratégia ex vivo baseia-se na modificagdo de celulas,
como os linfocitos, que foram previamente retirados de um paciente e cultivadas in
vitro. Essas células selecionadas, apos tratamento in vitro serédo reintroduzidas no
paciente e, desta forma, irdo expressar o gene exogeno desejado (MENCK;
VENTURA, 2007).

Figura 8: Esquema das estratégias in vivo e ex vivo.
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Fonte: Adaptado de (MENCK; VENTURA, 2007).
4.8 Vetores de transferéncia

O termo transferéncia génica se refere a qualquer procedimento que vise a
entrada, por meio de vetores (do latim vector, que significa “aquele que entrega”), de

material genético, seja na forma de DNA, RNA ou ainda oligonucleotideos em




células alvo. A escolha do vetor ideal deve seguir alguns critérios como: apresentar
alta eficiéncia de transducéo, especificidade para célula alvo, apresentar um perfil de
seguranga aceitavel e deve ser capaz de expressar o transgene por um periodo de
tempo adequado (GRAY; WOODARD; SAMULSKI, 2010), além de ser capaz de
acomodar o gene de interesse, cujo tamanho é variavel. Apresentar baixa
imunogenicidade e citotoxicidade deve apresentar a expressdo estavel do
transgene, baixo custo, facil produgdo e manipulagédo e ainda possibilidade de
regular a expressdo do gene exdgeno no tempo e/ou em quantidades adequadas
(NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas das membranas bioldgicas ndo permitem a
passagem de acidos nucleicos de maneira natural. Logo, o DNA exogeno deve
atravessar a membrana celular e atingir o ntcleo da célula alvo onde ira ocorrer a
expressdo do gene. Além do obstaculo fisico da membrana, o DNA tem que resistir
a degradagdo por nucleases presente nas células. Sendo assim, o uso de vetores

para a entrega de DNA exdgeno é imprescindivel (KAMIMURA et al., 2011).

Ha varios meios de transferéncia génica, que podem ser fisicos como nos
casos das eletroporagdes ou injegbes de alta pressdo, quimicos tais como uso de
polimeros ou ainda métodos bioldgicos utilizando os virus como vetores de
transmissdo (IWAMI, NATSUME; WAKABAYASHI, 2011).
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Figura 9: Diferentes sistemas de entrega de genes
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Fonte: Adaptado de (NAYEROSSADAT; ALI; MAEDEH, 2012).

A forma plasmidial consiste no tipo de material genético utilizado nas
transferéncias génicas, na qual um gene de interesse é inserido em um plasmideo
de expressdo, estimulando a sintese da proteina funcional desejada (NARDI,
TEIXEIRA; SILVA, 2002).

Além da forma plasmidial, existe a forma viral que também é muito utilizado em
experimentos de transferéncia, e nestes vetores virais, o gene de interesse substitui
regides génicas de alguns virus que geralmente sao responsaveis pela sua
patogenicidade e, deste modo, os virus sdo incapazes de causar dano ao
hospedeiro (NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2002).

Uma série de vetores foram desenvolvidos ao longo dos anos. Atualmente,
diversas sé@o as formas de entrega do material genético a célula alvo e mesmo com
as diversas vantagens que os vetores nao virais apresentam, eles ainda sao pouco
utilizados na pesquisa em comparagdo com os vetores virais, como demonstrado no
Grafico5 (GINN et al., 2018).
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Grafico 5: Vetores usados em ensaios clinicos de terapia génica.
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Fonte: Adaptado de (GINN et al., 2018).
4.8.1 Vetores virais

Os virus estéo entre os mais simples agentes bioloégicos com a capacidade
intrinseca de fornecer material genético as células, sendo este um dos principais
motivos que os tornam otimos vetores para transferéncia genética. Os lentivirus,
herpes virus simplex (HSV-1), adenovirus e adenovirus associado (AVV), sé&o
comumente usados na entrega de material genético ao SNC promovendo,
eficazmente, a cura de doencgas (KALBURGI; KHAN; GRAY, 2013; LENTZ; GRAY;,
SAMULSKI, 2012).

Retrovirus: sdo virus RNA de cadeia simples, com capacidade de transportar um
transgene de até 8kb, utilizando a transcrigdo reversa para produzir DNA, que €
inserido de forma aleatoria em células quiescentes do SNC e confere expressao
génica em longo prazo (KALBURGI; KHAN; GRAY, 2013).

Além disso, os retrovirus tém a capacidade de inserir o DNA exdgeno no
cromossomo de células em divisdo assegurando a transmisséo fiel do transgene nas
células filhas (KALBURGI; KHAN; GRAY, 2013).

Lentivirus: sdo retrovirus complexos e sendo assim fazem parte da gama dos
vetores virais envelopados, que possuem a capacidade de armazenar DNA ex6geno

de até 9kb. Os lentivirus apresentam a capacidade de infectar células néo
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replicativas e proliferativas como as células neuronais (GRAY; WOODARD;
SAMULSKI, 2010).

Mesmo apresentando iniUmeras vantagens eles representavam apenas 1,5%
dos ensaios clinicos em 2010, sendo que apenas um ensaio clinico envolvia o SNC,
fato este que pode ser explicado pela alta taxa de desenvolvimento de leucemia de
células T, observados em 20% das criangas tratadas para (SCID) usando um vetor
retroviral (GRAY; WOODARD; SAMULSKI, 2010; NAYEROSSADAT; ALI; MAEDEH,
2012).

Adenovirus: os adenovirus séo particulas virais de 100 nm ndo envelopados cujo
poder de empacotamento do transgene é de 36 kb. Apesar de apresentar tropismo
neuronal o uso deste vetor na terapia génica é limitado devido a alta toxicidade
observada (GRAY; WOODARD; SAMULSKI, 2010).

Adenovirus associado (AAV): Apresentam a capacidade de transportar material
exogeno de até 4,7kb. O uso destes vetores representa cerca de 7,6% dos ensaios
clinicos, sendo que destes aproximadamente 20% estdo direcionados ao
desenvolvimento da terapia génica para doengas neurodegenerativas (GRAY;
WOODARD; SAMULSKI, 2010).

A grande vantagem de se utilizar o AAV é o baixo risco de infecgoes
patogénicas, pois sdo dependentes de uma co-infec¢édo, geralmente com adenovirus
para realizar o ciclo litico (KALBURGI; KHAN; GRAY, 2013).

Herpes virus simplex tipo 1(HSV-1) sdo particulas virais de 100 nm que permite o
empacotamento do transgene com tamanho aproximado de 100 kb (GRAY;
WOODARD; SAMULSKI, 2010).

O HSV-1 tem como principal vantagem o neurotropismo natural via transporte
axonal retrogrado (GRAY; WOODARD; SAMULSKI, 2010) além de ser capaz de
manifestar alta eficiéncia de transdugédo e sua capacidade de entrar em estado de
laténcia em neurdnios (KALBURGI; KHAN; GRAY, 2013)

Devido as caracteristicas inflamatérias inerentes destes vetores, foi projetado

o HSV-1 recombinante (rHSV-1), tornando estes vetores mais seguros, pois
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expressam poucos genes virais do tipo selvagem, mostram baixa toxicidade e tém
alta expressao do transgene (GRAY; WOODARD; SAMULSKI, 2010).

Figura10: Representagéo de vetores virais utilizados em protocolos de terapia génica

virus
Retrovirus Adenovirus adenoassociado

Fonte: (MENCK; VENTURA, 2007).
4.8.2 Vetores nao virais

Os vetores n&o virais incluem os métodos fisicos como eletroporacéo,
magnetofecgao, entre outras e os métodos quimicos envolvem complexos de DNA
com polimeros ou lipidios capazes de transferir genes de forma eficiente para as
células (KAMIMURA et al., 2011).

Apesar de ter uma eficiéncia de transdugéo génica in vivo baixa, quando
comparado com os métodos virais, os vetores ndo virais possuem muitas vantagens
como menor indugéo do sistema imunolégico e nenhuma limitagdo no tamanho do
DNA que os tornaram mais eficazes na entrega do gene terapéutico
(NAYEROSSADAT; ALI; MAEDEH, 2012).

Lipossomas: Sé&o particulas microscopicas compostas de uma ou mais bicamadas
lipidicas envolvendo um compartimento aquoso e séo formadas espontaneamente
quando uma pelicula de lipidios é hidratada em uma solugéo aquosa. Diversos tipos
de lipossomas foram desenvolvidos desde a sua criagdo. Entretanto, os lipossomas
catidnicos sdo os mais eficazes na entrega de &cidos nucleicos. Esses lipidios s&o
compostos por grupos de cabega mono ou multi-catidnicos e uma ancora hidrofébica

(frac&o de colesterol) unida por um linker (SIMOES et al., 2005).

L e
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As cargas negativas do DNA interagem espontaneamente com as cargas
positivas do lipossoma e deste modo, DNA e lipossoma se complexam formando os
lipoplexos. Para que os lipoplexos se formem de maneira adequada € preciso que a
concentragdo e a proporgao entre lipidios e DNA sejam utilizadas em concentragoes

adequadas para garantir a eficiéncia da entrega (KAMIMURA et al., 2011).

A entrega do gene terapéutico através do DNA complexados com os
lipossomas catidnicos consiste na endocitose mediada por receptor do lipoplexo.
Apos a internalizagdo, grandes quantidades de complexos sé@o degradas dentro do
endolisossomo e apenas uma pequena fragdo entra de fato no nucleo, onde é capaz

de expressar o gene terapéutico (Figura11) (KAMIMURA et al., 2011).

Figura 11: Distribui¢ao génica usando lipoplexos.
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Fonte: adaptado de (PANKAJAKSHAN; AGRAWAL, 2013).

Os lipossomas apresentam inimeras vantagens na entrega de genes as
células como: baixo custo na produgdo, nenhuma ativagao do sistema imunolégico,

liberag&o dirigida de compostos bioativos para o local de agéo, oferecem um grau de
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protecdo ao DNA contra degradagdo mediada por nucleases e séo capazes de

transportar moléculas grandes de DNA (KAMIMURA et al., 2011).

Figura 12: llustragéo de lipossoma catiénico complexado com DNA.
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Fonte: Adaptado de (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Polimeros catiénicos: Os polimeros catibnicos sdo capazes de se complexar com

o DNA formando os poliplexos. O DNA é condensado em pequenas particulas e

assim a degradagdo do DNA ¢é evitada e a captagéo celular ocorre via endocitose

mediada por receptor. Semelhante aos lipidios catiénicos, os polimeros também sao

faceis de confeccionar e séo flexiveis para modificagdes (GUO; HUANG, 2012).

Dendrimeros: s3o particulas de 100-200 A de didmetro com um nucleo central e

grande nimero de cadeias de ramificagdo que surgem a partir deles. Eles tém

muitos grupos funcionais em sua superficie, nos quais o gene a ser alvejado pode

ser anexado, seja eletrostaticamente ou covalentemente (MANJILA et al., 2013).
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Figura 13: Entrega do gene baseado em dendrimeros
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Fonte: adaptado de (MANJILA et al., 2013).

Eletroporagdo: essa técnica se baseia na formagao de poros através da
desestabilizagdo temporaria da membrana da célula alvo permitindo a passagem de
moléculas de DNA exogeno no citoplasma e no nucleoplasma da célula, mas
infelizmente com a técnica de eletroporagao o transgene é capaz de se integrar em
apenas 0,01% das células tratadas (MANJILA et al., 2013).

Magnetofecg¢ao: € um método de transfeccdo simples e eficiente no qual campos
magnéticos sdo usados para concentrar particulas contendo acido nucléico nas
células alvo. Desta forma, a forca magnética permite uma concentracdo rapida de
DNA exdgeno, de modo que 100% das células entrem em contato com transgene. A
magnetofec¢do foi adaptada a todos os tipos de acidos nucleicos (DNA, siRNA,
miRNAs, dsRNA, mRNA, etc) (NAYEROSSADAT; ALI; MAEDEH, 2012).

4.9 Introducdo a terapia génica no SNC

Os disturbios relacionados ao SNC estédo entre as patologias mais dificeis de
tratar devido ao acesso limitado ao tecido cerebral, o qual é protegido pela barreira
hematoencefalica, principal obstaculo na realizagdo da terapia génica em SNC, pois
impede que moléculas grandes ou hidrofédbicas passem passivamente para o
cérebro (HOCQUEMILLER et al., 2016; GRAY et al., 2011).

Doencgas neurologicas, decorrentes de alteragdes genéticas, muitas vezes

resultam na perda ou mau funcionamento de um tecido especifico dentro do SNC,
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sendo assim o protocolo da terapia génica deve determinar o vetor ideal que
expresse 0 transgene por um periodo de tempo que tenha impacto terapéutico
maximo. Logo, a duragdo da expressao nao pode ser curta a ponto de ndo exercer
efeito terapéutico e ndo pode ser muito intensa para que nao produza efeitos
citotoxicos ou provoque respostas imunes do hospedeiro contra o gene terapéutico
(LENTZ; GRAY; SAMULSKI, 2012).

4.10 Os miRNAs

Os miRNAs sdo pequenas sequéncias de RNA ndo codificante (ncRNA),
aproximadamente 22 nucleotideos que se originam de precursores de RNA de
cadeia dupla. Essas moléculas sdo sequéncias de RNA incapazes de serem
traduzidas em proteinas e, portanto, sdo conhecidos como moléculas regulatorias da
expressao génica pela represséo da tradugdo ou degradacao de mRNAs alvos (KIM,
2005; GOMES; NOLASCO; SOARES, 2013).

0Os miRNAs estido diretamente envolvidos na regulagao de expressao génica
através do pareamento de bases entre a extremidade 5 do miRNA e a extremidade
3'UTR do mRNA alvo, resultando na repressao ou degradacao da sequéncia de
mRNA alvo, no caso da DA seria a sequéncia de mRNA que sera posteriormente
traduzido na BACE1 (LIU; FORTIN; MOURELATOS, 2008).

4.10.1 Biogénese de miRNAs

A maioria dos genes de miRNAs sao transcritos pela polimerase |l
Geralmente, os genes de miRNA tendem a estarem proximos uns dos outros e sdo
transcritos como policistrénicos, ou seja, sdo capazes de produzir mais de um
miRNA (LIU; FORTIN; MOURELATOS, 2008).

Os miRNAs sdo derivados de RNAs dupla fita maiores que se dobram sobre
si mesmos para formar uma estrutura em grampo caracteristico. Esses miRNAs sao
transcritos pela RNA polimerase |l no nucleo, originando o miRNA primario ou pri-
miRNA, o qual apresenta as extremidades 5’ e 3’ poliadenilado com estrutura de
haste de cadeia dupla. A pri-miRNA é clivada pelo complexo formado pela Drosha
mais a subunidade DCGR8 formando o pré- miRNA com cerca de 70-100

nucleotideos com desemparelhamentos intercalados e com 2 nucleotideos
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suspensos na extremidade 3'. O pré-miRNA é entéo transportado para o citoplasma,
pela exportin 5, onde seréd processada pela Dicer, uma ribonuclease lll, formando
um duplex de miRNA com aproximadamente 25 nucleotideos. Este duplex ira se
associar a RISC formando o complexo miRISC. O duplex de miRNA é desenrolado,
descartando a cadeia complementar, designada de miRNA*, que sera degradada
pela agonaute 2 (Ago2). O miRNA maduro de fita simples guia o complexo miRISC
associado a proteina Ago até a sequéncia de mRNA alvo. Assim, o miRNA € capaz
de se ligar aos mRNAs alvo por meio do pareamento parcial de bases e,
consequentemente, ocorre o silenciamento do gene alvo pela repressdo da
traducéo, degradagdo ou clivagem de mRNA. A Figura 14 ilustra o processo de
formagéo e silenciamento de genes com miRNAs (LAM et al., 2015; LIU; FORTIN;
MOURELATOS, 2008; BARTEL, 2009).




Figura 14: Mecanismos de silenciamento de genes de miRNA.
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Nota: A transcricdo do gene miRNA é realizada pela RNA polimerase Il no nucleo para formar pri-

miRNA, que € entédo clivado por Drosha para formar pre-miRNA. O pré-miRNA é transportado pela

Exportina 5 para o citoplasma, onde & processado pela Dicer em miRNA. O miRNA é& carregado no

RISC, onde o miRNA* é descartado, e 0 miRISC é guiado para sequéncia de RNAm alvo através de

ligagdo parcialmente complementar. A tadug&o do RNAm alvo é inibido por meio da repressdo,

degradagdo ou clivagem do RNAm alvo.

Fonte: Adaptado de (LAM et al., 2015).

A identificacdo do mRNA alvo ocorre baseado na complementariedade das

sequéncias nucleotidicas entre o miRNA e o mRNA alvo. O emparelhamento do

miRNA com seu mRNA alvo ocorre na regido nao traduzida 3' UTR e na regido
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anterior chamada de “sequéncia de sementes” que é composta de 2-8 nucleotideos
na extremidade 5 do miRNA. Como o reconhecimento da sequéncia alvo pelo
miRNA ndo requer um emparelhamento completo, uma fita de miRNA pode
reconhecer diferentes graus de complementariedade entre miRNA e mRNA como
consequéncia do emparelhamento imperfeito resultando represséo de genes
inespecificos (LAM et al., 2015).

4.11 O uso de miRNA na terapia génica para a doenga de Alzheimer

Apesar da descoberta dos miRNAs ser considerada recente, esta claro que
eles podem desenvolver papéis importantes no controle molecular do
desenvolvimento neuronal, plasticidade sinaptica, neurotransmissdo, entre outros
aspectos fisiolégicos. Um niimero crescente de estudos sobre a utilizagdo de mir-29
para regulacdo génica de vias desreguladas envolvidas na patogénese de Alzheimer
tem sido desenvolvido, apontando que esta biomolécula pode ter um papel
importante na regulagédo da DA (PEREIRA et al., 2016; HEBERT et al., 2008).

Estudos demonstraram que os niveis do mir-29a/b1 estdo diminuidos em
cérebros de pacientes com DA e que esta familia de miRNA é responsavel pelo
controle da expressdo de BACE1. Sendo assim, os niveis desta (- secretase
encontram-se elevados e, consequentemente, ha o aumento dos niveis do peptideo
AB em pacientes com FAD. Portanto, a regulagdo da expressao de BACE1 via mir-
29 é considerado como alvo terapéutico para a diminuigdo da produgao de AB na DA
(PEREIRA et al., 2016; HEBERT et al., 2008).

A sintese de miRNAs, para fins terapéuticos, pode ocorrer por meio de
métodos quimicos, sintese enzimatica ou ainda, expressao via plasmideo. Embora
esses trés meétodos parecam eficazes para a produgdo de miRNAs, os protocolos de
sintese dessas biomoléculas exigem processos de purificacdo adicionais para
remover impurezas e, assim, evitar o silenciamento génico nao direcionado
associado a diminuigdo da eficacia terapéutica. Entretanto, estes processos de
purificagdo apresentam um custo muito elevado, além de ocorrer a degradagao de
RNA devido ao uso de solventes toxicos (PEREIRA et al., 2016).

Para minimizar os custos e a degradacéo de RNA, Pereira e colaboradores

(2016) propuseram um novo processo de produgcdo de mir-29 recombinante e
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purificagdo por cromatografia de afinidade com arginina, que poderia contribuir para
o estabelecimento de protocolos terapéuticos com melhor custo beneficio. No
entanto, para melhorar a atividade biolégica baseado em miRNA é essencial 0 uso
de vetores eficientes. De modo a suprir as caracteristicas ideais para um vetor de
entrega, polimeros catiénicos como Polietilenimina (PEl) e Quitosana (CS) foram
desenvolvidos para a entrega dos miRNAs para paciente com DA. Esses vetores
apresentam didmetro de aproximadamente 200 nm e alta estabilidade (PEREIRA et
al., 2016).

O Gréfico 6 mostra que as células permaneceram vidveis apos a transfecgéo
dos vetores, sugerindo que estes métodos de entrega sdo adequados para o uso na
terapia génica. No estudo em questdo as células ndo tratadas e células
transfectadas com controle de RNA nao especificados foram utilizados como
controle negativo para citotoxicidade, enquanto células tratadas com etanol foram

usadas como controle positivo para citotoxicidade (PEREIRA et al., 2016).
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Grafico 6: Ensaios realizados para verificar a viabilidade celular cultivadas em
concentragoes crescentes de CS/ pré-miR-29b (A) e PEV/ pré-miR-29b (B), por 48 e 72

horas.
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_ég l o €8I ndo relacionade RNA controle
b=
(B)
@
E e s Etano)
§ e N&o tratada
T 1004 ez PEN pré-miR-29b 1.82 nM
bl e PEN pré-miR-28b 3.84 nM
jg ez PEN pré-miR-28b 5.32 nv
B 50l ez PEW pré-milR-250 £.72 nii
5 = PEN pré-miR-29b 9.9 nivl
;§ “ PEN ndo relacionado RNA controle
g ol
-

Nota: Células ndo tratadas e células transfectadas com um controle de RNA nao relacionado foram
utilizadas como controles negativos para citotoxicidade. Células tratadas com etanol foram usadas

como controle positivo para induzir toxicidade.

Fonte: Adaptado de (PEREIRA et al., 2016).

As pesquisas realizadas por Pereira e colaboradores utilizaram células
modelo para DA expressando o gene da APP695 humano (células N2a695), estas
células séo ideais para o estudo, pois apresentam expressio de BACE1 endogena
constitutiva permitindo maior sensibilidade nas analises. Foi realizada a
administragdo de pré-mir29b, inserido nos vetores PE| e CS, em diversas
concentragoes e o efeito terapéutico foi analisado por Western blot (PEREIRA et al.,
2018).

Os resultados revelaram que em células tratadas com CS/pré-mir-29b houve
diminuicdo dos niveis endogenos de BACE1, em cerca de 78%, enquanto que em

£




46

células tratadas com PEI/ pré-miR29 a diminuigdo foi de aproximadamente 86% em
relacdo as células ndo tratadas. Além destes resultados, o Western blot revelou
diminuicdo de BACE1 em até 82% dependente da concentragéo de vetores com 0
pré-mir-29 (Figura 15) (PEREIRA et al., 2016).

Figura15: Analise por Western blot dos niveis endégenos de BACE1 em células
N2a695 tratadas com diferentes concentragdes de pré-miR-29b apés 72 h, utilizando

B-actina como normalizador.
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Nota: A — B Imagens representativas de Western blot a partir de células N2a695 apos 72 horas de
transfecgdo com CS / pre-miR-28b, PE| / pre-miR-29b respectivamente.

C- Comparacéo de células ndo tratadas com controle negativo e controle positivo de mir-28b.

Fonte: Adaptado de (PEREIRA et al., 2016).

Os resultados obtidos por Pereira e colaboradores (2016) demonstram que a
superexpressdo do pré-mir29b induz uma diminuigdo consideravel de BACE1 e,
consequentemente, da produgdo de AB42 (PEREIRA et al., 2016).
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Além disso, foi possivel notar que uma Unica aplicagdo de CS / pré-mir-29b
diminuiu os niveis de BACE1 com a supressédo da expressdo em até 78,5 + 4,5, de
modo que, a aplicagdo do gene terapéutico utilizando a PEl/pré-mir-29b houve a
supressdo de até 86,1 + 1,2% e a geragdo de AR 42diminui em 44,2 + 6,0% e 472
11,4%, respectivamente (PEREIRA et al., 2016).

Além do miRNA estudado por Pereira et al. Outros miRNAs também estao
sendo estudados como potenciais alvos terapéuticos para doenga de Alzheimer,
uma vez que muitos miRNAs, como miR-106a / 106b, miR-20a, miR-17-5p, entre
outros, participam do processo de regulagdo da expressédo de APP e regulacdo da
BACE1 por meio da ligagdo desses miRNA a regido 3'UTR (WANG; QIN; TANG,
2019).

Sendo assim, observamos que diversas estratégias de terapia génica estao
sendo desenvolvidas para tratamento de pacientes com a doenga de Alzheimer, mas
ainda sAo necessarios mais estudos e coortes maiores para uma investigagéo mais
precisa dos resultados e da eficacia dos tratamentos para que essa doenca possa
ter um maior controle, oferecendo maior qualidade de vida para os pacientes e seus

familiares.
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CONCLUSAO

Este trabalho abordou conceitos sobre a terapia génica com intuito de
demonstrar hipoteses que culminem com um tratamento eficaz para pacientes que
sofrem com a doenca de Alzheimer, e assim melhorar a qualidade de vida destes

individuos e de seus familiares.

Durante a pesquisa por meio de artigos cientificos, observou-se que 0s
microRNAs nestes pacientes encontram-se alterados e esta altera¢do tém relagéo
com variagdo na expressdo de genes importantes na patogénese da DA. Logo, a
terapia génica para o Alzheimer tem como objetivo regular a expresséo da BACET,
que em paciente com a doenga encontra-se elevado, pelo miR-29 e com isso ha a
diminuicdo da producdo do peptideo neurotéxico AB. Entretanto, para que estes
procedimentos sejam vidveis, é necessario que haja mais pesquisas para o
desenvolvimento de vetores capazes de apresentar alta eficiéncia de transducéo,

baixa imunogenicidade e alta especificidade.

Com esta analise, chegou-se a conclusdo que a terapia génica, capaz de
entregar genes ao Sistema Nervoso Central, mostrou-se como uma alternativa aos
tratamentos farmacoldgicos, que atualmente séo utilizados de maneira paliativa aos
sintomas da doencga. Sendo assim, as vantagens do tratamento com a terapia
génica pode proporcionar maior durabilidade do efeito terapéutico e
consequentemente, em longo prazo, se tornar uma terapéutica mais econdmica

comparada ao método medicamentoso.

Conclui-se que, para que a terapia génica se torne cada vez mais acessivel, &
necessario que haja mais investimentos em pesquisas que buscam um tratamento
eficaz para a DA, permitindo que as pesquisas desenvolvidas até o momento
possam prosseguir para uma nova fase, extrapolando os experimentos para

pacientes da doenca.
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