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APLICAGAO DE SILECIAMENTO GENICO COMO TRATAMENTO PARA O MAL DE ALZHEIMER: UMA
REVISAO BIBLIOGRAFICA.

Flavia Caroline Bergamasco®, Marcela Funaki dos Reis?

RESUMO: O Mal de Alzheimer é uma doenca caracterizada pela perda episddica de memoria e 0 seu tratamento
€ possivel apenas utilizando a terapia génica. Para verificar os avancos no tratamento para esta doenca este
estudo teve como objetivo a realizacdo de uma revisao bibliografica sobre 0 uso da técnica de terapia génica por
silenciamento génico via RNA de interferéncia sobre os genes que atuam na patogénese do Mal de Alzheimer. A
doenca tem origem genética e neste caso ndo ha cura ficando os tratamentos convencionados limitados a
manutencdo da qualidade de vida. Foi verificado que o método capaz de verdadeiramente curar a doenca pode
ser a terapia génica por sileciamento dos genes implicados no Mal de Alzheimer via RNA de interferente. O
mecanismo empregado pelo RNA Interferente (RNAI) é de silenciamento pos-transcricional, ou seja, o gene sera
transcrito normalmente, porém ndo conseguira ser traduzido, pois antes 0 RNA mensageiro (RNAm) sofrera
clivagem pela enzima argonauta complexada, o que conduz a ndo expressdo das proteinas responsaveis pela
formacao da placa amiloide. Neste sentido € possivel que esta tecnologia possa ser aplicada para o tratamento de
portadores do Mal de Alzheimer impedindo a manifestag&o precoce dos sintomas.
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1 INTRODUCAO

A doenca conhecida como Mal de Alzheimer € caracterizada pela perda de memodria episddica. O nome
Mal de Alzheimer vem do psiquiatra e neuropatologista alem&o Alois Alzheimer, que foi o primeiro a descrever em
1906 os sintomas e efeitos neuropatoldgicos da doenca através da analise de laminas do tecido cérebral de sua
paciente, onde foi confirmado nas analises o acumulo de uma substancia incomum no cortex cerebral (OLIVEIRA
et al; 2005).

A doenca tem diferentes graus de manifestac@o e pode ser classificada como ligeira a tendéncia a letargia
e perda de espontaneidade a reagdo a estimulos, moderada, quando o paciente necessita de auxilio para tarefas
mais complexas e se tem a incapacidade de realizar tarefas diarias simples sem superviséo, e grave onde nesta
fase se tem a perda da capacidade linglistica, perca da degluticdo que podem até levar o individuo a morte
(MARTINS, 2010). As principais areas cerebrais atingidas sdo o cortex cerebral e hipocampo, regido responsavel
pela formagdo de memoéria (NUSSBAUM, 2008).

O RNAi foi identificado em 1990 em plantas transgénicas em um experimento, onde foi feito uma super-
expressdo de genes para a producdo do pigmento que promoveria uma coloracdo mais intensa de violeta escuro
em petunias. O gene responsavel identificado foi “chalcone” e adicionado na planta, onde se obteve como
resultado uma co-supressédo que gerou o silénciamento provocando a producdo de plantas brancas, sendo entéo
observada a capacidade de moléculas interferirem na expresséo do gene alvo, e o seu mecanismo foi descrito em
helmintos Caenorhabditis elegans como mecanismo celular natural de silenciamento pos-transcricional (WATSON,
2009).

O Mal de Alzheimer é uma doenca de origem genética, e 0s genes implicados nesta patologia estéo
relacionado a expressao da proteina precursora amildide, que é uma proteina transmembrana e a sua super
expresséo seria o0 centro da patogénese da doenga (NUSSBAUM, 2008). Essa proteina é clivada pelas enzimas
secretases formando duas isoformas, a Ab-40 atdxica e a Ab-42 neurotdxica, onde a Ab-42 tem uma maior
expressdo em portadores de Alzheimer. Ambas isoformas protéicas formam as placas amiléides que séo
responsaveis pelo Mal de Alzheimer. Outros genes que podem estar envolvidos e quando alterados contribuem na
patologia da doenca s&o os responsaveis pela expressao das presenilinas (PSEN 1 e PSEN 2), que funcionam
como cofatores das enzimas secretases para a clivagem de derivados de proteinas precursoras amiléide, levando
0 aumento da Ab-42 (NUSSBAUM, 2008). Além disso, o alelo E4 do gene APOE é também considerado um fator
de risco, onde a expresséo do alelo é dose dependente, ou seja, quanto maior o nimero de alelos E4 expressos
mais precoce € o inicio do Mal de Alzheimer (NUSSBAUM, 2008). Atualmente foi descoberto outro fator envolvido
no desenvolvimento do Mal de Alzheimer que € a proteina EP2, a presenca dessa proteina dificulta a agdo das
células da micréglia, que é a responsavel pela limpeza do cerebral (KNAPTON, 2014).
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Sendo uma doenca de origem genética o Mal de Alzheimer ndo tem cura, apenas tratamentos que visam a
garantia da qualidade de vida dos portadores. Nesse sentido, a alternativa médica que visa o tratamento da
doenca se encontra no uso de terapia génica. A terapia génica trata-se de um conjunto de técnicas de Engenharia
Genética que busca corrigir, substituir ou mesmo silenciar genes que atuam no processo de formacao de doencas
genética. Nesta perspectiva a terapia génica via silenciamento génico é a técnica mais atual e promissora que se
utiliza pequenas moléculas de Acido Ribonucléico (RNA) para inibir a expresséo de genes causadores de doengas
genéticas. Assim, este estudo teve como objetivo a realizacdo de uma reviséao bibliografica sobre o uso da técnica
de terapia génica por silenciamento génico via RNA de interferéncia sobre os genes que atuam na patogénese do
Mal de Alzheimer.

2 MATERIAL E METODOS

Para a elaboracdo da revisao bibliografica foram definidos os descritores utilizados para a pesquisa em
bases de dados online nos sites como NBCI, Capes Periodicos, Scielo e HigWire. Como critério para delimitagédo
no uso das publicacdes foi estabelecido o periodo que compreende os dez Ultimos anos, exceto para artigos
histéricos e fundamentais para construcdo da revisdo bibliografica. Os artigos selecionados passaram por
fichamento para a construcéo das citacfes e foram utilizados para a construcao deste estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O Mal de Alzheimer é caracterizada pela perda de memodria episddica e esta doencga esta associada a
super expressdo de genes que promovem a deposicdo da proteina amildéide que se acumulam no tecido cerebral
formando placas e conduzem a atrofia do tecido cerebral, Figura 1 (JELLINGERA, STADELMANN, 2001; NHI,
2015). Para que exista a possibilidade de tratamento a descoberta dos genes implicados na doenca e o seu
mapeamento nos 46 cromossomos humanos é fundamental para conhecer o mecanismo de expressao, as
proteinas envolvidas, além de encontrar os locais passiveis de serem alterados. Neste sentido houve progresso
neste campo com genes e proteinas mapeados e a fisiologia do processo elucidado (Quadro 1).

Atualmente os tratamentos convencionais para a doenca sdo limitados a garantia de qualidade de vida dos
pacientes e sdo baseados em inibidores das colinesterases, memantina, ou até mesmo as abordagens
terapéuticas alternativas, além de apresentarem diversos efeitos colaterais ao paciente ndo sdo eficientes e se
limitam em apenas em retardar a evolugdo natural da doenca. Assim, a terapia génica seria o Unico meio passivel
de realmente tratar a doenca.
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Figura 1. A. Tecido cerebral com Alzheimer evidenciando placa amiloide. B. Corte transversal do cérebro
comparando a condi¢cdo norma e com Alzheimer.
Fonte: Queiroz, Paes; NHI (2015)

Quadro 1: Genes e Proteinas Associadas a Suscetibilidade ao Mal de Alzheimer.

PROTEINA FUNCAO PAPEL NA DOENCA MAPA
NORMAL DOENCA
APP PROTEINA BETA | Desconhecida Componente das placas | 21g21.3 1-2%
AMILOIDE senis
PSEN1 PRESENILINA 1 | Desconhecida Participa da clivagem 14924.3 50%
anormal da proteina beta
amildide

PSEN2 PRESENILINA 2 | Desconhecida Participa da clivagem da | 1qg42.1 1-2%
proteina beta amiléide

APOE ALIPROPOTEINA | Participa do Componente das placas 19q13 -
E transporte senis
lipidico entre

tecidos e células
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PTGER2 E2 Receptor que Impedem o 14922 -
pertence a funcionamento da
familia de micrdglia, que é a
receptores responsavel pela
acoplados a limpeza no cérebro
proteina G

Fonte: Thompson e Thompson: Genética Médica / NCBI

O principio da técnica € bastante simples (Figura 2), primeiramente deve ser adicionado um RNAds, que
deve conter uma sequéncia especifica para um gene-alvo, sintetizado artificialmente, ao ser inserido na célula por
um método de transferéncia de genes, a enzima Dicer, vai clivar o RNA como mecanismo de defesa da célula e
como consequéncia da clivagem serdo gerados os Small Interfering RNA (siRNA) usados na defesa contra virus
(BARBOSA, LIN, 2004, WATSON, 2009). Esses fragmentos irdo se associar ao complexo protéico, assim a
enzima Argonauta ird direcionar o siRNA para o gene alvo formando um complexo (SiRNA+RNA mensageiro
(RNAm)+Argonauta), onde o RNAm é inativado por clivagem, levando ao silénciamento pela Argonauta
complexada (BARBOSA, LIN 2004).
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Figura 2 — Esquematizagdo simplificada da via RNAI, que é baseada em dois passos, o primeiro o RNAds é
processado em siRNA pela enzima Dicer. No segundo passo, 0 siRNA hibridiza com o RNAm alvo e leva o
silencimento do gene através da degradagdo do RNAm alvo.

Fonte: NCBI (2015)

Existem estratégias para a entrada do RNAI na célula-alvo, através de inje¢cdes endovenosas de siRNA
modificados, e conjugados a molécula de colesterol, com isso se tem o prolongamento da meia-vida do siRNA na
circulagdo através da ligacao a lipoproteinas que sao resistentes a filtracdo renal e protegem contra as mudancas
plasmaticas, porem ndo € seletivo e acaba ativando todos os receptores de colesterol presentes em todas as
células (FRANCA et al, 2010). Outra forma seria a ligacao de siRNAs a aptameros, que sdo pequenos pedacos de
RNA, que ligam a células-alvo especificas, esses aptameros sdo sintetizados quimicamente e se ligam a
receptores celulares especificos (FRANCA et al, 2010). Recentemente esta sendo relatado a introducdo na célula-
alvo utilizando siRNA ligado a proteinas de fusdo FAB de imunoglobulina e protamina, onde a porcdo FAB é
responsavel para determinar a especificidade da célula, onde a incorporacdo do siRNA seria por endocitose
(FRANCA et al, 2010). Existe estudos com o0 uso de vetores virais para a introducédo de shRNAs em organismos,
porem os vetores virais trazem riscos devido a sua patogénicidade levando a restricbes em relagdo a dose de
virus que pode sem administrada, e estes virus também podem sofrer mutagdes (FRANCA et al, 2010).

Estudos recentes mostram a aplicacdo da terapia em ratos transgénicos que produziam altos niveis de
placas beta-amiloides, que se acumulam na regido do hipocampo, onde foi observado ap6s a inje¢cdo de vetores
para a super-expressao do gene a melhora no desempenho dos ratos portadores da doenca, porem os efeitos
benéficos ficaram restritos apenas a melhora da memodria associativa, pois 0 virus utilizado na técnica ter
preferéncia por uma populagéo de células neuronais especifica (FURTADO et al., 2014). Na técnica foi usado o
vetor do tipo lentivirus, onde o RNA mensageiro do gene foi isolado e inserido no vetor, em seguida o lentivirus foi
injetado nos ratos com Alzheimer, e a super-expresséo do gene resultou em melhora nos ratos que passaram pela
terapia (FURTADO et al., 2014). Nesse sentido o blogueio ou o silénciamento por meio do RNAIi dos genes e
proteinas envolvidas no mecanismo genético da Doencga de Alzheimer seria um alvo de terapia génica promissor.

Perante isso é de extrema importancia informar essa possivel forma de tratamento alternativa para o Mal
de Alzheimer antes mesmo do aparecimento dos primeiros sinais e sintomas, e mostrar a aplicacdo da terapia via
RNAI para impedir o desenvolvimento e até mesmo progressdo da doenga. Proporcionando um envelhecimento
populacional de forma saudavel aos idosos que possuem pré-disposicéo genética para a doenga, evitando se que
0s mesmos sejam afetados pelo Mal de Alzheimer.
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4 CONCLUSAO

Apesar da existéncia de diversos estudos com a aplicacdo do RNAi em doencas genéticas, ndo se obteve
ainda aplicabilidade dos experimentos em seres humanos, devido a fatores de seguranca e éticos envolvidos, pois
apesar de suas inUmeras vantagens a técnica de RNAI apresenta obstaculos, dentre eles é fazer com que as
moléculas atinjam as células cerebrais especificas, pois o cérebro possui uma barreira natural contra a entrada de
diversas substancias. O problema a ser enfrentado pela técnica seria o efeito da resposta imune desencadeada,
sendo necessaria a utilizacdo de baixas concentragfes de vetores e também o silenciamento de alvos indesejados
com a complementaridade parcial.

Dentre as vantagens da técnica como o silenciamento de genes causadores de doencgas genéticas, dentre
elas o Mal de Alzheimer, pode ser citada a extrema seletividade e potencia da técnica via RNAI sobre os genes-
alvo, que vem contribuindo para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas, além de possibilitar que essas
moléculas sejam rapidamente projetadas, sendo também considerada como um processo relativamente simples.
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