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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é um disturbio neurodegenerativo complexo. Mutacdes
de genes que codificam a proteina precursora amiloide (APP) e a proteina Tau estédo
envolvidos na doenca, evidenciada pelo aumento da producdo da proteina B-
amiloide, o principal componente das placas senis, e pela presenca de agregados
intraneuronais e emaranhados neurofibrilares, ambos derivados destas respectivas
proteinas. Recentes estudos tém demonstrado que a tecnologia de RNA de
interferéncia (RNAI) tem potencial para controlar a DA, inibindo a expressao proteica
de genes, como o da APP e da proteina Tau, por meio da inativacdo de uma
sequéncia génica especifica. Por meio de revisao bibliogréafica, realizada através da
pesquisa por artigos em bases de dados cientificos, o presente estudo teve por
objetivo caracterizar o uso do RNA de interferéncia (RNAI) no tratamento da doenca
de Alzheimer, com énfase especial no mecanismo do siRNA. Apés analise dos
dados levantados, foi evidenciado que terapias génicas com base em sSiRNA
possuem um grande potencial para reversdo da doenca. Entretanto, devido a
existéncia de limitacdes no processo de entrega dos RNAIi nas células-alvo, o
desenvolvimento de mais estudos, que possibilitem a completa implementagcéo dessa
terapia, se faz necessario.

Palavras- chave: Mutacdo génica. RNA de interferéncia. Terapia génica.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a complex neurodegenerative disorder. Mutations in
genes encoding the amyloid precursor protein (APP) and the tau protein are involved
in the disease, as evidenced by the increased production of B-amyloid protein, the
primary component of senile plaques, and the presence of intraneuronal aggregates
and neurofibrillary tangles, both derived from these respective proteins. Recent
studies have demonstrated that RNA interference (RNAI) technology has the
potential to control AD by inhibiting the protein expression of genes such as APP and
Tau through the inactivation of specific gene sequences. Through a literature review
conducted by searching for articles in scientific databases, this study aimed to
characterize the use of RNA interference (RNAI) in the treatment of Alzheimer's
disease, with a special emphasis on the mechanism of siRNA. After analyzing the
gathered data, it was evident that gene therapies based on siRNA have significant
potential for disease reversal. However, due to limitations in the delivery process of
RNAI to target cells, further studies are needed to enable the full implementation of
this therapy.

Keywords: Gene mutation. Gene therapy. RNA interference.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Deméncia

Entende-se a deméncia como uma sindrome causada por uma deficiéncia
progressiva na fungéo cognitiva, com um destaque na perda de memoria, € com
atividades sociais e ocupacionais comprometidas, que consequentemente afeta o
dinamismo da vida diaria (GALLUCCI et al., 2005). Com o aumento do numero de
idosos, com a mudanca na piramide social, a prevencdo das causas de
comprometimento cognitivo, devido envelhecimento, vem se mostrando essencial
(MANSUR et al., 2005).

A deméncia é uma sindrome caracterizada pela deterioracdo das funcdes
cognitivas, onde ha perda de memoaria e habilidades no autocuidado, dificuldade em
solucionar problemas da vida cotidiana, problemas na linguagem e percepcéo, e
incapacidade de fazer julgamentos coerentes. E uma importante questdo de satde
publica, pois seu impacto sobre a sociedade e principalmente na familia ndo pode
ser subestimado, sendo a principal causa da dependéncia na velhice (CALDAS,
2002).

Um idoso apresentar quadros de esquecimento e desorientacdo ja foi
considerado um processo normal, e no passado acreditava-se que esses sintomas
seriam inelutaveis, que necessariamente apareceriam se o individuo vivesse por
tempo suficiente. Nos dias de hoje, entretanto, possuir a deméncia € considerado
anormal, cujas causas se devem a diversos eventos, ndo somente devido a idade
(STEELE, 2011). Segundo Rabins (2006), a deméncia pode ser definida como “um
declinio intelectual global, de gravidade suficiente para comprometer o aspecto
social e/ou ocupacional, que ocorre em um estado de consciéncia normal”.

Os quatros principais tipos de deméncia sdo a deméncia de Alzheimer,
deméncia vascular, deméncia com corpos de Lewi e deméncia frontotemporal
(Figura 1). O mal de Alzheimer é o tipo mais comum de deméncia, registrando mais
de dois tercos dos casos. Este mal causa um declinio gradual das habilidades
cognitivas geralmente iniciado pela perda da memoria. A deméncia vascular é uma
deficiéncia cognitiva causada por danos nos vasos sanguineos do cérebro. Pode ser
causado por um unico derrame ou por muitos derrames ocorridos em um certo

periodo. A deméncia com corpos de Lewi é caracterizada pela presenca de
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inclusbes compostas por agregados da proteina sinaptica alfa-sinucleina
denomindas corpos de Lewi, que se acumulam no citoplasma das células nervosas.
Essas anormalidades ocorrem em areas especificas do cérebro, causando
mudang¢as no movimento, pensamento e comportamento. A deméncia frontotemporal
envolve danos progressivos causados nos lobos frontal e/ou temporais do cérebro, e
se divide em dois quadros principais: frontal (envolve sintomas relacionados a
mudanga no comportamento e personalidade) e temporal (envolve deficiéncia da
linguagem). No entanto os dois podem ocorrer ao mesmo tempo (FRITSCH,;
CATALDO NETO, 2009).

Figura 1: Tipos de deméncias

Deméncias

Vascular
~15%-25%

Doencga de Alzheimer
~75%

Outras
deméncias
~5%

Corpos de
ewy ~20%

Fonte: BUDSON (2017).

A deméncia pode ser definida em quatro aspectos: acometimento global,
declinio, gravidade e consciéncia normal. O cometimento global se deve ao fato de a
deméncia afetar negativamente varias funcdes cerebrais, como a perda de memoria,
dificuldades em reconhecer informacdes através da sensibilidade, problemas em
usar e compreender a linguagem e argumentar, déficit na coordenagdo motora e a

realizacdo de movimentos ja aprendidos, além de dificuldades em planejar e tomar
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decisbes. O declinio é definido pela diminuicdo do nivel funcional anterior, e para
defini-lo é necessario o conhecimento da condicéo funcional prévia do paciente. E
importante mencionar que individuos que apresentam uma deficiéncia intelectual,
ndo se tornam necessariamente dementes ao envelhecerem, excecao a sindrome
de Down, cujos portadores possuem maiores chances de desenvolver a doenca de
Alzheimer (DA) apés os 40 anos (STEELE, 2011).

Quanto a gravidade, essa pode ser suficiente para prejudicar a vida cotidiana,
impossibilitando uma pessoa, anteriormente capaz, de realizar atividades, como
tomar decisdes financeiras ou preparar uma refeicdo, ou mesmo levar uma pessoa
se perder enquanto dirige. Os sintomas do processo demencial sdo observados
quando o paciente estd em seu estado normal de consciéncia, estando acordado e
em alerta. Deve-se distinguir os estados anormais de consciéncia, como sonoléncia,
estupor ou coma, observados no momento do delirium, onde o individuo pode
apresentar alternancia nos niveis de consciéncia e capacidade de se concentrar no
ambiente que o cerca (STEELE, 2011).

As deméncias sdo caracterizadas por, no minimo, dois déficits cognitivos,
como o de memoaria e, pelo menos, outro comprometimento de func¢des cotidianas do
individuo (MATTOS, 2000). O declinio na cognicdo deve envolver dois ou mais
dominios cognitivos (memdria, linguagem, funcdo executiva, atencdo, habilidades
visuoespaciais, calculo) e/ou alteracdo comportamental, representando uma queda
de nivel anterior de funcionamento e ser grave o suficiente para interferir com a
funcionalidade diaria e independéncia (DUARTE, 2022). Ja os chamados “sintomas
comportamentais e psicoldgicos da deméncia” determinam um quadro comum dessa
patologia, sendo eles os transtornos da percepcdo, do conteddo emocional, do
pensamento, do humor ou do comportamento, e que, conforme a progressado da
doenca as condicbes cognitivas e fisicas aumentam, piorando as condi¢cfes de vida
do paciente, que exige um cuidador integral (SILVA et al., 2018).

A deméncia pode ser classificada em dois grupos: a deméncia degenerativa
ou primaria, onde a deméncia é a causa da doenca, como por exemplo, a DA e a
deméncia por corpos de Lewi; e a deméncia ndo-degenerativa ou secundaria, que
acontece quando outra patologia se manifesta pela deméncia (SCHERER, 2012). A
doenca de Alzheimer € a principal causa da deméncia do mundo, sendo um grande
desafio para a saude publica e social (RIBEIRO, 2010).

Devido ao crescimento da expectativa de vida e do aumento da populacdo
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idosa no mundo, principalmente depois dos 80 anos, a deméncia tem assumido uma
grande importancia na saude publica. Devido ao seu alto grau de dependéncia, que
vai aumentando devido a evolucdo da doenca, é fundamental a presenca de
cuidadores e familiares com um suporte emocional forte, pois os sintomas dessa
doenca ndo afetam somente o paciente, mas também a sociedade em sua volta
(CALDAS, 2000). O cuidador € a pessoa que realiza o contato direto e diario com o
doente, e que ndo precisa ter, necessariamente, uma formacao profissional na area
da saude (SILVA et al., 2018).

1.2 Doenca de Alzheimer

1.2.1 Caracterizacéo

A doenga de Alzheimer (DA) foi descoberta em 1907 pelo neuropatologista
Alois Alzheimer e caracterizada como uma doenca neurodegenerativa progressiva e
irreversivel, que causa a perda da memaria e distarbios cognitivos. No geral a DA se
inicia tardiamente, por volta dos 60 anos de idade e possui um aparecimento
insidioso, onde no comeco se parece com algo benigno, mas pode tornar-se grave e
perigoso (HARMAN, 1996).

O segundo Leibing (1998) a histéria do Alzheimer pode ser dividida em quatro
fases: pré-Alzheimer, decoberta Leibing (1998) do Alzheimer, a invisibilidade da
doenca e o novo interesse. No pré-Alzheimer a doenca ainda ndo havia sido
caracterizada, o termo deméncia so foi encontrado em registros médicos a partir do
século Xlll, antes disso existiam outras palavras eram usadas para descrever algo
similar a deméncia, como a estupidez. A descoberta do Alzheimer, pelo
neuropatologista Alois, mostrou que a deméncia poderia ser originada pela
degeneracdo devido a idade avancada, mas também podia atingir pessoas mais
jovens, levantando a hipétese de que a deméncia ndo era causada somente pelo
envelhecimento, mas poderia que ser uma doencga especifica. Em 1910 Kraepelin,
um conhecido de Alois Alzheimer, criou o termo doenca de Alzheimer. A
invisibilidade da doenca foi um periodo que comecou logo apds o falecimento de
Alzheimer em 1915, perdurando de 1920 a 1960, onde ndo houve avangos nos
estudos sobre a patologia. Nessa época os estudos estavam “medicamente

dormindo”. A fase do novo interesse constituiu a retomada de pesquisas sobre o
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tema, na década de 60, quando as pesquisas de novos medicamentos neurolégicos
para tratamento de depressdo, ansiedade, mania e psicose, juntamente com
envelhecimento da populagéo, impulsionaram a industria farmacéutica a buscar
respostas para DA (LEIBING, 1998).

Até os anos de 1970, a doenca de Alzheimer foi considerada como uma forma
da deméncia senil e quase ndo despertava o interesse dos cientistas, pois era
considerada um processo natural de envelhecimento. Porém, a partir da década de
70 descobriu-se que a doencga de Alzheimer e a deméncia senil possuiam alteracdes
neuropatolégicas idénticas, sendo ambas as patologias identificadas como formas
de um mesmo processo. Com isso, 0 conceito da DA foi amplificado, passando a
incluir as formas pré-senil e senil. Em décadas passadas também era comum utilizar
0 termo deméncia para justificar a perda da memoria nos idosos, sendo, mais uma
vez, considerado como parte do processo normal de envelhecimento (JORM, 1990).

No Brasil, a popularizacdo da DA como uma categoria da area medica
ocorreu somente no comeco dos anos 90. O aumento do nimero de casos da DA
tem sido relacionado ao aumento da expectativa de vida, o0 que ocorre
principalmente nos paises mais desenvolvidos, onde essa patologia pode
representar até cerca de 50% de casos de deméncia geral (STELLE, 2011). Nos
Estados Unidos da América, a doenca de Alzheimer virou uma epidemia, causando
uma das maiores ameacas a saude publica, mesmo sendo um fenbmeno descoberto
recentemente. J& o Brasil, mesmo sendo considerado um pais jovem, possui a faixa
etaria de idosos que mais cresce proporcionalmente. Isso ocorre devido a diminuicédo
da natalidade a partir dos anos 50 e, ao mesmo tempo, a reducédo da mortalidade.
(LEIBING, 1999).

A maioria dos casos de DA séo diagnosticados apds 65 anos de idade, e sua
incidéncia global é estimada em 10% da populacdo, sendo mais prevalente em
pessoas mais idosas. De fato, a incidéncia praticamente dobra a cada 5 anos para
as idades entre 65 a 85 anos, iniciando com uma incidéncia de 2,5% na faixa etaria
de 65 a 70 anos e chegando ao pico de incidéncia de 50% nos individuos acima de
85 anos de idade. A média de sobrevida do paciente com doenca de Alzheimer é de
aproximadamente 10 anos apds o diagnéstico, variando de 4 a 12 anos. Em geral, o
desempenho no Mini-Exame do Estado Mental e na Avaliagdo Cognitiva de Montreal
cai aproximadamente 2 a 3 pontos por ano nesses pacientes. A DA e deméncias

relacionadas estdo entre as condi¢cbes de saude que mais acarretam gastos nos
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Estados Unidos, com um custo anual estimado de 203 bilhGes de ddlares para o
sistema de saude, em 2013 — sem incluir a contribuicdo de cuidadores nao
remunerados (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2014).

Mais de 75% de todos os casos de deméncia no paciente idoso (65 anos ou
mais) sao atribuidos completamente ou em parte a doenca de Alzheimer. Em razéo
dessa estatistica, € comum suspeitar que a causa do declinio cognitivo do paciente é
doenca de Alzheimer, entretanto é importante atentar-se para sinais e sintomas de
outras causas comuns de comprometimento cognitivo. Juntas, a Doenca de
Alzheimer, a deméncia com corpos de Lewy, a deméncia vascular e a deméncia
frontotemporal, somam 95% de todas as deméncias na velhice (BUDSON, 2017).

A doenca de Alzheimer é caracterizada pela sua capacidade de alterar as
propriedades do sistema nervoso central (SNC), causando a degeneracdo dos
neurénios de populagbes neurais distintas, culminando nos sintomas especificos
observados na populacéo que € afetada. As células glias, sédo fundamentais no SNC,
pois sdo responsaveis pela producdo da bainha de mielina, onde participam de
inUmeros processos fisioldgicos, como a aprendizagem, o metabolismo e a formacéao
de memorias. Nos locais de neurodegeneracdo essas células apresentam alteracao
fenotipica dependendo do estagio da doenca (CARVALHO, 2021).

A DA é definida como uma desordem crbnica e progressiva, onde 0s
neurdnios colinérgicos sdo destruidos, e ha um acumulo de peptideos B amiloides e
proteinas TAU, o que leva a formacédo de placas  amiloides e emaranhados
neurofibrilares, culminando na atrofia cerebral severa e a degeneracdo do cortex
cerebral e hipocampo (MACHADO; CARVALHO; ROCHA, 2020). As placas senis
sao resultado de um metabolismo anormal da proteina percussora do amiloide (APP)
e 0s emaranhados neurofibrilares sdo formados pelo colapso do citoesqueleto
neural, divido a hiperfosforilacdo da proteina Tau (ALMEIDA, et al, 2021)

1.2.2 Sintomas e diagnostico

A doenca de Alzheimer possui um comeco insidioso e, apesar de ndo ser uma
patologia normativa da idade, a prevaléncia se concentra em individuos com mais de
65 anos de idade (LUCAS; FREITAS; MONTEIRO, 2013). Nos dias de hoje & mais
facil de se realizar o diagnostico da DA, sendo sua identificacdo independente do

estagio em que a doenca se encontra. E possivel confirmar a hipotese do
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diagnostico ou realizar um diagndstico pré-clinico, antes dos sintomas comecarem,
por meio de biomarcadores capazes de indicar a presenca do processo
fisiopatologico envolvido no estabelecimento da doenca (LUCAS; FREITAS;
MONTEIRO, 2013).

A DA possui trés estagios de sintomas: Estagio 1 (Amnesia), onde ha perda
de memoaria de curto prazo. Estagio 2 (Afasia), ocorre uma dificuldade na linguagem
e comunicagcdo (Apraxia), 0S movimentos comuns no cotidiano, como escovar 0S
dentes, se tornam complexos, e passa a ter dificuldade em reconhecer pessoas,
tanto amigos quanto parentes e familiares. Estagio 3, ocorre a perda de memoéria de
curto e longo prazo, diminuicdo da capacidade de formar frases, conseguindo
apenas articular algumas palavras, dificuldade de realizar o autocuidado e de se
alimentar (BUDSON, 2017).

Os sintomas neuropsiquiatricos associados a deméncia incluem delirios,
alucinacoes, agitacdo corporal, agitacdo verbal, agressao fisica e resisténcia ao
atendimento. Isso causa muito sofrimento aos pacientes com deméncia e a seus
cuidadores. Pesquisas anteriores mostraram que 50% dos individuos com deméncia,
decorrente de doenca de Alzheimer, desenvolvem delirios e/ou alucinacfes depois
de um periodo de 3 anos. Os sintomas neuropsiquiatricos também tem sido
associados a maior morbidade, mortalidade e custo de atendimento de pessoas com
deméncia (FORLENZA; LOUREIRO; PAIS, 2023).

O percurso da doenca de Alzheimer varia entre 5 e 10 anos. A falta de
conhecimento sobre as condi¢cdes gerais da doenca acarreta preconceitos que
atingem a familia do doente, o que pode causar um 6nus crescente sobre o idoso e
a familia, além de representar um enorme custo financeiro para o sistema de saude
(FERNANDES; ANDRADE, 2017).

A doenca de Alzheimer pode atingir tanto homens, quanto mulheres,
independentemente de sua condicdo socioecondmica, grupo étnico e lugar
geografico. O sintoma mais evidente, e 0 primeiro que se manifesta em pessoas com
a DA, é o déficit de memoria episédica anterdégrada, onde a recordacao de fatos e
eventos recentes, definidos no tempo e no espago, fica comprometida.
Posteriormente, h4 o comprometimento da memodria semantica, onde estédo
armazenados conhecimentos e informac¢des que independem do tempo como, por
exemplo, a linguagem (CHARCHAT et al., 2001).

Em cerca de 88% dos casos, a doenca de Alzheimer manifesta-se de forma
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tipica amnésica, e em outras manifestacdes clinicas, atipicas e menos frequentes,
ha predominio de alteracbes da linguagem, das habilidades visuoespaciais, das
funcBes executivas ou motoras complexas. As formas atipicas (geralmente pré-
senis) mais comuns sdo a variante logopénica da afasia progressiva primaria e a
visuoespacial-apraxica da DA, chamada atrofia cortical posterior variante; e as
menos comuns sdo a sindrome corticobasal e a variante comportamental e
disexecutiva (FORLENZA; LOUREIRO; PAIS, 2023).

A DA amnésica tem caracterizacdo semelhante nas formas senil e pré-senil,
com prejuizo progressivo da memoaria episodica. Na forma pré-senil, particularmente,
o declinio se da de maneira mais rapida; além disso, ocorre maior prejuizo em
atencao, linguagem, funcdes visuoespaciais e fungbes executivas. O exame
neurolégico pode ser normal ou apresentar reflexos primitivos (estes se tornam mais
comuns conforme a evolucdo da DA) (POLSINELLI; APOSTOLOVA, 2022).

As memodrias ndo sdo armazenadas completamente, embora estejam
definidas e estabelecidas, ndo séo eternas. O esquecimento é algo fisiolégico e
ocorre de forma continua, esquecer é considerado uma funcéo primordial para a boa
execucdo da memoria, pois seria ilusério recordar de minimos detalhes que
precisamos em um sO dia. Na DA a perda de memodria acontece em um grau
excessivo prejudicando, assim, a vida cognitiva de forma irreversivel, afetando os
acontecimentos recentes e também a habilidade de armazenar novas memorias.
Apesar do esquecimento ser algo natural, o esquecimento continuo e progressivo
aliado a perda da cognicdo como, por exemplo, linguagem e dificuldade de executar
tarefas, nada mais € do que, o avanco da DA (FRAGA, 2022).

Por ser uma sindrome cognitivo-comportamental, a deméncia na DA se
manifesta ndo apenas com prejuizo de dominios cognitivos, mas também com
sintomas neuropsiquiatricos. Na fase leve da deméncia, sdo comuns ansiedade,
depressdo, isolamento social e irritabilidade discretos. Na fase moderada da
deméncia, sdo comuns maior irritabilidade/labilidade de humor, comportamentos
agressivos, delirios ocasionais, maior ansiedade, perambulacéo e raras alucinacoes.
Na fase grave da deméncia merecem destaque alucinacfes e apatia. De todos 0s
sintomas citados, 0s mais prevalentes sao depressdo, ansiedade e apatia
(MCDADE, 2022). O principal fator de risco relacionado a DA é a idade, pois em
menos de 1% dos casos de deméncia na DA é encontrada uma das mutacdes

genéticas com heranga autossdmica dominante — genes da proteina precursora
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amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN-1) ou presenilina 2 (PSEN-2), importante na
geracdo de beta-amiléide, com penetrancia proxima a 100%, sendo responsaveis

pela manifestacdo precoce da doenca (Jorde, 2017).

1.2.3 Fisiopatologia do Alzheimer

O cérebro tem profunda complexidade funcional e estrutural, como seria de
esperar de um 6Orgdo que controla o comportamento de atividades fisiolégicas do
corpo. Ha varios neurotransmissores que, por meio de diferentes receptores
neuronais, regulam a atividade elétrica em distintas partes do cérebro. Os
neurotransmissores incluem o glutamato, a acetilcolina, a serotonina, o acido y-
aminobutirico e a dopamina (CAIXETA et al., 2012).

A principal linguagem do cérebro é a comunicacéo via potencial de agdo e
sinais neuroquimicos. A liberacdo de um potencial de acéo sai de um corpo celular
até o terminal do axbnio, onde ocorre uma oscilacdo de cargas positivas
(despolarizacgéo e repolarizacdo de membrana), resultando na liberacéo de vesiculas
sindpticas que contém 0s neurotransmissores. A sinapse € uma zona onde ocorre a
comunicacdo, Vvia neurotransmissores, entre uma célula nervosa e outra
(FORLENZA; LOUREIRO; PAIS, 2023). A figura 2 ilustra a comunicacdo de um
neurdnio pré-sinaptico (entes da sinapse) e um neurbnio pds-sinaptico (depois da
sinapse).

Figura 2: Comunicac&o entre neurénios
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Fonte: BORGES et al. (2015).
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A neurotransmissado é a linguagem basica entre os neurbnios, e depende
completamente do transporte das vesiculas sinapticas, que é realizado pelos
microtibulos que compfe o citoesqueleto. Falhas nesses elementos originam
disfungbes neuroquimicas como as presentes na DA. Um neur6nio tipico de um
paciente com DA possui disfuncdes gerais, incluindo as alteracfes dos microtubulos
e falhas do metabolismo sinaptico, levando a perda sinaptica. Como nossas
memorias estdo nas sinapses, essa falha justifica o fato de um dos principais
sintomas iniciais do Alzheimer ser a perda de meméria (BUDSON, 2017).

Quando Alois Alzheimer descobriu a doenca de Alzheimer, ele detectou
alteracdes onde os neurdnios de sua paciente com a patologia pareciam atrofiados
em alguns pontos do cérebro e possuiam placas estranhas e fibras retorcidas que
estavam enroscadas umas nas outras, as quais mais tarde foram chamadas de
placas senis (Figura 3). Foi observado uma atrofia cortical difusa, uma grande
guantidade de placas senis, degeneracdes granulo vasculares, perda neural e
emaranhados neurofibrilares. Alois observou que essas placas estavam acumuladas
nas areas do cortex entorrinal, giro parietal, hipocampo e na area da parte temporal

medial, area especializada em consolidar a memoéria (FALCAO, 2006).

Figura 3: Placas senis
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As placas senis contém os beta-amiloide ou “AB”, um tipo especifico de
peptideo amiloide, de cerca de 40 a 42 aminoé&cidos, que consiste em um fragmento
de uma glicoproteina transmembrana maior, conhecida como proteina precursora do
amiloide ou PPA, com possivel funcdo na adeséo celular, cujo o gene estd no
cromossomo 21. Mais de 50% da AB encontrada nas placas senis corresponde a
AB42. As placas senis séo estruturas extracelulares compostas por AB, neurdnios e
células da micrdglia. Um dado importante é que individuos com sindrome de Down
possuem maior chance de ter DA ao longo da vida, por terem um cromossomo 21 a
mais, 0 que aumenta a chance de sofrerem mutacdes no gene da APP (CAIXETA et
al., 2012).

Entretanto, acredita-se que diversos genes estejam envolvidos na génese da
DA, sendo o papel de cada um ainda incerto. J4 foram descobertos genes
envolvidos na cascata beta-amiloide, como APP, PSEN1l e PSEN2; genes
envolvidos no metabolismo do colesterol e clearance beta-amiloide, como o APOE;
nas vias lisossomais e vias imunologicas e de endocitose. O polimorfismo (variacdes
genéticas decorrentes de mutacdes) do APOE, em particular, € relativamente
frequente na populacdo e pode configurar risco aumentado de deméncia quando
presente o alelo APOE €4, enquanto individuos que possuem o alelo APOE €2 tém
menor risco de desenvolverem deméncia (BUDSON, 2017).

Qualquer disfuncdo que causa a neuroinflamacéo, como por exemplo, a
obesidade, restricdes exacerbada de alimentacédo, refeicbes desregrada, alteracdes
na microbiota, excesso de stress oxidativo, ativacdo exacerbada da micréglia, e
excesso de ferro e cobre, altera a funcdo redox das células, fazendo com que a
enzima beta-secretase seja ativada, iniciando, assim, o processo de formacgéao do
peptideo AR (RAMOS, 2017).

As células da microglia tentam remover o amiloide e os ax6nios e dendritos
remanescentes, o que pode iniciar uma reacao inflamatéria causando mais prejuizo.
Por meio da microscopia eletronica, as placas senis aparentam ter um centro
“felpudo” circundado por uma estrutura irregular e densa. Varias classificagbes das
placas senis tém sido propostas, incluindo as difusas e as neuriticas. Placas
neuriticas estdo associadas a destruicdo de axbnios e dendritos dos neurbnios.
Placas difusas ndo interrompem 0S processos nheuronais, mas considera-se que

sejam as precursoras das placas neuriticas (RAMOS, 2017).
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A potenciacdo de longa duracdo (LTP) € um fenémeno de fortalecimento
sinaptico, ou seja, 0s neurbnios que se comunicam precisam sofrer esse fendmeno
neuroquimico para que haja um aumento na comunicagao entre os neurénios. Todas
as sinapses precisam ser fortalecidas em algum grau, mas as sinapses que formam
a memoria declarativa (armazena e evoca informacoes de fatos e de dados levados
ao nosso conhecimento através dos sentidos e de processos internos do cérebro,
como associagao de dados, deducgéo e criagéo de ideias) sdo as que mais precisam
da LTP. Os peptideos AR alteram as fun¢des das sinapses, pois podem antagonizar
nos receptores de glutamato (NMDAR) e nicotinico da acetilcolina (nAChR),
diminuindo a LTP e aumentando o processo de depresséo de longa duracdo (LTD)
(Figura 4). Nesse processo, ocorre a disrupcao das sinapses, 0 que pode levar o
neurdnio a sofrer apoptose (CAIXETA et al., 2012).

Figura 4: Processo de depresséo de longa duragéo (LTD). Setas vermelhas mostrando
a ligacao de placas senis nos receptores aAChR, NMDAR, o que aumenta a depresséo
de longo termo e susceptibiliza os neurénios a apoptose.
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O peptideo AB pode causar disfuncdo mitocondrial, interferindo nos
complexos da cadeia transportadora de elétrons, dificultando a producédo de energia,
gerando um stress oxidativo e levando a célula a realizar a apoptose. A disfungéo
mitocondrial acumula radicais livres, gerando maior producdo de peptideo AR, o que
aumenta disfuncdo mitocondrial, tornando o Alzheimer uma doenca progressiva
(FORLENZA; LOUREIRO; PAIS, 2023).

A micréglia ao perceber o peptideo AR, tenta fagocita-lo, para proteger o
microambiente do sistema nervoso central, produzindo citocinas pré-inflamatérias, o
que gera neurotoxicidade e morte celular, por apoptose e necrose. Por serem
hidrofébicos, os peptideos AB ligam-se entre si, formando os oligdbmeros que, por
sua vez, formam as fibrinas, as quais ddo origem as placas senis, gerando
neuroinflamacéo (BUDSON, 2017). A diferenga entre um neurdnio normal e um com

placas senis pode ser visto na figura 5.

Figura 5: Neurdnio normal (esquerda) e com placas senis (direita)
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Fonte: NORTH TORONTO EYE CARE (2023).

Emaranhados neurofibrilares séo estruturas citoplasmaticas intraneuronais

constituidas por filamentos de estrutura helicoidal com periodicidade regular. Eles
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parecem ser compostos primariamente de uma forma hiperfosforilada de
microtubulos associado a proteina TAU. Os microtubulos fazem parte dos trés
maiores constituintes do citoesqueleto neuronal, um elemento infraestrutural dos
neurdnios que participa de fungdes como transporte axonal de vesiculas contendo
neurotransmissores e manutencao da integridade estrutural da célula. Dentre outros
papéis, a TAU e demais proteinas associadas aos microtubulos sdo responsaveis
pela estabilizacdo dos microtubulos (AL KABBANI et al.,2022; BUDSON, 2017).
Quando ocorre a hiperfosforilagdo da proteina TAU, através de algumas
quinases (GSK e CDK), ela perde a afinidade pelos microtubulos, desprendendo-se
deles e se agrupando entre si, formando um emaranhado neurofibrilar (Figura 6).
Uma parte das proteinas TAU hiperfosforiladas consegue passar para um outro
neurdnio, e hiperfosforilar outras proteinas TAU (CAIXETA et al., 2012). Embora os
emaranhados neurofibrilares comecem como estruturas intracitoplasmaticas, eles
podem permanecer, mesmo apO0s a morte neuronal, formando emaranhados

“fantasma”, como se fossem “lapides” no neurénio (BUDSON, 2017;).

Figura 6: Hiperfosforilacdo da proteina TAU e dissociagdo dos microtubulos
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Fonte: FASTEST NEUPSY INSIGHT ENGINE (2023).

Os individuos com doenca de Alzheimer podem ter o peso do cérebro

reduzido entre 100 a 200 gramas. O exame da superficie do cérebro revela atrofia
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cortical dos lobos temporais, parietais e frontais, assim como dos hipocampos. O
sistema ventricular torna-se alargado. Os lobos occipitais, juntamente com o0s
cortices motor e sensorial primérios, estdo usualmente preservados.
Microscopicamente, a patologia da DA consiste em dois elementos principais: as
placas senis e os emaranhados neurofibrilares. Outros aspectos microscopicos
incluem a perda seletiva de neurdnios e sinapses, € 0 aumento do numero e da
ativacao dos astrocitos (células estreladas que dao sustentacdo aos neurbnios). A
relagdo exata entre proteina amiloide, placas senis, emaranhados neurofibrilares,
comprometimento cognitivo e progressdo da doenca vem sendo ativamente
investigada (BUDSON, 2017). A figura 7 ilustra a diferenca entre um cérebro normal

e um cérebro acometido pela Doenga de Alzheimer.

Figura 7: Cérebro normal e cérebro com doencga de Alzheimer
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Fonte: SAIED et al. (2019).

Também vale a pena mencionar que o acumulo de peptideos beta-amiloide

pode se dar por meio da reducdo do clearance amiloide. Normalmente os peptideos
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beta-amiloide ndo patogénicos sofrem metabolismo e sdo eliminados, mas em casos
de polimorfismos (mutacfes) do gene APOE — especificamente alelos €4 — esse
clearance € reduzido, o que faz com que ocorra maior acumulo de beta-amiloide e,
consequentemente, antecipacdo do fendtipo deméncia na DA (FORLENZA;
LOUREIRO; PAIS, 2023). E importante ressaltar que a formacdo de placas
neuriticas (que séo placas senis associadas a destruicdo de axonios e dendritos) é
condicao necessaria, mas nao suficiente, para o surgimento da deméncia (CAIXETA
et al., 2012).

Também o0s emaranhados neurofibrilares, por si s6, ndo levam
categoricamente a deméncia na DA, uma vez que foram encontrados também em
idosos assintométicos, na condicdo denominada taupatia priméaria relacionada a
idade (PART). Porém, admite-se que a formacdo de placas neuriticas induza a
formacao de tais emaranhados. Evidéncias de que placas neuriticas e emaranhados
neurofibrilares participam do processo de demenciacdo consistem no fato de que
mutacdes do gene MAPT (que codifica a proteina TAU) levam a degeneracao lobar
frontotemporal, enquanto muta¢cdes no gene APP (que codifica a proteina precursora
do amiloide) levam ao declinio cognitivo da DA (CAIXETA et al., 2012).

Acredita-se que o acumulo aberrante de AP resultante da clivagem sequencial
da proteina precursora de amiléide (APP) por BACEL (enzima 1 de clivagem de sitio
B de APP — também conhecida como (3 secretase 1) e a atividade da enzima y-
secretase seja um evento chave na patogénese DA. Como resultado, estratégias
gue reduzem a atividade de BACE1 e, portanto, os niveis de A3, foram consideradas
como uma terapéutica potencial para a DA (ZHOU et al., 2020). Um adesivo de pele
gue consiste em uma terapéutica inibidora de BACE1 entrou na fase 3 do ensaio
clinico. No entanto, varios inibidores de pequenas moléculas BACE1l foram
arquivados por empresas farmacéuticas devido a toxicidade fora do alvo e outras
razdes de seguranca. Apesar dessas falhas recentes, o BACE1 ainda é considerado
um dos alvos terapéuticos mais promissores para a DA (WANG et al., 2018; ZHOU
et al., 2020).

A propagacgédo dos emaranhados neurofibrilares guarda relacdo com o declinio
cognitivo e pode ser estadiada de acordo com os estagios de Braak. Antes do
estagio I, ha acometimento de regides do tronco encefalico, como o locus coeruleus

e 0 nucleo dorsal da rafe. Os estagios | e Il de Braak acometem o nucleo basal de
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Meynert, o cortex transentorrinal e o hipocampo. O nucleo basal de Meynert acumula
neurénios colinérgicos, levando a hipotese do déficit colinérgico no alvo do
tratamento sintomatico da DA. Os estagios Il e IV acometem regides limbicas e é
quando se torna mais evidente a sindrome cognitiva comportamental da DA,
enguanto os estagios V e VI, chamados de neocorticais, acometem todas as regides
corticais (FARFEL, 2008).

Na doenca de Alzheimer o achado mais conciso de alteragdo no metabolismo
cerebral, € a deficiéncia de acetilcolina, um neurotransmissor formado pela
acetilacdo da colina, por meio da enzima colina acetiltransferase. A perda da
enzima colina acetiltransferase reduz a sintese e captacdo de acetilcolina
(SERENIKI, 2008).

1.3 Tratamento

Atualmente, ndo ha cura para a doenca de Alzheimer. Os tratamentos
disponiveis podem aliviar os sintomas, mas nao retardam o processo da doenca. A
DA acomete os pacientes de modo individual, evoluindo de forma constante até
incapacita-lo completamente (RAMOS, 2017). Inibidores da colinesterase e
antagonistas do N-metil-D-aspartato (NMDA), sdo medicamentos disponiveis para o
tratamento da DA, pois podem reduzir a progressao temporariamente dos sintomas
cognitivos, funcionais e comportamentais de individuos com deméncia. Ambas as
classes de medicamentos atuam isoladamente nos neurotransmissores sinapticos e
nao causam qualquer impacto sobre o desenvolvimento de placas beta-amiloides e
emaranhados neurofibrilares, os quais sdo encontrados com facilidade nos cérebros
de pacientes com doenca de Alzheimer (FORLENZA; LOUREIRO; PAIS, 2023).
Esses medicamentos afetam a atividade de dois tipos de neurotransmissores,
acetilcolina e norepinefrina, que sédo responsaveis pela comunicacao entre as células
nervosas (neurdnios) do cérebro.

Se um dos tratamentos experimentais atuais para doenca de Alzheimer que
se destina a remover as lesfes patolégicas do cérebro ou prevenir sua formacéo for
bem-sucedido, o diagnéstico fisiopatoldgico acurado, usando o estudo do liquido
cefalorraquidiano com marcador de proteina amiloide, se tornara essencial antes de
iniciar tal tratamento. Como a patologia da doenca de Alzheimer pode iniciar-se 15

anos ou mais antes do comeco dos sintomas (BATEMAN et al., 2012), inUmeras
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pesquisas sado realizadas anualmente buscando um tratamento para a doenca,
tentando reconstruir os neurbnios e as areas afetadas. Ainda assim, apesar dessas
pesquisas, os tratamentos com melhores resultados sdo os que tratam o0s sintomas,
estabilizando a doencga e melhorando a qualidade de vida do paciente, assim como a
da familia (CAETANO; SILVA; SILVEIRA, 2017).

1.3.1 Terapia génica

O conhecimento genético se iniciou a milhares de anos, quando filésofos
tentavam relacionar o homem com o cosmo. Anos mais tarde, Charles Darwin
descreveu uma escala evolutiva para os seres vivos e o suico Johann Friedrich
Miescher descobriu o &cido desoxirribonucleico (DNA). No ultimo século, varios
detalhes de componentes dos 6rgaos, tecidos e células foram identificados e, a partir
dai, passamos a conhecer o ser humano a um nivel molecular (NARDI; TEIXEIRA,
SILVA, 2017).

No inicio da década de 1940, o estudo molecular do material genético
apresentou descobertas importantes para o0 mundo da genética, como a revelagao
de que os genes sdo compostos de acido desoxirribonucleico (DNA). Em 1953,
James Watson e Francis Crick apresentaram a estrutura molecular do DNA,
recebendo, ambos, o Prémio Nobel em 1962 pelo feito. Alguns anos mais tarde, foi
descoberto que o DNA, por meio dos seus genes, determina a sequéncia dos
aminoacidos das proteinas, por meio da sua é transcricdo em acido ribonucleico
(RNA), a partir do qual sdo produzidas as proteinas (BORGES-OSORIO;
ROBINSON, 2013). Assim, genes sdo porcdes especificas do DNA, que séo
responsaveis por uma determinada caracteristica (Figura 8). Eventualmente, um
gene pode sofrer uma alteracdo/mutacédo, tornando essa caracteristica anémala ou
pouco funcional (SCHAEFER; THOMPSON, 2015).

A medicina gendmica nasceu apdés a descoberta dos genes e como eles
afetam uma patologia, e com ela a expectativa da terapia génica, onde um gene
defeituoso pode ser substituido por um gene normal (NARDI; TEIXEIRA; SILVA,
2017). A terapia genica faz parte da medicina personalizada, onde sao realizados
processos direcionados para uma determinada fisiopatologia molecular e sao
elaboradas estratégias moleculares especificas para remediar a patologia de cunho
geneético (Borges-Osorio; Robinson, 2013).
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Figura 8: Relacao entre os genes, o DNA e os cromossomos. Genes séo regides
especificas do DNA, gue codificam proteinas. Nas células de eucariotos, o DNA se
encontra organizado, dentro do nucleo, em estruturas denominadas cromossomos.
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Adaptado de NATIONAL INSTITUTE ON AGING (2023)

A vasta maioria das caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas ou
comportamentais ndo séo determinadas apenas pela expressdo génica, mas
também pela interacdo com o meio ambiente, de maneira que, um mesmo genotipo
pode manifestar diferentes fenétipos em ambientes variados e de uma maneira nao
previsivel. Portanto, o fenétipo € marcado por interacdes complexas entre genotipo e
ambiente (MCINNES, 2016).

N&o é incomum as populagbes humanas apresentarem algumas alteracdes
genéticas, onde um ou mais gene sofrem mutacdes, as quais geram variantes
(polimorfismos) que podem levar um individuo a desenvolver uma doenca. Na
maioria dos casos, a doenca de Alzheimer ndo é causada por mutacdes em apenas
um gene e sim por uma combinacdo de variantes genéticas, juntamente com fatores
ambientais (HAMMER; MCPHEE, 2015).
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Segundo Borges-Osorio; Robinson (2013) existem algumas estratégias
moleculares que podem ser utilizadas no tratamento de doencas: hipometilacdo do
DNA (por meio da retirada de grupos metil das ilhas CpG); aumento da expresséo
génica (geralmente utilizando compostos quimicos); transferéncia de um
determinado gene (terapia génica); inibicdo da transcricdo do RNA mensageiro
(RNAm), através do uso de RNA de interferéncia (RNAI); bloqueio da ac&o das
proteinas Chaperonas (auxiliam no enovelamento das proteinas); substituicdo de
uma proteina por outra; e edicdo génica (o gene € corrigido na célula do paciente
sem ser substituido).

Ainda ndo existem tratamentos aprovados para a edicdo dos genes, mas
muitos estudos estdo sendo desenvolvidos (BORGES-OSORIO, 2013). As terapias
génicas, entretanto, estdo se tornando cada vez mais possiveis devido aos avancos
da genética e da bioengenharia, que permitiram a manipulacdo de vetores para a
entrega do material extracromossomal em células-alvo. Um dos principais focos
desta técnica é a otimizacdo dos veiculos de entrega (vetores) que, em sua maioria,
sdo plasmideos, nanoestruturados ou virus, sendo estes ultimos os mais estudados,
devido a sua exceléncia em invadir as células e inserir seu material genético. No
entanto, existe grande preocupacao referente as respostas imunes exacerbadas e a
manipulacdo do genoma, principalmente em linhagens germinativas. Estudos em
células somaéticas in vivo apresentaram resultados satisfatorios, e ja existem
protocolos aprovados para uso clinico (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Os vetores para a terapia génica levam o material genético terapéutico para
as células alvo e podem ser bioldgicos ou nao-biologicos. Os vetores nao-biolégicos
possuem uma baixa eficiéncia na transfeccao, dificuldade em manter sua integridade
no meio extracelular e dificuldade em manter a expressao do gene terapéutico. Sao
representados pela microinjecdo, eletroporacdo, biobalistica (gene gun),
nanotecnologia, lipossomos e exossomos. Os vetores biolégicos possuem uma
resposta imune intensa e uma mutagénise insercional, sendo representados pelos
plasmideos e virus (SCHAEFER; CARRETTA, 2015).

A terapia génica realiza a transferéncia de material genético para dentro das
células de um individuo, por meio de um vetor, com o objetivo de conferir um
beneficio terapéutico para determinada doenca. Essa terapia néo trata os sintomas
da patologia, mas sim corrige, de forma definitiva, a causa, ou seja, a mutagcao

7

genética. Virtualmente, é possivel aplica-la em todas as células soméaticas e
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germinativas, porém existem muitos obstaculos e variacdes de acordo com cada tipo
de tecido (MCINNES, 2016).

A terapia genética ocorre através da introducdo de copias de genes com
objetivos terapéuticos nas células especificas do individuo. Porém, conseguir colocar
um DNA dentro de uma célula é extremamente dificil, por conta de sua membrana
plasmatica e metabolismo, que agem como um mecanismo de defesa. Por essa
razdo, foram desenvolvidos vetores que ndo produzem uma resposta imunoldgica,
como o0s vetores de adenovirus, retrovirus e os adeno-associados (FECCHIO;
MACEDO; RICCI, 2015).

1.3.2 RNA de interferéncia

O RNA de interferéncia (RNAIi) foi descoberto pelos cientistas norte-
americanos Andrew Z. Fire e Craig C. Mello em 2006. RNAi consiste em um
mecanismo que ocorre naturalmente nas células de plantas e animais. Acredita-se
gue ha milhares de anos ele tenha se desenvolvido como forma de protecéo para as
células. Para os animais invertebrados os RNAi sdo uma defesa importante contra
ataques de virus. Os RNAI sdo divididos, principalmente, em microRNA (miRNA) e
pequenos RNA de interferéncia (sSiRNA) (MCINNES, 2016).

Nos seres vivos eucariotos, as informacdes genéticas estdo contidas no DNA,
e sdo usadas para a sintese de proteinas que acontece no citoplasma. A
diferenciacao celular ocorre através do controle da expressao génica, onde cada tipo
celular sintetiza as proteinas que necessita. O controle da expressdo génica €
bastante complexo, ocorrendo em diferentes momentos do processo de sintese de
proteinas, e compde 0s mecanismos transcricional, pés-transcricional, traducional e
pés-traducional. Devido a essa variedade de processos, 0s seres Vvivos apresentam
tantas caracteristicas e diversidade. O RNAI atua degradando o RNAm de um gene
especifico e, com isso, silencia a expressdo génica, constituindo um processo
fundamental para o metabolismo celular (SCHAEFER; CARRETTA, 2015).

Os miRNAs e siRNAs séo produzidos a partir de RNA de dupla fita. Os
MiRNAs séo inicialmente expressos como transcritos primarios longos (pri-miRNA) e
contém sequéncias de bases palindrémicas, de modo que o emparelhamento entre
elas gera estruturas de RNA dupla fita na forma de grampo. Posteriormente, o pri-

mMiRNA é clivado pela RNAase Drosha formando os pré-microRNA (pré-miRNA)
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constituido por cerca de 70 bases e, entdo, € exportado para o citoplasma pela
enzima Exportina-5. No citoplasma o pré-miRNA é processado pela endonuclease
Dicer, especifica de RNA dupla fita, formando o miRNA (JORDE, 2017; PRADO;
SOUZA, 2021). A biogénese dos siRNAs é semelhante a dos miRNASs, entretanto o
mecanismo de acao difere. Ambos os IRNAs sao incorporados em um complexo de
proteinas chamado complexo silenciador induzido por RNA (RISC — do inglés RNA
induced silecing complex) que se liga ao mMRNA a ser degrado, entretanto, enquanto
0s miRNAs regulam a traducdo de mRNA alvo, os siRNAs direcionam o0 mRNA alvo
para a via de degradacéo (Figura 9) (JORDE, 2017; PRADO; SOUZA, 2021).

A utilizacdo siRNAs e miRNAs € capaz inibir processos patoldgicos, pelo
silenciamento da expressdo génica. Entretanto, como a complementariedade do
miRNA néo é perfeita, ele pode comprometer a expressao de varios outros genes. Ja
os siRNA, por serem perfeitamente complementares ao mRNA alvo, silenciam genes
especificos (HU et al., 2020).
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Figura 9: Mecanismo de biogénese e acdo do miRNA e siRNA

A B
CQ Pre-miRNA
/ e dsRNA/DSIRNA ShRNA
i F Y 2\ |em> T
A miRNA
mﬂ% . J I Y SR D=
@ i B

Prl miRNA .
/ TRB‘P%" RiG
loading
siRISC
A MRISC / B\‘ , |
TRBP
TRBP m ‘

J.LLLLLLLLLU.LU.LU.U.LLLLAAAAAAA /

LLHHITTTINL AppaAAA l mRNA cleavage /
Translation repression l
& mRNA degradation LT lJ-U-UMJM-AAAAAAA

P-bod
< y /../ Translation
* Translation

3%.4,“ Protein
¢ Q’qﬂ, Protein LN
N}

I

Fonte: HU et al. (2020)

Os siRNAs possuem de 20-24 nucleotideos e desempenham um papel crucial
na regulacdo da expressdo génica, proporcionando a capacidade de suprimir de
maneira altamente especifica a expressao de genes individuais. Eles alcancam essa
supressédo inibindo a traducdo do RNAm, representando, assim, candidatos
promissores para o desenvolvimento de agentes terapéuticos em diversas doencas.
A aplicacdo potencial dos siRNAs como terapia, abrange uma ampla gama de
distarbios, incluindo doencas genéticas, céancer, doencas virais e
neurodegenerativas, e sua pesquisa continua a gerar interesse significativo devido
ao seu potencial impacto positivo na medicina (AMBILI; MANIMAKALAN; BHAT,
2012; WASEEM, 2006).

A entrega de siRNA, entregue as células por meio de vetor lentiviral, para o
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silenciamento de BACE1l ja demonstrou melhorar a neuropatologia da DA. No
entanto, a entrega sistémica eficaz e segura de siRNA no cérebro continua sendo
um desafio, constituido pela presenca de barreiras biolégicas, como a barreira
hematoencefélica (BBB), tempo de circulacdo curto, degradacdo enzimatica,
penetracdo tecidual insuficiente, endocitose celular e transporte citosolico
prejudicado. Porém, tem sido visto que as abordagens de nanoentrega tém grande
potencial para superar esses desafios. Foi relatado que a entrega de BACE1 siRNA
(SiIBACE1) ao cérebro do camundongo, por injecdo sistémica, pode reduzir
parcialmente a neuropatologia da DA. No entanto, a eficacia terapéutica foi inferior
ao ideal, provavelmente devido ao baixo acumulo de siRNA no cérebro e baixa
estabilidade da molécula (ZHOU et al., 2020). Outra abordagem promissora envolve
o silenciamento da expressao génica da proteina precursora do peptideo AR (APP).
No entanto, € crucial considerar que a APP desempenha funcdes fisiolégicas
importantes, o que requer uma analise cuidadosa dos impactos potenciais dessa
técnica (RIBEIRO, 2015).

A entrega de siRNA as células cerebrais continua sendo um desafio devido a
baixa efichcia de transfeccdo e dificuldades de passagem da barreira
hematoencefalica que geralmente é encontrada devido ao seu grande peso
molecular e estrutura fortemente carregada negativamente. Espera-se que, devido
ao pequeno tamanho dos conjugados, variando entre 4 e 6 nm de diametro, eles
possam ultrapassar a barreira hematoencefalica, bem como penetrar nas
membranas das células cerebrais. Além disso, as nanoparticulas de magnetita
fornecem a capacidade de controlar e gerar imagens da posi¢cao exata do conjugado
por meio de um campo magnético fraco, que é crucial em aplicacdes de entrega de
alvo (Lopez-Barbosa et al., 2020).

Uma outra forma de superar o desafio da entrega de siRNA visa a formulacdo
de lipossomas, que séo vesiculas lipidicas usadas como veiculos de transporte para
direcionar o siRNA as células-alvo. A incorporacdo de um lipideo catidnico, como o
DODAP, na formulacédo dos lipossomas leva a formacdo de um complexo no qual o
siRNA, de carga negativa, é envolvida por cargas positivas do DODAP, criando um
lipoplexo. Esse lipoplexo € capaz de interagir com a superficie de células-alvo, que
geralmente possuem cargas negativas em suas membranas. Essa interacéo
eletrostatica permite a liberacdo intracelular do siRNA, um passo fundamental para

que o sSiRNA possa exercer seu papel na regulacdo génica. Além disso, as
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interacbes com as cargas positivas do DODAP ajudam a proteger o siRNA da
manipulacdo, aumentando sua estabilidade no ambiente extracelular e, assim,
melhorando sua eficacia na transfeccdo, ou seja, aentrega eficiente do siRNA nas
células-alvo. Essa estratégia € crucial para terapias baseadas em siRNA, garantindo
gue o material genético cumpra sua funcao terapéutica com eficacia (FERREIRA,
2021).
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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condi¢do neurodegenerativa complexa, associada a
mecanismos que envolvem lesdes em genes que codificam proteinas como o precursor do
amiloide (APP) e a proteina TAU. Essas muta¢Bes levam ao aumento na produgdo da
peptideo B-amiloide, um componente central nas placas senis, na formacdo de emaranhados
neurofibrilares, ambos relacionados a DA. Esta revisdo bibliografica teve como objetivo
caracterizar a aplicacdo do RNAI no tratamento da DA, com foco no siRNA, revelando o
potencial terapéutico dessa abordagen. Os avangos recentes na pesquisa demonstram uma
capacidade promissora do SiRNA de direcionar o silenciamento génico de genes
relacionados a DA, potencialmente desacelerando seu progresso. No entanto, para
transformar essa promessa em realidade terapéutica, € necessario descobrir novas técnicas e
otimizar as ja existentes, incluindo a entrega eficiente do siRNA ao cérebro e a garantia da
seguranca a longo prazo dos tratamentos.

Palavras- chave: Mutacdo génica. RNA de interferéncia. Terapia génica.
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ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a complex neurodegenerative condition associated with
mechanisms involving mutations in genes that encode proteins such as amyloid precursor
protein (APP) and Tau protein. These mutations lead to an increase in the production of -
amyloid peptide, a central component in senile plaques, and the formation of neurofibrillary
tangles, both related to AD. This literature review aimed to characterize the application of
RNA interference (RNAI) in the treatment of AD, with a focus on siRNA, revealing the
therapeutic potential of this approach. Recent advances in research demonstrate the
promising ability of sSiRNA to target gene silencing of AD-related genes, potentially slowing
its progression. However, to turn this therapeutic promise into a reality, new techniques need
to be discovered and existing ones optimized, including the efficient delivery of siRNA to
the brain and ensuring the long-term safety of treatments.

Keywords: Gene mutation. RNA interference. Gene therapy.
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1 Introdugéo

A doenga de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurodegenerativa progressiva, que
culmina nos sintomas especificos observados nas pessoas afetadas, como perda de memoria,
comprometimento da linguagem, da capacidade visual-espacial e motora. No geral a DA se
inicia tardiamente, por volta dos 60 anos de idade e possui um aparecimento insidioso,
parecendo algo benigno no seu inicio, porém tornando-se grave e perigosa (HARMAN, 1996).
As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas pela sua capacidade de alterar as
propriedades do sistema nervoso central (SNC), causando a degeneracdo dos neurdnios de
populagdes neurais distintas, culminando nos sintomas especificos observados na populagédo
que é afetada (CARVALHO, 2021).

O acumulo anormal de peptideo amiloide (AP), que ocorre devido a clivagem
sequencial da proteina precursora de amiloide (APP) por BACE1 (uma enzima que cliva APP
no local B) e a atividade da y-secretase, seja um evento patogénico fundamental na Doenca de
Alzheimer (DA). Como resultado, abordagens terapéuticas que visam reduzir a atividade da
enzima BACEI e, consequentemente, os niveis de AP, t€ém sido consideradas como uma
possivel estratégia terapéutica para tratar a DA (ZHOU et al., 2020).

Qualquer disfuncdo que causa a neuroinflamacdo, como por exemplo, a obesidade,
restricdes exacerbada de alimentacdo, refeicdes desregrada, alteracdes na microbiota, excesso
de stress oxidativo, ativacdo exacerbada da microglia, e excesso de ferro e cobre, altera a
funcdo redox das células, fazendo com que a enzima beta-secretase seja ativada, iniciando,
assim, o processo de formagdo do peptideo Ap (RAMOS, 2017).

O desenvolvimento da doenca esta relacionado as células glias, fundamentais no SNC,
pois sdo responsaveis pela producdo da bainha de mielina. Tal estrutura é imprescindivel para
inimeros processos fisiolégicos, como a aprendizagem, o metabolismo e a formacdo de
memorias. Nos locais de neurodegeneracdo as células glias apresentam alteracGes fenotipicas,
dependendo do estdgio da doenca (CARVALHO, 2021; SCHILLING et al., 2022).
Atualmente, ndo ha cura para a doenca de Alzheimer e os tratamentos disponiveis podem
aliviar os sintomas, mas néo retardam o processo da doenga. A DA acomete 0s pacientes de
modo individual, evoluindo de forma constante até incapacita-los completamente (RAMOS,
2017).

Na constante busca por terapias eficientes contra a DA, a aplicacdo da terapia génica
esta tornando-se possivel devido aos avangos da genética e da bioengenharia, que permitiram

a manipulacdo e entrega de material extracromossomal em células-alvo. Um dos principais
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focos desta técnica é a otimizagdo dos veiculos de entrega (vetores) que, em sua maioria, Sao
plasmideos, nanoestruturados ou virus — sendo estes ultimos os mais estudados, devido a sua
exceléncia em invadir as células e inserir seu material genético (GONCALVES; PAIVA,
2017). Nesse contexto, a terapia genética por meio de pequenos RNAs interferentes (SIRNAS)
representa uma possivel abordagem. Os siRNAs sdo moléculas de RNA n&o codificantes com
um comprimento que ndo excede 20-24 nucleotideos e tém a capacidade de promover o
silenciamento poés-transcricional de genes especificos. Seu mecanismo de acdo se assemelha
aos microRNAs, que sdo produzidos naturalmente no corpo e desempenham um papel crucial
na regulacdo da expressao genética (SAJID et al., 2023).

Devido a grande incidéncia e importancia da doenca, este trabalho teve como objetivo
caracterizar a doenca de Alzheimer e o uso de siRNA como abordagem terapéutica para o

tratamento da doenca.

2 Metodologia

Este trabalho compreende uma reviséo de literatura narrativa. Estudos qualitativos de
revisao narrativa propiciam uma analise ampla da literatura, provendo informacGes valiosas
de um determinado tema (VOSGERAU; ROMANOWSK, 2014). Revisdes narrativas sao de
fundamental importancia, pois além de contribuirem para a aquisicdo de conhecimentos
acerca de uma temaética especifica, também possibilitam a atualizacdo dessas informacdes e a
discussdo de métodos e subtemas a ela relacionados (ELIAS et al., 2012).

As buscas pelos artigos cientificos foram realizadas na base de dados “Google
Scholar”, utilizando-se a termo indexador “Alzheimer Disease” AND "siRNA™ AND "gene
Therapy”. Foram selecionados os artigos mais relevantes sobre o tema, publicados nos
idiomas inglés e portugués, no periodo entre 2004 a 2023, para a construcdo do presente

estudo, além de livros.
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3 Desenvolvimento

Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é definida como uma desordem cronica e progressiva,
onde os neurdnios colinérgicos sao destruidos, € ha um acumulo de peptideos B amiloides e
proteinas TAU no sistema nervoso, o que leva a formagdo de placas [ amiloides e
emaranhados neurofibrilares, culminando na atrofia cerebral severa e a degeneracdo do
cortex cerebral e hipocampo (MACHADO; CARVALHO; ROCHA, 2020). Nos locais de
neurodegeneracdo, as células glias, responsaveis pela producdo da bainha de mielina, no
sistema nervoso central (SNC), apresentam alteracdo fenotipica dependendo do estagio da
doenca. As células glias, sdo fundamentais no SNC, participando de inlmeros processos
fisiologicos, como a aprendizagem, o metabolismo e a formacdo de memorias.
(CARVALHO, 2021).

A doenca de Alzheimer possui um comeco insidioso e, apesar de ndo ser uma
patologia normativa da idade, a prevaléncia se concentra em individuos com mais de 65
anos de idade (LUCAS; FREITAS; MONTEIRO, 2013). Por ser uma sindrome cognitivo-
comportamental, a deméncia na DA se manifesta ndo apenas com prejuizo da memoria e de
dominios cognitivos, mas também com sintomas neuropsiquiatricos. Na fase leve da
deméncia, sdo comuns ansiedade, depressao, isolamento social e irritabilidade discretos. Na
fase moderada da deméncia, sdo comuns maior irritabilidade/labilidade de humor,
comportamentos agressivos, delirios ocasionais, maior ansiedade, perambulacdo e raras
alucinacdes. Na fase grave da deméncia merecem destaque alucinac@es e apatia (MCDADE,
2022).

A patogénese da Doenga de Alzheimer (DA) é um campo de pesquisa em constante
evolucdo e, embora ndo esteja completamente compreendida, algumas caracteristicas-chave
foram identificadas. A DA esta intrinsecamente relacionada & formagéo de placas sensiveis no
cérebro, que consistem em depositos extracelulares de peptideo B-amiloide (AB). Essas placas
sdo detectadas por interferir nas comunicagdes neurais e desencadear processos inflamatorios.
Além disso, a doenga é marcada por emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos
principalmente de proteina tau hiperfosforilada. A hiperfosforilacdo da proteina leva a uma
desestabilizacdo dos microtubulos, afetando o transporte intracelular e contribuindo para a
disfungéo neuronal (MACHADO; CARVALHO; ROCHA SOBRINHO, 2020).
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Terapia génica

Atualmente, ndo ha cura para a doenca de Alzheimer. As prescrigdes disponiveis
oferecem relativamente pequenos beneficios sintomaticos em alguns pacientes, mas nao
retardam a progressao da doenca. Como alternativa, métodos baseados em terapia génica vém
sendo estudados (SONI, 2020). A medicina gendmica nasceu ap0s a descoberta dos genes e
como eles afetam uma patologia, e com ela a expectativa da terapia génica, onde um gene
defeituoso pode ser substituido por um gene normal (NARDI; TEIXEIRA; SILVA, 2017).

A terapia génica repara processos celulares disfuncionais modificando a expressao
génica ou corrigindo um gene anormal. Ao contréario dos produtos farmacéuticos tradicionais,
a terapia genética tem potencial para tratar quase todas as doencas. Existem varios tipos de
doencgas caracterizadas por eventos intracelulares que sdo controlados por genes especificos
durante a transcricdo e a traducdo de RNA. Alteracdo nestes processos podem levar a
producdo de proteinas anémalas capazes de induzir disturbios fisiopatolégicos, como, por
exemplo, na producdo de emaranhados de proteina amiloide, responsaveis pela perda de

memoria na doenca de Alzheimer (SONI, 2020).

A terapia genética se vale de oligonucleotideos como uma estratégia inovadora para
silenciar e inativar genes associados a doengas. Uma abordagem comum envolve a utilizacéo
de oligonucleotideos antisense projetados de forma personalizada para o gene-alvo defeituoso.
Esses oligonucleotideos antisense tém a capacidade de se ligar ao RNA mensageiro (MRNA)
produzido pelo gene defeituoso, dificultando sua transcri¢do e, consequentemente, inibindo a
expressdo do gene. Além disso, a aplicacdo de pequenos RNAs interferentes (SIRNA)
representa outra técnica notavel. Os siRNAs sdo capazes de promover a quebra especifica de
sequéncias de mMRNA de genes defeituosos, impedindo a traducdo e, consequentemente, a
expressao desse gene. Essas estratégias, que visam genes relacionados a doencas, representam
avancgos promissores no campo da terapia genética e oferecem a perspectiva de tratamentos
mais direcionados e eficazes para uma variedade de condi¢cdes médicas (ABIDEEN, et al,
2022).
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Caracterizacao do siRNA e seu modo de acéo

Os siRNAs, assim como, 0s miRNA (microRNA) compde umas classe de RNAs néo
codificantes (ncRNA) chama RNA de interferéncia (iIRNA). Tanto os miRNAs quanto 0s
siRNAs sdo produzidos a partir de RNA de dupla fita. Os miRNAs sdo inicialmente expressos
como transcritos primarios longos (pri-miRNA) e contém sequéncias de bases palindromicas,
de modo que o emparelhamento entre elas gera estruturas de RNA dupla fita na forma de
grampo. Posteriormente, o pri-miRNA ¢ clivado pela RNAase Drosha formando os pré-
microRNA (pré-miRNA) constituido por cerca de 70 bases e, entdo, é exportado para o
citoplasma pela enzima Exportina-5. No citoplasma o pré-miRNA € processado pela
endonuclease Dicer, especifica de RNA dupla fita, formando o miRNA. A biogénese dos
siRNAs é semelhante a dos miRNAs, entretanto o mecanismo de acdo difere. Ambos 0s
iIRNAs sdo incorporados em um complexo de proteinas chamado complexo silenciador
induzido por RNA (RISC — do inglés RNA induced silecing complex) que se liga ao mRNA a
ser degrado, entretanto, enquanto os miRNAs regulam a traducdo de mRNA alvo, o0s sSiRNAs
direcionam 0 mRNA alvo para a via de degradacdo (JORDE, 2017; PRADO; SOUZA, 2021).

Os métodos de terapia génica que empregam SiRNAs (pequenos RNAs de
interferéncia) representam uma abordagem promissora no campo da engenharia genética. Os
siRNAs sdo moléculas sintéticas de fita dupla que visam especificamente 0 MRNA
complementar de genes indesejados, desencadeando um mecanismo intracelular conhecido
como complexo silenciador induzido por RNA (RISC). Uma vez incorporados ao RISC, o0s
siRNAs atuam de forma altamente seletiva, degradando o mRNA-alvo, o que resulta na
inibicdo da expressdo génica da proteina correspondente. Essa abordagem oferece uma
maneira precisa e controlada de regular a expressao génica, abrindo perspectivas significativas
no tratamento de doencas genéticas, cancer e outras condi¢des médicas relacionadas a
disfungéo de genes (RISCADO; BAPTISTA; SOUSA, 2021).

O RISC é um complexo de endonuclease composto por RNA guia e proteinas. O RNA
guia é uma molécula de fita simples que direciona o RISC para 0 mRNA alvo complementar.
Esse processo resulta na destruicdo dos mRNAs-alvo, que perdem a estrutura essencial e sua
estabilidade, resultando na inibicdo da expressdo génica. O RISC desempenha um papel
fundamental na regulacdo da expressdo génica mediada sendo, portanto, um componente
central do mecanismo de acdo do RNAI, permitindo a regulacdo precisa e especifica da
expressao de genes (BAJRACHARYA et al., 2021).
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A interferéncia de RNA apresenta um notdvel potencial no tratamento da Doenca de
Alzheimer (DA) ao silenciar os genes envolvidos em sua patogénese. Os pequenos RNAs
interferentes (siRNASs) direcionados a genes especificos tém sido empregados com sucesso
para bloquear a producao da proteina beta-amiloide (Af), uma das principais caracteristicas da
DA. A acumulacdo excessiva de AP ¢ fortemente associada aos déficits neurodegenerativos
observados nessa doenga. Ao introduzir SiRNAs que miram 0S genes responsaveis pela
producao de AP, os pesquisadores tém conseguido diminuir a quantidade dessa proteina no
cérebro, oferecendo uma perspectiva promissora para a reducdo dos sintomas e a
desaceleracdo do progresso da DA. Essa abordagem terapéutica representa uma area de
pesquisa em constante crescimento e oferece esperanca para 0 desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes contra a DA (KABBANI et al., 2022).

O gene BACEL foi identificado como um alvo terapéutico crucial no tratamento da
Doenca de Alzheimer (DA), devido ao seu papel na producgdo da proteina beta-amiloide, que
forma placas senis no cérebro. Em um estudo realizado por Kao et al.,, em 2004, os
pesquisadores desenvolveram uma estratégia promissora para a supressdo da expressao
enddgena do gene BACELl em neurdnios. Eles utilizaram siRNAs sintéticos, que foram
entregues com sucesso aos neurdnios por meio de um vetor plasmidial chamado pSilencer.
Essa abordagem mostrou-se eficaz na reducdo da expresséo do gene BACEL, oferecendo uma
perspectiva emocionante para o desenvolvimento de terapias génicas que atenuam a produgéo

de beta-amiloide no contexto do tratamento da Doenca de Alzheimer.

Sabendo-se que o transcrito antisense do gene BACE1l (BACE1-AS) é regulado
positivamente em amostras cerebrais de pacientes com DA, o que promove a estabilidade do
transcrito BACE1 (sentido), Modarresi et al., (2011) examinaram a relacdo entre BACEL e
BACE1-AS na formacdo da proteina precursora do amiloide (APP), a partir da regulacao
negativa na clivagem dessa proteina. Utilizando terapia génica por meio de siRNA, os autores
encontraram que 0 knockdown de qualquer um dos transcritos BACE1 ou BACE1-AS reduz a

producao de AP e a deposicao de placas, melhorando a funcdo cognitiva em ratos.

A terapia genética oferece a possibilidade de modular os niveis da proteina TAU ou
sua atividade toxica nas tautopatias, conjunto de doengas neurodegenerativas, cuja proteina
central ¢ a TAU, e do qual a DA faz parte. A TAU é uma proteina que se liga aos
microtubulos e estd envolvida na estabilidade dessas estruturas no sistema nervoso central.
Em condi¢bes normais, a TAU é predominantemente comum nos axoénios, onde desempenha

um papel fundamental na montagem e estabilidade dos microtibulos. No entanto, sob
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condicBes patoldgicas, como na DA, a TAU sofre hiperfosforilacdo e se acumula de forma
andmala, levando a formagao de emaranhados neurofibrilares, uma caracteristica marcante da
doenca (KABBANI, et al., 2022). Esse processo pode ser inibido através da prevencdo da
traducdo de TAU ou da inducdo de splicing alternativo para promover uma isoforma
especifica. No entanto, a entrega de agentes terapéuticos, como siRNA, continua a ser um
desafio, com efeitos limitados por semanas ou meses, 0 que requer administragdes repetidas
(KABBANI, et al., 2022).

4 Concluséo

O tratamento da doenca de Alzheimer permanece como um desafio complexo, mas as
perspectivas trazidas pelo uso de siRNA como uma terapia inovadora oferece um vislumbre
de esperanca para os pacientes, suas familias e a comunidade médica. Os avancos recentes na
pesquisa demonstram uma capacidade promissora do siRNA de direcionar o silenciamento
génico de genes relacionados a doenca, potencialmente desacelerando seu progresso. No
entanto, para transformar essa promessa em realidade terapéutica, é necessario descobrir
novas técnicas e melhorar as ja existentes, incluindo a entrega eficiente do siRNA ao cérebro
e a garantia da seguranga a longo prazo dos tratamentos. Conquanto, a medida que a pesquisa
prossegue, ha uma forte expectativa de que o siRNA se torne uma ferramenta fundamental no
arsenal de tratamento da doenca de Alzheimer, possibilitando um futuro com terapias cada

vez mais eficazes e seguras para combater essa epidemia silenciosa.
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